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RESUMO

A Amazobnia concentra uma das maiores coberturas florestais do mundo e
sustenta intensa atividade madeireira, responsavel pela geragdo de expressivos
volumes de residuos, em geral subaproveitados. Diversas espécies apresentam
elevada resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos e notavel durabilidade da
madeira, propriedades frequentemente associadas a presenca e ao papel ecolégico
de metabdlitos secundarios. Neste contexto, buscando agregar valor aos residuos
madeireiros, o presente trabalho teve como objetivo investigar os constituintes
quimicos dos residuos madeireiros (cerne e alburno) de Allantoma decandra e
Peltogyne catingae e avaliar a atividade bioldgica das substancias isoladas e
caracterizadas. Desta forma, o perfil metabdlico dos extratos apolares e polares foi
avaliado por técnicas cromatograficas de CG-EM e CLAE-EMAR, respectivamente.
Os extratos polares foram fracionados em coluna aberta utilizando diferentes fases
estacionarias (Silica gel e Sephadex LH-20) e as fragées foram analisadas por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 1D e 2D e por CLAE-EMAR. Algumas
fragbes foram avaliadas in vitro frente a trés géneros de fungos de interesse médico
(Candida spp. e Cryptococcus spp.) e médico/veterinario (Sporothrix spp.) e uma
bactéria (Xanthomonas citri ssp. citri) de interesse da citricultura. Como resultados,
no extrato apolar dos residuos de A. decandra foram caracterizados ésteres
metilicos de acidos graxos (6-octadecenoato de metila — majoritario) e no extrato
polar foram identificados derivados de acido graxo saturado (3) e insaturado (4),
derivado de glicerol (5), a-amirina (6) e B-amirina (7) e quatro acidos fendlicos: acido
galico (1), acido 4-O-metilgalico (2), acido vanilico (8), acido siringico (9). E no
extrato apolar dos residuos de P. catingae também foram caracterizados ésteres
metilicos de acidos graxos (9,12-octadecenoato de metila - majoritario) e no extrato
polar foram identificados 7 flavonoides modificados (peltoginoides); o rel-(2,3-trans-
3,4-trans)-peltoginol (10a) e rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol (10b), e rel-(2,3-trans-
3,4-cis)-peltoginol B (10c) e rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B (10d), rel-(2,3-trans)-
mopano (11), rel-(2,3-trans)-pubeschin (13) e rel-(2,3-trans-3,4-cis)-4-0O-
metilpeltoginol B (15), além de dois flavanon-3-éis rel-(2,3-trans)-3-O-metilfustina
(12a) e rel-(2,3-cis)-3-O-metilfustina (12b) e uma chalcona (E)-buteina (14).
Conforme os ensaios antimicrobianos, destacam-se uma fragdo contendo a mistura
das substancias 10a-d com CIMs frente a Candida glabrata e C. tropicalis (40
pg/mL), C. krusei (20 ug/mL), Cryptococcus gatti (40 ug/mL), C. neoformans (5
pug/mL), Sporothrix brasiliensis (62,5 ug/mL, efeito fungistatico), S. schenckii (31,25
pg/mL, efeito fungicida) e Xanthomonas citri ssp. citri (100 ug/mL, efeito bactericida).
Adicionalmente, destacaram-se o extrato polar de P catingae (PCM), que
apresentou CIM de 31,25 ug/mL e efeito fungicida frente a S. brasiliensis e S.
schenckii, bem como a mistura 10b/10d e a substancia 13, ambas com CIM de 62,5
pg/mL e efeito fungicida frente as duas cepas avaliadas. Desse modo, este estudo
contribuiu para o conhecimento da biodiversidade amazénica, agregando valor
quimico e bioldgico aos residuos madeireiros de A. decandra e P. catingae.

Palavras-chaves: Fabaceae; Lecythidaceae; fitoquimica; atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

The Amazon harbors one of the largest forest covers in the world and sustains
intense logging activity, which generates substantial volumes of residues that are
generally underutilized. Several species exhibit high resistance to xylophagous
organisms and remarkable wood durability, properties often associated with the
presence and ecological role of secondary metabolites. In this context, aiming to add
value to wood residues, the present study investigated the chemical constituents of
wood residues (heartwood and sapwood) of Allantoma decandra and Peltogyne
catingae and evaluated the biological activity of the isolated and characterized
substances. Accordingly, the metabolic profiles of nonpolar and polar extracts were
assessed by GC-MS and LC-MS, respectively. Polar extracts were fractionated by
open-column chromatography using different stationary phases (silica gel and
Sephadex LH-20), and promising fractions were analyzed by 1D and 2D Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) and LC-MS. These fractions were evaluated in vitro
against three genera of fungi of medical (Candida spp. and Cryptococcus spp.) and
medical/veterinary (Sporothrix spp.) relevance, as well as against a bacterium of
importance to citriculture (Xanthomonas citri ssp. citri). As results, methyl esters of
fatty acids were characterized in the nonpolar extract of A. decandra residues (with
methyl 6-octadecenoate as the major constituent), while the polar extract yielded
saturated (3) and unsaturated (4) fatty acid derivatives, a glycerol derivative (5), a-
amyrin (6), B-amyrin (7), and four phenolic acids: gallic acid (1), 4-O-methylgallic acid
(2), vanillic acid (8), and syringic acid (9). In the nonpolar extract of P. catingae
residues, methyl esters of fatty acids were also identified (methyl 9,12-
octadecadienoate as the major constituent), whereas the polar extract afforded
seven modified flavonoids (peltogynoids): rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltogynol (10a),
rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol (10b), rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltogynol B (10c),
rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B (10d), rel-(2,3-trans)-mopano (11), rel-(2,3-trans)-
pubeschin (13), and rel-(2,3-trans-3,4-cis)-4-O-methylpeltogynol B (15), in addition
to two flavanon-3-ols, rel-(2,3-trans)-3-O-methylfustin (12a) and rel-(2,3-cis)-3-O-
metilfustin (12b), and one chalcone, (E)-butein (14). Among the antimicrobial assays,
a fraction containing compounds 10a-d stood out, displaying MICs against Candida
glabrata and C. tropicalis (40 pg/mL), C. krusei (20 pg/mL), Cryptococcus gattii (40
pg/mL), C. neoformans (5 ug/mL), Sporothrix brasiliensis (62.5 ug/mL, fungistatic
effect), S. schenckii (31.25 ug/mL, fungicidal effect), and Xanthomonas citri ssp. citri
(100 ug/mL, bactericidal effect). Additionally, the polar extract of P. catingae (PCM)
stood out, exhibiting a MIC of 31.25 pg/mL and a fungicidal effect against S.
brasiliensis and S. schenckii, as well as the 10b/10d mixture and compound 13, both
showing a MIC of 62.5 pg/mL and a fungicidal profile against both evaluated
strains.Thus, this study contributes to the knowledge of Amazonian biodiversity by
adding chemical and biological value to the wood residues of A. decandra and P.
catingae.

Key words: Fabaceae; Lecythidaceae; phytochemistry; antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

A Amazoénia é detentora de uma das maiores biodiversidades do mundo,
correspondendo a um tergco das florestas tropicais. Na regido amazénica é
possivel encontrar a incidéncia de florestas densas e abertas, com diversos
ecossistemas, tais como varzeas, matas de igapo, e outros (CORREA &
CAMPQOS, 2023). As particularidades geograficas da Amazdnia impulsionaram a
elevada diversidade biologica local, tornando a regido um vasto e promissor
campo para a prospeccdo e identificacdo de novas moléculas bioativas
(VARGAS-ARANA et al, 2023). Essas moléculas podem apresentar
propriedades bioldgicas para o desenvolvimento e formulagéo de novos produtos
com o intuito de tratar diversas patologias de interesse médico/veterinario
(MENEGUETTI et al., 2015).

A madeira possui uma composicdo quimica variada de metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabdlitos secundarios, também chamados de
extrativos, sdo substancias naturais produzidas pelas plantas que podem ser
removidas do material biolégico por meio de extragdo com solventes. Esses
compostos desempenham importantes fungdes ecoldgicas, especialmente na
protecdo contra estresses abidticos e bidticos, como radiagcdo, variagdes
ambientais, ataque de microrganismos e herbivoria. Muitas destas substancias
sao caracteristicas de processos evolutivos e adaptativos, os quais garantiram a
sobrevivéncia e perpetuacdo da vida vegetal (PAYA et al., 2021). Os metabdlitos
secundarios sdo de grande interesse quanto as atividades biologicas, mas
principalmente pelas propriedades medicinais que esses metabdlitos podem
revelar (SIMOES et al., 2007). Estima-se que cerca de 30% de todas as drogas
avaliadas como agentes terapéuticos sao derivados de metabdlitos secundarios
(NEWMAN & CRAGG, 2020).

Estimativas globais indicam que aproximadamente 6,5 milhdes de casos
de infecgbes fungicas invasivas ocorrem anualmente, resultando em cerca de
3,7 milhdes de mortes associadas, das quais aproximadamente 2,5 milhdes de
Obitos diretamente associados a essas infecgdes (DENNING, 2024). Essas
infecgdes podem acometer varias regides e tecidos do hospedeiro, desde
superficiais até areas mais profundas, como a pele, boca, érgaos genitais e até
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areas internas, como o6rgaos e corrente sanguinea (GNAT et al., 2021). As
leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus sao os principais causadores de
infeccdes fungicas hospitalares, causando micoses que resultam em milhares de
mortes anualmente. As espécies do género Sporothrix tém provocado uma
mudanga significativa no padrao epidemiologico da esporotricose em animais e
humanos, caracterizando-se pelo surgimento de cepas resistentes, tratamentos
prolongados com azois e elevados indices de transmissao entre animais e
pessoas (BROWN et al., 2024; WALLER et al., 2021). O cancro citrico € uma
doenca bacteriana causada por Xanthomonas citri ssp. citri que afeta diversas
espécies de citros, provocando lesdes elevadas e necrosadas em folhas, frutos
e ramos. A doencga reduz a qualidade e a produtividade dos pomares, causando
prejuizos significativos a citricultura brasileira. Logo, a busca por moléculas
bioativas em madeiras resistentes ao ataque de fungos e organismos xiléfagos
pode se configurar como uma excelente alternativa para a obtencéo de agentes

antimicrobianos.

O grupo de pesquisa “Planta da Amazdnia: Quimica, Quimiossistematica e
Atividade Biolégica” coordenado pela Profa. Dra. Maria da Paz Lima do Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazénia (INPA) realiza estudos fitoquimicos de
metabdlitos bioativos de residuos madeireiros de espécies amazébnicas, com o
intuito de agregar valor aos residuos que seriam descartados. Recentemente,
Rodrigues e colaboradores (2022) investigaram os residuos madeireiros de
Roupala montana (Proteaceae) e identificaram o metildihidrogravipano, que
apresentou atividade antifungica significativa contra os fungos Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gatti com Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
5 e 10 pyg/mL, respectivamente. Ele também inibiu a forma promastigota de

Leishmania amazonensis com Concentragao Inibitéria 50 (Clso) de 47,0 ug/mL.

Diante da escassez de estudos fitoquimicos e bioldgicos com os residuos
madeireiros das espécies de Allantoma decandra (Ducke) S.A. Mori, Y.Y. Huang
& Prance (Lecythidaceae) e Peltogyne catingae Ducke (Fabaceae), a doagao de
residuos madeireiros previamente identificas pelo Laboratério de Tecnologia da
Madeira da COTI/INPA, assim surgiu a oportunidade de desenvolver estudos

fitoquimicos e bioldgicos com essas espécies.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estrutura e quimica da madeira

A madeira € um tecido vegetal altamente especializado formado
principalmente pelo xilema secundario, sendo uma das estruturas mais
importantes para o crescimento e a sobrevivéncia das plantas vasculares
lenhosas (SOUZA et al., 2020). Essa estrutura € responsavel por fungdes
fundamentais como sustentacdo mecanica, condugao de agua e sais minerais,

armazenamento de substancias e defesa da planta (MAYARD et al., 2022).

Do ponto de vista macroscopico (Figura 1), a madeira apresenta uma
estrutura zonal distinta que reflete seu desenvolvimento: a casca (prote¢ao), o
alburno (conducgao ativa de agua e sais minerais), o cerne (sustentacao central
impregnada de extrativos que conferem durabilidade) e os anéis de crescimento,
que registram a atividade do cambio vascular ao longo das estagdes. No centro
de toda essa organizacado encontra-se a medula, o tecido primario em torno do
qual o tronco se expandiu SOUZA et al., 2020.
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Figura 1. Representagédo esquematica da estrutura macroscopica da madeira. Imagem
gerada com auxilio de inteligéncia artificial (IA Gemini) e adaptada pelo autor.

Os constituintes quimicos da madeira estao intimamente relacionados com
as propriedades estruturais e mecanicas, bem como com a resisténcia ao ataque
de organismos xil6fagos. A composi¢cado quimica da madeira esta dividida em
metabdlitos primarios e secundarios (KLOCK et al., 2005; WENG et al., 2012).
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Os metabdlitos primarios sao, basicamente, a celulose, a hemicelulose e a
lignina (Figura 2), os quais possuem alto grau de polimerizacdo e sao
responsaveis pela morfologia e estrutura das plantas (CANHOTO, 2018). A
celulose é o principal componente da parede celular dos vegetais e tem
caracteristicas de polimero linear de alta massa molecular, constituido de
residuos de B-D-glucose. As hemiceluloses (ou polioses) sdo formadas por
hexoses e pentoses, algumas possuem acido urdnico, com formagdes
poliméricas mais curtas que as celuloses e podem apresentar ramificagdes. Ja
as ligninas sado constituidas por sistemas aromaticos de unidades de
fenilpropanoides, que ajudam a fortalecer e enrijecer a parede celular (ASSIS et
al., 2021).
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Figura 2. Exemplos de estruturas poliméricas de metabdlitos primarios.

Metabdlitos secundarios sao substancias naturais produzidas pelas plantas
que, embora ndo essenciais ao metabolismo primario, desempenham papéis
fundamentais na defesa contra estresses bibticos e abibticos, além de mediar
diversas interagdes ecoldgicas (DEWICK, 2009). Muitas destas substancias sao
caracteristicas de processos evolutivos e adaptativos, garantindo a
sobrevivéncia e perpetuacdo da vida vegetal (PAYA et al., 2021). Tais
substancias naturais, apesar de se apresentarem em pequenas quantidades em
plantas, pertencem a variadas classes metabdlicas e conferem aos seus
materiais extrativos: cor, odor, entre outras propriedades, e podem ocorrer

alteragdes causadas por enzimas (PAYA et al., 2021).
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Os estudos quimicos de madeiras, em sua maioria, estao relacionados aos
metabdlitos primarios, os quais sao de suma importancia para a caracterizagao
tecnoldgica e suas aplicagdes na industria madeireira e energética (MEDEIROS
et al., 2021; BATISTA et al., 2021). Por outro lado, os estudos quimicos dos
metabalitos secundarios da madeira ainda sdo minoritarios e exigem abordagens
sustentaveis de obtencdo de material extrativo, como os residuos madeireiros,
0os quais podem representar fontes importantes de substancias

farmacologicamente bioativas (MARTHA et al., 2021).

2.2 Estudos fitoquimicos com residuos madeireiros de espécies

amazonicas

A Amazobnia é detentora de uma das maiores coberturas florestais do
mundo e a atividade extrativista de madeira é intensa na regido como atividade
econbmica de economia, a qual enfrenta sérios problemas em relacdo ao
aproveitamento e direcionamento de residuos florestais e madeireiros (RAMOS
et al., 2018; RAMOS et al., 2017; STRAGLIOTTO et al., 2020). As alternativas
viaveis para o aproveitamento de residuos madeireiros englobam a fabricagao e
producdo de carvao (SILVA et al., 2020), geragdo de energia por biomassa
(MORAIS et al., 2024) e até o cultivo do cogumelo comestivel Lentinus strigosus,
de ocorréncia na Amazénia (SALES-CAMPOS & ANDRADE, 2011).

Em contrapartida, os estudos fitoquimicos com residuos madeireiros
buscam agregar valor a esses materiais descartaveis explorando a quimica dos
metabdlitos secundarios. O grupo de pesquisa “Plantas da Amazénia: Quimica,
Quimiossistematica e Atividade Bioldgica”, coordenado pela Profa. Dra. Maria da
Paz Lima, do INPA, ja realizou diversos estudos com residuos madeireiros
utilizando as partes de cerne e alburno da madeira, que levaram a interessantes
descobertas. Hayasida e colaboradores (2008) encontraram nos residuos do
cerne de Brosimum rubescens, conhecida como pau-rainha, um alto teor de
xantiletina (Figura 2) com 2,35%, uma cumarina ja reportada com grande
potencial biolégico, apresentando atividades antiplaquetaria, antifungica e
herbicida (TENG et al., 1992; GODOY et al., 2005; ANAYA et al., 2005). Nesse
estudo, ficou evidenciado que o alburno ndo produziu xantiletina, em que foi

identificado apenas o triterpeno 3(B-acetoxiolean-12-eno-28-ol (Figura 3)
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(HAYASIDA et al., 2011). Desta forma, sugeriu-se que a resisténcia do cerne ao

ataque de organismos xiléfagos se deve a presenca desta cumarina.
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Figura 3. Metabdlitos relatados no cerne de Brosimum rubescens.

Outro estudo interessante foi realizado por Garcia e colaboradores (2018)
com os residuos madeireiros de trés espécies de Fabaceae (Dipteryx odorata,
Swartzia laevicarpa e Andira parviflora). Na oportunidade, foram isolados um
pterocarpano  (3’-hidroxi-7,8,4’,5-tetrametoxipterocarpano) em  Swartzia
laevicarpa, quatro isoflavanas (8-O-metilretusina; cladrastina; 7,3’-di-hidroxi-8,4’-
dimetoxiisoflavona e 7,3’-dihidroxi-5,6,4’-trimetoxiisoflavona) em Dipterix odorata
e a genisteina, biochanina A e 7,5,6’-trihidroxi-4’-metoxiisoflavano em Andira
parviflora (Figura 4). Os residuos utilizados neste estudo foram provenientes de
madeiras de demoligdo da cobertura de prédios do INPA que possuiam cerca de
quarenta e cinco anos de instalagao; logo, os autores correlacionam a resisténcia

natural das trés espécies as substancias identificadas.
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Figura 4. Metabdlitos identificados nos estudos de Garcia e colaboradores (2018).

Outras duas espécies de Fabaceae (Dipterix polyphylla e Acacia
mangium) foram estudadas por Melo e colaboradores (2020), os quais isolaram
quatro isoflavanos em D. polyphylla (3’,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavano; 2’,8-
dihidroxi-4’,7-dimetoxiisoflavano; 2’,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavano e 3’,8-
dihidroxi-4’,7-dimetoxiisoflavano) e nos residuos de A. mangium foram isolados
trés fendlicos monociclicos (acido ferdlico; metilparabeno e 4-

hidroxibenzaldeido); e um flavonol (melatoxetina) (Figura 5).
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Figura 5. Metabdlitos identificados nos estudos de Melo e colaboradores (2020).

No estudo fitoquimico realizado por Melo e colaboradores (2019) com os
residuos madeireiros de Handroanthus serratifolius da familia Bignoniaceae,
conhecida como “ipé-amarelo”, foram identificadas trés naftoquinonas (desidro-
a-lapachona, desidro-iso-a-lapachona e a-lapachona) e duas lignanas
(paulownin e cicloolivil) (Figura 6). As naftoquinonas identificadas apresentaram
atividade antiplasmaodica contra Plasmodium falciparum e atividade antifungica
significativa contra Cryptococcus neoformans. Mais recentemente, Rodrigues e
colaboradores (2022) investigaram os residuos madeireiros de Roupala
montana, da familia Proteaceae, e identificaram a predominancia de derivados
do 5-alquilresorcinol [(z)-pentadecenil-resorcinol; metildehidrogravipano; 5-[14’-
1’,3’-dihidroxifenil-cis-tetradec-8’-eno-1il]-risorcinol;  dihidrogravipano e bis-
norstriatol) (Figura 6). O metildihidrogravipano apresentou atividade antifungica
significativa contra os fungos Cryptococcus neoformans e C. gatti com
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de 5 e 10 ug/mL, respectivamente. Ele
também inibiu a forma promastigota de Leishmania amazonenses com

Concentragao Inibitoria 50 (Clso) de 47,0 pg/mL.
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Figura 6. Metabdlitos identificados nos estudos de Melo e colaboradores (2019) e

Rodrigues e colaboradores (2022).

Considerando a escassez de estudos fitoquimicos sobre residuos
madeireiros de espécies amazdnicas, bem como a procedéncia e acessibilidade
do material vegetal e o interesse na valorizagao desses residuos, estabeleceu-
se, em colaboragdo com o Laboratério de Tecnologia da Madeira do INPA, a
oportunidade de desenvolver pesquisas no grupo “Plantas da Amazoénia:
Quimica, Quimiossistematica e Atividade Bioldgica”. Nesse contexto, os estudos
fitoquimicos de residuos madeireiros contribuem para a busca e descoberta de
substancias bioativas, permitindo o conhecimento do perfil quimico dessas
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espécies e agregando valor a esses materiais, além de possibilitar novas
aplicagdes para rejeitos da atividade madeireira (MARTHA et al., 2021). Assim,
foram conduzidas investigagdes fitoquimicas com residuos de Allantoma
decandra (Lecythidaceae) e Peltogyne catingae (Fabaceae), com foco na
avaliacdo de seus potenciais biologicos. A espécie A. decandra, anteriormente
identificada como Cariniana decandra Ducke e posteriormente realocada com
base em caracteristicas morfolégicas, ¢é relatada na literatura pela
predominéncia de triterpenos, flavonoides e esteroides. Ja P. catingae apresenta
madeira de tonalidade violeta marcante e € descrita pela ocorréncia de
flavonoides modificados denominados peltoginoides, cujas propriedades

biolégicas permanecem pouco exploradas.

2.3 Aspectos botanicos e quimicos da familia Lecythidaceae

A familia Lecythidaceae possui cerca de 25 géneros e 400 espécies

catalogadas, sendo considerada a terceira familia de arvores mais abundantes
na Amazonia (MORTON et al., 1997; FERREIRA et al., 2021). As espécies da
familia ocorrem em regides tropicais da América Central e do Sul, Africa e Asia
(Figura 7) (APG 1V, 2024; VARGAS & DICK, 2020). No Brasil, a familia possui
cerca de 10 géneros e 121 espécies, com predominancia na Amazénia, Mata
Atlantica e Cerrado (FLORA DO BRASIL, 2024a).
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Figura 7. Distribuicdo geografica mundial da familia Lecythidaceae (TROPICS, 2024a).

Atualmente, conforme os avangos dos estudos filogenéticos, taxonémicos,
moleculares, a familia Lecythidaceae esta subdividida em cinco subfamilias

(Napoleonaeodeae, Astranthoideae, Lecythidoideae, Barringtonioideae,
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Foetidioideae) segundo a APG, de acordo com o sistema de classificagcdo do
APG IV (2024) em concordancia com o levantamento de dados filogenéticos e
distribuicdo biogeografica de angiospermas da ordem Ericales, conforme

discutido por Rose e colaboradores (2018).

A familia Lecythidaceae apresenta uma quimica variavel (Figura 8) com
relatos de triterpenoides com variados esqueletos quimicos e seus derivados
glicosilados, flavonoides, derivados de acidos fendlicos, esteroides e outras
classes metabdlitos (FERREIRA et al., 2021). Os principais géneros estudados
fitoquimicamente foram Barringtonia, Bertholletia, Careya, Cariniana,
Couroupita, Eschweilera, Foetidia, Grias, Gustavia, Lecythis, Napoleonaceae,
Planchonia e Petersianthus, e as saponinas triterpenoides representam cerca de
37,8% dos compostos relatados entre os géneros (FERREIRA et al., 2021). Os
compostos bioativos de espécies de Lecythidaceae mostraram diferentes
atividades biolégicas, como antiartritica, anti-inflamatéria, antileishmania,
antibacteriana e antifungica (RAHMAN et al., 2005; BEHBAHAN!I et al., 2007).
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Figura 8. Esqueletos de triterpenos, flavonoides e derivados de acidos fendlicos
presentes na familia Lecythidaceae.

A subfamilia Lecythidoideae compreende cerca de 210 espécies em
10 géneros, distribuidas pelas zonas tropicais da América Latina (HAMMEL et
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al., 2004; HUANG et al., 2008). Espécies de Lecythidoidae ocupam habitats
diversos, mas sao mais abundantes em florestas primarias de terra firme (MORI
et al., 1990). As relagbes morfologicas e filogenéticas em Lecythidoideae nao
sdo totalmente compreendidas, o que pode gerar problemas de identificagdo
botanica e distingao de espécies (HUANG et al., 2011).

2.3.1 Género Allantoma Miers

O género Allantoma possui 8 espécies descritas segundo os dados da
FLORA DO BRASIL (2024b) e sdo conhecidas como “jequitiba”, “ceru”, “tauari”
e “tauari vermelho” (PROCOPIO et al., 2010). As espécies do género sdo arvores
de grande porte, podendo atingir até 40 m de altura, e estdo distribuidas em
grande parte na Amazobnia Ocidental (Figura 9), sendo majoritariamente
encontradas em florestas de terra firme, compreendendo Venezuela, Bolivia,
Colémbia, Peru e Norte do Brasil (PROCOPIO & SECCO, 2008; WFO, 2024a).
No Brasil, as espécies ocorrem predominantemente na regido Norte (FLORA DO
BRASIL, 2024b; PROCOPIO et al., 2010; MORI et al., 2010).

Figura 9. Distribui¢cdo geografica do género Allantoma na América do Sul (WFO, 2024a).

A madeira das espécies de Allantoma (Figura 10) é muito explorada e
possui densidade basica mediana, sendo comumente aproveitada para fins de
baixo valor comercial, como a fabricacdo de cabos de ferramentas, vassouras e
caixotarias (COSTA, 2017). As espécies de Allantoma sao conhecidas como

“tauari”, assim como espécies de Cariniana e Couratari, gerando problemas de
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identificacdo devido a similaridade entre as espécies conforme os
conhecimentos empiricos e vulgaridade de nomes, assim desconsiderando

critérios cientificos, morfoldgicos ou ecolégicos (PROCOPIO et al., 2008).

Figura 10. Fotos de um espécime (A), do fruto (B) e um corte no tronco (C) de
Allantoma sp. Fontes: Frankiebeautico, 20252 (A); CUTEK® (B), 2025;
Frankiebeautico, 2025b (C).

Anteriormente, o género Allantoma era monotipico, com somente a espécie
Allantoma lineata Miers, no entanto, Huang e colaboradores (2008)
demonstraram por meio de analises morfolégicas e anatdmicas que as espécies
com flores actinomorfas de algumas espécies do género Cariniana (C. decandra,
C. integrifolia, C. kuhmannii, C. multiflora, C. pachyntha, C. pauciracemosa e C.
uaupensis) e a unica espécie A. lineata se agrupavam e formavam um grupo
monofilético; logo, essas espécies de Cariniana foram realocadas para o género

Allantoma.
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No levantamento etnobotanico conduzido por Oliveira e colaboradores
(2024), moradores da comunidade de Marinau, na Floresta Nacional do
Caxiuana - Para, Brasil, relataram o uso das cascas de Allantoma lineata no
tratamento de diarreia, condigdo comum devido ao consumo de agua de rios
pelas comunidades. O estudo enfatiza a necessidade de ampliar as
investigacdes etnobotanicas, fitoquimicas e bioldgicas relacionadas a espécie.
Entretanto, ndo ha estudos fitoquimicos com espécies do género Allantoma

relatados na literatura.
2.3.2 Espécie Allantoma decandra Ducke

A espécie A. decandra é nativa da Amazobnia Ocidental (Figura 11),
estende-se da Venezuela, Norte do Brasil, Bolivia, Coldmbia e Peru, conforme
WFO (2024b). A madeira da espécie ¢é utilizada na construcao civil leve, sendo
recomendada para a producdo de rodapés, corddes, venezianas, forros,

compensados, cabos de vassouras e instrumentos musicais (COSTA, 2017).

&

Figura 11. Distribuicdo geografica da espécie Allantoma decandra na América do sul
(WFO, 2024b).

Conforme os estudos de Huang e colaboradores (2008) com analises
morfolégicas e anatdmicas, a espécie Cariniana decandra Ducke passou a ser
identificada como Allantoma decandra (Ducke) S. A. Mori, Y. Y. Huang & Prance.

Nao estudos fitoquimicos relacionados a espécie.
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2.4 Aspectos botanicos e quimicos de Fabaceae

A familia Fabaceae (Leguminoseae) possui cerca de 766 géneros e
19.580 espécies, sendo considerada a terceira maior familia de Angiospermas
do mundo, com uma grande diversidade de arvores, arbustos, plantas perenes
e herbaceas do pequeno ao grande porte, e esta distribuida entre diversos
ecossistemas ao redor do mundo, principalmente entre as zonas tropicais e
subtropicais (Figura 12) (APG IV, 2024; VASCONCELOQOS et al., 2020). No Brasil,

a familia apresenta uma predominancia de cerca de 258 géneros e 3.073

espécies em todos os biomas brasileiros, sendo a familia botanica mais
abundante (FLORA DO BRASIL, 2024c).
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Figura 12. Distribuicdo geografica mundial da familia Fabaceae (TROPICOS, 2024c).

Atualmente, conforme os avangos dos estudos filogenéticos, taxonémicos,
moleculares e o fortalecimento da cladistica, a familia Fabaceae esta subdividida
em seis subfamilias (Detarioideae, Duparquetioideae, Cercidoideae, Dialioideae,
Faboideae, Caesalpinioideae) segundo o Angiosperm Phylogeny Group,
conforme o sistema de classificagao do APG IV (2024) em concordancia com os
dados filogenéticos fundamentados em sequenciamento de genes dos géneros
e espécies conhecidas levantados pelo Legume Phylogeny Working Group -
LPWG (AZANI et al., 2017).

A subfamilia Detarioideae € considerada a terceira maior subfamilia de
Fabaceae e os géneros e espécies foram agrupados conforme as caracteristicas
de filogenia molecular (AZANI et al., 2017; ESTRELLA et al., 2018). Atualmente,
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Detarioideae possui cerca de 84 géneros com aproximadamente 771 espécies,
a maioria delas nativas das regides tropicais da América Central e Sul, Africa e
Asia (AZANI et al., 2017; HUGHES & LPWG, 2017). Algumas espécies
apresentam elevada importancia econbémica como produtoras de madeira
(TEIXEIRA et al., 2022).

A familia Fabaceae possui uma riqueza quimicamente diversificada com
alto potencial biolégico, os quais apresentam uma composig¢ao rica em fenais,
taninos, antraquinonas, cumarinas, terpenoides, peptideos, esteroides e
agucares redutores, e principalmente a predominancia de flavonoides, os quais
podem apresentar uma extensa gama de esqueletos quimicos, conforme
disposto na Figura 13 (BENJAMIM et al., 2020; OBISTIOIU et al., 2021). Muitas
destas classes metabdlicas estdo associadas as atividades antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoéria, antileishmania, cicatrizante,
cardioprotetora, antiulcerogénica (BENJAMIM et al., 2020; OBISTIOIU et al.,
2021).
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Figura 13. Esqueletos de flavonoides relatados na familia Fabaceae.
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2.4.1 Género Peltogyne Vogel

O género Peltogyne possui cerca de 24 espécies descritas e sao
conhecidas como “coragao-roxo”, “pau-roxo” ou “roxinho” devido a coloracao do
cerne, que pode variar do roxo ao vermelho (KOCHANOVSKI et al., 2020, SILVA
etal., 1976; FLORA DO BRASIL, 2024d). As espécies do género sao arvores de
grande porte (30-50 m de altura e até 1,5 m de largura) e estdo distribuidas,
principalmente, em regides tropicais desde o sudoeste do México ao sudeste do
Brasil e costa da Africa, com predominancia na Amazénia Ocidental (Figura 14)
(SILVA et al., 1976; WFO, 2024c). No Brasil, existem aproximadamente 24
espécies com ocorréncia entre as regides do Norte ao Sudeste, compreendendo

desde a Amazobnia a Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL, 2024d).
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Figura 14. Distribuicao geografica do género Peltogyne na América Central e Sul (WFO,
2024c).

A madeira (Figura 15) apresenta um alto valor comercial no mercado
nacional e internacional por sua beleza e coloragao roxeada, além da resisténcia
mecanica, durabilidade, maleabilidade e resisténcia ao ataque de fungos e
insetos (ALVES et al., 2006; GRANATO et al., 2005; ALVES et al., 2010). A
madeira € muito utilizada na construcado civil e decoracdo com assoalhos,
mobiliario, instrumentos, entre outros trabalhos de marcenaria (SILVA, 1976).
Atualmente, as espécies do género sao utilizadas exclusivamente na extracao
da madeira, com poucos relatos de estudos fitoquimicos e biolégicos com

extratos vegetais.
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Figura 15. Fotos de um espécime e corte vertical no tronco (A), anéis e pedacgdes

do tronco (B) de um espécime de Peltogyne. Fonte: Frankiebeautico, 2025 (A);

CUTEK®, 2025 (B).

A quimica do género Peltogyne conta com poucos estudos e se restringe
as partes externas (cascas) e internas (cerne e alburno) do tronco das arvores e
a composi¢ao quimica € apresentada na Tabela 1. Em relagdo aos metabdlitos
primarios, ALMEIDA e colaboradores (2015) estudaram a composigédo da
madeira de Peltogyne lecointei e obtiveram, aproximadamente, 23,98% de
lignina, 73,33% de celulose com hemicelulose e 2,69% de extrativos (ALMEIDA
et al., 2015). A coloragao roxa do cerne se deve a presenga dos flavonoides
modificados chamados de peltoginoides (estruturas na Tabela 1) e séao
predominantes nas espécies estudadas no género (GIUTIERREZ-MACIAS et al.,
2019). Os peltoginoides possuem um anel D adicional por meio da ponte de
conexao de -OCHz- entre C-3 do anel C e C-6’ do anel B. Tais substancias
possuem distribuicdo restrita no reino vegetal e podem ser encontradas em
frutos, cascas, raizes, madeira e partes aéreas de espécies dos géneros Acacia,
Caesalpinia, Tephrosia, Iris, Cassine, entre outras, os quais compreendem as
familias Fabaceae, Iridaceae, Euphorbiaceae, Nyctaginaceae, Myrtaceae, entre
outras (JIU-ZHEN et al., 2011; DZOYEM et al., 2017; HASHIDA et al., 2014;
JAIGER et al., 2019; MATHEW et al., 2023; MONTES et al., 2016).
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Tabela 1. Compostos relatados no género Peltogyne.

Classe Substancias Ocorréncia
T, ¢ ., P-porphyrocardia[Ce]**; P
pubescens [Ce]**; P
o O R
! m "o Oy venosa [Ce]**; P
7o o confertiflora [Ce]*; P
oH OH catingae [Ce]®; P. mexicana
(+)-peltoginol (+)-peltoginol B [Ce]6
OH OH .
P. porphyrocardia [Ce]*; P
HO 0 oy HO o o pubescens[Cel*; P. venosa
A~ . [Ce]*, P. catingae [Ce]?; P
OH oH mexicana [Ce]®
(+)-mopanol (+)-mopanol B
OH
OH
(0]
(+)-pubeschin
OH
HO o -"“@[(:)H Ho
“OMe
O e}
(+)-3-O-metil-2R,3R-cis-fustina  (-)-3-O-metil-28,3R-trans-fustina
Flavonoides

HC

LI,

Oe

8

(+)-3-O-metil- 2R 38-trans-fustina

(=)= 3-o-metil-2s 35-cis-fustina )
P. pubescem [Ce]*; P

venosa [Ce]?

o
a,2',3,4,4'-pentahidroxi-calcona

o (o]
T T

(+)-liquiritigenina

OH
- : :DH

(-)-butina

Q/OH

(-)-liquiritigenina

HO

£
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Continuagédo P. pubescem [Ce]?;

O
1>
HO O W
Tabela m ) P. venosa[Ce]?
5 (e]

SCHa
4-0O-metil-4',5'-metilenodioxi-mopanol

OH
OH

P. paniculata [Ce]®

OH
; (e}
OCH,

peltomexicanina 4R-metdxi-mopanol

HO
O 2
Flavonoides R,

3R-metoxi-(+)-butina: R,= —ocH, ; R,= OH
3S-metoxi-2S-liquiritigenina: R, =-wocH,; R,= H

OH OH
HO O s S HO. fo) s - ‘
P. mexicana [Ce]>57
© - (o)
OH

GCH,
2S, 3S-peltoginona
OH

OH
(+)-mopanol B-(45—6")-(+)-mopanol  (+)-3-hidréxi-peltoginona

OH
OH
HO.
Y
(¢]

O,

N R,
Z o

Mopanidina: R,= H; R,= OH

OH inidina: R = OH' R =
(£)4-metéxi-peltoginol Peltoginidina: R,;= OH; R,= H
®) OH
R
Acidos ,
Fendlicos R; R, P. mexicana [Ce]®
OH

2,4-dihidroxibenzaldeido: R,= OH; R,=H
Singaldeido: R;= H; R,= OCH,
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HO
. 50 P. pubescens [Ce]%; P.
Ftalida Ho \ venosa [Ce]?

0
5 6-dihidroxiftalida

H4CO

S
Cumarina HO 0" g
OH
Fraxetina
: P. confertiflora [Ca]®
Esteroide
HO Sitosterol

1-CHAN et al., 1958; 2-MALAN & ROUX, 1974; 3-ALMEIDA et al., 1973; 4-DREWES & ROUX, 1967;
5-GUTIERREZ-MACIAS et al., 2016; 6-TAGA et al., 2025; 7-TAGA & YAMAUCHI., 2025. [Ce]- cerne;
[Ca]- cascas.

O primeiro peltoginoide isolado foi o (+)-peltoginol da madeira de
Peltogyne porphyrocardia Griseb ex Benth por Robinson & Robinson (1935) e
sua estrutura foi acetilada e elucidada por Hassal & Weatherson (1965). Logo,
variagdes estruturais foram observadas: o (+)-peltoginol possuia um isébmero (+)-
mopanol e ambos apresentavam epimeros (+)-peltoginol B e (+)-mopanol B,
respectivamente, os quais estdo presentes na maioria dos estudos com a
madeira de espécies do género e podem ser considerados marcadores quimicos
(DREWES & ROUX, 1966). Segundo Jiu-Zhen e colaboradores (2011), os
peltoginoides descritos na literatura podem ser classificados em quatro tipos:
flavanol (1), flavonol (ll), dihidroflavonol (lll) e antocianina (IV), conforme as

estruturas quimicas descritas na Figura 16.

Ry
Tipo flavanol (1)
Rs

Ry ©

Tipo dihidroflavonol (ll1) Tipo antocianina (IV)

Figura 16. Tipos de esqueletos dos peltoginoides.
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Conforme os estudos observados com espécies do género Peltogyne, os
peltoginoides sao, principalmente, do tipo flavanol. Os estudos realizados por
Malan & Roux (1974) com a madeira das espécies P. pubescens e P. venosa
(estruturas descritas na Tabela 1, pag. 32) também identificaram os isbmeros (+)-
3-O-metil-2,3-cis-fustina e (+)-3-O-metil-2,3-frans-fustina e seus epimeros (-)-3-
O-metil-2,3-trans-fustina e (-)-3-O-metil-2,3-cis-fustina, bem como a (+)-3’,4’,7-
trinidroxiflavona e a (+)-4’,7-dihidroxiflavona e seus respectivos epimeros (-)-
3,4’ 7-trihidroxiflavona e (-)-4’,7-dihidroxiflavona. Almeida e colaboradores
(1974) encontram uma cumarina (fraxetina) e um derivado 4-O-metil-4’,5'-
metilenodioximopanol nas cascas de Peltogyne confertiflora e um derivado o (+)-
7-O-metilpeltoginol na madeira de Peltogyne paniculata. Em estudos realizados
com o cerne de Peltogyne mexicana foram identificados peltoginoides do tipo
antocianidinas; a peltomexicanina (novo peltoginoide) com alto potencial
antioxidante (GUTIERREZ-MACIAS et al., 2016), a mopanidina e a peltoginidina
como artefatos da oxidagdo do (+)-mopanol e (+)-peltoginol (TAGA &
YAMAUCHI, 2025) e os peltoginoides (4R)-metdéximopanol, (2S,3S)-peltoginona,
(x)-3-hidréxipeltoginona, (x)-4-metoxipeltoginol e um dimero peltoginoide (+)-
mopanol B-(48—6"")-(+)-mopanol, (TAGA et al., 2025).

Os extratos do cerne de Peltogyne spp. ja apresentaram relatos de
propriedades antimicrobianas. Granato e colaboradores (2005) investigaram a
atividade antibacteriana do extrato obtido em acetato de etila da madeira de
Peltogyne sp., o qual apresentou inibigao do crescimento microbiano de Proteus
mirabilis ATCC15290, Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli
ATCC25922, Enterobacter aerogenes ATCC13048, Micrococcus Iuteus
ATCC9341, Klebsiella pneumoniae ATCC13883, Pseudomonas aeroginosa
ATCC27853, além de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Bacillus
cereus (isolados clinicos). Outro trabalho interessante foi realizado por Basset e
colaboradores (2015), onde foi avaliado o potencial antifungico in vitro dos
extratos de quinze espécies madeireiras da Amazdnia, entre os quais o extrato
em acetato de etila de Peltogyne sp. apresentou elevado potencial antifungico e
a investigacao fitoquimica do extrato levou ao isolamento bioguiado do (+)-
mopanol, que apresentou alta seletividade antifungica contra Candida albicans

LMGO 102 (0,5 ug/mL) e outras Candida spp., principalmente para Candida
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krusei LMGO 174 (1 ug/mL) que é uma das espécies resistentes a antifungicos

comerciais (CIM fluconazol > 64 ug/mL e itraconazol = 16 ug/mL).

Tais estudos com o género Peltogyne sugerem que a boa durabilidade
natural e resisténcia ao ataque de fungos e insetos da madeira estejam
diretamente relacionadas com a presenca de metabdlitos secundarios bioativos,
0s quais ainda podem ser desconhecidos e apresentar propriedades biologicas

inexploradas.

2.4.2 Espécie Peltogyne catingae Ducke

A espécie P. catingae é conhecida popularmente como “violeta”, “coata-

” “*

quicaua”, “pau-roxo” e “roxinho”, sendo uma arvore de grande porte, podendo
atingir entre 30 e 50 metros de altura, muito apreciada pela industria madeireira
pela qualidade e beleza da madeira (SILVA, 1976). E uma espécie nativa da
Amazoénia (Figura 17), com ocorréncia na regidao norte e sudoeste da Colémbia,
principalmente no estado do Amazonas (FLORA DO BRASIL, 2024e; WFO,

2024d).

Figura 17. Distribuicdo geografica da espécie P. catingae (WFO, 2024d).

Segundo Silva (1976) e a Flora do Brasil (2024), a espécie ndo apresenta
sinonimias botanicas, entretanto possui duas subespécies relatadas, a
Peltogyne catingae subsp. catingae e a Peltogyne catingae subsp. glabra (W. A.
Rodrigues) M. F. Silva. Pinto e colaboradores (2018) revisaram e diferenciaram

as caracteristicas morfoanatdmicas de P catingae e fortaleceram sua
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diferenciacao entre espécies/géneros dentro do clado Hymenaea para estudos

filogenéticos futuros.

A espécie de Peltogyne catingae Ducke possui pouquissimos relatos de
estudos fitoquimicos, com apenas um trabalho realizado por Almeida e
colaboradores (1974) que isolou e identificou os peltoginoides (+)-peltoginol e

(+)-mopanol no cerne da espécie coletada no estado Amazonas.
2.5 Fungos de interesse médico e veterinario

Os fungos sdo seres eucariontes pertencentes ao reino Fungi e
apresentam-se como microrganismos uni ou multicelulares, tais como leveduras,
bolores e os mais familiares cogumelos (GARCIA-RUBIO et al., 2020). O reino
Fungi apresenta uma enorme diversidade de espécies que séo encontradas em
diversos ambientes e biomas com diferentes capacidades adaptativas, vivendo
a maioria da forma saprofitica, mas também simbiotica ou parasitaria (GARCIA-
RUBIO et al., 2020).

As infecgbes fungicas originam-se, predominantemente, pela inalagao de
esporos, pelo crescimento oportunista de fungos ja presentes na microbiota
humano ou ainda pelo contato direto e inoculagao traumatica na pele. Esses
mecanismos podem culminar no estabelecimento e proliferagcdo de fungos
patogénicos em diversos tecidos de animais e humanos, abrangendo desde pele
€ mucosas até érgaos internos e, em casos mais graves, a corrente sanguinea.
(GNAT et al., 2021). Candida spp. e Cryptococcus spp. (Figura 18) figuram entre
as principais causadoras de micoses humanas, enquanto espécies de Sporothrix
(Figura 18) vém alterando significativamente o padrdo epidemiolégico da
esporotricose na interface animal-humano (BROWN et al., 2024; WALLER et al.,
2021).
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Figura 18. Formas de microscoépicas dos fungos Cryptococcus sp. (A), Candida sp. (B)
e Sporothrix sp. (C). Fonte: CDC — Public Health Image Library (PHIL), ID imagens:
28107, 28250, 21831, respectivamente.

A criptococose € uma micose oportunista causada por Cryptococcus spp.,
capaz de infectar humanos e animais. As espécies C. neoformans e C. gattii sdo
as principais responsaveis pela doenca, frequentemente associadas a
ambientes com fezes de aves, especialmente pombos (IYER et al., 2021). A
infeccdo ocorre predominantemente em individuos imunossuprimidos, como
portadores de HIV, transplantados, pacientes com neoplasias hematologicas,
doenca hepatica crénica ou diabetes, podendo evoluir para pneumonia ou atingir
0 sistema nervoso central, além de apresentar formas cutdneas, Osseas e
viscerais (RATHORE et al., 2022). Cerca de 70% dos casos afetam homens
entre 30 e 60 anos, sendo rara em criancas (VERONESI & FOCACCIA, 2015).
Globalmente, estima-se que a criptococose cause cerca de 1 milhdo de novos
casos e aproximadamente 625 mil mortes anuais, especialmente entre pessoas
vivendo com HIV (REGO et al., 2019).

As espécies de Candida respondem por até 90% das infec¢des fungicas,
sendo C. albicans a mais frequente, com cerca de 40% dos isolados clinicos
(BARBOSA et al., 2020). Essas infec¢des podem ser superficiais ou oportunistas
e geralmente surgem quando ha desequilibrio da microbiota ou
comprometimento dos mecanismos de defesa, afetando tanto individuos
saudaveis quanto imunocomprometidos (SILVA et al., 2016; CORTES et al.,
2020). Clinicamente, variam de formas mucocutaneas e cutaneas até infec¢des
sistémicas, como candidemia (LAZO et al., 2018; CAMPINHO et al., 2019). A
candidiase mucocutanea é comum, acometendo 75% das mulheres ao menos

uma vez na vida, com recorréncia em até 8% dos casos (CAMPINHO et al., 2019;
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WILLEMS et al., 2020). A Candida auris, classificada pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) e pelo Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CCPD)
como um fungo de alta prioridade, apresenta elevada resisténcia aos principais
antifungicos (como fluconazol, itraconazol e anfotericina B). Sua infecgdo pode
evoluir para disseminagdo hematogénica e sepse, resultando em taxas de
mortalidade que podem alcancar 70% (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2025). De
modo geral, as infecgdes por Candida tendem a ser persistentes e recorrentes,
exigindo tratamentos prolongados, e algumas espécies ja apresentam
resisténcia aos azois, como Candida krusei ao fluconazol (CZECHOWICZ et al.,
2022).

A esporotricose € uma micose zoonoética subaguda ou crénica causada por
fungos dimérficos do género Sporothrix, principalmente S. schenckii e S.
brasiliensis (GARCIA-CARNERO et al., 2022). Esses fungos habitam o solo e
podem infectar humanos e animais (MORGADO et al., 2022). Embora
historicamente associada a trabalhadores rurais, a doenca tornou-se um
importante problema urbano devido a transmissédo zoonaética, especialmente por
gatos. No Brasil, S. brasiliensis é a principal espécie responsavel por casos em
felinos e pela expansao da epidemia nas regides metropolitanas (BRIZENO et
al., 2020; SANTOS et al., 2022; SANTOS et al., 2024).

No Amazonas, entre janeiro e julho de 2024, foram registrados 650 casos
humanos, superando todo o ano de 2023 (575 casos) e representando aumento
de 192% em relagdo a 2022, refletindo a elevada taxa de transmissao por gatos
infectados, que representam 97,3% dos casos animais (FVS-AM, 2024). A
doenca pode afetar individuos de qualquer idade ou condicdo imunoldégica,
predominando lesdes cutadneas nodulares ou ulceradas (CORDEIRO et al.,
2011). O tratamento geralmente envolve itraconazol por periodos prolongados,
variando de 2 a 12 meses, podendo ser mais demorado em imunossuprimidos

ou em casos recorrentes (WALLER et al., 2021).

O aumento da resisténcia antimicrobiana, intensificada pelo uso excessivo
de antibidticos, tornou-se um desafio de grande relevancia (HENDRICKSON et
al., 2019). Nesse contexto, os metabdlitos secundarios de plantas surgem como
alternativas promissoras para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos (ARMADI et al., 2022). A ampla diversidade estrutural desses
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compostos reflete adaptacdes evolutivas que conferem as plantas um rico
potencial bioativo, util para a descoberta de novos farmacos (REDONDO-
BLANCO et al.,, 2020). Assim, investigar o potencial antimicrobiano desses
metabdlitos secundarios € fundamental para avancar na busca por novos

antifungicos capazes de combater enfermidades que afetam humanos e animais.
2.6 Doencga do cancro citrico: uma ameaca a citricultura brasileira

O cancro citrico € uma doencga bacteriana de elevada relevancia para a
citricultura, causada por Xanthomonas citri subsp. citri (sin. Xanthomonas
campestris pv. citri e Xanthomonas axonopodis pv. citri) (ZAMUNER et al., 2025;
WU et al., 2023; FERENCE et al., 2018). A infeccdo resulta em sintomas
caracteristicos, como desfolha, queda prematura dos frutos e reducéo
significativa da produtividade agricola, entre outros impactos agrondmicos
negativos (Figura 19). Trata-se de uma enfermidade de origem asiatica,
atualmente distribuida em diversas regides tropicais e subtropicais do mundo,
incluindo o Brasil. Nesse contexto, destaca-se que o Brasil € o maior produtor
mundial de laranja, sendo responsavel por aproximadamente 70% da produgéo
global de suco de laranja (LANZA et al., 2019; USDA, 2024).

Figura 19. Sintomas nos frutos e folhas da doenga Xanthomonas citri subsp. citri.
Fonte: RURALTEC TV, 2025.

O controle do cancro citrico baseia-se em estratégias de erradicagao e

manejo, sendo o uso de bactericidas cupricos uma das praticas mais
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empregadas, com comprovada eficacia na redugdo da incidéncia da doenca
(BEHLAU, 2019; GOTTWALD et al., 2002). Entretanto, a aplicagdo continua de
compostos a base de cobre pode ocasionar impactos negativos ao solo agricola
(SHNEIDER et al., 2025) e favorecer o surgimento de cepas bacterianas
resistentes (OSIRO et al., 2011; BEHLAU et al., 2011; RICHARD et al., 2017).
Considerando que Xanthomonas citri subsp. citri forma biofilmes associados a
uma matriz extracelular, conferindo maior tolerancia a estresses ambientais, logo
a pesquisa e o desenvolvimento de moléculas capazes de interferir nessa
estrutura surgem como uma estratégia promissora para o controle do cancro

citrico.

Diversos estudos demonstram o potencial de pequenas moléculas de
origem natural no controle de Xanthomonas citri, destacando-se monoterpenos
e sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais de Citrus aurantium, Citrus
aurantifolia e Schinus molle, bem como constituintes volateis do extrato hexanico
de sementes de Pterodon pubescens (MIRZAEI-NAJAFGHOLI et al., 2017;
SANTOS et al., 2023; SILVA et al., 2024). Ensaios com compostos isolados,
como o sesquiterpeno espatulenol e fendlicos derivados da casca de laranja,
aléem de flavonoides comercialmente disponiveis, também evidenciaram
atividade antibacteriana contra o patdégeno (LI et al., 2022b; LIANG et al., 2023).
Nesse contexto, o presente estudo avalia os constituintes ndo volateis da
madeira de Peltogyne catingae, fundamentado na diversidade quimica e no
potencial antimicrobiano previamente descritos para espécies do género
Peltogyne, sendo este o primeiro relato de sua aplicagao contra X. citri (BASSET
et al., 2015; GRANATO et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar a investigacdo fitoquimica e a avaliagdo da atividade
antimicrobiana das substancias isoladas e caracterizadas a partir dos
extratos dos residuos madeireiros de Allantoma decandra e Peltogyne

catingae.

3.2 Especificos

Obter o perfil metabdlico dos extratos apolares e polares de A. decandra
e P. catingae por CG-EM e CLAE-EMAR, respectivamente;

Fracionar, isolar e identificar as substancias presentes nos extratos
polares de A. decandra e P. catingae;

Avaliar a atividade antimicrobiana das fragdes/substancias isoladas frente
aos fungos Candida spp., Cryptococcus spp., Sporothrix spp. € a bactéria
Xanthomonas citri ssp. citri.;

Avaliar a eficiéncia do efeito das fragdes/substancias isoladas ativas

testadas frente a Sporothrix spp. € Xanthomonas citri ssp. citri.
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4. METODOLOGIA

Os estudos fitoquimicos foram desenvolvidos no Laboratério de Quimica
de Produtos Naturais (LQPN) da Coordenacédo de Tecnologia e Inovagéo do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA) sob a coordenagao da

Profa. Dra. Maria da Paz Lima.

Os estudos espectroscopicos (RMN) e cromatograficos/espectrométricos
(CLAE-EMAR) foram realizados no Laboratério Tematico de Quimica de
Produtos Naturais (LTQPN) do INPA, coordenado pelo Prof. Dr. Sergio
Massayoshi Nunomura e no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal de Goias (UFG) coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Henrique
Keng Queiroz Junior. As analises de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) foram realizadas na Central Analitica do
Instituto Federal do Amazonas (CA-IFAM) coordenado pelo Prof. Dr. Adriano

Teixeira de Oliveira e pela Profa. Dra. Jaqueline de Araujo Bezerra.

Os ensaios antimicrobianos com Candida spp. € Cryptococcus spp. foram
realizados no Laboratorio de Micologia Médica do INPA sobre a supervisdo do
Prof. Dr. Jodo Vicente Braga de Souza e com Sporothrix spp. no Laboratério de
Bacteriologia/Micologia da Fundagao Ezequiel Dias (Funed) sobre a supervisao
da Dra. Denise de Oliveira Scoaris. O ensaio antibacteriano com Xanthomonas
citri ssp. citri foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais, na area de
bioensaios do Departamento de Quimica, na Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar), sob a coordenacao da Profa. Dra. Maria Fatima das Gracgas

Fernandes da Silva.
4.1 Materiais

Solventes: nas analises cromatograficas, utilizaram-se solventes
comerciais grau P.A. (Synth, Brasil) (hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol) destilados no LQPN-INPA. Nos experimentos de RMN foram
empregados solventes deuterados como cloroférmio-d e metanol-d4 (Sigma-
Aldrich). Para as analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada

a Espectrometria de Massas (CLAE-EMAR), foram utilizados solventes com grau
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HPLC (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (acetonitrila e metanol) e agua purificada
em Purificador de agua Milliq - modelo Smartpak (Merck KGaA, Alemanha).

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): utilizaram-se cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60 (Merck). Os reveladores empregados foram luz UV

(254 e 365 nm), vanilina sulfarica (0,01 g/mL) e cloreto férrico (0,01 g/mL).

Cromatografia em Coluna (CC): foram utilizadas colunas de vidro com
extensdes que variam entre & = 0,5-3,5 cm e altura 30-45 cm. A escolha e o
tamanho da coluna dependeram da quantidade de amostra a ser fracionada. As
fases estacionarias utilizadas nos fracionamentos foram determinadas
previamente por analises em CCD, pigmentacdo da amostra, entre outros

fatores.

Fases estacionarias para CC: Silica gel 60 (70-230 e 230-400 mesh) da
Merck; Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich.

4.2 Equipamentos e acessorios

Chapa de aquecimento — Fisatom, modelo 753A.
Moinho — Marconi, macromoinho de facas - tipo Wiley, modelo MA-340.

Evaporador rotativo — Buchi, modelo Rotavapor R-3, acoplado a um banho

ultratermostatizado Marconi, modelo MA-184.
Destilador de agua — Pilsen, modelo 03141-25.

Estufa — Ethik technology com temperatura regulavel de ambiente de +15
a 100 °C.

Balanca Analitica — Shimadzu — AUY220. Capacidade maxima de 220 g e

minima de 10 mg, e= 1 mg e d= 0,1 mg.
Camara de Ultravioleta (UV) - Comprimentos de ondas de 254 e 365 nm.

Cromatografo Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massas (CG-EM)
— Shimadzu (Nexis GC2030, GCMS-QP2020 NX) equipado com injetor split-
splitless com amostrador automatico e acoplado a um Espectrometro de Massas

com fonte El (Eletron ionization).
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Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia com Detector DAD acoplado a um
Espectrémetro de Massas (CLAE-EMAR) — Os perfis cromatograficos e
espectrométricos foram obtidos por meio de um cromatoégrafo liquido (Shimadzu)
equipado com uma coluna Phenomenex RP-C18 (2,0 X 50 mm, 2,6 ym) e um
detector DAD (Diode Array Dector), acoplado a um Espectrometro de Massas de
Alta Resolugdo MicroTOF-QIl (Bruker Daltonics) equipado com fonte ESI

(Eletron Spray lonization). O equipamento encontra-se no LTQPN.

Espectrémetros de Ressonancia Magnética Nuclear — Os espectros de
RMN foram obtidos em trés espectrémetros da Bruker, um Fourier-300 (300 MHz
- 'H e 75 MHz — '3C), um Ascend Neo 600 (600 MHz - 'H e 150 MHz - '3C) do
LTQPN do INPA e um Avance Il (400 MHz — "H e 100 MHz — 3C) do Laboratorio
de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal de Goias como
alternativa a inoperancia do Fourier 330 do LTQPN do INPA.

Programas e processamento — Soffware ACD/ChemSketch 2024 (Freware)
— desenhar moléculas em linha; Software TopSpin 3.7.0 2023 (Freware) —

processamento de espectros de RMN.
4.3 Material botanico
4.3.1 Coleta e identificagao

Os residuos madeireiros foram fornecidos pelo Laboratorio de Tecnologia
da Madeira (LTM) do INPA. As madeiras das espécies A. decandra e P. catingae
foram previamente identificadas com base na Xiloteca do LTM-INPA, tendo como
responsavel o Dr. Jorge Alves de Freitas, pesquisador e anatomista de madeira.
A madeira de P. catingae foi introduzida no Sistema Nacional de Gestao do

Patrimonio Genético (SisGen) com o n.° de registro A937ACS8.
4.4 Procedimentos para obteng¢ao dos extratos

Os residuos madeireiros secos de ambas as espécies (A. decandra e P.
catingae) foram serrados em pedagos menores em uma serra de fita, conforme
a Figura 20 (pag. 47), e posteriormente moidos em moinho de 4 facas para
obtencao da madeira em po. As extragdes seguiram o protocolo padrdao do nosso
grupo de pesquisa e foram padronizadas utilizando 300 g de material moido para
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1,5 L de solvente. Primeiramente, foi utilizado hexano e posteriormente metanol,
ambos por sete dias cada. Em seguida, os extratos foram filtrados com papel
filtro com o auxilio de vacuo, e posteriormente, concentrados por evaporagao
com pressao reduzida, dando origem aos extratos hexénico e metandlico,
respectivamente, conforme o Esquema 1. Os extratos foram codificados

conforme a Tabela 2.

a )

Peltogyne catingae Allantoma decandra )

-

Figura 20. Amostras das madeiras estudas e suas respectivas espécies.

Tabela 2. Codificacédo dos extratos.

Espécies Extrato Caddigo

Hexanico ADH
Allantoma decandra

Metanodlico ADM
Hexanico PCH

Peltogyne catingae
Metandlico PCM
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‘ Allantoma decandra (300 g)
Peltogyne catingae (300 g)

- Maceracdo em hexano por 7 dias
- Filtracdo
- Evaporacéo do solvente

ADH - 0,42 g
PCH-0,08 g TORTA

- Macerac¢do em metanol por 7 dias
- Filtraca@o
- Evaporacao do solvente

ADM-230g¢g TORTA
PCM-12,809 DESCARTE

Esquema 1. Procedimentos de obtengdo dos extratos hexanico e metandlico de A.

decandra e P, catingae.
4.5 Analise do perfil de acidos graxos por CG-EM

O perfil dos ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGs) dos extratos
apolares ADH e PCH foi analisado apds a transesterificagdo dos glicerideos

presentes nos extratos conforme o método de Vasquez e colaboradores (2021).
4.5.1 Transesterificagao alcalina de glicerideos

Foram utilizados 20 mg de ambos os extratos ADH e PCH e foram
misturados com 0,5 mL de cloroférmio/metanol (2:1; v/v) e 1 mL de NaOH 0,1 M
em metanol. Essa mistura foi aquecida a 60 °C por 30 minutos e entao a reacgao
foi interrompida com a adicdo de 0,2 mL de agua destilada, e os EMAGs
formados foram extraidos com a adi¢do de 1 mL de hexano. Apds agitagao, a
mistura foi decantada e a fase superior isolada foi coletada. O procedimento foi
repetido com a fase inferior para recuperar os EMAGs restantes, e foi agitado e

deixado em repouso por 30 minutos.
4.5.2 Método de analise CG-EM

Os EMAGs foram analisados conforme o método adaptado de Vasquez et
al., (2021); utilizando um cromatégrafo gasoso equipado com uma coluna capilar
polar de silica fundida SHRitx-5Sil-MS (30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 pym de espessura do filme). O hélio foi usado como gas

de arraste a 2 mL/min. A temperatura de injecao foi de 260 °C, modo split, 1 uL,
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e a fonte de ions do espectrdmetro de massas e as temperaturas da interface
foram de 230 e 280 °C, respectivamente. A analise cromatografica iniciou a 50
°C com taxa de 20 °C/min até 210 °C, permanecendo por 18 min, e entdo
aumentou para 230 °C a 20 °C/min por 13 min. O tempo total de execug¢ao da
programacao foi de 40 min. Os espectros de massa foram obtidos por impacto
eletronico a 70 eV. A faixa de varredura de massa foi de 30 a 700 Da. A
identificacdo dos acidos graxos foi feita através dos bancos de dados WILEY 275
e do National Institute of Standards and Technology (NIST 3.0) conforme o indice
de Similaridade (IS = 85 %) e a similaridade entre os indices de Retencdo

Experimental e o Teérico (indice de Kovats — Kl).

4.6 Método das analises do perfil cromatografico e espectrométrico por
CLAE-EMAR

A fase movel foi composta por agua com 0,1% de acido férmico (A) e
metanol (B), e o gradiente exploratorio foi o seguinte: 0,0 min, 5% de B; 10,0 min,
100% B; 10,0 min, 100% A e isocratico até 12,0 min (para limpeza). A taxa de
fluxo foi de 200 pL/min. O detector DAD (Diode Array Detector) operou na faixa
de varredura de 190 — 400 nm. Os espectros de massas de alta resolugao foram
obtidos em um espectrémetro MicroTOF-QIl (Bruker Daltonics) equipado com
uma fonte de ionizacao por ESI (Eletron Spray lonization) e operou com voltagem
da agulha de 5 000 V, tensao capilar de 70 V, pressao do gas de secagem de 15
psi, temperatura do gas de secagem de 350 °C e em modo negativo com uma
faixa de varredura de 50 — 1000 Da.

4.7 Analises espectroscopicas de RMN

As amostras foram solubilizadas nos solventes cloroférmio-d e metanol-d4
conforme a solubilidade. A combinagao dos experimentos 1D (RMN de 'H) com
experimentos 2D (HSQC, HMBC e J-Res) permitiu a atribuicdo dos principais
sinais e constantes de acoplamento 'H-'"H. Os espectros e mapas de correlagoes

de RMN foram posteriormente analisados usando o software TopSpin™ 3.2.
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4.8 Particao liquido-liquido e fracionamento do extrato metandlico de
Allantoma decandra (ADM)

Foram utilizados 150 mg do extrato ADM e solubilizados em 20 mL da
mistura metanol/agua (2:3; v/v). Em seguida, foram realizadas extragdes
organicas sucessivas com % do volume da fase aquosa com os solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila, respectivamente, conforme os
Esquemas 2. Apos avaliagado dos perfis cromatograficos por CCD, 15 mg das
fases orgénicas obtidas em diclorometano e acetato de etila foram submetidas a
extragcdes em Fase Solida C18 e eluidas com misturas de agua/metanol, onde o
eluente agua/metanol (4:1; v/v) apresentou o melhor perfil cromatografico para
ambas as fases extraidas. Na fase extraida ADM-A.S (5,7 mg) foram

identificadas as substancias 1 e 2.

/ ADM (150 mg) \

- Fase aquosa metanol (2:3; v/v)
Fase HEX - Extrac&o 2 volumes de 15 mL HEX

(3A3D1Mr:n|_g|‘;) —‘ Fase Aquosa

Fase DCM - Extrac&o 2 volumes de 15 mL DCM

(%DZM;%) 7—( Fase Aquosa

Fase AcOEt - Extracéo 2 volumes de 15 mL AcOEt

- 15 mg solubilizadas em 1 mL H,O/MeOH (1:1; viv)

[ Fase Sélida (SEP C18) ] - Ativago com 9 mL de MeCH + 6 mL de H,O

| |

1° Eluicao 2° Eluicao 3° Eluicao
3 mL H,O/MeCOH 3 mL H,O/MeOH 3 mL MeOH
(4:1; viv) (1:1; viv) (100%)
ADM-D.S
(2,7 mg)
ADM-A.S Substincias 1 e 2 ]
\ (5,7 mg) /

Esquema 2. Partigao liquido-liquido do extrato ADM e extragées em Fase Sdlida C18.
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O extrato ADM (2.157 mg) foi fracionado em uma coluna filtrante de silica
gel (70-230 mesh), eluida em gradientes crescentes de polaridade (hexano,
acetato de etila e metanol), gerando 25 fragdes (Esquema 3) com volumes
variados. Apos analise em CCD, as fragbes com similaridades foram reunidas
(ver Tabela 3). A fracdo ADM-4 (21,2 mg) resultou na identificagdo das
substancias 3, 4 e 5, e a fracdo ADM-6 (22,5 mg) na identificacdo das
substancias 6 e 7. A fragdo subsequente ADM-22 foi submetida a um novo

procedimento.

Da fracdo ADM-22 (52,5 mgq), retiraram-se 25 mg para purificagédo por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) (Esquema 3). A amostra
foi solubilizada em diclorometano (DCM) com uma eluigdo em DCM:MeOH (9:1,
v/v). Ao visualizar na luz UV (254 nm) verificaram-se 7 bandas, as quais foram
raspadas e extraidas com DCM e acetona (Tabela 3). A banda 5 (ADM-22.P5,

4,0 mq) resultou nas substancias 8 e 9.

Hex 100% \
d ——— (13 ]
Hex:AcOEt
(95:5)
_T ADM-4 (21,1 mg)
> - il R i | i
Hex:AcOEt
9:1
&1 W ADM-6 (22,5 mg)
T - Substdncia6e?

Hex:AcOEt
(8:2)

13-16

Hex:AcOEt
(7:3)
ADM
(2.157 mg) 17-20
Hex:AcOEt

Coluna de silica gel (70-230 mesh) (1) ADM-22
h=16 cm @=3,5 cm — (2122 }— (25,0 mg)

Empacotada em hexano

AcOEt - Placa CCDP (20 x 20 cm)
100% - DCM: MeOH (9:1; viv
et
[ Bandas coletadas: 7 ]
MeOH:AcOEt
(1:1)
i
MeOH ADM-22.P5 (4,0 mg)
100% - Substincias 8e9
\_ {25 ] )

Esquema 3. Procedimentos cromatograficos de ADM e ADM-22.

Tabela 3. Massas das fragdes geradas durante os fracionamentos cromatograficos do
extrato ADM e da fragdo ADM-22.
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Cddigo Massa (mg)

ADM-1 247
ADM-2 13,2
ADM-3 20,3
. ADM4 211
ADM-5 22,2
. ADM6 225
ADM-7 18,7
ADM-8 42,0
ADM-9 48,8
ADM-10 437
ADM-11 114,2
ADM-12 27,9
ADM ADM-13 29,8
ADM-14 1250
ADM-15 68,5
ADM-16 19,6
ADM-17 41,1
ADM-18 149,4
ADM-19 224
ADM-20 2216
ADM-21 46,8
. ADM22 525
ADM-23 2216
ADM-24 168,3
ADM-25 3115
ADM-22.P1 15
ADM-22.P2 3,3
ADM-22.P3 3,7
ADM-22  ADM-22.P4 6,5
- ADM-2P5 40
ADM-22.P6 2,7
ADM-22.P7 2,3

4.9 Particao liquido-liquido e fracionamento do extrato metandlico de

Peltogyne catingae (PCM)

Foram utilizados 150 mg do extrato PCM e solubilizados em 20 mL da
mistura metanol/agua (2:3; v/v). Em seguida, foram realizadas extragbes
organicas sucessivas com % do volume da fase aquosa com os solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila, respectivamente, conforme o Esquema
4. Apos avaliagao dos perfis cromatograficos por CCD, 15 mg das fases
organicas obtidas em diclorometano e acetato de etila foram submetidas a
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extragcdes em Fase Solida C18 e eluidas com misturas de agua/metanol, onde o
eluente agua/metanol (4:1; v/v) apresentou o melhor perfil cromatografico para
ambas as fases extraidas. Na fase extraida PCM-A.S (10,5 mg), foi possivel

identificar as substancias 10a, 10b, 10c e 10d.

s ~

/ PCM (150 mg) | \

- Fase aquosa metanol (2:3; viv)

Fase HEX - Extrac@o 2 volumes de 15 mL HEX
PCM-H
(2.2 mg) —‘ Fase Aquosa

Fase DCM - Extracéo 2 volumes de 15 mL DCM

PCM-D
— Fase Aquosa
(45,4 mg) [ q ]
Fase AcOEt - Extrac@o 2 volumes de 15 mL AcOEt

)

- 15 mg solubilizadas em 1 mL H,O/MeOH (1:1; viv)

4

[ Fase Solida (SEP C18) ] - Ativacéo com 9 mL de MeOH + 6 mL de H,O

! | |

1° Eluigéo 2° Eluigdo 3° Eluigao
3 mL H,0/MeOH 3 mL H,0/MeOH 3 mL MeOH

(4:1; viv) (1:1; viv) (100%)

PCM-D.S

(5,2 mg)

{ POREA.S Substancias 10a, 10b, 10c e 10d ]
\ (10,5 mg) )
g —_— i

Esquema 4. Particao liquido-liquido do extrato PCM e extracbes em Fase Sélida C18.

O extrato PCM (10.700 mgq) foi fracionado em uma coluna filtrante de silica
gel (70-230 mesh), eluida em gradientes crescentes de polaridade
(diclorometano e metanol), gerando 21 fragbes (Esquema 5, Tabela 4) com
volumes variados. Apds analise em CCD as fragbes com similaridades foram
reunidas (ver Tabela 4). A fragao PCM-14 (3.828 mg) foi submetida a dois
procedimentos distintos. No primeiro, cerca de 1.000 mg (1,0 g) dessa fragao
(denominada PCM-14a) foram fracionados em coluna de Sephadex LH-20
(Esquema 5), empregando sistema isocratico com metanol 100%, originando 16
fragcOes (Tabela 4) com volumes variados. As fragoes subsequentes PCM-14a.5,
PCM-14a.6 foram submetidas a novos procedimentos (Esquema 5).
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PCM
(10.700 mg) | - Coluna de Silica gel (70-230 mesh)
-h=42 cm @=4,5cm
Hex Hex:DCM DCM:MeOH DCM:MeCOH DCM:MeQOH MeOH
100% (1:1) (99:1) (98:2) (95:5) 100%
(1) (2] (38]) (9 ] [([(1013) (1421

[ PCM-14a (1.000 mg) ]

- Coluna de Sephadex LH-20
-h=40,8 cm @=2,8 cm

| PCM-14b (8.049 mg)

- Coluna de Silica gel (230-400 mesh)
-h=45 cm @=3,0 cm

- Sistema isocratico em metanol
(1-16 )
- Coluna de Silica gel (230-400 mesh)
——| PCM-14a.5(62,0 mg) }—\ _he38 em @213 em
DCM:MeOH DCM:MeOH DCM:MeOH DCM:MeOH DCM:MeOH MeOH
(95:5) 1) (8:2) (7:3) (1:1) 100%
(12 ] (37 ] (810] (n ] (12 ) (13 ]
PCM-14a.5.7 (7,2 mg)

Substancia 10c

—{ PcM-14a.6 (1301 mg) |

DCM:MeOH
(95:5)

- Coluna de Silica gel (230-400 mesh)
-h=38 cm @=1,4 cm
DCM:MeQOH DCM:MeOH DCM:MeOH
(8:2) (7:3) (1:1)

16 ) |

) (8 ) (e ]

PCM-14a.6.6 (43,2 mg)
Substancia 10a

- (Esauemas |

DCM
— (1)
DCM:AcOEt
—=2 (7 )
DCM:AcOEt
@0 ™3
DCM:AcOEt
—— ()
DC"(";’,’;OE‘ . PCM-14b.7 (2,0 mg)
Substancia 11
DCM:AcOEt
(1) 610 }+{ PCM-14b.9(845mg) |
AcOEt
100%
1
(1) { PCM-14b.10 (6347 mg) |
AcOEt:MeOH
95:5 1213
AcOEt:MeOH
cH — PCM-14b.12(1.207,4mg) |
AcOEt:MeQOH
2 {15 )
——{ 15 ]
A oEtoOn { PCM-14b.13 (1.305,3 mg) L
——2 {16 )
AcOEt:MeOH
(17 )
MeOH
L 100% (821

Esquema 5. Procedimentos cromatograficos com PCM, PCM-14a, PCM-14a.5, PCM-14a.6, PCM-14b.
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Tabela 4. Massas das fragbes geradas durante os fracionamentos cromatograficos do
extrato PCM e da fragcdo PCM-14a.

Cddigo Massa (mg)
PCM-1 1,8
PCM-2 4,5
PCM-3 13,2
PCM-4 22,2
PCM-5 31,5
PCM-6 31,1
PCM-7 11,3
PCM-8 48,6
PCM-9 35,9
PCM-10 3,1
PCM PCM-11 8,0
PCM-12 14,9
PCM-13 24,9
PCM-17 1.029,5
PCM-18 64,4
PCM-19 31,5
PCM-20 97,6
PCM-21 25,7
PCM-14a.1 13,6
PCM-14a.2 44,6
PCM-14a.3 69,1
PCM-14a.4 97,0
- PCM-14a5 620
- PCM-14a6 1301
PCM-14a.7 54,6
PCM-14a PCM-14a.8 40,1
PCM-14a.9 19,7
PCM-14a.10 26,5
PCM-14a.11 42,8
PCM-14a.12 30,5
PCM-14a.13 120,8
PCM-14a.14 28,1
PCM-14a.15 27,9
PCM-14a.16 158,1

Afragdo PCM-14a.5 (62,0 mg) foi fracionada em uma coluna de silica flash

(230-400 mesh), eluida em gradientes crescentes de polaridade (diclorometano
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e metanol), gerando 12 fragbes (Tabela 5) com volumes variados. A fragdo PCM-
14a.5.7 (7,2 mqg) forneceu a Substancia 10c. A fragdo PCM-14a.6 (130,1 mg) foi
fracionada em uma coluna de silica flash (230-400 mesh), eluida em gradientes
crescentes de polaridade (diclorometano e metanol), gerando 9 fragdes (Tabela
5) com volumes variados. A fraggo PCM-14a.6.6 (43,2 mg) forneceu a

Substancia 10a.

Tabela 5. Massas das fragbes geradas durante os fracionamentos cromatograficos das
fracbes PCM-14a.5 e PCM-14a.6.

Caddigo Massa (mg)
PCM-14a.5.1 1,4
PCM-14a.5.2 2,4
PCM-14a.5.3 2,9
PCM-14a.5.4 6,5
PCM-14a.5.5 2,4
PCM-14a.5.6 6,3

PCM-1425  boM-14a5.7 7.2
PCM-14a.5.8 47
PCM-14a.5.9 55
PCM-14a.5.10 4.1
PCM-14a.5.11 3,1
PCM-14a.5.12 8,9
PCM-14a.6.1 0,3
PCM-14a.6.2 7.1
PCM-14a.6.3 4.6
PCM-14a.6.4 0,3
PCM-14a.6 PCM-14a.6.5 8,5
PCM-14a.6.6 43,2
PCM-14a.6.7 13,6
PCM-14a.6.8 12,7
PCM-14a.6.9 20,8

No segundo procedimento, as fracdes PCM-15 (4.265 mg) e PCM-16
(956,9 mg) foram reunidas ao remanescente da PCM-14 (2.828 mg), totalizando
8.049,9 mg. Esse material combinado (denominado PCM-14b) foi submetido a
refracionamento em coluna de silica flash (230—400 mesh) (Esquema 6), eluido
em gradientes crescentes de polaridade (diclorometano, acetato de etila e
metanol), gerando 21 fragbes (Tabela 6) com volumes variados. A fragdo PCM-
14b.7 (2,0 mg) forneceu a Substancia 11, e as fragdes PCM-14b.9, PCM-14b.10,
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PCM-14b.11, PCM-14b.12 e PCM-14b.13 foram submetidas a novos

procedimentos ilustrados no Esquema 6.

Tabela 6. Massas das frages geradas durante os fracionamentos cromatograficos da
fracao PCM-14b.

Cadigo Massa (mg)
PCM-14b.1 1,1
PCM-14b.2 1,4
PCM-14b.3 2,1
PCM-14b.4 1,1
PCM-14b.5 1,0
PCM-14b.6 1,3

PCM-14b.8 4,2

PCM-14b

PCM-14b.14 672,2
PCM-14b.15 937,3
PCM-14b.16 557,8
PCM-14b.17 817,6
PCM-14b.18 423,8
PCM-14b.19 250,3
PCM-14b.20 361,4
PCM-14b.21 2554

A fracdo PCM-14b.9 (84,5 mq) foi fracionado em coluna de Sephadex LH-
20 (Esquema 6), empregando sistema isocratico com metanol 100%, originando
9 fragbes (Tabela 7) com volumes variados. A fragdo PCM-14b.9.4 (16,8 mg)
forneceu as substancias 12a e 12b, PCM-14b.9.7 (8,1 mg) a substéncia 13 e
PCM-14b.9.8 (3,3 mg) as substancias 11 e 14.

57



PCM-14b.9.4 (16,8 mg)
Substancia 12ae 12b

PCM-14b.9.7 (8,1 mg)
Substancia 13

PCM-14b9 (84,5 mg) | ER N
- Coluna de Sephadex LH-20
-h=46 cm @=2,8 cm

- Sistema isocratico em metanol

PCM-14b9.8 (3,3 mg)
Substancia11e 14

- Coluna de Silica gel (230-400 mesh)
-h=40 cm @=1,4 cm

PCM-14b.10.9 (154,0 mg) |

PCM-14b.10 (634,7 mg) ] 1-16
- Coluna de Sephadex LH-20 DCM:AcOEt DCM:AcOEt AcOEt AcOEtMeOH | AcOEtMeOH MeOH
-h=40,8 cm @=2,8 cm e i~ o R coERve =
- Sistema isocratico em metanol &:2) (1:1) 100% &:2) (€:4) 100%
(110 ] (1112 (1314] [1516]) [17-18] (19 )
PCM-14b.10.9.4 (31,0 mg)
Substancia 10be 10d
] e ) ( - Coluna de Silica gel (230-400 mesh)
PCM-14b.12 (1.297,4 mg) | 1-18 | PCM-14b.12.7 (203,0 mg) | |  hed0 om @214 cm
- Coluna de Sephadex LH-20 DCMACOEt | DCMACOEt  |DCM:ACOEt AcOEt AcOEtMeOH | MeOH
-h=40,8 cm @=2,8 cm &2) (7:3) (6:4) 100% (6:4) 100%
- Sistema isocratico em metanol
(110 ] [1112]) (1314] [15-16] [ 17-18 ) (19-20 ]
PCM-14b.12.7.8 (14,2 mg)
Substéancia 10ae 10c
l - Coluna de Silica gel (230-400 mesh)
PCM-14b.13 (1.305,3 mg) | PCM-14b.13.7 (230,4 mg) | | =40 cm @=1.4 cm
- Coluna de Sephadex LH-20 DCM:MeOH | DCM:MeOH  |DCM:MeOH DCM:MeOH | DCM:MeOH MeOH
- g-_“tova cm (21—’2{,8 o (95:5) (1) 8:2) (7:3) (1:1) 100%
- olstéma Isocratico eém metanol
(14 ] (588 ) (9o J [0 ) (411 ] (12 ]

PCM-14b.13.7.6 (6,6 mg)
Substancia 15

Esquema 6. Procedimentos cromatograficos com PCM-14b.9, PCM-14b.10, PCM-14b.12, PCM-14b.13.



Tabela 7. Massas das fragdes geradas durante o fracionamento cromatografico da
fracdo PCM-14b.9.

Cadigo Massa (mg)
PCM-14b.9.1 0,8
PCM-14b.9.2 1,0
PCM-14b.9.3 10,1
PCM-14b.9.4 16,8
PCM-14b.9 PCM-14b.9.5 9,9
PCM-14b.9.6 26,0
PCM-14b.9.7 8,1
PCM-14b.9.8 3,3
PCM-14b.9.9 1,6

As fracbes PCM-14b.10 (138,1 mg) e PCM-14b.11 (496,6 mg) foram
reunidas e submetidas a fracionamento em coluna de Sephadex LH-20
(Esquema 6, pag. 57), empregando sistema isocratico com metanol 100%,
originando 16 fracdes (Tabela 8) com volumes variados. A fragdo PCM-14b.10.9
(154,0 mg) foi fracionada em uma coluna de silica flash (230-400 mesh), eluida
em gradientes crescentes de polaridade (diclorometano, acetato de etila e
metanol), gerando 19 fragdes (Tabela 8) com volumes variados. A fragao PCM-
14b.10.9.4 (31,0 mq) forneceu as substancias 10b e 10d.

Tabela 8. Massas das fragdes geradas durante os fracionamentos cromatograficos das
fracbes PCM-14b.10 e PCM-14b.10.9.

Cddigo Massa (mg)
PCM-14b.10.1 71
PCM-14b.10.2 23,4
PCM-14b.10.3 14,6
PCM-14b.10.4 23,8
PCM-14b.10.5 21,2
PCM-14b.10.6 14,2
PCM-14b.10.7 22,6

PCM-14b.10 PCM-14b.10.8 163,3
PCM-14b.10.9 154,0
PCM-14b.10.10 44,0
PCM-14b.10.11 39,9
PCM-14b.10.12 26,2
PCM-14b.10.13 13,9
PCM-14b.10.14 14,2
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PCM-14b.10.15
PCM-14b.10.16

10,4
20,7

PCM-14b.10.9

PCM-14b.10.9.1
PCM-14b.10.9.2
PCM-14b.10.9.3
PCM-14b.10.9.4
PCM-14b.10.9.5
PCM-14b.10.9.6
PCM-14b.10.9.7
PCM-14b.10.9.8
PCM-14b.10.9.9
PCM-14b.10.9.10
PCM-14b.10.9.11
PCM-14b.10.9.12
PCM-14b.10.9.13
PCM-14b.10.9.14
PCM-14b.10.9.15
PCM-14b.10.9.16
PCM-14b.10.9.17
PCM-14b.10.9.18
PCM-14b.10.9.19

1,9
1,7
2,1
31,0
18,1
7,4
6,0
2,0
1,0
0,7
6,2
6,3
1,1
0,8
16,5
2,9
18,6
7,8
10,2

Afracdo PCM-14b.12 (1.297,4 mq) foi fracionada em coluna de Sephadex

LH-20 (Esquema 6, pag. 57), empregando sistema isocratico com metanol

100%, originando 18 fragdes (Tabela 9) com volumes variados. A fragdo PCM-
14b.12.7 (203,0 mg) foi fracionada em uma coluna de silica flash (230-400

mesh), eluidas em gradientes crescentes de polaridade (diclorometano, acetato

de etila e metanol), gerando 20 fracbes (Tabela 9) com volumes variados. A
fracdo PCM-14b.12.7.8 (14,2 mqg) forneceu as substancias 10a e 10c.

Tabela 9. Massas das fragdes geradas durante os fracionamentos cromatograficos das
fracbes PCM-14b.12 e PCM-14b.12.7.

Cadigo Massa (mg)
PCM-14b.12.1 7.6
PCM-14b.12.2 5,2
PCM-14b.12.3 17,1
PCM-14b.12.4 14,5
PCM-14b.12 PCM-14b.12.5 15,1
PCM-14b.12.6 172,5
PCM-14b.12.7 203,0
PCM-14b.12.8 69,4
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PCM-14b.12.9 58,7

PCM-14b.12.10 40,5
PCM-14b.12.11 18,8
PCM-14b.12.12 17,1
PCM-14b.12.13 141.8
PCM-14b.12.14 82,5
PCM-14b.12.15 16,5
PCM-14b.12.16 45,4
PCM-14b.12.17 65,4
PCM-14b.12.18 72,0
PCM-14b.12.7 1 2.7
PCM-14b.12.7.2 0,5
PCM-14b.12.7.3 1.0
PCM-14b.12.7 4 6,1
PCM-14b.12.7.5 7.6
PCM-14b.12.7.6 11
PCM-14b.12.7.7 0,5
PCM-14b.12.7.8 72
PCM-14b.12.7.9 30,1

PCM-14b.12.7.10 1.6
PCM-14b.12.7 | 4t 127 11 50
PCM-14b.12.7.12 4.6
PCM-14b.12.7.13 5.8
PCM-14b.12.7.14 7.0
PCM-14b.12.7.15 15,5
PCM-14b.12.7.16 25,4
PCM-14b.12.7.17 15,4
PCM-14b.12.7.18 22,0
PCM-14b.12.7.19 7.2
PCM-14b.12.7.20 132

Afracdo PCM-14b.13 (1.305,3 mg) foi fracionada em coluna de Sephadex
LH-20 (Esquema 6, pag. 57), empregando sistema isocratico com metanol
100%, originando 20 fragdes (Tabela 10) com volumes variados. As fragdes
PCM-14b.13.7 (125,14 mg) e PCM-14b.13.8 (105,3 mg) foram reunidas e
submetidas a fracionamento em uma coluna de silica flash (230-400 mesh),
eluida em gradientes crescentes de polaridade (diclorometano, acetato de etila
e metanol), gerando 15 fragdes (Tabela 10) com volumes variados. A fragao
PCM-14b.13.7.6 (6,6 mg) forneceu a substancia 15.
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Tabela 10. Massas das fragbes geradas durante os fracionamentos cromatograficos das
fracbes PCM-14b.13 e PCM-14b.13.7.

Cotle Massa (mg)
PCM-14b.13 1 3.6
PCM-14b.13.2 41,3
PCM-14b.13.3 10,1
PCM-14b.13.4 8.0
PCM-14b.13.5 13,1
PCM-14b.13.6 34,1
PCM-14b.13.7 125,1
PCM-14b.13.8 105,3
PCM-14b.13.9 25,9
PCM-14b.13.10 48,3

PCM-14b.13 Lo\ 14b.13.11 55,6
PCM-14b.13.12 133,0
PCM-14b.13.13 58,9
PCM-14b.13.14 89,1
PCM-14b.13.15 45,2
PCM-14b.13.16 137,0
PCM-14b.13.17 42,0
PCM-14b.13.18 39,7
PCM-14b.13.19 671
PCM-14b.13.20 175,6
PCM-14b.13.7.1 1.5

PCM-14b. 13.7.2 3.9
PCM-14b. 13.7.3 34
PCM-14b. 13.7.4 3,0
PCM-14b. 13.7.5 16,1
PCM-14b. 13.7.6 el

PCM-14b.13.7 & L 12 7 7 26,3
PCM-14b. 13.7.8 21,7
PCM-14b. 13.7.9 45,6

PCM-14b. 13.7.10 42,4
PCM-14b. 13.7.11 19,5
PCM-14b. 13.7.12 26,2

4.13 Ensaios antimicrobianos

4.13.1 Ensaio antifingico contra Candida spp. e Cryptococcus spp.

Os ensaios foram realizados em parceria com o Laboratério de Micologia

Médica do INPA, em Manaus/AM. As cepas fungicas utilizadas nos ensaios
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(Tabela 11) foram provenientes de criagdo pertencente a Colegcdo de

Microrganismos de Interesse Médico do INPA.

Tabela 11. Espécies de fungos utilizadas nos ensaios antifungicos no INPA.

Espécies Cepas
Candida albicans ATCC 60193
Candida glabrata ATCC 2001
Candida krusei 34135
Candida parapsilosis 22019
Candida tropicalis 13803

Cryptococcus neoformans H99
Cryptococcus neoformans VNI

Cryptococcus gatti VGII

4.13.1.1 Preparagao dos inoculos fungicos

A preparagao dos indculos fungicos seguiu as recomendagdes do protocolo
M27-A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSIl, 2017). As
leveduras foram ressuspendidas em 5 mL de solugdo salina esterilizada a 0,85%
e agitadas em voértex por 15 segundos. E 10 pL dessa solugao foram utilizados
para a contagem das células, usando uma camara de Neubauer e leitura
microscopica (3 campos foram considerados nas contagens). Em seguida, foram
realizadas diluicbes da levedura com meio liquido Roswell Park Memorial

Institute (RPMI 1640), para obter uma concentragéo final de 2,5 x 103 células/mL.
4.13.1.2 Determinagao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A amostra contendo a mistura 10a-d (propor¢des 1,0:0,68:0,48:0,33) foi
enviada para avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro, visto que se tratavam
de peltoginoides com propriedades antimicrobianas desconhecidas. O ensaio foi
realizado utilizando o método de microdiluicdo em microplaca de 96 pocos,
metodologia segundo o “National Committee for Clinical Laboratory Standards”
(NCCLS, 2003), como ilustrado na Figura 21.
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Figura 21. Técnica de microdiluigdo em caldo.

A mistura 10a-d (proporgdes 1,0:0,68:0,48:0,33) foi dissolvida em 1% de
dimetilsulféxido (DMSO) a 1,28 mg/mL (solugdo estoque). Desta, 100 yL foram
diluidos em séries em caldo RPMI 1640 antes da inoculacao e, posteriormente,
foram adicionados na microplaca de 96 pocgos, resultando em concentragdes
finais que variam de 320 a 0,625 ug/mL e de 64 a 0,125 pg/mL para a droga
controle (Anfotericina B). Posteriormente, 100 uL de indculo contendo 2,5 x 103
células/mL do microrganismo testado foram adicionadas as colunas de 1 a 10 da
microplaca. Na coluna 11 (100 uL do in6culo + 100 yL do meio RPMI) e 12 (200
ML do meio RPMI) foram usados como controle positivo e negativo,
respectivamente. As placas foram tampadas e incubadas a 35 °C por 24 horas
(Candida spp.) e 48 horas (Cryptococcus spp.). Os ensaios foram realizados em
duplicatas e os valores do CIM foram definidos através de leitura macroscépica
da placa, considerando o score de 100% de inibicdo, em que foi analisada a
menor concentracdo da mistura 10a-d que foi capaz de inibir o crescimento

fungico.
4.13.2 Ensaio antiflingico contra Sporothrix spp.

Os ensaios foram realizados em parceria com Laboratoério de Bacteriologia/
Micologia da Fundagao Ezequiel Dias (Funed) em Belo Horizonte/MG. As cepas
fungicas de interesse médico e veterinario utilizadas sao provenientes da

micoteca pertencente a colecdo da Funed e estao dispostas na Tabela 12.
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Tabela 12. Espécies de fungos utilizadas nos ensaios antifungicos na Funed.

Espécies Cepas

Sporothrix schenckii ATCC 32286

Sporothrix brasiliensis  (isolado clinico)

4.13.2.1 Preparagao da fase de levedura

As leveduras isoladas foram cultivadas em placas de agar Brain Heart
Infusion (BHI) (Merck) a 37°C por 7 dias, seguidos por duas subculturas
sucessivas nas mesmas condicdes de Sanchonete e colaboradores (2017). A

morfologia leveduriforme foi confirmada por microscopia optica.
4.13.2.2 Preparacao dos inoculos fungicos

A preparacao das leveduras seguiu as recomendacgdes do protocolo M27-
A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002). Os indéculos
fungicos em solugado salina foram ajustados em espectrofotobmetro, a 530 nm,
para uma concentracgédo de 1-5 x 10° células/mL, e entdo diluidos em RPMI-1640
(Gibco) tamponado com acido 3-(N-morfolino)-propanossulfénico (MOPS,

Qhemis), na concentragdo de 0,5 - 2,5 x 103 células/mL.
4.13.2.3 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro foi realizada com o extrato
PCM, as misturas 10a-d (proporgdes 1,0:0,68:0,48:0,33), 10a/10c (proporcéo
1,0: 0,7), 10b/10d (proporcao 1,0:0,3), 11/14 (proporgao 1,0: 0,5) e 12a/12b
(proporgao 1,0:0,5), além das substancias 10a, 10c, 11 e 13. As substancias
foram selecionadas para os ensaios visto que se tratavam de fendlicos, como
peltoginoides, flavanon-3-6is e uma mistura com uma chalcona, muitas com
propriedades antimicrobianas desconhecidas. O ensaio foi realizado utilizando o
método de microdiluigio em microplaca de 96 pocos, metodologia segundo
“National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS, 2003). Para a
determinacao do CIM, as amostras foram solubilizadas em DMSO a 5 mg/mL e

diluidas em RPMI-1640 tamponada com MOPS, com um protocolo de diluicdo
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seriada de 250 a 3,90 ug/mL, feitos em triplicata, contendo os seguintes

controles: itraconazol (sigma) a 2,0 yg/mL e DMSO 1,0% (Exodo Cientifica).

A avaliacao do crescimento microbiano foi realizada adicionando o indculo
a pogos contendo apenas RPMI-1640 tamponado com MOPS. A esterilidade do
meio de cultura foi confirmada pela incubacdo na placa de ensaio. As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 5 dias. Os ensaios foram realizados
em triplicata. A CIM foi definida como a menor concentracido da amostra capaz
de inibir completamente o crescimento fungico (100% ou um pogo opticamente

claro), expressa em ug/mL.
4.13.2.4 Determinagao de Concentragao Fungicida Minima (CFM)

Apos a determinacao da CIM das amostras testadas, 10 yL do pogo
correspondente a CIM, do ultimo pogo positivo (crescimento semelhante ao do
poco de controle de crescimento) e do controle de crescimento foram
subcultivados em placas de agar BHI. As placas foram incubadas a 25 °C por 5
dias. A concentragao fungicida minima (CFM) foi definida como a menor
concentracdo que ndo apresentou crescimento ou menos de trés coldnias,
correspondendo a 99 a 99,5% de atividade de eliminacao, e entdo o extrato foi
considerado fungicida (ESPINEL-INGROFF et al., 2002).

4.13.3 Ensaio antibacteriano contra Xanthomonas citri subs. citri

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais,
na area de bioensaios do Departamento de Quimica, na Universidade Federal
de Séao Carlos (UFSCar). A cepa bacteriana utilizada nos ensaios foi o isolado
12 da bactéria Xanthomonas citri ssp. citri de origem Paranavai-Parana (1997),

sensivel a solugao de sulfato de cobre (CuSOa).
4.13.3.1 Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro foi realizada com a mistura
10a-d (proporg¢des 1,0:0,68:0,48:0,33). O ensaio foi realizado utilizando o
método de microdiluigdo em microplaca de 96 pogos, metodologia segundo
“National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS, 2003). Com um
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protocolo de diluigdo seriada de 400 a 3,12 ug/mL, feitos em triplicata, contendo
0s seguintes controles: positivo (solugao de sulfato de cobre, CuSQOa), solvente

(DMSO), assepsia da solugdo mae e viabilidade do inéculo e do caldo.

Inicialmente preparou-se uma Solugdo-Mae (SM) com 2 mg da mistura
10a-d a ser testada em 125 pyL de DMSO e 500 uL do caldo de crescimento,
obtendo uma SM com concentragdo de 3.200 ug/mL. Posteriormente, em uma
placa Eliza® com 96 orificios, foram colocados os seguintes volumes de meio de

cultura liquido:

e 100 pL em oito pogos para cada SM a ser testada, controles (positivo,
DMSO) e viabilidade do inéculo (2 pogos);
e 180 pL para o controle da assepsia da solugdo mée (2 pogos);

e 200 pL para o controle do meio de cultura (2 pogos)

Apos preenchimento da placa com o caldo, o volume de 100 pyL da SM foi
adicionado no primeiro po¢o, onde as amostras seriam testadas, com posterior
diluicdo seriada partindo do poco 1 ao 8. O mesmo procedimento de diluicdo
seriada foi feito para o controle positivo e negativo. Nos pogos com caldo
nutriente para o controle de assepsia da solucao méae, pipetou-se 20 uL dela para

confirmar se nao havia o crescimento de outros microrganismos.

O preparo do in6culo ocorreu a partir da suspensao de células de
crescimento de 72 horas em solugao salina 0,9%, com padronizagao por meio
do Densimat® no comprimento de onda de 550 nm e a densidade optica
correspondente a 0,5 da escala McFarland é 1,2, que equivale a 108 UFC/mL.
Em seguida foram realizadas diluigdes com o caldo nutriente para obter a
concentragdo final de 5 x 10° UFC. Um volume de 100 uL deste inoculo foi
adicionado em cada poco contendo a SM e no controle do teste de atividade do

inoculo.

Depois de realizada a metodologia do CIM, as placas de 96 pocos foram
acondicionadas em camara incubadora BOD a temperatura de 28 °C, onde

permaneceram por 72 horas.

Apods o periodo de incubacao, a analise do CIM foi realizada por adicao
de 30 pyL em cada pocgo da solugao aquosa de resazurina (Sigma) 0,02% (m/v)
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(SARKER, et al, 2007), como revelador do crescimento microbiano. A
resazurina, na presenga de células bacterianas viaveis, sofre uma reagao de
reducao, transformando-se em resofurina e mudando sua coloragao de azul para

rosa intenso.

Depois da adicdo da resazurina, as placas foram levadas a BOD
novamente por 5 horas, apds esse periodo, realizou-se a leitura da CIM dos
compostos frente a bactéria Xanthomonas citri ssp. citri. Os pogos que
apresentaram coloragao rosa foram os que tiveram crescimento bacteriano e os
que permaneceram em azul indicam que houve inibigao. As aplicagdes na placa
de 96 orificios foram realizadas conforme a esquematizacdo do ensaio

bactericida na Figura 22.
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Figura 22. Esquematizacao do ensaio para determinagao da CIM.

Depois de realizada a metodologia do CIM, as placas Elisa® foram
acondicionadas em cémara incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a

temperatura de 28 °C onde permaneceram por 72 horas.
4.13.3.2 Determinagao da Concentragao Bactericida Minima (CBM)

Os ensaios de (CBM) foram realizados em triplicata com o mesmo isolado
de Xanthomonas citri ssp. citri utilizado nos testes de CIM. As mesmas
concentracdes testadas para a mistura 10a-d, o controle positivo a base de cobre

(Cu) e DMSO foram avaliadas. A determinagcao da CBM foi conduzida a partir
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dos resultados da CIM, utilizando aliquotas dos pogos correspondentes as

concentracdes inibitorias.

Antes de adicionar resazurina na placa Elisa® para determinar a CIM,
retirou-se uma aliquota dos pogos 1-5 (400 a 25 ug/mL), semeando-as em placa
de Petri com meio de crescimento microbiano Agar Nutriente e marcadas com a

concentragéo correspondente a cada pogo (Figura 23).

N N Ny o
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CusO,

DMSO

Figura 23. Esquematizacdo do ensaio bactericida para a determinagédo da CBM.

As placas de petri foram levadas a incubadora BOD em temperatura de
28 °C e, ap6s um periodo de 72 horas avaliaram-se os resultados, identificando

em quais concentragdes houve crescimento bacteriano.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil dos acidos graxos presentes nos extratos apolares de A.
decandra (ADH) e P. catingae (PCH) obtidos por CG-EM

Os extratos hexanicos dos residuos madeireiros de Allantoma decandra
(ADH) e Peltogyne catingae (PCH) apresentaram aspecto ceroso e com
rendimentos de 0,14% (0,420 g) e 0,02% (0,080 g), respectivamente. O perfil dos
acidos graxos presentes nos extratos foi analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), apos reacgbes de
transesterificacdo, para a conversao em ésteres metilicos presentes nos
extratos. Os cromatogramas de TIC (Total lon Cromatogram) (Figuras 24 e 25)
apresentam graficamente a razdo entre a abundancia de ions pelo tempo de
retencao (TR).

TIC
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11,040
13.840)
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Figura 24. Cromatograma TIC obtidos por CG-EM de ADH.
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Figura 25. Cromatograma TIC obtidos por CG-EM de PCH.

Na Tabela 13, consta a identificagdo de 7 ésteres metilicos de acidos
graxos no extrato hexanico de A. decandra. Os acidos graxos correspondentes

predominantes foram o acido palmitico (18,00%), linoleico (37,91%) e 6-
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octadecenoico (18,70%). No extrato hexanico de P. catingae (Tabela 14) foi
observada a presenga de nove ésteres metilicos de acidos graxos, com maior
abundancia de acido palmitico (19,44%) e oleico (48,79%).

Tabela 13. Esteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM no extrato
hexanico de A. decandra (ADH).

TR ; Area
) Acidos graxos correspondentes NSP IS (%)

(min) (%)
11,04 Ac. hexadecandico (ac. palmitico) C16:0 95 18,00
13,84 Ac. 9,12-octadecadienoico (ac. C18:2(A9,12) 94 37,91

linoleico)
13,96 Ac. 6-octadecenoico C18:1 (A6) 88 18,70
14,53 Ac. octadecanoico (&c. estearico) C18:0 95 8,51
30,25 Ac. docosanoico (ac. behénico) C22:0 92 3,49
39,11 Ac. 15-tetracosenoico C24:1 (A15) 90 5,27

NSP — Notagao Simplificada Padrao; IS — indice de Similaridade (%)

Tabela 14. Esteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM no extrato
hexanico de P. catingae (PCH).

(r-::]) Acidos graxos correspondentes NSP IS (%) Area (%)
7,74 Ac. dodecanoico (&c. laurico) C12:0 96 1,26
9,08 Ac. tetradecanoico (&c. miristico) C14:0 96 3,51
9,80 Ac. 5-octadecenoico C18:1 A5 a0 2,36
10,77 Ac. 6-octadecenoico C18:1 A6 89 2,14
11,05 Ac. hexadecanoico (ac. palmitico) C16:0 95 19,44
13,82 Ac.  9,12-octadecadienoico (dc. C18:2 A9,12 95 3,44

linoleico)
13,98 Ac. 9-octadecenoico (ac. oleico) C18:1 A9 96 48,79
14,54 Ac. octadecanoico (ac. estearico) C18:0 95 3,02

NSP — Notagdo Simplificada Padrzo; IS — indice de Similaridade (%)

Nos espectros de massas dos EMAGs dos extratos das duas espécies
foram observados ions fragmentos alquilas tipicos desses ésteres de acidos
caracteristicos com m/z 74, 87, 143, 157 e 199. Os ions fragmentos m/z 74
(H;COCOCH,") é tipico do rearranjo de McLafferty, mecanismo que envolve a
clivagem na ligagao 3 em relagéo ao grupo C=0 (SILVERSTEIN et al., 2005). Na

Figura 26, constam os espectros dos ésteres de acidos graxos saturados

71



detectados entre ambas as espécies de A. decandra e P. catingae. Além disso,
foram identificados ions fragmentos caracteristicos de ésteres de acidos graxos
insaturados, como os ions de m/z 69, 67, 55 e 41, os quais resultam de clivagens
alilicas (SILVERSTEIN et al., 2005). Na Figura 27, consta os espectros dos
ésteres de acidos graxos insaturados similares para as espécies de A. decandra
e P. catingae. Os demais espectros dos outros ésteres encontram-se em Anexos
(Fig. A1 a A9, pag. 178-179).

Ester metilico de dc. hexadecandico (Ac. palmitico), Formula: C,;H;,0,, Massa molecular: 270 u.
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Ester metilico de dc. Octadecandico (Ac. estedrico), Formula: C4H;350,, Massa molecular: 298 u.
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Figura 26. Espectros de massas dos acidos graxos saturados.

Ester metilico de ac. 9,12-octadecendico (Ac. linoleico), Formula: CjgH5,0,, Massa molecular: 294 u.
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Ester metilico de ac. 6-octadecendico, Formula: C,gH340,, Massa molecular: 296 u.
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Figura 27. Espectros de massas dos acidos graxos insaturados.

A analise revelou a composi¢ao de acidos graxos saturados e insaturados,
justificando o aspecto de cera das amostras, bem como o bom resultado da
transesterificacdo na obtencéo dos ésteres metilicos. A predominancia de acidos
graxos nos extratos hexanicos estao relacionados a natureza da amostra, pois
conferem hidrofobicidade as fibras, reduzem a absor¢cado de agua, aumentam a

resisténcia a microrganismos, além de participarem da sintese de resinas e
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outros compostos bioativos que reforgcam a protegéo estrutural da planta (BACH
& FAURE, 2010; Kumar et al., 2022).

5.2 Perfil metabdlico das fases DCM e AcOEt particionadas dos extratos
polares de A. decandra (ADM) e P. catingae (PCM) por CLAE-EMAR

Os extratos metandlicos apresentaram os seguintes rendimentos: 0,70%
(2,30 g) e 4,26% (12,80 g) para os residuos madeireiros de A. decandra (ADM)
e P. catinga (PCM), respectivamente. O extrato PCM apresentou o maior
rendimento, sendo fortemente pigmentado em tom vermelho escuro, logo, o alto
rendimento pode estar diretamente relacionado aos taninos e pigmentos

presentes na amostra.

Primeiramente, os extratos foram particionados em pequena escala com os
solventes (hexano, diclorometano e metanol) em ordem crescente de polaridade,
conforme descrito no Procedimento 4.8, Esquema 2, pag. 51 para ADH e
Esquema 4, pag. 54 para PCM. Os rendimentos das extragcdes sdo apresentados
na Tabela 15.

Tabela 15. Rendimentos das extragdes obtidas por particao liquido-liquido.

Extracdes
Massa Rendimento (%)
Extratos utilizada (mg)  Gsdigo Massa
(mg)
ADM-H 33,1 22,1
ADM-D 18,2 12,1
ADM 150
ADM-A 28,7 19,1
Fase Aqg. 70,0 46,7
PCM-H 2,2 1,5
PCM-D 45,4 30,3
PCM 150
PCM-A 81,0 54,0
Fase Aq. 21,4 14,2

Por meio da particao liquido-liquido e avaliagédo do perfil em placa de CCD
com diferentes reveladores, foi possivel observar algumas tendéncias. O extrato
ADM, conforme as extragdes, apresentou baixos rendimentos nas fases
organicas obtidas em hexano (ADM-H), diclorometano (ADM-D) e retengéo na

fase aquosa, enquanto o extrato PCM apresentou bons rendimentos nas fases

73



obtidas em diclorometano (PCM-D) e acetato de etila (PCM-A). Ambas as fases
obtidas em diclorometano e acetato de etila apresentaram perfii em CDD
indicando a presenca de fendlicos com absor¢des no UV 254 e 366 nm. As
amostras ADM-D, ADM-A e PCM-D, PCM-A foram concentradas em Fase Sélida
C18 antes de serem analisadas por CLAE-EMAR e RMN.

As analises em CLAE-EMAR foram representadas por cromatogramas de
BPC (Base Peak Chromatogram) que apresentam graficamente a razao entre a
abundancia de ions base pelo tempo de retengédo (TR). A avaliagdo dos perfis
metabolicos seguiu 0 modo nao seletivo, visando observar simultaneamente o
maior numero de picos cromatograficos e metabdlitos ionizados de acordo com
a faixa de varredura de m/z 50-1000 e seus respectivos perfis de fragmentacéo
MS2. Os TRs dos principais picos cromatograficos e seus respectivos ions
moleculares e fragmentos MS? sdo descritos nas Tabelas 16 e 17 para ambas
as espécies. E os espectros MS? encontram-se em Anexos nas Figuras A10 a
A20, pag. 180-182 para ADM-D.S e ADM-A.S e Figuras A21 a A35, pag. 183-186
para PCM-D.S e PCM-A.S.

Os perfis cromatograficos de ADM-D.S e ADM-A.S foram sobrepostos e sao
apresentados na Figura 28 e os dados cromatograficos e espectrométricos

descritos na Tabela 16.
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Figura 28. Cromatograma BPC das extragbes ADM-D.S e ADM-A.S.

Tabela 16. Dados cromatograficos e espectrométricos de ADM-D.S e ADM-A.S.
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TR

Picos (R FM mz[M-H] MS? ADM-D.S ADM-AS
1 21 CiHsOs 169,0123  125,0241; 97,0299 i X
2 41  C/HOs 153,0192 109,0293 i X
3 53  CeHiOs 183,0302 168,0045 X X
4 61 CuHuOs 1950662 180,0401; 150,0324 X -
5 66 CisHiOs 2951171 189,12??51(5,1??2,;0592 - X
6 67 CuHiOs 2691034 1950670; 134,0365 X X
7 74 CeH/Os 163,0401 119,0496 X X
8 75 CuHuOs 4051554 350,1496 X ]
9 81 CruHuOs 211,0607 196,0394; 166,9997 X -
10 82 CuHzOs 407,725 341,1386216,122311 405 X ]
11 90 CrpHnOs 333,0600 318,0388; 303,0165 X -

Legenda: FM= Formula molecular sugerida; X = presente; - = ausente.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE-EMAR (Figura 28)
apresentaram variagdes qualitativas (quantidade de sinais) e quantitativas (area
dos picos) significativas em fungéo das extragdes por parti¢do liquido-liquido em
diclorometano (ADM-D.S) e acetato de etila (ADM-A.S). Essa distincao
quantitativa entre os tipos de solventes pode ser atribuida a capacidade de
interacao molecular, polaridade e solubilidade de determinados metabdlitos aos

solventes extratores.

A extragdo ADM-D.S apresentou um perfil cromatografico amplo, com uma
maior quantidade de picos cromatograficos ionizaveis entre 5,3 a 9,1 min,
entretanto com baixas intensidades relativas. Por outro lado, a extragdo ADM-
A.S revelou um perfil seletivo com poucos picos cromatograficos ionizaveis (2,1
e 5,3 min) com altas intensidades relativas. Apesar da distingéo entre os perfis
de ADM-D.S e ADM-A.S, o pico em 5,3 min foi comum entre as fases e
apresentou o mesmo perfil espectrométrico, conforme observado na Figura 28 e
Tabela 16.

Foram detectados ions moleculares com perfis de fragmentagao
caracteristicos de derivados de acido benzoico que possuem um grupo carboxila

como principal fungdo da estrutura e apresentam padrbes analogos de
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fragmentagdo, como a descarboxilagdo, resultando em perdas de COz2 (-44 u)
(KANG et al., 2016). As principais absorgdes observadas pela varredura UV (190

— 400 nm) para os picos cromatograficos foram entre 250 e 280 nm.

Na fase ADM-A.S foram detectados dois picos cromatograficos
majoritarios, com tempos de retencao de 2,1 e 5,3 min, cujos ions moleculares
foram observados em m/z 169,0123 (C,H;05) e 183,0302 (CgH,0s),
respectivamente. As formulas moleculares obtidas a partir do processamento
dos dados sugerem que esses compostos sejam derivados de acidos benzoicos.
A analise dos espectros de fragmentagcdo em MS? revelou comportamentos
distintos, destacando-se a perda de 44 u, atribuida a descarboxilagédo (—CO,),
para o ion m/z 169,0123, e a perda de 15 u, correspondente a eliminagcéo de um

grupo metila (—~CH3), para o ion m/z 183,0302.

Os perfis cromatograficos de PCM-D.S e PCM-A.S foram sobrepostos e
sdo apresentados na Figura 29 e os dados cromatograficos e espectrométricos

descritos na Tabela 17.
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Figura 29. Cromatograma BPC das extragbes PCM-D.S e PCM-A.S.

Tabela 17. Dados cromatograficos e espectrométricos de PCM-D.S e PCM-A.S.

TR m/z

. 2 i )
Picos (min) FM [M-H] MS PCM-D.S PCM-A.S
1 5,1 CeHsO4  165,0191  139,0404; 121,0278; 93,0336 X X
2 6,5 CiH11O7 315,0493 163,0018; 153,0183; 135,0068 - X
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N o o0 A~ W

11

12

6,6 C/HsO;  139,0243 109,0295, 91,0206 X -

7.0  CxHoOro 465,1779 419,1722 X ;
73 CiHuOs 301,0711 283,0604, 163,0380, 137,0238 X X
76 CsHoO1s 631,1438 585,1450, 421,0955 . X
7.8 CiHiOs 301,0705 283,0597, 163,0342, 137,0235 X X

CieHnOs 299,0561 281,0428; 153,0183; 109,0284 X X
8.2 CotHoOn 585,139 421,0921;2})17,%52%3; 285,0374; « «
83 CiHisOs 315,0870 283,0604 X X
86 CisHeOs 2850400 163,0034; 153,0177; 135,010 X ;
o mome  ASwmae

CsH2O10  571,1598 285,0763 X ;

CiHisOs  315,0873 283,0605, 265,0507, 239,0723 X ;
> CisHiOs  271,0612 153,0179; 135,0405 X .

Legenda: FM= Formula molecular sugerida; X = presente; - = ausente.

A extragdo PCM-D.S apresentou um perfil cromatografico amplo com uma
maior quantidade de picos cromatograficos ionizaveis entre 5,1 e 9,2 min, por
outro lado, a extracdo PCM-A.S revelou um perfil restrito com poucos picos
cromatograficos ionizaveis (5,1 e 9,0 min) com altas intensidades relativas. Os
perfis cromatograficos de PCM-D.S e PCM-A.S apresentaram similaridades
conforme os TR'sem 5,1, 7,3, 7,8, 8,2, 8,3 min, os quais apresentaram o mesmo

perfil espectrométrico, como observado na Figura 29 e na Tabela 17.

Foram detectados ions moleculares com perfis de fragmentagao
caracteristicos de flavonoides com ions fragmentos caracteristicos com perdas
de H20 (-18 u), CO (-28 u), CH3OH (-32 u) (ABRANKO & SZILVASSY, 2015).
Outros ions fragmentos relevantes para a inferéncia da origem quimica dos ions
moleculares s&o aqueles derivados de reacdes retro-Diels-Alder (RDA),
consideradas a principal via de fragmentacao de flavonoides. Essas reagdes
envolvem a clivagem do anel C, resultando em perdas caracteristicas que variam
de acordo com o grau de substituicdo dos anéis A e B. Nesse contexto, pode-se
supor que os ions moleculares [M-H] 315,0493 (6,5 min), 301,0711 (7,3 min),
301,0705 (7,8 min), 299,0561 (8,2 min), 285,0400 (8,6 min), 283,0594 (8,9 min)
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e 271,0612 (9,2 min) podem ser associados a fragmentagdes do tipo RDA,
gerando ions fragmentos compativeis com aqueles descritos por Abrankoé e
Szilvassy (2015).

Outra constatacédo observada foi que dois ions moleculares similares com
m/z 301,0711 (7,3 min) e 301,0705 (7,8 min) apresentaram tempos de retencéo
diferentes (7,3 e 7,8 min), embora exibissem perfis de fragmentagao idénticos.
Esse comportamento sugere que tais sinais correspondam a compostos
isoméricos com absorgdes na faixa de 250 a 280 nm. Um padrao semelhante é
descrito para catequina e epicatequina, diastereoisdbmeros que diferem na
configuracao do carbono C-3 e apresentam tempos de retengao distintos, apesar

do perfil espectrométrico semelhante (TAO et al., 2016).

As extracoes ADM-A.S e PCM-A.S foram analisadas pelas técnicas de
RMN-'H e '3C (uni e bidimensionais) a fim de identificar os fendlicos presentes

nas amostras.

5.3 Identificagcao das substancias 1-9 presentes no extrato metandlico de
A. decandra (ADM)

5.3.1 Substancias 1 e 2 em ADM-A.S

A amostra ADM-A.S (5,7 mg) apresentou aspecto de sélido amorfo salmao.
Em CDD, apos a elui¢ao e revelado com cloreto férrico apresentou caracteristica
de fendlico e ao visualizar a placa na luz UV 254 nm observou auséncia de
absorcao, a amostra foi obtida conforme o Procedimento 4.8, Esquema 2, pag.
51.

Pela andlise do espectro RMN de 'H (Figura A36, pag. 187, Tabelas 18 e
19), foi possivel observar dois sinais de hidrogénios aromaticos magneticamente
equivalentes em o1 7,06 (s, 2H) e 7,04 (s, 2H) para as substéncias 1 e 2,
respectivamente. Esses sinais sdo atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-6 do anel
benzénico (Figura 30), os quais se encontram em ambientes quimicos
semelhantes, resultando em equivaléncia magnética e, consequentemente, na
sobreposi¢ao dos sinais em um simpleto (BREITMAIER, 1993). Adicionalmente,

foi observado um simpleto em &+ 3,86 (s, 3H) tipico de grupo metoxila.
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Figura 30. Ampliagdo da regido entre &y 3,5-7,5 ppm do espectro de RMN de 'H (400
MHz, CDsOD) das substéncias 1 e 2.

Tabela 18. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 1 (acido galico).

RMN-H 13 RMN-H 13
N°  On: multi? C HMBC On: multi-3) C
Acido galico (1) SANTANA et al., (2012)
1 - 122,12 - 120,9
C-1; C-2; C-3; C-
2 7,05s 110,51 6,92 s 109,5
4; C-5; C-6; C-7
- 146,53 - 145,8
- 139,72 - 138,4
- 146,53 - 145,8
C-1; C-2; C-3; C-
6 7,05s 110,51 6,92 s 109,5
4: C-5; C-6; C-7
7 - 169,99 - 167,9

J (Hz), @®CD30D, H'-400 MHz e C*-100 MHz; ®)CDs0D, H'-200 MHz, C**-50 MHz.
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Tabela 19. Dados de RMN 1D e 2D da substancia 2 (acido 4-O-metil-galico).

RMN-"H RMN-'H

13 13
N°  &n: multih? C HMBC dn: multi*2) C
Acido 4-O-metil-galico (2) SAXENA et al., (1993)
1 - 127,31 - - 121,45
C-1; C-2; C-3; C-
2 7,04 s 110,45 7,03 s 110,04
4; C-5; C-6; C-7
- 151,74 - - 146,51
- 141,15 - - 139,76
- 151,74 - - 146,51
C-1; C-2; C-3; C-
6 7,04 s 110,45 7,03 s 110,04
4; C-5; C-6; C-7
7 - 170,52 - - 169,03
OCH
3,86 s 60,86 C-4 3,81s 52,31

J (Hz), @CDs0D, H'-400 MHz, C'-100 MHz.

Na andlise espectro de RMN de '3C (Figura A37, pag. 187, Tabelas 18 e
19), os sistemas aromaticos foram caracterizados pelos sinais de carbonos
metinicos em &c 110,51 (C-2 e C-6) e os carbonos desidrogenados em &¢ 122,12
(C-1),139,72 (C-4), 146,53 (C-3 e C-5) e 169,99 (C-7) para a substancia 1 e para
a substancia 2, os carbonos metinicos apresentaram-se em 6c 110,45 (C-2 e C-
6) e os carbonos desidrogenados em &¢ 127,31 (C-1), 141,15 (C-4), 151,74 (C-3
e C-5) e 170,53 (C-7), conforme a Figura 31.

80



—151.74
—146.53
~141.16
~139.72
127.32
122.12
110.51
110.46
60.86

~170.53
~169.99

@Jl " Nrares Atk

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 PPmM

Figura 31. Ampliagdo da regido entre &y 60-180 ppm do espectro de RMN de *C (100
MHz, CDsOD) das substéncias 1 e 2.

Conforme a analise do espectro de HSQC (Figura A38, pag. 188) confirmou
as correlagdes entre os hidrogénios aromaticos H-2 e H-6 e os respectivos
carbonos C-2 e C-6 das substancias 1 e 2. Adicionalmente, os hidrogénios
metoxilicos, observados em o1 3,86, apresentaram correlagdo com o carbono

metoxilico em &¢ 60,86, conforme evidenciado nas expansdes (Figura 32).

5,7,05s 5,704 aﬂ_g'g: sl
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Figura 32. Ampliagbes do HSQC nas regides dos sinais em &y 7,05, 7,04 e 3,86 e suas

respectivas correlagdes.

As correlagdes de longa distancia observadas no espectro HMBC (Figura
A39, pag. 188) permitiram uma distingdo mais clara entre as substancias 1 e 2.

Embora ambas apresentem sinais com deslocamentos quimicos e padrdes de
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correlagdo semelhantes (Figura 33), a diferenciacédo estrutural foi evidenciada
pela presengca de um grupo metoxila na substéncia 2. Essa atribuicao é
sustentada pela correlagao observada entre os hidrogénios metoxilicos (-OCH3),
em o 3,86, e o carbono aromatico em &c 141,15 (C-4), confirmando a metoxila

nessa posicao.
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Figura 33. Ampliagao do HMBC nas regiées dos sinais em de &1 7,05, 7,04 e 3,86 e

suas respectivas correlagoes.

Com base nos dados espectrais analisados e em comparagao com o0s
dados na literatura (Tabelas 18 e 19, pag. 80), foi possivel identificar as
substancias 1 e 2 como acido galico e acido 4-O-metilgalico (Figura 34),
respectivamente. Esses acidos fendlicos 1 e 2 estdo sendo relatados pela
primeira vez nos residuos madeireiros da espécie A. decandra. Os derivados do
acido benzoico ja foram identificados em espécies dos géneros Barringtonia,
Bertholletia e Lecythis, pertencentes a familia Lecythidaceae. Esses compostos
apresentam diversas atividades biolégicas, como propriedades antioxidantes,
antifungicas e antibacterianas, além de exercerem fungdes ecoldgicas,
fisioldgicas e bioquimicas essenciais nas plantas, destacando-se o seu papel na
defesa contra patogenos. (FRANCA FERREIRA et al., 2021).
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Figura 34. Acidos fendlicos (1 e 2) identificados em ADM-A.S.

A analise espectrométrica da fragdo ADM-A.S, em consonancia com 0s
dados espectroscopicos previamente discutidos, permitiu atribuir os ions
moleculares m/z 169,0123 e 183,0302 as substancias 1 e 2, respectivamente.
Os respectivos perfis de fragmentagdo, apresentados nas Figuras 35 e 36,
evidenciam ions fragmentos caracteristicos de descarboxilacdo (—CO,) e perda

de grupo metila (—CH3).

Intens. 125.0241 -M52(169.0123), 2.0min #121
- N [M-H]
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Figura 35. Perfil de fragmentagdo MS? do ion molecular m/z 169,0123 da acido galico

(1).

Intens. 1 = i
" 104_ [M-CH,-H] [M-HJ MS2(183.0302), 5.3min #314
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Figura 36. Perfil de fragmentagdo MS? do ion molecular m/z 183,0302 do acido 4-O-

metilgalico (2).
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5.3.2 Substancias 3,4 e 5 em ADM-4

A fracdo ADM-4 (21,1 mg) apresentou aspecto de solido amorfo
esbranquicado e analises em CCD revelaram manchas escuras com o revelador
vanilina sulfurica caracteristicas de terpenos e apresentou fracas absor¢des em

254 e 366 nm, e foi obtida conforme o Procedimento 4.8, Esquema 3 (pag. 52).

A analise do espectro de RMN de "H (Figura A40, pag. 189) revelou sinais
caracteristicos de cadeias alifaticas de acidos graxos insaturados. O sinal em &n
5,33 (m) foi atribuido aos hidrogénios olefinicos das ligagdes duplas (—-CH=CH-
). Os sinais em dH 2,75 (m) e 2,01 (m) corresponderam, respectivamente, aos
hidrogénios metilénicos (-CH2-) localizados entre ligagdes duplas e aqueles
adjacentes as insaturagdes (—CH,—CH=CH-CH,-), sinais similares foram
atribuidos por Doudin (2021). Os sinais em o+ 2,28 (m) e 1,58 (m) foram
associados aos hidrogénios metilénicos a e 8 em relagao ao grupo carbonila. O
sinal em &n 1,23 (m) foi atribuido aos demais hidrogénios alifaticos da cadeia,
enquanto os hidrogénios metilicos terminais (—CH3) foram associados ao sinal

em On 0,85 (m). Tais atribuigdes sao evidenciadas na Figura 37.
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Figura 37. Ampliagdo da regido entre &4 0,0-6,0 ppm do espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCIs) das substancias 3 e 4.

Ao analisar o espectro de RMN de 3C (Figura A41, pag. 189) e HSQC
(Figura A42, pag. 190), foi possivel inferir a presenga dos principais

deslocamentos da cadeia alifatica dos acidos graxos insaturados. Os
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deslocamentos dos sinais observados entre ¢ 172,8 e 174,0 foram atribuidos
aos carbonos das carbonilas de acido, entre d¢c 127,9 e 130,2 para carbonos
olefinicos, entre d¢c 25,6 e 27,2 para carbonos metilenos adjacentes a carbonos
olefinicos, entre &¢c 34,0 e 24,8 para carbonos a e B adjacentes ao grupo
carbonila e d¢c 14,1 para o carbono metilico terminal, as atribuigbes também

foram condizentes com Doudin (2021).

A sobreposigdo de sinais olefinicos no RMN de 'H impediu a determinagéo
das constantes de acoplamento (J). No entanto, a conformacéo cis foi atribuida
por ser a mais predominante em plantas, embora seja menos estavel, ela impede
que a gordura se solidifique em temperaturas biolégicas essenciais para os
processos celulares (HIGUCHI et al., 2003). Assim, a partir da interpretacéo
conjunta dos dados espectroscopicos, da comparagdo com a literatura Doudin
(2021) e da consonancia com os resultados de CG-EM do extrato ADH — que
indicaram a presenca de acido linoleico (37,91%) como constituinte majoritario
com ligagdes duplas alternadas nas posi¢cées A9 e A12 (Tabela 13, p. 71) —, a
substancia 3 foi sugerida como um &acido graxo monoinsaturado ou acido (Z)-
alquenoico, enquanto a substancia 4 foi proposta como acido graxo diinsaturado

ou acido (Z,Z)-alcadienoico, conforme ilustrado na Figura 38.
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n n

Ac. graxo monoinsaturado
o]

B
M —— NOH @)
n a

n

Ac. graxo diinsaturado

Figura 38. Acidos graxos (3 e 4) identificados em ADM-4.

Também foi possivel verificar na expansio do espectro de RMN de 'H
(Figura 39) sinais caracteristicos de dois hidrogénios oximetilenos em &1 4,33
(dd, J=4,4e12,0Hz) e 4,18 (dd, J =6,0 e 12,0 Hz) e um hidrogénio oximetinico
em o6H 5,31 (m). Pela andlise do espectro de HSQC (Figura 40) foi possivel
associar os sinais em oH1 4,33 e 4,18 a um sinal de carbono duplicado em &¢c
62,09 e dH 5,27 (m) com &c 68,9, correspondente ao carbono oximetinico.

Comparando os dados espectroscopicos descritos por Saraf e colaboradores
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(2021), foi possivel sugerir a substédncia 5 como glicerol tri-substituido,

supostamente associado a um derivado de glicerol, como os triglicerideos, que

sao fonte de lipidios, o que justifica encontrar essas substancias (3, 4 e 5) na

mesma fragao.

o} ™M~ Oy 00
~N MM NN

Figura 39. Ampliagdo da regido entre &y 4,0-5,4 ppm do espectro de RMN de 'H da

substancia 5.
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Figura 40. Ampliagédo do HSQC nas regides dos sinais em &4 5,28, 4,30 € 4,15 ppm e

suas respectivas correlagdes.
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5.3.3 Substancias 6 e 7 em ADM-6

A fragdo ADM-6 (22,5 mg) apresentou-se como um solido branco que foi
investigado em placa de CCD com o revelador vanilina sulfurica, apresentando
perfil caracteristico de terpeno, e foi obtida conforme o Procedimento 4.8,

Esquema 3 (pag. 52).

Pela analise do espectro de RMN de 'H (Figura A43, pag. 190, Tabela 20)
foi possivel observar sinais caracteristicos dos esqueletos triterpénicos do tipo
ursano e oleanano. Foram observados sinais de hidrogénios metilicos na regiao
entre dn 0,70 e 1,50, bem como hidrogénios olefinicos em &+ 5,10 (t, J= 3,5 Hz)
e 5,15 (t, J= 3,5 Hz), atribuidos ao H-12 da mistura de a- e B-amirina (substancias
6 e 7, Figura 41), respectivamente. O sinal observado em 6+ 3,19 (dd, J=10,4 e
5,1 Hz) foi atribuido aos hidrogénios carbindlicos da posicdo H-3 de ambos os
triterpenos (6 e 7). A maior constante (J= 10,4 Hz) indica que H-3 esta em axial

e acopla com H-2 com J-diaxial.

Tabela 20. Dados de deslocamentos dos hidrogénios olefinico e carbinolico dos

triterpenos 6 e 7.

RMN-"H(™ RMN-'H23)
N° &n: multi; J (Hz) &n: multi; J (Hz)

a-amirina (6) B-amirina (7) a-amirina B-amirina

3 319dd(10,4e5,1) 3,19dd(10,4e5,1) 3,22dd(10,7e5,1) 3,22dd (10,7e5,1)

12 5,10 t(3,5) 5,151 (3,5) 5,12 t(3,6) 5,18 (3,2)

(CDCls, 'H-300 MHz; @CDCls, 'H-400 MHz; LIMA et al., 2004.
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Figura 41. Ampliacao das regides entre 64 3,15-3,25 e 5,07-5,19 ppm do espectro de
RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) das substancias 6 e 7.

Por meio da analise do espectro de RMN de "3C (Figura A44, pag. 191,
Tabela 21) e DEPT-135° (Figura A45, pag. 191), verificou-se a presenca de
carbonos olefinicos em &c 124,61 (C-12) e 139,78 (C-13) para a a-amirina (6) e
em &c 121,92 (C-12) e 145,40 (C-13) para a B-amirina (7). Os carbonos

carbindlicos C-3 foram observados em oc 79,26 e 79,24 para 6 e 7,

respectivamente.

Tabela 21. Dados de deslocamentos dos carbonos olefinicos e carbindlicos dos

triterpenos 6 e 7.

RMN de **C(") RMN de "3C@3)
NO
a-amirina (6) B-amirina (7) a-amirina B-amirina
3 79,26 79,24 78,3 79,0
12 124,61 121,92 124,3 121,8
13 139,78 145,40 139,3 1451

(MCDCl3,*C-75 MHz; 2CDCls, *C-100 MHz; 3LIMA et al., 2004.
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Os dados unidimensionais de RMN ('H e '*C) mostraram-se consistentes
com aqueles descritos por Lima e colaboradores (2004), permitindo a atribuicéo
das substancias 6 e 7 como a-amirina e B-amirina (Figura 42), respectivamente.
A a- e B-amirina sao triterpenos frequentemente relatados na familia
Lecythidaceae, ocorrendo em géneros Bertholletia, Careya, Cariniana,
Cauroupita, Eschweilera, Gustavia e Lecythis (FERREIRA et al., 2021). Essas
substancias apresentam diversas atividades biologicas ja descritas na literatura,
incluindo efeito antinociceptivo (HOLANDA-PINTO et al., 2008), atividade anti-
inflamatoria (VITOR et al., 2009; MELO et al., 2011), acdo antiagregante
plaquetaria (ARAGAO et al., 2007), além de propriedades antihiperglicémicas e
hipolipemiantes (SANTOS et al., 2012). No presente estudo, este constitui o
primeiro registro da ocorréncia desses triterpenos nos residuos madeireiros de

A. decandra.

30

a-amirina (6) B-amirina (7)

Figura 42. Triterpenos (6 e 7) identificados em ADM-6.

5.3.4 Substancias 8 e 9 em ADM-22.P5

A fragdo ADM-22.P5 (4,0 mg) apresentou-se como sélido amorfo salmao e
interagiu com o revelador solugao cloreto férrico em CCDC, indicando a
presenca de substancias fendlicas, e apresentou uma forte absor¢cao no UV 254
nm. Os constituintes foram concentrados seguindo os procedimentos

cromatograficos descritos no Procedimento 4.8, Esquema 3 (pag. 52).

Pela analise do espectro de RMN de 'H (Figura A46, pag. 192, Tabelas 22
e 23) foram observados sinais de hidrogénios aromaticos com acoplamentos orto
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e meta caracteristicos do sistema ABX com deslocamentos em &1 6,85 d (J=
8,65 Hz, H-5), 7,56 d (J= 1,66 Hz, H-2) e 7,57 dd (J= 8,65 e 1,66 Hz, H-6)
atribuidos a substancia 8 (Figura 43) e um sinal para hidrogénios metoxilicos em
OH 3,89 s/ (-OCHs, C-3 e C-5) que integrou para aproximadamente 6H em relagcéo
ao sinal aos hidrogénios aromaticos com sistema AAem o+ 7,33 s/ (2H, H-2 e H-

6) para a substancia 9 (Figura 43).

T T T
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 PPm 3.92 3.90
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~|
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™
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Figura 43. AmpliacGes das regides entre oy 3,92-3,89 e 7,60-6,80 ppm do espectro de
RMN de 'H (300 MHz, CDs0D) das substancias 8 e 9.

Tabela 22. Dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D da substancia 8.

1 1
P - OUTTARA et al.,
Acido vanilico (8) 2004
1 - 121,8 - -
2 7,56 d, 1,66 12,2 C-3; C-6; C-7 7,56 d, 1,53
3 - 147,1 - -
4 - 151,6 - -
5 6,85 d, 8,65 114,3 - 6,94 d, 8,24
6 7,57 dd, 8,65e1,66 1236 C-2;C-4;C-7 7,55dd, 8,24¢e1,53
7 - 168,4 - -
OCHs3 3,90 s/ 55,1 C-3 3,88s

J (Hz); @CDCls, 'H-300 MHz, *C-75 MHz.
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Tabela 23. Dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D da substancia 9.

RMN 'H Be @) RMN 'H 13 G)
N On: multi 1-2) C HMBC On: multi®® c
;. . JIAN-JUAN et al.,
Acido siringico (9) 2012
1 - 121,8 - - 122,5
C-1; C-3; C-4;
2 7,33 s 106,6 7,33 s 108,9
C-6; C-7
- 140,0 - - 142,1
- 147,1 - - 149,4
- 140,0 - - 142,1
C-1; C-2; C-4;
6 7,33 s 106,6 7,33 s 108,9
C-5; C-7
7 - 168,4 - - 170,3
3-OCH3 3,89 s/ 55,1 C-3 3,88s 57,2
5-OCH3 3,89 s/ 55,1 C-5 3,88s 57,2

J (Hz);@CDCls, 'H-300 MHz, *C-75 MHz; ®)CDCls, 'H-500 MHz, *C-150 MHz.

A aplicagdo do comando RVPP (Reverse Phase with Pivot Point) no

programa de processamento TopSpin (Bruker) permitiu otimizar a visualizagao

das correlagdes nos espectros de HSQC (Figura A47, pag. 192) e HMBC (Figura

A48, pag. 193). A partir dessas anadlises, foi possivel mensurar sinais de

carbonos correlacionados a hidrogénios por acoplamentos 'J, 2J e 3/,

caracteristicos dos sistemas aromaticos das substancias. Ressalta-se que o

espectro sobreposto (Figura 44) nao reflete a intensidade dos sinais de carbono,

mas sim o grau de correlagao entre carbonos e hidrogénios.
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Figura 44. Projecao de RMN de *C a partir da sobreposi¢gdo dos mapas HMBC e HSQC
de ADM-22.P5.

Com base nos dados espectrais extraidos pelo comando RVPP (Figura
44), apoiados pelas correlagdes observadas nos espectros de HSQC e HMBC,
foi possivel atribuir, para a substancia 8, os sinais em 6c 112,2 (C-2), 114,3 (C-
5) e 123,6 (C-6) a carbonos aromaticos metinicos, enquanto os sinais em &c
121,8 (C-1), 147,1 (C-3) e 151,6 (C-4) foram atribuidos a carbonos aromaticos
desidrogenados, além do sinal em d¢c 168,4 (C-7) correspondente ao carbono

carbonilico.

De modo analogo, para a substancia 9, os sinais em d¢ 106,6 (C-2 e C-6)
foram atribuidos a carbonos aromaticos metinicos, enquanto os sinais em &c
121,7 (C-1), 140,0 (C-3 e C-5) e 147,1 (C-4) corresponderam a carbonos
aromaticos desidrogenados, além do sinal em &c 168,4 (C-7) atribuido ao

carbono carbonilico.

As correlacbes de longa distancia observadas no espectro HMBC
permitiram propor o posicionamento dos substituintes no anel aromatico das
substancias 8 e 9. Para a substancia 8 (Figura 45), o grupo carboxila (-COz2H),

hidroxila (-OH) e a metoxila (-OCHs) foram posicionados em C-1, C-4 e C-3,
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respectivamente, conforme as correlagdes a 2J e 3J com os hidrogénios H-2, H-
5 e H-6.

O~ OH

5,7.57 dd

5, 6,85 d
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Figura 45. Ampliacées do mapa de contorno HMBC nas regides dos sinais em &y 6,85,

7,57 e 7,56 ppm e suas respectivas correlagdes para a substancia 8.

De modo similar, para a substancia 9, as correlacbes observadas no
espectro de HMBC, em conjunto com a simetria molecular, permitiram atribuir o
grupo carboxila (-CO2H) em C-1, a hidroxila (-OH) em C-4 e as duas metéxilas
(-OCHs) em C-3 e C-5, com base nas interagdes com os hidrogénios H-2 e H-6
(Figura 46). Corroborando essas atribui¢cdes, os hidrogénios metoxilicos (-OCHs3)
das substancias 8 e 9 apresentaram correlagdes 3J com carbonos aromaticos
em &c 140,0 (C-3) para a substancia 8 e em &c 147,1 (C-3 e C-5) para a
substancia 9 (Figura 47).
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Figura 46. Ampliacao do mapa de contorno HMBC na regido do sinal em &y 7,33 ppm

€ suas respectivas correlacées para a substancia 9.

138
5. 140,0 (C-3) 140

142

144+

146 -

s CC) |- e,

————=

—— e —

152 )

154 T T T T T T
3.96 3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 ppm

Figura 47. Ampliacao do mapa de contorno HMBC na regido dos sinais em 61 3,90 e

3,89 ppm e suas respectivas correlacdes para a substancia 9.

Logo, conforme as analises dos dados espectrais em comparagdo com 0s
dados observados por Outtara (2004) e Jian-Juan e colaboradores (2012)
dispostos nas Tabelas 22 (pag. 90) e 23 (pag. 91), foi possivel sugerir a estrutura
da substancia 8 como acido 3-metoxi-4-hidroxibenzdico, conhecido como acido
vanilico, e a substancia 9 como acido 3,5-dimetoxi-4-hidréxibenzdéico, conhecido
como acido siringico, ambos dispostos na Figura 48. Ambos sdo acidos fendlicos
do tipo hidroxibenzoico e desempenham papel relevante na protecdo contra
microorganismos, insetos e estresses abidticos, atuando como metabdlitos

secundarios com propriedades antioxidantes, antimicrobianas e alelopaticas
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(FERREIRA et al., 2021). Do ponto de vista biologico e farmacologico, esses
compostos sdo amplamente descritos por suas atividades anti-inflamatéria e
antimicrobiana, reforcando o potencial biotecnolégico de espécies de
Lecythidaceae como fontes de metabdlitos fendlicos bioativos (HELENO et al.,
2015).

O OH 0O OH
OH OH
Acido vanilico (8) Acido siringico (9)

Figura 48. Acidos fendlicos (8 e 9) identificados em ADM-22.P5.

5.4 Identificagcao das substancias 10-15 presentes no extrato metandlico
de P. catingae (PCM)

5.4.1 Mistura 10a, 10b, 10c e 10d em PCM-A.S

A amostra PCM-A.S (10,5 mg) apresentou aspecto soélido avermelhado e
em CCD interagiu com o cloreto férrico e apresentou fortes absorgées no UV 254

e 366 nm, e foi obtida conforme o Procedimento 4.9, Esquema 4 (pag. 54).

As analises de RMN 1D e 2D evidenciaram deslocamentos quimicos
semelhantes e sobreposi¢ao de sinais, indicando a preseng¢a de uma mistura de
isdmeros e epimeros. Os perfis espectrais foram compativeis com derivados de
flavan-3,4-diol, chamados peltoginoides, conforme descrito na literatura (TAGA
etal., 2025; MALAN et al., 1990; GAO et al., 2004; HASHIDA et al., 2014). Assim,
as substancias foram identificadas como rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol
(10a), rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol (10b), rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B
(10c) e rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B (10d) (Figura 49).
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Figura 49. Peltoginoides (10a-d) identificados na amostra PCM-A.S.

Devido a complexidade e a sobreposicdo dos sinais espectrais, a
discussdo concentrou-se na comparagao das similaridades e diferengas
estruturais entre os isdbmeros (10a e 10b) e os epimeros (10c e 10d), com énfase
na similaridade estrutural dos anéis A e D, na variacdo do padrao de substituicao
-OH entre C-3 e C-5 do anel B e nas diferentes constantes de acoplamento axial

e equatorial para os epimeros na posi¢ao C-4 do anel C.

A analise dos espectros de RMN de 'H (Figura A49, pag. 194, Tabelas 24
e 25) e J-Res (Figura A50, pag. 195) indicou que os isébmeros rel-(2,3-trans-3,4-
trans)-peltoginol (10a) e rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol (10b), bem como seus
respectivos epimeros rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c) e rel-(2,3-trans-
3,4-cis)-mopanol B (10d), apresentam um sistema de acoplamento ABX no anel
A. Esse padrao foi caracterizado por constantes de acoplamento orto (J = 8,5
Hz) e meta (J = 2,5 Hz) entre os hidrogénios H-5, H-6 e H-8, conforme ilustrado

na Figura 50, pag. 99.
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Tabela 24. Dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D das substancias 10a e 10c.

RMN 'H @ . . RMN 'H RUNH@ RMN 'H
SH: multi (W* SH: multi SH: multi (W* SH: multi ™
MALAN et al. MALAN et al.
TAGA et ’ ) ’
N° 5 aA i GAO et al., 1990 oa A A nic). HASHIDA et al., 1990
rel (2’3| ttr o |3'140” ans)-al., f025 HMBC® 2004 ©) (+)- rel (2”,3 t.;anlsB?’ ‘:’OC'S) HMBC® 2014 © (+)-
peltoginol (10a) ( )_. (+)-mopanol peltoginano peltoginol B (10¢) (-)-fisetinidol-4p-ol  Peltoginano
peltoginol ; (mondémero)
(mondémero)
2 4,75 d (10,0) 71,83 72,7 C-4,C-2’, C-¢ 4,78 d (10,0) 5,07 d (9,8) 5,07 d (10,0) 66,66 C-4,C-1 4,85 d (9,5) 5,07 d (9,8)
3,53 dd (10,0, 79,2 _ : o 3,41 dd (10,0, 4,05 dd (6,3, 3,64 dd (10,0, : . _, 4,05 dd (6,3,
e 78,17 C-2, C-4, C-7 o 6.8) N 7574  C-2,C-4,C-7' 3,89 dd (9,5, 3,5) 0.8)
4  474d(85) 69,13 69,9 C-3, C-4a 463d(9,0) 496d(63) = 475d(35) 64,96 C-3,C-4a 4,56 d (3,5) 4,96 d (6,3)
4a 116,25 118,0 114,66
5 731d(85 12869 13041 C% gga C8  7234(85  68d@®5  745d85) 13196 C* g_'gé c-8, 7.11d(8,0) 6,83 d (8,5)
6,47 dd (8,5, e~y ~q  642dd(85,  649dd(85  644dd (85, R 6,49 dd (8,5,
6 e 108,94  109,9  C-4a, C-7,C-8 e 22) o 108,78 C-4a,C-7,C-8 = 6,40 d (8,0, 2,5) 22)
7 157,79 1568,7 158,70
8  632d(25) 10211 1031 C-4,C-4a,C6 623d(25  658d(22)  635d(25) 10240 C-4 C-4a, C-6 6,24 d (2,5) 6,58 d (2.2)
8a 155,01 155,9 155,24
1’ 123,58 1249 124,21
C-2,C-1’, C- C-2,C-1’, C-
2 7,03 s/ 112,28 113,4 3,C-4’, C-5, 6,77 d (8,0) 7,23 s 7,07 sl 112,53 3,C-4’, C-5, 6,91 d (2,0) 7,23s
C-6’ C-6’
3 144,21 145,9 6,88 d (8,0) 144,21
4 145,13 145,0 145,00
5 6,48 s/ 109,73 111,0 C-14’, CC-?7’, C- 6,44 s 6,48 s/ 109,73 C-14’, %:3’7’, c- 6,78 d (8,0) 6,44 s
6’ 125,97 127,4 125,82 6,74 dd (8,0, 2,0)
. 481d(14,5) 2 s e A485d(150)  488d(145) | 4:85d(145) e ) 4,88 d (14,5)
" 4754(145) 0756 683  C3,C5,C6 5 q(150) 468d(145) _478d(145) 0766 C3.C5,C6 468 d (14.5)

(J (Hz), *J-Res; ACD30D, 400 MHz; 3100 MHz; “1400/100 MHz; ®)CD3sCOCD3, 500 MHz; ®)\CD3COCD3/D20 (95/5), 500 MHz; ("CsDs, 300 MHz; ®)CD30D,

125 MHz.
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Tabela 25. Dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D das substancias 10b e 10d.

RMN TH @ oo oo RMN 'H RMNH® RMN 'H
dr: multi W* Sn: multi M On: multi (* OH: multi (M
] TAGA et CAG of a1 MALAN et .
N rel-(2,3-trans-3,4-trans)- al., 2025 N rel-(2,3-trans-3,4-cis)- HASHIDA et al., 1990
HMBC(4) 2004 ®) HMBC(4) 2014(6) (+)_mo anano
mopanol (10b) (+)- (+)-mopanol mopanol B (10d) (-)-fisetinidol-4a-ol g
mopanol (mondmero)
2 478d(100) 7182 726  C4, C2,C6 478d(100) 509d(100) 66,61 C4,C1 4.85d(95) 5,51 d(9,9)
3,50 gcégm,o, 7765 %% ca2c4cr 3 3%510’0’ 3,62 g%§10,0, 7514  C-2,C-4,C-7  3,89dd (9,5, 3,5) 4’0390’3)(6'5'
4 476d(85) 6916 70,0 C-3, C-4a 463d(90)  479d(35) 6493  C-3, C-da 4,56 d (3.5) 5,35 d (6,5)
4a 1617 1178 114,57
5 731d@5 12866 1300 CHCTLC% 723485 715485 13196 M ST CE 7.1 d (8,0) 7,00 d (8,5)
6,47 dd (8.5, .  642dd(85 644 dd (85, o 6,59 dd (8.5,
6 2,5) 10892 1099  Cda, C-7,C-8 e e 108,74 Cda C7,C-8  640d (8,0, 2,5) 8
15779 158,7 158,70
8  632d(25) 10211 1031 C4,C4aC6 623d(25  635d(25 10240 2 TEC 6,24 d (2,5) 6,96 d (2,5)
8a 15501  155,8 155,24
1 12421 1257 124.85
2 69%8d@85 11665 176 2 C(fé, ©  e88d@B0 702085 11693 2 Cé?e" C- 6,91 d (2,0) 7,66 dd (8.5)
3 e78d@s) 1343 14 TGRS erma@o)  e79d@s 1349 O CLC 6,59 d (8,5)
& 14374 1443 143,56
5 140,05 141.0 140,05 6,78 d (8,0)
6 12212 1232 121,97 6,74 dd (8,0, 2.0)
o BO1d(154) g 654  CB3C1.C  485d(150) 504d(154) o0 C3,C1.C-  487d(160)  487d(160)
478 d (15.4) ’ ’ 4,C-5,C-6  462d(150) 481d(154) ’ #,C-5, C6 473 d (16.0) 4,73 d (16,0)

(1J (Hz), *J-Res; @CD30D, 400 MHz; 100 MHz; #)400/100 MHz; ®)CD3COCDs, 500 MHz; ®)CD3sCOCD3/D20 (95/5), 500 MHz; ("CsDs, 300 MHz; ®)CD30D,

125 MHz.
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Figura 50. Amplia¢des das regides entre oy 7,35-7,10, 6,49-6,42 e 6,37-6,32 ppm do
espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs;0D) das substancias 10a-d.

Outra caracteristica estrutural semelhante aos isémeros (10a, 10b) e aos
seus respectivos epimeros (10c e 10d) € a presenga do anel D. No espectro de
RMN de 'H observou-se uma regido de intensa sobreposi¢éo de sinais entre o
5,10 e 4,75 ppm, tipica de hidrogénios oximetilénicos. A analise do espectro de
DEPT-135 (Figura A52, pag. 197) evidenciou a presenca de quatro carbonos do
tipo -CH2- (Figura 51), enquanto o espectro de HSQC (Figura A53, pag. 198)
permitiu atribuir os deslocamentos dos hidrogénios oximetilénicos H-7’
sobrepostos. Esses hidrogénios H-7’ apresentaram acoplamentos vicinais com
constantes de acoplamento em torno de J= 14,5 Hz para as substancias 10a e
10c e J= 15,4 Hz para 10b e 10d. A integridade do anel D foi confirmada pelas
correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura A54, pag. 199),
envolvendo interagées 2J dos hidrogénios H-7’ com C-6’ do anel B e 3J com C-3

do anel C (Figura 52).
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Figura 51. Ampliagdes das regides dos espectros de DEPT-135 entre d¢ 70,0-64,0 ppm
e HSQC entre &1 5,10-4,75 ppm e suas respectivas correlagdes para as substancias
10a-d.
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Figura 52. Ampliagdes do espectro de HMBC entre &1 5,10-4,75 ppm e suas respectivas

correlagdes para as substancias 10a-d.

Os isbmeros rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol (10a) e seu epimero rel-
(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c¢) diferenciam-se do rel-(2,3-trans-3,4-trans)-

mopanol (10b) e de seu epimero rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B (10d) pelo
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padr&o de substituigdo das hidroxilas no anel B. A analise do RMN de 'H (Figura
53) e J-Res indicou que 10b e 10d apresentaram acoplamento orto entre os
hidrogénios aromaticos H-2’ e H-3’ (J= 8,5 Hz), compativel com hidroxilas em C-
4’ e C-5’. Em contraste, 10a e 10c exibiram simpletos largos para os hidrogénios
aromaticos H-2' e H-5’, indicando um padrao de substituicdo -OH em C-3’ e C-
4.

v

sl s/ N sl
M OO I oo~ (e 0]
COoOO0OOO0OoOo Qr-r~-r- =
-~~~ r- 0 Y AXe X e e ] ((e]
N S~ e = ~

7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 ppm
Joo‘ “w‘ r-k Wo) Thr cn\

Figura 53. Ampliagao da regido & 7,1-6,5 ppm do espectro de RMN 'H das substancias
10a-d.

Os isbmeros 10a e 10b diferenciam-se de seus epimeros 10c e 10d pela
configuragéo relativa do carbono C-4 do anel C. A analise do RMN de 'H (Figura
54) e J-Res indicaram, para os peltoginoides 10a-d, acoplamentos axiais entre
os hidrogénios H-2 e H-3 (J= 10 Hz), compativeis com a configuracéo 2,3-trans.
Entretanto, os isbmeros 10a e 10b apresentaram acoplamentos axiais entre H-3
e H-4, caracteristicos da configuragao 3,4-trans, enquanto que os epimeros 10c
e 10d exibiram acoplamentos equatoriais entre H-3 e H-4, indicando a

configuracéo 3,4-cis.
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Figura 54. Ampliagdo da regido o4 3,67-3,48 ppm do espectro de RMN 'H das

substancias 10a-d.

A analise do espectro RMN de '3C (Figura A51, pag. 196, Tabelas 24 e 25,
pags. 100 e 101, respectivamente) e DEPT-135 evidenciou sinais em regides
tipicas de flavan-3,4-didis, incluindo carbonos aromaticos e oximetinicos
desidrogenados caracteristicos dos peltoginoides, em concordéncia com a
literatura (TAGA et al., 2025). A variagao na orientagao dos ligantes em C-3 e C-
4 (configuracdes 3,4-trans e 3,4-cis) resultou em uma pequena variagcdo nos
deslocamentos em dc 116,25 e 116,17 para os isdbmeros 10a e 10b, e em &c
114,66 e 114,57 para os epimeros 10c e 10d. Embora discretas, essas
diferencas foram determinantes para a distincdo entre isbmeros e epimeros,
comportamento semelhante ao observado na epimerizagdao em C-4 entre (-)-
fisetinidol-4B-ol e (—)-fisetinidol-4a-ol (Figura 55) (HASHIDA et al., 2014).
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(—=)-fisetinidol-43-ol (—)-fisetinidol-4a-ol

Figura 55. Epimeros C-4 relatados em Toxicodendron vernicifluum (HASHIDA
etal., 2014).

Quanto as andlises do perfil cromatografico e espectrométrico obtido
CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo) indicaram que as substancias 10a-d
apresentaram perfis de fragmentagao MS? idénticos, com tempos de retengao
em 7,3 e 7,9 min. Os ions moleculares observados em m/z 301,0711 e 301,0705,
ambos apontaram correspondéncia com a férmula molecular C1sH1306
(calculado: m/z 301,0718). Conforme o perfil de fragmentacgéo (Figura 56), o ion
fragmento em m/z 283 resultou da eliminagédo de H20 (-18 u), enquanto os ions
m/z 137 e 163 foram gerados por clivagem retro-Diels-Alder (RDA) do anel C,
formando um ion fragmento derivado do anel A e outro com os anéis B e D
intactos, respectivamente (ALMEIDA et al., 1974).
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Figura 56. Perfil de fragmentagdo MS? das substancias 10a-d nos TRs 7,3 e
7,9 min.

A analise do perfil cromatografico obtido em CLAE-EMAR permitiu
estabelecer a ordem de eluigao dos peltoginoides identificados. O rel-(2,3-trans-
3,4-trans)-peltoginol (10a) e o rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10¢) coeluiram
em 7,3 min., enquanto o rel-(2,3-frans-3,4-trans)-mopanol (10b) e o rel-(2,3-
trans-3,4-cis)-mopanol B (10d) coeluiram em 7,9 min. (Figura 57). As diferencas
no tempo de retencdo podem estar associadas as conformagdes moleculares
conforme as observagdes de Drewes e Roux (1967), sendo semi planares para
10a e 10b (2,3-frans-3,4-trans) e nao planares para 10c e 10d (2,3-frans-3,4-
cis), além da diferenga no padrdao de substituicdo do anel B, o que pode

influenciar na mobilidade dos compostos na fase estacionaria utilizada.
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i (7,3 min)

204 Legenda: 6

* PCM-D.S: Fase obtida em diclorometano da parti¢do liquido-liquido
do extrato PCM;

+ PCM-A.S: Fase obtida em acetato de etila da partigdo liquido-

liguido do extrato PCM.

B PcMm-D.S

Bl PCM-AS
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Figura 57. Cromatograma Base Peak Chromatogram — BPC das fases
particionadas PCM-D.S e PCM-A.S.

A proporgéao relativa dos picos cromatograficos foi determinante para a
diferenciacao entre os pares de isdmeros e epimeros. Os isbmeros 10a e 10b
foram majoritarios, correspondendo a aproximadamente 65-90% do total,
enquanto os epimeros 10c e 10d representaram cerca de 10-35%, em
concordancia com a distribuicdo previamente observada para espécies do
género Peltogyne (FERREIRA et al., 1992).

As proporgoes entre os peltoginoides 10a-d foram estimadas a partir do
espectro de RMN de 'H, com base na integracdo das areas de quatro sinais
caracteristicos do hidrogénio oximetinico H-3 do anel C de cada composto.
Dessa forma, foram obtidas as seguintes proporgdes relativas aproximadas: rel-
(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol (10a), 40,16%; rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol
(10b), 27,31%; rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c), 19,28%; e rel-(2,3-trans-
3,4-cis)-mopanol B (10d), 13,25%, conforme ilustrado na Figura 58.
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Figura 58. Ampliagdo da regido dn 3,68-3,46 do espectro de RMN de 'H

correspondente aos duplos dupletos de H-3 do anel C das substancias 10a-d.

Os peltoginoides identificados (10a-d) sdo pouco descritos na literatura,
sendo este o primeiro registro descrito em mistura e em P. catingae. Entre eles,
o rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol (10a) e o rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol
(10b) sao frequentemente relatados em estudos com espécies do género
Peltogyne, podendo ser considerados como potenciais marcadores quimicos
desse taxon (TAGA et al., 2025; CHAN et al., 1958; MALAN & ROUX, 1974;
ALMEIDA et al., 1973; DREWES & ROUX, 1966). As atividades bioldgicas
dessas substancias permanecem, em grande parte, desconhecidas. Até o
momento, ha apenas um relato de atividade antimicrobiana, no qual BASSET et
al., (2015) isolaram o (+)-mopanol de residuos madeireiros de Peltogyne sp.,
obtendo CIM de 1 pg/mL contra Candida krusei LMGO 174 em ensaio in vitro,

indicando seu potencial como agente antifungico.
5.4.2 Substancias 10a em PCM-14a.6.6 e 10c em PCM-14a.5.7

As fragbes PCM-14a.6.6 (43,2 mg) e PCM-14a.5.7 (7,2 mg) apresentaram
aspecto de sélido cristalino avermelhado e exibiram croméforos em CCD, com

resposta positiva para fendlicos ao utilizado a solucédo reveladora de cloreto
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férrico, além de absorcao sob luz UV a 254 e 366 nm. As amostras foram obtidas

conforma o Procedimento 4.9, Esquema 6 (pag. 59).

O rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol (10a) e o seu epimero rel-(2,3-frans-
3,4-cis)-peltoginol B (10c) foram concentrados em fragdes distintas. A analise
individual dos espectros de RMN de 'H (Figura A55, pag. 200 e Figura A58, pag.
201) e a comparagao dos mesmos (Figura 59) revelaram grande similaridade
nos deslocamentos quimicos e padrées de desdobramento dos sinais (Tabela
26, pag. 108), em concordéncia com os dados espectrais previamente discutidos
no topico anterior para a amostra PCM-A.S. Para a substancia 10a foram
realizadas analises de RMN '3C (Figura A56, pag. 200) e HSQC (Figura A57,
pag. 201).
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Figura 59. Ampliagdo e comparagdo dos espectros de RMN de 'H das

substancias 10a e 10c.

A principal diferenga estrutural observada nos espectros de RMN de 'H
das substancias 10a e 10c foi atribuida as constantes de acoplamento entre os
hidrogénios H-3 e H-4 no anel C (Figura 60). O rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol
(10a) apresentou acoplamento axial (J= 8,5 Hz), compativel com a configuragao
3,4-trans, enquanto que o epimero rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c)
exibiu acoplamento equatorial (J= 3,5 Hz) caracteristico da configuragao 3,4-cis.
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Tabela 26. Dados espectroscépicos de RNM 'H das substancias 10a e 10c, e RMN '°C, HSQC de 10a.

RMN '"H® RMN 'H RMN '"H® RMN 'H 1306)
On: multi J (Hz) On: multi J (Hz) On: multi J (Hz) On: multi J (Hz)
HASHIDA et al., MALAN et al., MALAN et al.,
N° reI.-(2,3-trar.;s-3,4- 2014 @ 1990 reI-(2,3-trans-.3,4- BCH  sAQ et al., 2004 @ 1990 TAGA et al.,
cis)-peltoginol B e . trans)-peltoginol . 2025
(-)-fisetinidol-43- (+)-peltoginano (+)-mopanol (+)-peltoginano .
(10c) N (10a) N (+)-peltoginol
ol (mondmero) (mondmero)

2 5,06 d (10,0) 4,85 d (9,5) 5,07 d (9,8) 4,76 d (9,8) 73,37 4,78 d (10,0) 5,07 d (9,8) 72,7

3 3,64 dd (10,0, 3,5) 3,89dd (9,5,3,5) 4,05dd(6,3,9,8) 3,53 dd (9,8, 8,5) 79,71 3,41 dd (10,0, 9,0) 4,05 dd (6,3, 9,8) 79,2

4 4,74 d (3,5) 4,56 d (3,5) 4,96 d (6,3) 4,74 d (8.5) 70,67 4,63 d (9,0) 4,96 d (6,3) 69,9
4a 117,79 118,0
5 7,15d (8,4) 7,11 d (8,0) 6,83 d (8,5) 7,31 d (8,5) 130,25 7,23 d (8,5) 6,83 d (8,5) 130,1
6 6,44 dd (8,4, 2,4) 6,40 d (8,0,2,5) 6,49dd(8,5,2,2) 6,47 dd (8,5, 2,4) 110,50 = 6,42 dd (8,5, 2,5) 6,49 dd (8,5, 2,2) 109,9
7 159,33 158,7
8 6,35 d (2,4) 6,24 d (2,5) 6,58 d (2,2) 6,32 d (2,4) 103,66 6,23 d (2,5) 6,58 d (2,2) 103,1
8a 156,55 155,9
1 125,09 124,9
2 7,07 sl 6,91 d (2,0) 7,23 s 7,03 s/ 113,80 6,77 d (8,0) 7,23 s 113,4
3 145,76 6,88 d (8,0) 145,9
4 146,68 145,0
5 6,48 s/ 6,78 d (8,0) 6,44 s 6,48 s/ 111,28 6,44 s 111,0
6’ 6,74 dd (8,0, 2,0) 127,51 127,4
7 4,89 d (15,0) 4,88 d (14,5) 4,80 d (14,7) 69.11 4,85 d (15,0) 4,88 d (14,5) 68.3

4,80 d (15,0) 4,68 d (14,5) 4,76 d (14,7) ' 4,62 d (15,0) 4,68 d (14,5) '

(CDs0D, 'H-300 MHz, '3C-75 MHz; @CD3sCOCDs3/D20 (95/5), 'H-500 MHz; ®)CsDs, 'H-300 MHz; 4)CD3COCDs3, 'H-500 MHz; ®)CD3sOD, 3C-125 MHz

108



oy 3,53 dd
9,8‘ Hz
8,5 Hz 8,5 Hz

10 1

Scale : 0.07433 DaviZ4 PCMi14a.6.6_(+)-peltpgynol 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.7.0 exandatal |

[ref]

1.0

o I N N o N o NS — — b
: ‘ ‘ ‘ e
Scale : 2.828 "DaviZ4_PCM.14a.5.7_(+)-peltogynol B" 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.7.0\examdatal
| | | | [ <
! ! ! ! °
[ oy
L o
e
L RS I 4
ER— e
: : : : : ; e ' e ! : : : : . : : : | e : :
370 365 3.60 355 350 [ppm]

Figura 60. Ampliagao da regiéo &H 3,70 — 3,45 ppm dos espectros do RMN de 'H

das substancias 10a e 10c.

Na comparagdo dos espectros de RMN 'H também foi possivel notar
similaridades estruturais, destacando-se o sistema ABX no anel A, com
constantes acoplamentos orto (J= 8,4 Hz) e meta (J= 2,4 Hz) e 0 mesmo padrao
de substituicdo de hidroxilas em C-3 e C-4 do anel B (Figura 61). Adicionalmente,
observaram-se sinais caracteristicos de hidrogénios oximetinicos dos anéis C e
D na regiao de o1 5,10 — 4,70 ppm (Figura 62).
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Figura 61. Ampliagbes da regido d+ 7,4 — 6,2 ppm dos espectros do RMN de 'H

das substancias 10a e 10c.
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Figura 62. Ampliagdes da regi&o &H 5,20 — 4,6 ppm dos espectros do RMN de 'H

das substancias 10a e 10c.
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As analises por CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo) das substéncias

10a e 10c revelaram perfis cromatograficos e de fragmentagdao MS? idénticos,

com tempos de retengdo em 5,8 e 6,0 min, respectivamente (Figura 63), e

absorgdes UV em 250 e 280 nm. Os ions moleculares em m/z 301,0712 e

301,0715 foram compativeis com a formula C,4H130 (calculado: m/z 301,0718).

O ion fragmento em m/z 283 resultou da perda de H,O (=18 u), enquanto os ions

em m/z 137 e 163 foram atribuidos a clivagem retro-Diels—Alder do anel C,

originando fragmentos derivados do anel A e dos anéis B e D, respectivamente

(ALMEIDA et al., 1974), em concordancia com o perfil descrito no tépico

anteriormente.
I?mm?fﬁi ODS7-MS2_ESk_2PCM14.51L6_1-56_01_6977 d: UV Chromatogram 190-400 nm
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0 \“I|I‘I||I‘II||||| |||\|II| il bl .I“IFII\IL |H,|,|,||.|.|I ||\|I|‘!||| i HHIL‘! i |I\I|I.| Jllou I‘ P | Wl L
50 100 150 200 250 300 miz
Figura 63. Perfil cromatografico Base Peak Chromatogram (BPC) e

fragmentagcado MS? das substancias 10a e 10c.
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5.4.3 Misturas 10a/10c em PCM-14b.10.9.4 e 10b/10c em PCM-14b.12.7.8

As fragbes PCM-14b.10.9.4 (31,0 mg) e PCM-14b.12.7.8 (14,2 mg)
apresentaram aspecto de solido cristalino avermelhado, com resposta positiva
em CDD ao revelador solucédo de cloreto férrico, além de exibirem cromdéforos
com absorgdes sob a luz UV a 254 e 366 nm. As amostras foram obtidas

conforme o Procedimento 4.9, Esquema 6, (pag. 59).

O rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol (10a) e seu epimero rel-(2,3-trans-
3,4-cis)-peltoginol B (10c¢), assim como o rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol (10b)
e seu epimero rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol-B (10d), foram concentrados em
pares em fracdes distintas. A analise individual e comparativa dos espectros de
RMN de 'H (Figura A59, pag. 202 e Figura A60, pag. 202) evidenciou elevada
similaridade nos deslocamentos quimicos e nos padrdes e desdobramento dos
sinais (Figura 64, Tabela 27), em concordancia com os dados espectrais

previamente discutidos em topicos anteriores.
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, OH
, oH 2 ;
8 HO : 0
HO 0y o ) 2 on
6 4 T
d 3
Ko} 5 ©
5 R=-11OH rek(2,3-trans-3 4-trans)-peltoginol (10a) R=10H rel(2,3-trans-3,4-transy-mopanol (10b)
R R=—=OH rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginal B (10c) R=—=0H rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B (10d)
4 J \ J

"DaviZ5_PCMRIZ.7.8 (+)Hbe e (+)-Pelt. B" 1 1 C:'\Bruker\TopSpin3.7.0 b:-:»smtla:aL,
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Figura 64. Ampliagbes comparativas dos espectros de RMN de 'H (300 MHz,
CD30D) das substancias 10a/10c e 10b/10d.
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Tabela 27. Dados espectroscépicos de RNM de 'H dos pares de substancias 10a/10c e 10b/10d.

HM THM M M
B et sy eemas O aims
(Hz) " " " (Hz) " (Hz) "
MALAN et al.,
Ne  rel-(2,3-trans- GAO et al., rel-(2,3-t:‘rans- HASHIDAZet 19907 rel-(2,3-trans- GAO et al., rel-(2,3-{rans- HASHIDA ft MALAN e3t al.,
3,4-trans)- . 3,4-cis)- al., 2014 @ " 3,4-cis)- al., 2014@ 1990 ®
. 2004 @ . S (+)- 3,4-trans)- 2004 @ T
peltoginol (+)-mopanol peltoginol B (-)-fisetinidol- sltoqinano mopanol (10b) (+)-mopanol mopanol D (-)-fisetinidol- (+)-mopanano
(10a) P (10c) 4B-ol petiog P P (10d) 4a-ol (mondmero)
(mondmero)
2 4,76 d (10) 478d(10,0) 5,06 d (10,0) 4,85 d (9,5) 5,07 d (9,8) 4,78 d (10) 4,78 d (10,0) 5,08 d (10) 4,85 d (9,5) 5,51d(9,9)
5 353dd(98  341dd(100, 3,63dd (10,0, 389dd(95  4,05dd (63, 3,50 dd (10,  3,41dd (10,0, 3,62 dd (10, 389dd (95, 443 49(6,5 9,9)
8,5) 9,0) 3,5) 3,5) 9,8) 8,5) 9,0) 3,5) 3,5) ’ e
4  4,75d(8.5) 4,63 d (9,0) 4,74 d (3,5) 4,56 d (3,5) 4,96 d (6,3) 4,76 d (8.5) 4,63 d (9,0) 4,79 d (3,5) 4,56 d (3,5) 5,35 d (6,5)
4a
5  7,30d(8,5) 7,23 d (8,5) 7,14 d (8,4) 7,11 d (8,0) 6,83 d (8,5) 7,31d (8,5) 7,23 d (8,5) 7,15 d (8,5) 7,11 d (8,0) 7,00 d (8,5)
¢ 647dd@®5 ~ 642dd(85 ~ 644dd (84, 6,40 d (8,0, 649dd (85 ~ 646dd (8,5  642dd(85  6,43dd(8,5, 6,40 d (8,0, 6,50 dd (8,5, 2,5)
2,4) 2,5) 2,4) 2,5) 2,2) 2,4) 2,5) 2,4) 2,5) ’ B
7
8  6,32d(24) 6,23 d (2,5) 6,35 d (2,4) 6,24 d (2,5) 6,58 d (2,2) 6,32 d (2,4) 6,23 d (2,5) 6,35 d (2,4) 6,24 d (2,5) 6,96 d (2,5)
8a
1
2 7,03 sl 6,77 d (8,0) 7,06 sl 6,91 d (2,0) 723 s 6,98 d (8,4) 6,88 d (8,0) 7,02d (8,4) 6,91d(2,0) | 7,06 dd (8,5, 1,2)
3 6,88 d (8,0) 6,77 d (8,4) 6,77 d (8,0) 6,78 d (8,4) 6,59 d (8,5)
»
5 6,48 sl 6,48 sl 6,78 d (8,0) 6,44 s 6,78 d (8,0)
, 6,74 dd (8,0, 6,74 dd (8,0,
6 2,0) 2,0)
5 4T8d(147)  485d(150) 484 d(150) ] 488d(145) 500d(155) 4,85d(150) 503d(154) 4,87 d(16,0) 4,87 d (16,0)
475d(14,7)  4,62d(150)  4,75d(15,0) 468d(145) 476d(155)  4,62d(150)  4,80d(154) 4,73 d(16,0) 4,73 d (16,0)

(CD30D, 'H-400 MHz; @CD3COCD3/D20 (95/5), 'H-500 MHz; ®)C¢Ds, 'H-300 MHz; )CD3COCDs3, 'H-500 MHz;
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Os isébmeros rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol (10a) e o rel-(2,3-frans-
3,4-trans)-peltoginol mopanol (10b) apresentaram acoplamentos axiais entre H-
3 e H-4 (J= 8,5 HZ), compativeis com a configuragao 3,4-frans, enquanto seus
epimeros rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c) e rel-(2,3-trans-3,4-cis)-
mopanol B (10d) exibiram acoplamentos equatoriais (J= 3,5 Hz), caracteristicos
da configuracdo 3,4-cis. Em todos os peltoginoides (10a-d), observaram-se
acoplamentos axiais entre H-2 e H-3 (J= 10 Hz), condizentes com a configuragéo
2,3-trans (Figura 65). Com base nas integrais do sinal de H-3 do anel C, as
proporcdes relativas entre os pares de epimeros foram 10a/10c = 1: 0,71 e
10b/10d = 1: 0,4.
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Figura 65. Ampliagdo comparativa da regido o+ 3,70 — 3,45 ppm dos espectros
do RMN de 'H dos pares de substancias 10a/10c e 10b/10d.

As principais diferengas estruturais observadas nos espectros de RMN de
'H (Figura 66) entre os pares 10a/10c e 10b/10d relacionaram-se ao padréo de
substituicdo das hidroxilas no anel B. Os epimeros 10a e 10c exibiram sinais
compativeis com hidroxilas substituidas em C-3 e C-4, evidenciados por pares
de simpletos observados em o+ 7,03 e 6,48 para 10a e o+ 7,06 e 6,48 para 10c.

Em contraste, os epimeros 10b e 10¢ exibiram constantes de acoplamentos orto
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(J= 8,4 Hz), caracteristico de um padrao de substituicdo das hidroxilas em C-4 e
C-5 do anel B.
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Figura 66. Ampliagdes das regides de oH 7,4 — 6,2 ppm dos espectros do RMN
de 'H das substancias 10a/10c e 10b/10d.

Na comparagdo dos espectros de RMN de 'H, observaram-se
similaridades estruturais, com destaque para o sistema ABX no anel A,

evidenciado por de acoplamentos orto (J= 8,5 Hz) e meta (J= 2,4 Hz).

Adicionalmente, foram identificados sinais caracteristicos de hidrogénios
oximetinicos dos anéis C e D na regidao de &n 5,15 — 4,70 ppm (Figura 67).
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Figura 67. Ampliages da regi&o &+ 5,15 — 4,7 ppm dos espectros do RMN de 'H
das substancias 10a/10c e 10b/10d.

As analises em CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo) dos pares de
substancias 10a/10c e 10b/10d evidenciaram perfis cromatograficos distintos
com tempos de retencdo em torno de 5,5 e 6,5 min, respectivamente, porém com
padroes de fragmentagdo MS? idénticos (Figura 68), além de absorgées UV em
240 e 280 nm. Em ambos os casos, observaram-se ions moleculares em m/z
301,0704 (10a/10c) e 301,0712 (10b/10d), compativeis com a formula C16H130s
(calculado: m/z 301,0718). Os ions fragmentos em m/z 283 foram atribuidos a
perda de H20 (-18 u), enquanto os ions em m/z 137 e 163 resultaram da clivagem
retro-Diels—Alder do anel C, originando fragmentos derivados do anel A e dos
anéis B e D, respectivamente, em concordéncia com dados previamente
descritos (ALMEIDA et al., 1974).
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Figura 68. Perfil
fragmentagado MS? dos pares de substancias 10a/10c e 10b/10d.

cromatografico Base Peak Chromatogram (BPC) e

5.4.4 Substancia 11 em PCM-14b.7 e substancia 13 em PCM-14b.9.7

As fragoes PCM-14b.7 (2,0 mg) e PCM-14b.9.7 (8,1 mg) apresentaram
aspecto de solido cristalino avermelhado, com resposta positiva para fendlicos

em CDD quando revelado com solugdo de cloreto férrico, além de exibirem
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cromoforos com absorgdes sob a luz UV a 254 e 366 nm. As substancias foram
obtidas conforme o Procedimento 4.9; Esquema 5 (pag. 55) para substancia 11

e Esquema 6 (pag. 59) para a substancia 13.

As substancias 11 e 13 sao peltoginoides estruturalmente relacionados ao
mopanol (10b) e o peltoginol (10a), respectivamente, diferindo apenas pelo
padrao de oxidagédo do anel C. A analise individual e comparativa dos espectros
de RMN de "H (Figura A61, pag. 203 - 11; Figura A66, pag. 205 - 13) revelou
similaridades nos deslocamentos quimicos e nos padrdes de desdobramento
(Figura 69, Tabela 28), em concordancia com dados espectrais previamente
disponiveis da literatura (MALAN & ROUX, 1973; MALAN et al., 1990; GAO et
al., 2004; SILVA et al., 2020).
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Figura 69. Ampliagbes comparativas da regidao entre &4 2,5-7,5 ppm dos espectros de
RMN de 'H (600 MHz, CDs0OD) das substancias 11 e 13.
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Tabela 28. Dados espectroscopicos de RNM de 1D e 2D das substancias 11 e 13.

RMN "H @ RMN H RMN 'H® RMN H
On: multi J (Hz) On: multi J (Hz) Oy multi J (Hz) Oy multi J (Hz)
o DEPTQ DEPTQ MALAN et al.,
N rel-(2,3-trans)- HMBC 13c(1) ) SILVA etzal., GAO etsal., rel-(2,3-trans)- HMBC 13c() ) SILVA etzal., 1990 ®
mopano (11) 2020 2004® ubeschin (13) 2020 (+)-peltoginano
P fisetinidol (+)-mopanol P fisetinidol P . 9
(mondmero)
2 461d93) “3TES 7510  cH 465d(11)  478d(100) 458493 “xGhS 712 cH 465d(71)  507d(9.8)
3,69 ddd PO 341dd  3,70ddd (10,8, C-2,C-4, C- 4,05 dd (6,3,
3 qorosse C2CT 7342 CH 401m 5o o) 5o =4 7398 CH 4,01 m o5
3,01 dd (14.9, 2,87 dd (15,7, 2,98 dd (14,8, 2,87 dd (15,7,
5,8) C-2,C3, 4,9) 5,8) C-2,C3, 4,9)
4 279dd(149, ~ cC5cea 28 CHe oesagis7,  4839C0  o7940(148 <~ c5cea 28 O 5esgg(s7y,  4969(63)
10,7) 9,0) 10,8) 9,0)
4a 112,94 c 1302  C
5 693d@82 C°* 09'7' C 13179 cH 6,85d(82) 723d(85)  692d@82) % g:’ C 13180  CcH 685d(82)  683d(8)5)
6,38dd (8,2, C-4, C-5,C- 6,34dd (82 642dd(85  638dd(82  C-a C7, 6,34dd (8,2, 649 dd (85,
6 7 - 11016  CH 5 S 5 a s 11020  CH 5 )
7 15812  C 15810  C
8  635d(24) %‘_‘;a*cc_é% 10428  CH 629d(23) 623d(25  635d@24) O g:’ C 40431  cH 629d(23)  658d(22)
8a 156,57  C 156,55  C
v 12638  C 12578  C
>  7004d@2 <13 11797 cH 6.83d(1,5)  688d(8,0) 7,04 sl C1,C3 11368  CH 6,83d(1,5) 723 s
] i) C_4" C_G‘ i) 3 ] ] 3 ] C_47’ C_6 i) 3 i) 3
3 677d(82) c-4c,_g-5 11493  CH 6,77 d (8,0) 145,67 c
& 14520  C 14656  C
5 141,62 c 6,76 d (8,1) 6,47 sl g:l,' 8‘3 1133 CH 6,76 d (8,1) 6,44 s
B 123,67 c 671 1dg)(8’3’ 127,55 c 6,71 1dg)(&&
. 495d(150) C-3,C-1,C- 485d(150) 4,82d(145)  C-3,C-1,C- 4,88 d (14,5)
7 479d(15.0) 2, C-6 6624  CH, 462d(150) 470d(145) 4, C5 Ce ©0%03  CH 468 d (14.5)

(CD30D, 'H-600 MHz, '3C-150MHz; @CDs0D, 'H-300 MHz; ®)CsDs, 'H-300 MHz; ®)CD3COCD3, 'H-500 MHz
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A analise dos espectros de RMN de 'H (Figura 70) indicou que as
substancias 11 e 13 apresentam configuracado 2,3-trans, evidenciada pelos
acoplamentos axiais H-2/H-3 (J= 9,2 e 9,3 Hz, respectivamente). Observaram-
se ainda acoplamentos axiais entre H-3/Hp-4 (J= 10,8 para 11 e 10,7 Hz para
13), acoplamentos equatoriais entre H-3/Ha-4 (J= 5,8 Hz para ambas) e

acoplamentos geminais Ha-4/Ho-4 (J= 14,8 para 11 e 14,7 Hz para 13).

TTTTTe 5,458d(J=9,3He)
- [s

I Substancia 11
I substancia 13

A’l ,
8y2,98dd(J514,8e58 “})’ T 3,19 dal (U= 14,8'€ 10,8 H2) B
M M . 1 1

[
[

L
2 '
» I
!

4 3,01dd (J=14,9 ¢ 5,8 Hz) AN, A
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Figura 70. Ampliacdes das regides o1 5,0-4,0, 3,7-3,60 e 3,0-2,7 ppm dos espectros de
RMN de 'H das substancias 11 e 13.

As analises dos espectros de RMN 'H (Figura 71) indicaram, para as
substancias 11 e 13, sinais de hidrogénios oximetilénicos do anel D, com
constantes de acoplamento germinal de J= 15,0 e 14,5 Hz, respectivamente. As
correlagdes observadas nos espectros de HSQC (Figura A64, pag. 204 - 11;
Figura AG9, pag. 207 - 13) e DEPTQ (Figura A63, pag. 204 - 11; Figura A68, pag.
206 - 13) confirmaram a atribuicdo desses sinais a carbonos oxigenados do tipo
-OCHz2-, 6c 66,24 (11) e 69,03 (13).
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Figura 71. Ampliagbes da regido entre d4 5,0-4,7 ppm dos espectros de RMN de 'H e

dos mapas de contorno HSQC das substancias 11 e 13.

As analises dos espectros de HMBC (Figura A65, pag. 205 - 11; Figura

A70, pag. 207 - 13) confirmaram a integridade do anel D nas substancias 11 e

13, evidenciada por correlagdes 2J entre H-7’ com C-6" do anel B e 3J com C-3

do anel C para ambas as substancias (Figura 72).
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Figura 72. Ampliagdes do mapa de contorno HMBC na regido &u 5,0-4,7 ppm e suas

correlagdes (H—C) 2J e 3J das substancias 11 e 13.

A analise da regido de campo baixo dos espectros de RMN de 'H (Figura
73) indicou, para as substancias 11 e 13, a presenca do sistema ABX no anel A,
caracterizado por sinais com acoplamentos orto (J= 8,2 Hz) e meta (J= 2,4 Hz).
As diferencas estruturais refletiram-se no padrao de substituicado do anel B: para
substancia 11, observaram-se dois sinais com acoplamentos em orto (J= 8,2 Hz)
em on 7,00 (H-2") e 6,93 (H-3’), correlacionados por HMBC (Figura A65, pag. 205
- 11; Figura A70, pag. 207 - 13) a 3J com carbonos aromaticos oxigenados em
C-4’e C-5’; para 13, dois simpletos em 61 7,04 (H-2’) € 6,47 (H-5’), apresentaram
correlagées HMBC a 3J com os carbonos aromaticos oxigenados em C-3’ e C-
4
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Figura 73. Ampliagbes da regido du 7,2-6,3 ppm dos espectros de RMN de 'H das

substancias 11 e 13.

As andlises dos espectros de RMN de '3C (Figura A62, pag. 203 - 11;
Figura A67, pag. 206 - 13, Tabela 28, pag. 118) e DEPTQ (Figura AG63, pag. 204
-11; Figura A68, pag. 206 - 13) evidenciaram, para as substancias 11 e 13, sinais
em regides tipicas de flavan-3-éis, incluindo carbonos aromaticos e oximetinicos
desidrogenados caracteristicos dos anéis A, B e D dos peltoginoides, em
concordancia com a literatura (TAGA et al., 2025). Por meio das analises dos
espectros de DEPTQ (Figura 74) foi possivel caracterizar os carbonos

metilénicos e oximetilénicos caracteristicos das substancias 11 e 13.
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Figura 74. Ampliacbes da regido d¢ 165-25 ppm dos espectros de DEPTQ (150 MHz,
CDs0D) das substancias 11 e 13.

Nas andlises por CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo), as substancias
11 e 13 apresentaram perfis cromatograficos com tempos de retengao proximos
(8,2 e 8,0 min, respectivamente), porém com perfis de fragmentagdo MS?
distintos (Figura 75), além de absor¢des UV em 240 e 280 nm. Em ambos os
casos, foram observados ions moleculares em m/z 285,0781 (11) e 285,0770
(13), compativeis com a formula C16H140s (calculado: m/z 285,0757). Os ions
fragmentos em m/z 267 foram atribuidos a perda de H20 (-18 u), enquanto os
ions em m/z 109, 121, 149 e 175 forma associados a clivagens retro-Diels—Alder
dos anéis C e D, originando fragmentos derivados do anel A, A/B e B/D, em
concordancia parcial com dados previamente reportados na literatura (ALMEIDA
etal.,, 1974).
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Figura 75. Perfil cromatografico BPC e espectrométrico MS? obtido por CLAE-EMAR das substancias 11 e 13.
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Com base nas analises de RNM 1D e 2D e CLAE-EMAR, a substéncia 11
foi identificada como rel-(2,3-trans)-mopano e a substancia 13 como rel-(2,3-
trans)-pubeschin (Figura 76). O rel-(2,3-trans)-mopano (11) é relatado pela
primeira vez neste estudo a partir de residuos madeireiros de P. catingae; a
primeira mengéo na literatura ocorreu na forma de biflavonoide mopano-(4(3,6)-
(-)-fisetinidol, descrito em estudos com Colophospermum mopane (MALAN et
al., 1990). De modo semelhante, o rel-(2,3-trans)-pubeschin (13) é reportado
pela primeira vez nos residuos madeireiros de P catingae, tendo sido
previamente descrito no cerne de P. pubescens e P. venosa (MALAN & ROUX,
1973). Ambas as substancias sdo derivadas de peltoginoides e nao ha relatos

na literatura sobre a avaliagdo de suas atividades bioldgicas.

e ey

rel-(2,3-trans)-mopano (11) rel-(2,3-trans)-pubeschin (13)
Figura 76. Estruturas quimicas dos peltoginoides (11 e 13) identificados no extrato PCM.
5.4.5 Substancias 12a e 12b em PCM-14b.9.4

A fracdo PCM-14b.9.4 (16,8 mg) apresentou aspecto de solido cristalino
rosado, com resposta positiva para fendlicos ao revelar com solucéo de cloreto
férrico em CDD, além de exibirem cromoforos com absorgdes sob luz UV a 254
e 366 nm. A amostra foi obtida conforme o Procedimento 4.8, Esquema 6 (pag.
59).

As analises de RMN de 1D e 2D revelaram deslocamentos quimicos
semelhantes e sobreposi¢ao de sinais, indicando a presenga de uma mistura de
epimeros. Os perfis espectrais foram compativeis com derivados de flavanon-3-
6is, conforme descrito na literatura (PASIC et al., 2025). Assim, os epimeros
foram identificados como rel-(2,3-trans)-3-O-metilfustina (12a) e rel-(2,3-cis)-3-
O-metilfustina (12b) (Figura 77).
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Figura 77. Flavanon-3-06is (12a e 12b) identificados no extrato PCM.
A analise do espectro de RMN de 'H (Figura A71, pag. 208, Tabelas 29 e

30) revelou sobreposigdo de sinais espectrais que evidenciaram similaridades

CH3

OH

estruturais entre as substancias. Com base nas integrais dos sinais de H-3 do

anel C, as proporcdes relativas entre os pares de epimeros foram 12a/12b =

1:0,4. Ambos os epimeros 12a e 12b exibiram sistemas ABX nos anéis A e B,

caracterizados por constantes de acoplamentos orto (J= 8,7 Hz) e meta (J= 2,2

Hz) entre H-5, H-6 e H-8 do anel A, e por acoplamentos orto (J= 8,2 Hz) e meta
(J= 2,1 Hz) entre H-2', H-5" e H-6' do anel B, conforme a Figura 78, pag. 128.

Tabela 29. Dados espectroscopicos de RMN de 1D e 2D da substancia 12a.

RMN de 'H @
B+ multi J (Hz)

RMN de 3C™

N rel-(2,3-trans)-3-O-  PASIC et al., rec')(ri:tlf]fjgjr)]: PASIC et al., HMBC
metilfustina (12a) 2025 2025@
(12a)
C3,C4 C1,
2 507d(103) 507 d (10,4) 84,35 84,20 e
C-2, C'4, C-1,
3 416d(103) 417 d(10.4) 83,48 83,32 ot
4 193,31 193,17
4a 114,09 11391
5 7,70 d (87) 7,70 d (8.8) 130,24 130,09 C4. 58 G,
6 6,52dd(87,22)  652d(88) 112,26 112,08 C-4a, C-7, C-8
7 167,08 166,91
8 6,33 d(2,2) 6,33 s/ 103,78 103,61 Ca oo e
8a 1164,86 164,71
1 129,95 129,77
2 6,94 d (2,1) 6,94 s/ 115,76 115,58 C2.C3, 8
3 146,53 146,37
& 147,24 147,08
5 6,79 d (8,2) 6,79 d (8,4) 116,30 16,11 C-1', C-4’, C-6
, C2,C2, c4,
6 6,82dd (82 21)  6,83d(84) 120,63 120,47 g
3-OCHs 3,30 s/ 3,30 s/ 60,68 60,62 c3

("' CD30D, 'H-600 MHz, 3C-150 MHz; ® CDs0D, "H-400 MHz, *C-100 MHz.
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Tabela 30. Dados espectroscopicos de RMN de 1D e 2D da substancia 12b.

RMN de 'H ()

13001)
SH: multi J (Hz) RMN de 3C

N rel-(2,3-cis)-3-0-  PASIC et al., re"n(i’g’l'fzft)if’a'o' PASIC et al. HMBC
metil fustina (12b) 2025 (12b) 2025@)

2 5,32 d (2,3) 532d(1,2) 82,53 82,40 C %_gy“é_%f

3 3,74 d (2,3) 3,74d(1,2) 82,57 82,43 C-4, 853‘30 T,

4 190,76 190,61

4a 113,43 113,29

5 7.73d (8,7) 7,73 d (6.,8) 130,49 130,25 ca oot

6 6,53 dd (8,7,22) 6,52d (6,8, 1,2) 112,28 112,14 C-4a, C-7, C-8

7 166,95 166.82

8 6,38 d (2,2) 6,38 d (1.2) 103,78 10362  © 40’-(7:,‘?-}32 6,

8a 165,16 165,03

1 129,19 129.05

2 7,02 d (2,1) 7,02d (1,2) 115,97 115,83 -2, %% C-4,

3 146,28 146,14

# 146,70 146,60

5 6,76 d (8,2) 6,79 d (6.4) 116,05 nsg0 G204

& 6,83dd (82 21)  683d(64) 120,14 119,99 C2 2 o

3-OCHs 332 sl 3,32l 59,30 59,15 Cc-3

(" CDs0D, 'H-600 MHz, '*C-150 MHz; ¥ CD3;0D, 'H-400 MHz, *C-100 MHz.

OH
OH
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Figura 78. Ampliagcbes das regides o+ 7,75-7,69, 7,05-6,73 e 6,54-6,32 ppm do espectro
de RMN de 'H (600 MHz, CDs0D) das substancias 12a e 12b.
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Os anéis C dos epimeros 12a e 12b foram distinguidos por seus padrdes
de acoplamento entre H-2 e H-3 (Figura 79): 12a apresentou pares de dubletos
em on 5,07 e 4,17, com acoplamento axial (J= 10,3 Hz), compativeis com a
configuracéo 2,3-trans, enquanto 12b exibiu dubletos em &1 5,32 e 3,74, com

acoplamento equatorial (J= 2,3 Hz), caracteristicos da configuragao 2,3-cis.

M 12a I 12b
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o6 ww s i
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- ol ~ o
- - © -
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Figura 79. Ampliagcao da regido de dn 5,30-3,60 ppm do espectro de RMN de 'H das

substancias 12a e 12b.

A anadlise de RMN de 3C (Figura A72, pag. 209; Tabelas 29 e 30, pags.
126 e 127, respectivamente) e HSQC (Figura A73, pag. 209) indicaram, para os
epimeros 12a e 12b, a presenca de 32 sinais tipicos de flavanon-3-dis, incluindo
carbonos aromaticos oximetinicos e desidrogenados dos anéis A e B.
Observaram-se sinais de carbonila em C-4 em 6¢c 193,17 (12a) e 190,61 (12b),
bem como sinais de carbonos metoxilicos em &c 60,68 (12a) e 59,30 (12b). As
analises do mapa de contorno HMBC (Figura A74, pag. 209) confirmaram essas
atribuicdes, evidenciando correlagdes entre H-2 e H-3 com C-4 (Figura 80), além
de correlagdes entre os hidrogénios metoxilicos e C-3. Assim, reafirmando o tipo
de esqueleto flavanon-3-ol. As demais correlagcdes estao descritas nas Tabelas
29 e 30.
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Figura 80. Ampliagdes do mapa de contorno HMBC na regido o4 5,40-3,80 e 3,34-3,27

ppm suas correlagdes das substancias 12a e 12b.

Nas andlises por CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo), as substancias
12a e 12b apresentaram perfis cromatograficos com tempos de retencdo
préximos (6,5 e 6,7 min, respectivamente), bem como os perfis de fragmentacao
MS? similares (Figura 81), além de absorgdes UV em 240 e 280 nm. Em ambos
os casos, foram observados ions moleculares em m/z 301,0702 compativel com
a férmula C16H140s (calculado: m/z 301,0707). Os ions fragmentos em m/z 283
e 265 foram atribuidos as perdas de H20 (-18 u), enquanto os ions em m/z 109,
137 e 163 foram associados a clivagens retro-Diels-Alder dos anéis C e quebra
da ligagao C-2-C-1’ do anel B, originando fragmentos derivados do anel A, A/B e
B, em concordancia com dados previamente reportados na literatura (ALMEIDA
etal., 1974).
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Figura 81. Perfil cromatografico BPC e espectrométrico MS? obtido por CLAE-EMAR
das substancias 12a e 12b.

Com base nas analises de RMN de 1D e 2D e CLAE-EMAR, as
substancias 12a e 12b foram confirmadas como rel-(2,3-trans)-3-O-metilfustina
e rel-(2,3-cis)-3-O-metilfustina, respectivamente. Ambas as substancias estéo
sendo relatadas pela primeira vez nos residuos madeireiros de P. catingae,
entretanto, ja foram identificadas no cerne de P. pubescens e P. venosa (MALAN
& ROUX, 1974). O rel-(2,3-cis)-3-O-metilfustina (12b) ja apresentou efeito
protetor moderado contra danos ao DNA em linfécitos humanos no ensaio de
Cytokinesis-Block Micronucleus Assay (CBMA), considerado um flavonoide

bioativo com efeito antigenotdéxico, porém com atividade moderada
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(MILOSAVLJEVIC et al., 2021). As substancias 12a e 12b n&o possuem relatos

de atividade antimicrobiana.
5.4.6 Substancias 11 e 14 em PCM-14b.9.8

A fragdo PCM-14b.9.8 (3,3 mg) apresentou aspecto de sélido cristalino
marrom, com resposta positiva para fenolicos ao revelar com solugéo de cloreto
férrico em CCD, além de exibirem croméforos com absorgdes sob luz UV a 254
e 366 nm. A amostra foi obtida conforme o Procedimento 4.8, Esquema 6 (pag.
59).

As andlises dos espectros de RMN de 'H (Figura A75, pag. 210) e '3C
(Figura A76, pag. 210), ambos os dados dispostos nas Tabelas 31 e 32 (pag. 133
e 134, respectivamente), indicaram uma grande diversidade de sinais aromaticos
em campo baixo, os quais indicaram a presenga de uma mistura do rel-(2,3-
trans)-mopano (11) e da substancia 14. Ao sobrepor os espectros de 'H (Figura
82) e '3C (Figura 83) da substancia 11, notou-se a presenga dos sinais

caracteristicos, enquanto que os demais sinais foram atribuidos a substancia 14.
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Figura 82. Ampliagdes comparativas das regides entre on 8,0-6,0 e 5,0-2,5 ppm dos
espectros de RMN de 'H (600 MHz, CDs;0OD) das substancias 11 e da mistura de 11 e
14.
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Figura 83. Ampliagbes comparativas dos espectros de RMN de "*C (150 MHz, CD3;0D)
das substancias 11 e da mistura de 11 e 14.

Assim, os dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C do rel-(2,3-trans)-
mopano (11) foram extraidos e descritos na Tabela 31. O mesmo foi discutido no
Topico 5.4.4, pg. 117. Com base nas integrais dos sinais de H-5 do anel A de 11

e H-6’ do anel A de 14, estimou-se a proporcao relativa entre as substancias
11/14 = 1: 0,5.

Tabela 31. Dados espectroscépicos de RMN de 'H e °C da substancia 11.

RMN de 'H ()
RMN de 13C()
Su: multi J (Hz)
N° GAO et al., 2004
rel-(2,3-trans)-mopano SILVA et al., 2020 (2 3 rel-(2,3-trans)-
1" fisetinidol mopano (11
(1) (+)-mopanol P (1)

2 461d(93) 465d(71) 478 d (10,0) 75,10

3 3,69 ddd (10,9, 9.3, 5,8) 401m 3,41 dd (10,0, 9,0) 73,41

3,01 dd (14,9, 5.8) 2,87 dd (15,7, 4,9)

4 2.79 dd (14,9, 10,9) 2.68 dd (15.7. 9.0) 463d(9,0) 32,85

4a 112,94

5 6,93 d(8,2) 6,85 d (8,2) 7,23 d (8,5) 131,79

6 6,38 dd (8,2, 2,4) 6,340d (82 23)  642dd (85, 25) 110.16

7 158,12

8 6,35 d (2,4) 6,29 d (2,3) 6,23 d (2,5) 104,28

ga 156,57

1 126,37

> 6,99 d (8,2) 6,83 d (1,5) 6,88 d (8,0) 117,97

3 6.77 d (8.2) 6.77 d (8.0) 114,92

& 145,20

5 6,76 d (8,1) 141,62

& 6,71 dd (8,3, 1,6) 123.66

, 4,95 d (15,5) 4.85d (15,0)
§ 479 d (15.5) 462 d (15.0) 66,24

()CD30D, "H-600 MHz, '*C-150 MHz; @CD3;0D, 'H-300 MHz, 3C-100 MHz; ®CD3COCD3, 'H-500 MHz
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Os dados espectroscopicos 1D e 2D da substancia 14 sao descritos na

Tabela 32. A analise do espectro de RMN de 'H revelou dois dupletos

caracteristicos de hidrogénios olefinicos de chalcona em &1 7,73 (J= 15,3 Hz) e

7,54 (J= 15,3 Hz) compativeis com a configuragdo E entre os hidrogénios H-2 e

H-3. Adicionalmente, observaram-se dois sistemas ABX nos anéis A e B,

caracterizados por sinais com acoplamentos orto e meta com J= 8,9 e 2,4 Hz

para o anelAe J= 8,2 e 2,2 Hz para o anel B (Figura 84).

Tabela 32. Dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D da substancia 14.

RMN 'H ()

130(1)

N° On: multi J (Hz) RMN C DEPTQ HMBC

(Eybuteina (14) PASIC et al., (E)-buteina PASIC et

2025 (14) al., 20252

1 193,66 193,45 C
2 7,54 d (15,3) 7,54 d (15.2) 118.47 118,24 CH C-1, C-1"
3 7.73 d (15.3) 7.72.d(15.2) 146,24 146,08 CH  C1,CA1" c2
1 114.87 114,68 C
Py 167.66 167.48 C
3 6,29 d (2,4) 6,30 d (2,5) 103,98 103,80 ch T gz o4
4 166,52 166,33 C
5 642d(89,24) 643d(87, 25) 109,29 109,13 CH C-1°, C-3
& 7,95 d (8,9) 7.95d (8,7) 133,43 13328 CH  C1,C2 c4
1 128,60 128,38 C
2’ 719d(2.2) 7.19d (2,0) 115.98 115.77 CH  C-3,C-4" C6’
3" 147,00 146,82 C
4 150,10 149,92 C
5" 6,82 d (8,2) 682 d (8,5) 116,77 116,59 CH  C-1" C3", C4
6  712dd(82.22) 6,83d (85, 2,0) 123,66 12362 CH  C-3,C-2" C4’

()CD30D, "H-600 MHz, '*C-150MHz; ®)CDs0D, 'H-500 MHz, '3C-125MHz.
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Figura 84. Ampliagdo da regido de dn 8,0-6,2 ppm do espectro de RMN de 'H com os

sinais caracteristicos da substancia 14.

As analises dos mapas de correlacdo HSQC (Figura A78, pag. 211) e
HMBC (Figura A79, pag. 212) confirmaram as oxigenacdes do anel Aem C-2’ e
C-4', a partir de correlagoes 2J e 3J com H-3’, H-5" e H-6’, e no anel Bem C-3" e
C-4”, por correlagdes 2J e 3J com H-2”, H-5” e H-6” (Figura 85). Embora o sinal
da carbonila ndo tenha sido claramente observado nos espectros de RMN de 3C
(Figura A76, pag. 210) e DEPTQ (Figura A77, pag. 211), sua presenga em &c
193,66 (C-1) foi confirmada pelas correlagbes HMBC (2J e 3J) com H-6", H-2 e

H-3. As demais correlagdes estdo descritas na Tabela 32, pag. 134.
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Figura 85. Ampliacdo do mapa de contorno HMBC na regido 6y 8,0-6,2 ppm e suas

respectivas correlagdes (H—C) 2J e 3J para a substancia 14.

Nas andlises por CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo), o rel-(2,3-
trans)-mopano (11) e a substancia 14 apresentaram perfis cromatograficos com
tempos de retencao préximos (8,2 e 8,6 min, respectivamente), porém com perfis
de fragmentagao MS? distintos (Figura 86). O rel-(2,3-trans)-mopano (11) exibiu
absorgcdes UV em 240 e 280 nm, enquanto que a substancia 14 apresentou
absorgdes em 240, 260 e 380 nm. Para 11, observou-se o ion molecular em m/z
285,0776 compativel com a formula C1eH140s (calculado: m/z 285,0757), e para
14 em m/z 271,0615, compativel com C1sH1205 (calculado: m/z 271,0601). Os
ions fragmentos em m/z 153 e 91 resultaram da clivagem da cadeia 2,3-
insaturada e desidratacao, gerando fragmentos dos anéis A e B, enquanto o ion
fragmento m/z 135 resultou da clivagem da ligagao 1,2-saturada e reducao, em
concordancia com dados previamente reportados na literatura (ZHANG &
BRODBELT, 2003).
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Cromatograma Base Peak Chromatogram - BPC
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Figura 86. Perfil cromatografico BPC e espectrométricos MS? obtido por CLAE-EMAR das substancias 11 e 14.
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Com base nas analises de RMN 1D e 2D e CLAE-EMAR, a substancia 14
foi identificada como (E)-2’,3,4,4’-tetrahidroxichalcona [(E)-buteina] (Figura 87).
Trata-se do primeiro relato da (E)-buteina nos residuos madeireiros de P.
catingae e no género Peltogyne. Uma chalcona estruturalmente relacionada, a
a-2',3,4,4’-pentahidroxichalcona (a-hidroxibuteina) (Figura 87), foi descrita no
cerne de P. pubescens e P. venosa (MALAN & ROUX, 1974), diferindo pela
presenga de uma hidroxila adicional na posi¢ao C-a do sistema enona. A (E)-
buteina apresenta amplo espectro de atividades biologicas, destacando-se as
atividades antioxidante e anti-inflamatoria (TUNGALAG et al., 2022; KIM et al.,
2012). Estudos também relatam efeitos antinociceptivos (GAO et al., 2021),
hepatoprotetores (MOHAMMED & AL-SHAWI, 2025) e potencial anticancer
(ZHANG et al., 2008). Ha poucos relatos de atividade antimicrobiana, um deles
aponta efeito inibitério moderado in vitro contra bactérias Gram-positivas e

micobactérias, como Mycobacterium tuberculosis e M. bovis (PAYAO, 2024).

(E)-buteina (14)
[(E)-2’,3,4,4"-tetrahidroxichalcona]

a-hidroxibuteina
[a-27,3,4,4'-pentahidroxichalcona]

Figura 87. Estrutura quimica da substéncia 14 e a a-hidroxibuteina identificada no cerne

de P. pubescens e P. venosa.
5.4.7 Substancia 15 em PCM-14b.13.7.6

Afracdo PCM-14b.13.7.6 (6,6 mg) apresentou aspecto de solido cristalino
avermelhado, com resposta positiva para fendlicos ao revelar com solucédo de
cloreto férrico em CCD, além de exibir cromdéforos com absorgdes sob luz UV a
254 e 366 nm. A amostra foi obtida conforme o Procedimento 4.8, Esquema 6

(pag. 59).

A substancia 15 foi identificada como um peltoginoide estruturalmente
relacionado ao rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c). A comparagdo dos
espectros de RMN de 'H (Figura A80, pag. 212) evidenciou similaridades nos
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deslocamentos quimicos e multiplicidades (Figura 88), em concordancia com

dados espectrais previamente discutidos no Topico 5.4.2, pag. 106.

afiPS PCMIdb.13.7.6_(+)-4-0-MePeltog. B” 1 1 C:\Bruker\TopSpifn3.7.0'\exafdatal

Ll

& “baviz4_PCM.14a.5.7_(+)-peltogynol B” 1 1 C:\Bruker\TopSpin3.7.0\e

7 E*
(+)-peltoginol B (10c) JU‘L»JL__) L;°
T T T T T T T T T T T ! !

6 5 4 tppm]

H-5’
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H-2’
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T T T T

7

Figura 88. Ampliagbes comparativas de regidao entre &y 7,5-3,0 ppm dos espectros de
RMN de 'H (300 MHz, CDs0OD) das substancias 15 e 10c.

Com base nas analises de RMN de 1D e 2D (Tabela 33), a substéncia 15
apresentou um sistema ABX no anel A, caracterizado por acoplamentos orto (J=
8,4 Hz) e meta (J= 2,4 Hz) entre H-5, H-6 e H-8. No anel B, observaram-se dois
singletos em &1 7,05 (H-2’) e 6,47 (H-5’), com correlagbes HMBC (Figura A83,
pag. 214) a 3J com os carbonos aromaticos oxigenados C-3' e C-4’. O anel C
exibiu configuracdes 2,3-trans e 3,4-cis, evidenciadas pelos acoplamentos axial
H-2/H-3 (J= 10 Hz) e equatorial H-3/H-4 (J= 3,2 Hz), respectivamente. No anel
D, os sinais de H-7’ em &n 4,81 e 4,74 (J= 14,8 Hz) apresentaram correlagcdes
HMBC com C-6’ do anel B e C-3 do anel C. Esses dados sao consistentes com

o perfil espectral do rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B (10c).
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Tabela 33. Dados espectroscépicos de RMN de 1D e 2D da substancia 15.

RMN de "H®
On: multi J (Hz)

RMN de 3C™

o rel-(2,3-trans- HASHIDA et MALAN et al.,
N 3,4-Cis)-4-O- al., 2014 @ 1990 @ rel-(2,3-trans-3,4- HMBC
. . . : cis)-4-O-metil-
metilpeltoginol B (-)-fisetinidol- (+)-peltoginano eltoginol B (15)
(15) 4B-ol (monémero) P99
2 510d(100)  4,85d(9,5) 5,07 d (9,8) 68,70 c-3, C'4é,c'1 , G-
3 3,75dd (10,0,  3,89dd (9,5,  4,05dd (6,3, S C2, C4. C1", C-
3,2) 3,5) 9,8) : 7', 4-OCHa
4 4,38 d (3,2) 4,56 d (3,5) 4,96 d (6,3) 76,25
4a 113,67
5 7.11d (8.4) 7,11 d (8,0) 6,83 d (8,5) 133,76 C-4,C-7, C-8a
6,41 dd (8,4, 6,40 d (8,0, 6,49 dd (8,5,
6 S . 22) 109,70 C-4a, C-8
7 160,65
8 6,35 d (2,4) 6,24 d (2,5) 6,58 d (2,2) 104,10 C-4a, C'Eg C-7,C-
8a 156,73
" 125,73
2 7,05 s 6,91 d (2,0) 7.23s 114,05 C-2, Cé%,‘ c-4,
3 146,59
4 145,81
5 6,47 s/ 6,78 d (8,0) 6,44 s 111,24 c-1, 0'37: c-4', C-
61 61742dg)(8707 127‘13
. 4,81d(14.8) 4,88 d (14,5) 59 41 C-3,C-1", C-5, C-
474 d (14.8) 4,68 d (14.5) : 6
4-
o, 3,53 s/ 58,31 C-4

() CDs0OD, 'H-300 MHz, '3C-75 MHz, ) CD3COCD3/D20 (95/5), 'H-500 MHz; ) CeDs, 'H-300

MHz.

A principal diferenca estrutural da substancia 15 correspondeu a presenca

de uma metila adicional em OC-4. Os hidrogénios metoxilicos foram observados

em OH 3,53 (s/) e apresentaram correlagao direta por HSQC (Figura A83, pag.
212) com um carbono em &c¢ 58,31 (Figura 89). A analise de HMBC (Figura A83,

pag. 214) confirmou o posicionamento da metoxila em C-4, a partir da correlagao

3J com os hidrogénios metoxilicos (Figura 89). O espectro de RMN de '3C (Figura

A81, pag. 213) exibiu 17 carbonos, corroborando a presenga do carbono

adicional da metila.
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Figura 89. Ampliacdes de regido entre dy 3,57-3,50 ppm dos mapas de correlagao
HSQC e HMBC da substancia 15.

Na analise por CLAE-EMAR (ESI-MS?, modo negativo), a substancia 15
foi observada em um pico cromatografico com o tempo de retengdo em 8,0 min
com absorgdes UV em 240 e 280 nm. Conforme o espectro de MS? (Figura 90),
0 ion molecular foi observado em m/z 315,0879, compativel com a férmula
C17H1606 (calculado: m/z 315,0863). Os ions fragmentos em m/z 301 e 283 foram
atribuidos, respectivamente, a perda de CHs (-15 u) e H20 (-18 u), enquanto que

o ion m/z 109 pode ter resultado da clivagem do anel D.

141



Substancia (15) "

OH
OH
m/z 109
Intens.
x104]
154
1.0 4
0.5+
00- T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 Time [min]
[ ODS7-N52_ES-_BFCVIRI3 76_1-58_01_5079.d_UV Chromatogram, 190400 nm \
Intens. -M52(315.0879), 8.5min #552
1250 4
1000
750
283.0615
500
250 109.0316 173.0284
73.8939 141.6105 “ 221.0637 255.0706 ‘ 301.6969 337.1455
[\ PR RRFIITTRNA R YR RIFE BT Pro n..h|1l|; P SR STTNPR TSV TRU 1PV 1 SPVPIPTRT  RTUV N PR | L I
100 150 200 250 300 mwz

Figura 90. Perfil cromatografico BPC e espectrométrico MS? obtido por CLAE-EMAR da

substancia 15.

Por fim, com base nas analises de RMN de 1D e 2D e CLAE-EMAR, a
substancia 15 foi identificada como rel-(2,3-trans-3,4-cis)-4-O-metilpeltoginol B
(Figura 91), sendo relatada pela primeira vez neste estudo. Recentemente, Taga
e colaboradores (2025) descreveram no cerne de P. mexicana o (x)-4-O-
metilpeltoginol, um analogo epimérico em C-4 (Figura 91). Até o momento, ndo

ha relatos de atividades biologicas avaliadas experimentalmente para essas

OH
OH OH
| Hom‘
; o
0

HaC™”

rel-(2,3-trans-3,4-cis)-4-O-metilpeltoginol B (15) (+)-4-O-metilpeltoginol

substancias.

Figura 91. Estrutura quimica da substancia 15 e o (+)-4-O-metilpeltoginol identificado

em P. mexicana.
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5.5 Atividade antifungica e antibacteriana
5.5.1 Substancias Testadas

As amostras avaliadas nos ensaios biolégicos foram testadas na forma de
extrato PCM, misturas 10a-d, 10a/10c, 10b/10d, 11/14 e 12a/12b, e as
substéancias 10a, 10c, 11 e 13 foram testadas individualmente. As estruturas das
substancias e proporgdes inferidas sdo apresentadas na Figura 92. Todas as
amostras foram concentradas do extrato polar dos residuos madeireiros de P.

catingae.
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Figura 92. Estruturas quimicas das substancias selecionadas para o0s ensaios

biolégicos.

5.5.2 Atividade antifungica contra cepas de Candida spp. e Cryptococcus
spp.

Os resultados dos ensaios in vitro realizados com a mistura 10a—d frente a
diferentes linhagens de fungos de interesse médico — Candida albicans (ATCC
60193), C. glabrata (ATCC 2001), C. krusei (34135), C. parapsilosis (22019), C.
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tropicalis (13803), Cryptococcus neoformans (H99 e VNI) e C. gattii (VGIl) — s&o
apresentados na Tabela 34, na qual constam os valores de concentragao
inibitéria minima (CIM).

Tabela 34. Resultados da CIM da mistura 10a-d frente as cepas de fungos Candida spp.

e Cryptococcus spp.

CIM (ug/mL)
Cepas fungicas
10a-d Anfotericina B*
Candinda albicans ATCC 60193 160 4,0
C. glabrata ATCC 2001 40 2,0
C. krusei ATCC 34135 20 1,0
C. parapsilosis ATCC 22019 80 4,0
C. tropicalis ATCC 13803 40 1,0
Cryptococcus neoformans H99 10 0,5
C. gatti VGII 40 0,5
C. neoformans VNI 5 1,0

*Droga controle

A mistura 10a-d apresentou atividade de inibicdo em diferentes CIM que
variam entre 160 pg/mL para Candida albicans e 20 pg/mL para C. krusei e 40
pg/mL para Cryptococcus gatti e 5 pg/mL para C. neoformans. Os resultados
mais expressivos inibiram o crescimento de C. krusei com CIM de 20 yg/mL em
24 h de incubacgado. Valores menores de CIM foram observados para o (+)-
mopanol, avaliado de forma isolada, apresentando CIM de 1 pg/mL apds 48 h de
incubacéao frente a Candida krusei LMGO 174, conforme relatado por BASSET
etal., (2015).

Entretanto, uma atividade fungicida notavel e promissora foi observada
para C. neoformans VNI com CIM de 5 ug/mL com 24 h de incubagéo, sendo
proxima ao CIM de 1 pg/mL da droga controle (anfotericina B), enquanto que
para o (+)-mopanol (isolado) foi detectado CIM superior a 64 pg/mL com 48 h de
incubagédo para Cryptococcus gatti LMGO L1 (BASSET et al., 2015). Assim,
diferencas nos valores de CIM podem ser atribuidas a multiplos fatores, mesmo
em métodos normalizados, incluindo variagdes nas condigdes experimentais e
na suscetibilidade das cepas fungicas. Ainda assim, é possivel inferir que efeitos

de sinergismo e/ou a agdo de um dos constituintes da mistura contribuiram para
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o desempenho expressivo da mistura de peltoginoides (10a-d) frente a cepa de

Cryptococcus gattii.

Frente as drogas de controle, a anfotericina B (Figura 93) se destaca como
uma das principais e mais potentes drogas antifungicas contra cepas de Candida
spp. (CIM: 0,25-1 ug/mL) e Cryptococcus spp. (CIM: 0,25-1 uyg/mL) em infecgdes
fungicas graves e potencialmente fatais (ESPINEL-INGROFF & CANTON, 2023;
LI et al., 2012). Apesar de sua elevada eficacia, a anfotericina B apresenta
toxicidade significativa, especialmente nefrotoxicidade, além de reacbes
infusionais, disturbios eletroliticos e anemia, o que pode restringir o uso
prolongado e exigir monitoramento rigoroso (FALCI & PASQUALOTTO, 2015).

OH

1y v,

i A
O OH OH OH OH O,

HO.

3 "';,

N NN NN~

Figura 93. Estrutura molecular da Anfotericina B.

5.5.3 Atividade antifungica contra cepas de Sporothrix spp.

Os resultados dos testes in vitro com o extrato PCM, as misturas 10a-d,
10a/10c, 10b/10d, 11/14 e 12a/12b e as substancias 10a, 10c, 11 e 13 frente a
diferentes linhagens de fungos de interesse meédico/veterinario (Sporothrix
schenckii ATCC 32286 e S. brasiliensis 189), estdo na Tabela 35 com os valores
de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM).
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Tabela 35. Resultados da CIM e CFM das misturas 10a-d, 10a/10c, 10b/10d, 11/14 e

12a/12b e as substancias 10a, 10c, 11 e 13 frente as cepas de fungos Sporothrix spp.

CIM (pug/mL) para as cepas fungicas
Substancias (proporgdes)

S. schenckii ATCC 32286 S. brasiliensis 189

Extrato PCM 31,25* 31,25**
10a-d (1:0,68:0,48:0,33) 31,25* 62,5%**
10a/10c (1:0,7) 125,0** 125,0%**
10b/10d (1:0,3) 62,5** 62,5**
11/14 (1:0,5) 62,5** 125,0**
12a/12b (1:0,5) 250,0** 250,0**
10a 125,0** 250,0**
10c 125,0%** 250,0***
11 62,5%** 250,0**
13 62,5** 62,5**
Itraconazol* 2,0* 2,0*

*Droga controle; **Fungicida; ***Fungistatico.

Entre as misturas avaliadas, o extrato PCM destacou-se como o ativo
mais potente do conjunto, apresentando CIM de 31,25 ug/mL para ambas as
cepas, com efeito fungicida, indicando potencial antifungico. A mistura 10a-d
exibiu boa atividade, com CIM de 31,25 yg/mL para S. schenckii (fungicida) e
62,5 yg/mL para S. brasiliensis (fungistatico), sugerindo variacdo de resposta
entre espécies. A mistura 10b/10d mostrou perfil consistente, com CIM de 62,5
Mg/mL para ambas as cepas, predominando efeito fungicida, o que indica boa
estabilidade da atividade antifungica. As misturas 10a/10c, 12a/12b e¢ 11/14
exibiram CIMs mais elevadas (2125 pg/mL), indicando redugdo da poténcia

antifungica quando comparadas as demais misturas.
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Entre as substéncias avaliadas isoladamente, 10a e 10c exibiram
elevados ClIMs elevados (=125 ug/mL), apresentando diferenga no perfil de agéao
(fungicida e fungistatico), reforcando a importdncia da estereoquimica a
atividade bioldgica. A substancia 11 apresentou boa atividade contra S. schenckii
(62,5 pg/mL, fungistatico), porém desempenho inferior frente a S. brasiliensis,
sugerindo maior resisténcia desta cepa. A substadncia 13 mostrou perfil
constante, CIM de 62,5 ug/mL para ambas as cepas, predominando efeito

fungicida, o que indica boa estabilidade da atividade antifungica.

Embora ndo haja estudos especificos do mecanismo de agdo de
flavonoides/peltoginoides em fungos do género Sporothrix, os mecanismos
bioquimicos podem ser inferidos como semelhantes aos relatos para outros
fungos, baseando-se nos processos de dano a membrana (VEIKO et al., 2020),
inibicao de sintese de componentes celulares (AHMAD et al., 2015), inducao de
estresse oxidativo (OMBRA et al., 2019) e inibicdo de crescimento e germinacgao
(RODONDO-BLANCO et al., 2020).

As diferencgas de atividade antifungica entre as substancias 10a e 10c e
suas misturas epiméricas (10a/10c e 10b/10d) podem ser atribuidas a
combinacao de efeitos estereoquimicos e ao padrao de hidroxilagdo aromatica,
gque modulam a conformacgao e a apresentagao espacial dos grupos fendlicos.
Embora 10a/10c e 10b/10d contenham os mesmos grupos funcionais, os
epimeros diferem na orientacdo do carbono oximetinico do anel heterociclico, o
que pode alterar a distribuicdo de polaridade, a capacidade de formacdo de
ligacbes de hidrogénio e a interacdo com alvos associados a parede ou
membrana fungica (SALAS et al., 2011). Nesse contexto, a mistura 10a/10c
tende a apresentar desempenho inferior, decorrente da possivel diluicdo do
diasteredbmero mais ativo e/ou competigdo conformacional, elevando a CIM (125
Mg/mL para ambas). Em contraste, na mistura 10b/10d, é plausivel que ambas
as conformacgdes mantenham capacidade de interagdo semelhante, resultando
em efeito aditivo e atividade preservada (CIM= 62,5 pg/mL para ambas) (SALAS
et al., 2011). Adicionalmente, embora 10a e 10c apresentem as mesmas CIMs
(125 pg/mL para S. schenckii e 250 ug/mL para S. brasiliensis), observou-se
diferenca no perfil de agdo, com 10a exibindo efeito fungicida de 10c

predominantemente fungistatico, indicando que a inversao configuracional do
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carbono oximetinicos do anel C, pode estar associado a capacidade de promover
dano celular irreversivel (WANG et al., 2022).

Os isébmeros 11 e 13 diferem estruturalmente no padrdo de oxigenagao
entre C-3 e C-5 do anel B, o influencia a distribuicdo de polaridade, a capacidade
de formar ligagdes de hidrogénio e as interagdes com alvos associados a parede
ou membrana fungica. Ambas as substancias foram ativas frente a S. schenckii
(62,5 pyg/mL), entretanto variando no efeito de acao. Em contraste, frente a S.
brasiliensis, a substancia 11 foi menos ativa (CIM= 250 pg/mL), enquanto 13
manteve maior poténcia (CIM= 62,5 uyg/mL), ambas com efeito fungicida. Assim,
sugerindo que o CIM e o efeito de acédo de 13 pode estar associado ao padrao

de substituicdo do anel B.

O extrato PCM apresentou boa atividade frente a ambas as cepas
avaliadas, com CIMs de 31,25 ug/mL e efeito fungicida. A intensa pigmentacgéo
avermelhada observada o extrato polar (Figura 94) pode estar associado a
presenca de antocianinas e estruturas analogas entre outros fendlicos (TAGA &
YAMAGUCHI, 2025), os quais podem resultar em efeitos sinérgicos, permitindo
a acao simultanea de multiplos alvos celulares, potencializando a atividade

antifungica e ampliando o espectro de agcao (BENAMAR et al., 2025).

Figura 94. Aspecto e tonalidade do extrato PCM.

Os resultados com os valores de CIM e os efeitos de agado sao inéditos
para o extrato PCM, as misturas 10a-d, 10a/10c, 10b/10d, 11/14 e 12a/12b e
para as substancias 10a, 10c, 11 e 13 avaliadas isoladamente. Esses achados
inserem essas substancias em um cenario promissor € em ascensao para

estudos frente a fungos do género Sporothrix, especialmente diante do aumento
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expressivo dos casos de esporotricose em humanos e animais nos ultimos anos

e do emergente surgimento de cepas fungicas resistentes.

Na literatura cientifica, alguns produtos naturais apresentam atividade
antifungica expressiva in vitro contra espécies de Sporothrix, com valores de CIM
notavelmente baixos. Destacam-se o extrato bruto de Schinus terebinthifolius,
com CIM entre 0,5 e 1,0 yg/mL frente a S. brasiliensis, e o 6leo essencial de
Origanum majorana, que apresentou CIM de 1 upg/mL contra S. schenckii
(WALLER et al.,, 2016; ALMEIDA-SILVA et al., 2022). Adicionalmente, os
derivados terpénicos (-)-terpinen-4-ol e farnesol (Figura 95) de origem natural
exibiram os resultados mais potentes ja relatados, com CIM variando de 0,003 a
0,222 ug/mL frente a linhagens clinicas de Sporothrix spp. (BRILHANTE et al.,
2014). Em contraste, a maioria dos extratos e produtos naturais avaliados na
literatura apresenta misturas complexas de metabdlitos secundarios, o que
ressalta o carater excepcional desses resultados de alta potencial avaliados com

substancias concentradas.

Ho™"
(-)-terpinen-4-ol farnesol

Figura 95. Estruturas quimicas de terpenos altamente ativos contra Sporothrix spp.

Frente as drogas de controle, o itraconazol (Figura 96) se destaca como
o0 medicamento de primeira escolha para o tratamento da esporotricose.
Contudo, a resposta terapéutica pode ser impactada por isolados com
susceptibilidade reduzida: em ensaios in vitro (CLSI M38), tem-se adotado, para
fins analiticos, que CIM = 4 ug/mL pode indicar resisténcia ao itraconazol em
Sporothrix spp. (OLIVEIRA et al., 2015), e ha séries clinicas derivadas de falhas
terapéuticas que apresentaram ClIMs elevados (= 4 yg/mL) para S. brasiliensis
(NAKASU et al., 2021). Apesar de sua importancia, o itraconazol pode causar

efeitos adversos gastrointestinais e hepatotoxicidade, exigindo monitoramento
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clinico e laboratorial durante tratamentos prolongados (6-12 meses) da
esporotricose (WALLER et al., 2021).
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Figura 96. Estrutura molecular do Itraconazol.

5.5.4 Atividade antibacteriana contra Xanthomonas citri ssp. citri (Xcc)

Os resultados de CIM e CBM encontrados nos testes in vitro com as
misturas 10a-d frente a cepa bacteriana de Xcc de interesse a citricultura, estao

apresentados na Tabela 36.

Tabela 36. Resultados da CIM da mistura 10a-d frente a cepa da bactéria Xcc.

CIM (ug/mL)
Cepa bacteriana
10a-d CuSOs*
Xanthomonas citri ssp. citri 100,0** 250,0**

*Droga controle; **bactericida.

A mistura 10a—d apresentou atividade antibacteriana promissora, com
CIM de 100 pg/mL frente a Xcc (efeito bactericida). A mistura 10a-d exibiu CIM
mais eficiente do que a droga controle de CuSO4 com CIM de 250 pyg/mL. Tal
atividade antibacteriana esta sendo relatada pela primeira vez para a mistura
10a-d e pode estar associada ao efeito do sinergismo entre as substancias que

resultou no efeito de inibicdo bactericida.

Na literatura cientifica, os principais resultados de CIM in vitro para
substancias naturais e derivados frente a Xcc concentram-se principalmente em
derivados fendlicos e terpenoides. Destacam-se os dihidroxibenzoatos
alquilados, como heptil-2,4-di-hidroxibenzoato, heptil-2,5-di-hidroxibenzoato e
heptil-3,5-di-hidroxibenzoato (Figura 97), que apresentaram os menores valores
de CIM reportados (52, 80 e 88 uM, respectivamente; = 12-21 pg/mL),

evidenciando elevada poténcia antibacteriana (NAZARE et al., 2018). Além
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desses, o terpenoide a-cadinol (Figura 97), isolado de Ocotea neesiana, exibiu
CIM em torno de 50 ug/mL (LIMA et al., 2025). Esses estudos indicam que
compostos fendlicos de baixo peso molecular, especialmente ésteres alquilados
de acidos hidroxibenzoicos, bem como a mistura 10a-d, representam atualmente
os exemplos mais relevantes de substancias naturais testadas in vitro contra
Xcc, em um contexto ainda marcado pela escassez de estudos biolégicos com

essa bactéria de grande importancia para a citricultura.
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Figura 97. Estruturas quimicas dos dihidroxibenzoatos alquilados e o a-cadinol ativos

contra a cepa de Xanthomonas citri ssp. citri.

O sulfato de cobre é amplamente utilizado no controle do cancro citrico
causado pela Xcc como um bactericida de amplo espectro, consolidado pelo
baixo custo, facilidade de formulagéo e efeito preventivo residual (BEHLAU et
al.,, 2017). Entretanto, o manejo moderno recomenda o uso racional, pois
sucessivas aplicacdes podem levar ao acumulo de cobre no solo, fitotoxicidade
e selecdo de populagdes bacterianas mais resistentes. Desta forma, faz-se
necessario a pesquisa e desenvolvimento de bactericidas naturais e eficientes
para garantir maior e melhor utilizagdo de recursos naturais e produtividade na

citricultura.
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6. CONCLUSAO

A investigacéo fitoquimica dos residuos madeireiros de A. decandra e P.
catingae ampliou o conhecimento sobre o perfil quimico dessas espécies. Por
meio da transesterificagcdo e analises por CG-EM, foi possivel determinar a
composicao dos ésteres metilicos de acidos graxos presentes nos extratos
apolares, sendo 0 9,12-octadecanoato de metila e 6-octadecenoato de metila os
principais constituintes em A. decandra, enquanto o hexadecanoato de metila e
9-octadecenoato de metila predominaram em P. catingae. Adicionalmente, foram
caracterizados o perfil cromatografico e os padrdes de fragmentacéo
espectrométrica MS? por CLAE-EMAR das fases DCM e AcOEt obtidas do

particionamento dos extratos polares dessas espécies.

O fracionamento cromatografico dos extratos polares dos RM de A.
decandra e P. catingae permitiu a identificacdo de 19 substancias. Em A.
decandra, foram identificados quatro acidos fendlicos, o acido galico (1), acido
4-O-metilgalico (2), acido vanilico (8) e acido siringico (9), dois acidos graxos
mono- (3) e di-insaturado (4), glicerol (5) e dois triterpenos, a- (6) e B-amirina (7),
sendo as substancias 1-9 relatadas pela primeira vez nos RM de A. decandra.
Para P. catingae, foram identificados sete peltoginoides, o rel-(2,3-frans-3,4-
trans)-peltoginol (10a), rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol (10b), rel-(2,3-frans-
3,4-cis)-peltoginol B (10c), rel-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B (10d), rel-(2,3-
trans)-mopano (11), rel-(2,3-trans)-pubeschin (13), rel-(2,3-trans-3,4-cis)-4-O-
metilpeltoginol B (15), dois flavanon-3-ais, o rel-(2,3-trans)-3-O-metilfustina (12a)
e rel-(2,3-cis)-3-O-metilfustina (12b), e uma chalcona, a (E)-buteina (14). As
substancias 11, 14 e 15 forma descritas pela primeira vez nos RM de P. catingae,

sendo 11 e 15 também inéditas na literatura.

Na prospeccédo de substancias com potencial biologico, a mistura de
peltoginoides 10a-d destacou-se pelo amplo espectro de atividade frente a
microrganismos de interesse meédico e veterinario. Observou-se atividade
antifungica relevante contra Candida Krusei (CIM= 20 pg/mL), Criptococcus
neoformans (CIM= 5-10 pg/mL), com valores préximos ao controle positivo
anfotericina B (CIM: 1 uyg/mL), bem como contra Sporothrix chenckii (CIM= 31,25
Mg/mL, efeito fungicida) e S. brasiliensis (CIM= 62,5 ug/mL, efeito fungistatico).
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Adicionalmente, o extrato PCM apresentou baixo CIM de 32,25 ug/mL com efeito
fungicida, a mistura 10b/10d e a substancia 13 apresentaram bons resultados
com CIM de 62,5 ug/mL e efeito fungicida para S. brasiliensis e S. schenckii. Em
contraste, as misturas 10a/10c, 11/14 e 12a/12b e as substancias 10a, 10c e 11,
exibiram CIMs mais elevados na maioria (125-250 pg/mL) frente a S. brasiliensis
e S. schenckii, sugerindo que efeitos de sinergismo contribuam de forma decisiva
para o desempenho biolégico da mistura 10a-d. A mistura 10a-d também
apresentou atividade bactericida frente a Xanthomonas citri ssp. citri (CIM= 100
pg/mL), e superou o controle positivo, a solugdo de CuSO4 (CIM= 250 ug/mL).
Ressalta-se que todos os achados com biolégicos estdo sendo relatados pela
primeira vez neste trabalho e contribuem de forma significativa para estudos
futuros de toxicidade, mecanismos de acdo, semi-sintese, avaliacdo de efeitos

sinérgicos com medicamentos, complexos metalicos entre outros.

Dessa forma, esta pesquisa contribuiu de maneira significativa para o
conhecimento quimico e antimicrobiano dos constituintes presentes nos
residuos madeireiros de A. decandra e P. catingae, agregando valor fitoquimico
e biolégico a esses materiais. Além disso, os resultados ressaltam a relevancia
de estudos com residuos madeireiros, evidenciando que metabdlitos
secundarios isolados da madeira residual podem constituir fontes promissoras

de substancias com potencial biolégico.
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10. ANEXOS

Espectros de CG-EM (El, 70 eV) dos demais ésteres metilicos (EM) de acidos
graxos presentes dos extratos apolares de A. decandra (ADH) e P. catingae
(PCH).

TR: 7,74 min. Ester metilico de 4c. dodecandico (Ac_ laurico), FM: C;3H;50,, MM: 214 u, IR(Exp.): 1517, IR (KI): 1524, IS: 96%.
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Figura A1. Espectro de massas de EM de acido dodecandico (TR= 7,74 min),
identificado no extrato apolar de PCH.

TR: 9,08 min. Ester metilico de ac. tetradecandico (Ac. miristico), FM: C;sH;g0,, MM: 242 u, IR(Exp.): 1716, IR (KI): 1723, IS: 96%.
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Figura A2. Espectro de massas de EM de &acido tetradecandico (TR= 9,08 min),
identificado no extrato apolar de PCH.

TR: 9,80 min. Ester metilico de 4c. 5-octadecenéico, FM: CyoH350,, MM: 296 u, IR(Exp.): 2116, IR (KI): 2125, IS: 90%.
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Figura A3. Espectro de massas de EM de acido 5-octadecendico (TR= 9,80 min),
identificado no extrato apolar de PCH.

TR: 11,04 min. Ester metilico de ac. hexadecanoico (Ac. palmitico), FM: C{;H;,0,, MM: 270 u. IR(Exp.): 1917, IR (KI):
00 1921, 1S: 95%.

™

R PCH
80: 87 ADH
60 /’Y\/\/\/\/\/\/\/
40+ °

. 4 143
20 ’ 27 2

el bl el onwewyn 7

l Ll | I LN J 1 U U _I‘_LI ) 1 1 l-I L) L ) L) IL\ 1) ) | L) L) 1 ) 1 1) Ll 1 L 1 L L) 1 1 L) 1 I

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410

Figura A4. Espectro de massas de EM de acido hexadecandico (TR= 11,04 min),
identificado no extrato apolar de ADH e PCH.
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TR:13,82 min. Ester metilico de 4c. 9,12-octadecendico (Ac. linoleico), FM:
(KI): 2101, IS: 95%.
00

CoH3,0,, MM: 294 u. IR(Exp.):2098, IR

1

123 136 150 ) 2
164 178 20 263
Lo T8 191 205 220 534 345 peg i
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410

Figura A5. Espectro de massas de EM de acido 9,12-octadecendico (TR= 13,82 min),
identificado no extrato apolar de ADH e PCH.

TR: 13,96 min. Ester metilico de ac. 6-octadecendico, FM: CjgH340,, MM: 296 u. IR(Exp.):2085, IR(KI): 2081, IS: 89 %.
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Figura A6. Espectro de massas de EM de &cido 6-octadecendico (TR= 13,96 min),
identificado no extrato apolar de ADH e PCH.

TR: 14,53 min. Ester metilico de ac. octadecanoico (Ac. estearico), FM: C;gHs50,, MM: 298 u. IR(Exp.):2121, IR(KI): 2125,

o] » PCH
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Figura A7. Espectro de massas de EM de &cido octadecandico (TR= 14,53 min),
identificado no extrato apolar de ADH e PCH.

TR: 30,25 min. Ester metilico de 4c. docosanéico (Ac. behénico), FM: Cy3H 05, MM: 354 u. IR(Exp.):2487, IR(KI): 2491,

1S: 92 %.
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Figura A8. Espectro de massas de EM de &cido docosandico (TR= 30,25 min),
identificado no extrato apolar de ADH.

TR: 39,11 min. Ester metilico de ac. 15-tetracosendico, FM: C,sH, 50,5, MM: 380 u. IR(Exp.):2698, IR(KI): 2709, IS: 91%.
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Figura A9. Espectro de massas de EM de acido 15-tetracosendico (TR= 39,11 min),
identificado no extrato apolar de ADH.
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Espectros MS? de CLAE-EMAR (ESI, modo negativo) dos ions moleculares
presentes nas fases particionadas em DCM e AcOEt dos extratos polares de A.
decandra (ADM) e P. catingae (PCM).

Massa Exp. m/z 169,0123; Massa Tedrica: m/z 169,0142. Férmula molecular sugerida: C;Hs04

Intens. 125.0241 7M52(169.0123), 2.0min#121
1 ADM-A
4000
2000 4
| 169.0123
0 79.0182 97:-?7-99 A ¢

60 80 100 120 140 160 180 m'z

Figura A10. Espectro MS? do ion molecular m/z 169,0123 (TR= 2,0 min), identificado
na fase AcOEt do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 153,0192; Massa Tedrica: m/z 153,0182. Férmula molecular sugerida: C;H;O,

Intens. -M52(153.0192),4.1min #242
1 109.0293 ADM-A
1000
500 3
0 ] | 58.9379 | . | | 1|24.I0222| | S ?ss.mslo | . |
60 80 100 120 140 160 180 m'z

Figura A11. Espectro MS? do ion molecular m/z 153,0192 (TR= 4,1 min), identificado na
fase AcOEt do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 183,0302; Massa Tedrica: m/z 183,0299. Férmula molecular sugerida: C4H;O5

Intens. -MS2(183.0302), 5.3min #314
1047
0.84 | ADM-A
0.6 183:0302
0.4
1 168.0045
0.2 |
00 1 i I T | T | N 1 4 | T I - 1 T
60 80 100 120 140 160 180 miz

Figura A12. Espectro MS? do ion molecular m/z 183,0302 (TR= 5,3 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato ADM.
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Massa Exp. m/z 195,0662; Massa Teodrica: m/z 195,0663. Férmula molecular sugerida: CygH1O4

Intens.. -MS2(195.0662), 6.2min #369
400 4
3 150.0324
300 3
200 3
100 3 180.0401
1 77.0455 96.5341 113.0350 163.3557 216.9254
(|- T N AT ||||I||!II|I| '.'l || Ly | I| ||L,u L ||||| I’II I .III'|' L
60 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z

Figura A13. Espectro MS? do ion molecular m/z 195,0662 (TR= 6,2 min), identificado
na fase DCM do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 295,1171; Massa Teorica: m/z 295,1187. Formula molecular sugerida: CsH40¢

Intens. -MS2(295.1167), 6.6min #392
] ADM-A
200 189.1350
] 113.0592
100 251.1236 295-.1171
1 679870 153.0322
] : ] ‘ 205.8832 | ‘ |
ofuuly o Dgbogo o wllw b bl LI g Ty iy
50 100 150 200 250 300 miz

Figura A14. Espectro MS? do ion molecular m/z 295,1167 (TR= 6,6 min), identificado
na fase AcOEt do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 269,1034; Massa Teorica: m/z 269,1031. Férmula molecular sugerida: C;;H;70¢

Intens. -MS2(269.1034), 6.7min #402
E ADM-D
400 3
E ADM-A
30043
2007 134.0365 195.0670
100 E 73.3975 108.2429 151.0769 173 7139 214.8924 242.0674 277.0878
0Lyl ."|”|'| ST Lol 1 | i |.' 1 I|||] IIIIIIIIII| YA Y Y R 1 N I llq o T I
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 m/z

Figura A15. Espectro MS? do ion molecular m/z 269,1034 (TR= 6,7 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 163,0401; Massa Teorica: m/z 163,0401. Férmula molecular sugerida: CgH;04

Intens. -MS2(163.0401), 7.1min #425
k 119.0496 __ADM-D
400 ADM-A
200
. 79.1312 102.2152 154.8094 193.8720
0 L1 || Lyl lII | Ill [T |l Ll r Ll l|I 1 |I| Ll |l|| L ||I | " Ll 1 . L " I !
60 80 100 120 140 160 180 m/z

Figura A16. Espectro MS? do ion molecular m/z 163,0104 (TR= 7,1 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato ADM.
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Massa Exp. m/z 405,1554; Massa Tedrica: m/z 405,1555. Formula molecular sugerida: C,;H,504

Intens. MS2(405.1554), 7.5min #450
| 359.1496
400 4
200
89.6463 179.1749 232.3431  278.5990
0 I|| I.yll |I I||| IIIII'" ||||I I|" ||“||II '|I||| . LII ‘| . |'|I|| |I I|I . ‘ll |'| |I r r ‘I |li|lll|'| IlIIl |I|||I I.!I .
50 100 150 200 250 300 350 400 m/z

Figura A17. Espectro MS? do ion molecular m/z 405,1554 (TR= 7,5 min), identificado
na fase DCM do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 211,0607; Massa Tedrica: m/z 211,0612. Férmula molecular sugerida: C;gH{1O5

Intens. -MS2(211.0607), 8.1min #485
400 7 196.0394
3003
200 3 166.9997
100 3
] 89.5545 108.6196123.0081 144.9853 |
0: Il II|I| 1 |I|||II I| Il |I | || I'I il I|| ||II l | I| . I|I|I TR I 1 I|I|l| ||| 1 l’i I
60 80 100 120 140 160 180 200 miz

Figura A18. Espectro MS? do ion molecular m/z 211,0607 (TR= 8,1 min), identificado
na fase DCM do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 407,1725; Massa Teorica: m/z 407,1711. Férmula molecular sugerida: C,1H,704

intens. _MS2(407.1725), 8.2min #490
800 4 361.1682 [ ADM-D |
600
400 329.1405
2004

. 92.3229 165.9917 268.4702 l 394.8449
0 FTENTY FTRE] [T | Y o alai, ub o4 L L L [NETET IPETRIREN ' | ik L P | P
T T T T | T T T T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T |
50 100 180 200 250 300 350 400 miz

Figura A19. Espectro MS? do ion molecular m/z 407,1725 (TR= 8,2 min), identificado
na fase DCM do extrato ADM.

Massa Exp. m/z 333,0609; Massa Teorica: m/z 333,0616. Formula molecular sugerida: C1gH;304

Intens. “M52(333.0609), 9.1min #541
7 (ADM-D
800 318.0388
600__ 303.0165]| 333.0615
400 4
200
162.7592 122.3327 229.6077 | ‘ |
0 m II|I ‘ll Il "lI Ill T I”l“ .I . T | T T T T L | L T L l‘ Il .IIIIII k T Il Illl ‘Il L | T |I . T |
50 100 150 200 250 300 miz

Figura A20. Espectro MS? do ion molecular m/z 333,0609 (TR= 9,1 min), identificado
na fase DCM do extrato ADM.
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Massa Exp. m/z 165,0191; Massa Tedrica: m/z 165,0193. Férmula molecular sugerida: CgH-O,

intens. 1 -MS2(165.0191), 5.1min #304
. PCM-D
600'_ PCM-A
400
| 121.0278
139.0404 165.0181
200 4 93.0336 ®
. 75.0659 | 131.2686 | 148.7282 |
0 | Ilu 1 T il II m ||I Ml | T |I ul | | L .II | Il“ |l|I ||| L T II I|| ||
60 80 100 120 140 160 180 mz

Figura A21. Espectro MS? do ion molecular m/z 165,0193 (TR= 5,1 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 315,0493; Massa Teorica: m/z 315,0510. Formula molecular sugerida: C4H4,05

Intens. | -MS2(315.0493), 6.7min #399
800
| PCM-A
600 ] 315.0513
1 L 2
400
1 163.0018
200
1 94.3405 L 196.8552 227.0350 269.0424 331.6065
0 |||lll nl .Ilul l|l|u T _— “I.l II|| il ' I"I-I II . W ul r L |. |||l L .I-I - II II " ’ ||II " II
50 100 150 200 250 300 m/z

Figura A22. Espectro MS? do ion molecular m/z 315,0493 (TR= 6,7 min), identificado
na fase AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 137,0243; Massa Teérica: m/z 137,0244. Férmula molecular sugerida: C;Hs04

Intens. | -M52(137.0243), 6.7min #397
600 PCM-D
4004 91.0206

i 135.0@95
200 67 0180 109.0295 ¥
1 ' 104-4979| 117.6839 126.8588 ‘
0 T IIII T |“| + lllllll T 1 1717 |||| |I s T IIIII t T II T T I| T II T — |||h| T i| |I ‘l |'| T |I|I'|
50 60 70 90 100 110 120 130 140 z

Figura A23. Espectro MS? do ion molecular m/z 137,0243 (TR= 6,7 min), identificado
na fase DCM do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 465,1773; Massa Teorica: m/z 465,1766. Formula molecular sugerida: Cy3H,4044

Intens. -MS2(465.1773), 7.1min #422

- 419.1722
1 PCM-D

800

600

400

200
o] 136.0550 182.7328222.2916 287.3874 | . *
P LI AL B rU I e e i

Figura A24. Espectro MS? do ion molecular m/z 465,1773 (TR= 7,1 min), identificado
na fase DCM do extrato PCM.
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Massa Exp. m/z 301,0711; Massa Teérica: m/z 301,0718. Férmula molecular sugerida: CgH130¢

Intens. M52(301.0711), 7.3min #433
1500 4 137.0238 PCM-D
] PCVI-A
1000 163.0380 283.0604
500
1 109.0291
] 91.2166 | I I 215.0744 241:0452 | |
o OO i T NESVU JOUREL PR PN TPUPN | PP S otV | NP W | Y P
50 100 150 200 250 300 miz

Figura A25. Espectro MS? do ion molecular m/z 301,0711 (TR= 7,3 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 631,1438; Massa Tedrica: m/z 631,1457. Formula molecular sugerida: C33H,7043

Intens. | -MS2(631.1438), 7.5min #448
600 PCM-A
400 S 421.0955

200

585.1450

237.7541

141.2786

333.6091

0-

100 200 300 400 500 600 miz

Figura A26. Espectro MS? do ion molecular m/z 631,1438 (TR= 7,5 min), identificado
na fase AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 301,0705; Massa Teorica: m/z 301,0718. Férmula molecular sugerida: C;gH;30¢

Intens. -M52(301.0705), 7.9min #471
] PCM-D
] 283.0597
1000_: 137.0235 163.0342 PCM-A
500 3
] 109.0293 179.0317 2390694 265.0467
] | 215.0719°" l | *
I PP RN NPFETY SRV SRS PRRT | N AP IRV PY EAAFVIL  FUURIRIITE BN TR, AP
50 100 150 200 250 300 miz

Figura A27. Espectro MS? do ion molecular m/z 301,0705 (TR= 7,9 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 299,0561; Massa Teodrica: m/z 299,0561. Formula molecular sugerida: C5H110g

Intens. I —evicp -MS2(299.0561), 8.2min #487
1 | PCM-A
600 299.0532
1 A 4
400 153.0183
1 109.0284
200 135.0140
1 82.3074 | |.|.| 218.3202 245.5531 |
0 ||.l|I L .II ol III Iluulhuull Ly I|JI||| . Eu |I|||III|IIl|I|I||I| i L II.I |Illl||I AT |I iy —
50 100 150 200 250 300 m/z

Figura A28. Espectro MS? do ion molecular m/z 299,0561 (TR= 8,2 min), identificado
nas fases DCM e AcOEt do extrato PCM.
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Massa Exp. m/z 585,1339; Massa Teorica: m/z 585,1344. Formula molecular sugerida: C3gH,,0Og

Intens.J -MS2(585.1339), 8.2min #492
1000—; PCM-D
750 421.0921 PCM-A
500 3
3 285.0374 585.1339
250 163.0353 l *
04 |.I T T S PTPRTIN U TR TP by ' .l —
100 200 300 400 500 m/z

Figura A29. Espectro MS? do ion molecular m/z 585,1339 (TR= 8,2 min), identificado

nas fases DCM e AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 315,0870; Massa Teorica: m/z 315,0874. Formula molecular sugerida: C,;H504

Intens.-: -MS2(315.0870), 8.5min #506
1000
750 3
500-2 283.0604
250 3

5D 1220856 173.0216 2150747 2650477 | 325.93%
5 100 15 200 2850 300  mz

Figura A30. Espectro MS? do ion molecular m/z 315,0870 (TR= 8,5 min), identificado

nas fases DCM e AcOEt do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 285,0400; Massa Tedrica: m/z 285,0405. Férmula molecular sugerida: Cy5HqOg

Intens. -MS2(285.0400), 8.6min #513
1000 3 PCM-D
750'; 285.0392
500 4 163.0034
2503
1 64.6624 1‘7':L'|0301| | ‘ 213.0566 239.0671
0 by ‘l”ll B |"|'|I|"| I|I'| L — |I| IIILI |L| L—rt |"'|'|'|I"| T |I|I T llll IlI ¥ 4 T T 71 ™
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 miz

Figura A31. Espectro MS? do ion molecula
na fase DCM do extrato PCM.

r m/z 285,0400 (TR= 8,6 min), identificado

Massa Exp. m/z 283,0594; Massa Teérica: m/z 283,0612. Férmula molecular sugerida: C;zH,05

Intens. -MS2(283.0594), 8.9min #533
1500 ]
] 283.0600

1000 3 *
] 162.0308 267.0665
500 3 109.0281 3¢ g418
0 1 686286 . | J 209.0602 239'P729 "
e P Y P Y P\

Figura A32. Espectro MS? do ion molecular m/z 283,0594 (TR= 8,9 min), identificado

na fase DCM do extrato PCM.
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Massa Exp. m/z 571,1598; Massa Teorica: m/z 571,1610. Férmula molecular sugerida: C3,H,;04,

Intens. MS2(571.1598), 9.0min #537
3 285.0763 SCMD
10004
7504
500 3
2504
3 175.0363 425.2542 512.3892 566.8571
100 200 300 400 500 miz

Figura A33. Espectro MS? do ion molecular m/z 571,1598 (TR= 9,0 min), identificado
na fase DCM do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 315,0873; Massa Teérica: m/z 315,0874. Férmula molecular sugerida: C47H;50¢

Intens. 3 M52(315.0873), 9.2min #550
1000 3 PCM-D
750 3 283.0605
500 3
250 174.0317 239:0723 265.0507
] 93.9620  127.6542.4003 1 |
0' e ; Il.d v T Ly iludll ||I|||I i | et I|| ! || ueul, |I| i I| |.| L
50 100 150 200 250 300 m'z

Figura A34. Espectro MS? do ion molecular m/z 315,0873 (TR= 9,2 min), identificado
na fase DCM do extrato PCM.

Massa Exp. m/z 271,0612; Massa Teérica: m/z 271,0612. Férmula molecular sugerida: C45H,05

intens. -MS2(271.0612), 9.2min #551
1000
750 3
500_2 135.0405
E 153.0179
250 3
05 83.2387 108.0212 | 179.7179 212.9860 237.9596 269.3456
50 T T T T 7|5 T T T I1(|)0I T T I1|25I T T I1éol T T I17|5I T T I260I T T I22|5I T T Izéol T T I2|75I T T n_']jzl
Figura A35. Espectro MS? do ion molecular m/z 271,0612 (TR= 9,2 min), identificado

na fase DCM do extrato PCM.
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Espectros de RMN 1D e 2D das substancias identificadas nos extratos polares
A. decandra (1-9) e P. catingae (10-15).

e Substancias1e 2

0 = r~ 0 -—c <)
£z = & B e ey
N \ | \ Cucrent Data Parameters
NAME ADMPLLFACOET
EXPNO 2
H H PROCNO 1
5 F2 - Rcquisition Parameters
( 1) Data 20230628
Time 15.05 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2163739 0522 (
HO OH PULPROG 2g
™ 65536
SOLVENT MeOD
OH NS 320
Ds ]
SWH 8196.722 Hz
FIDRES 0.250144 Hz
HO o AQ 3.9976359 sec
RG 101
DW 61.000 use:
DE 6.50 user
H H TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
6 D0
(2) SFO1 400.1319207 Mz
NUCL 18
Pl 10.00 use:
HO OH PLW1 15.00000000 W
F2 - Processing parameters
o sI 262
~ SF 400.1300077 MHz
(3}{3 WOW EM
SsSB L]
LB 0.10 Hz
GB [
PC 1.00
_..__A_IL—A—PJ e J L J N\M . J . ._)L_A_—‘

1.89
0
3.000— © |

Figura A36. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD30OD) da substancia 1 e 2.

0 o TMmON N HY
n o A I S I s I v n
M PR . . . 0 —t
oo HOHO ©~ N OO . <)
~© NSO NN oo o o
o - CR BLR%R
Current Data Parameters
NAME ADMPLLFACOET
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Requisition Parameters
Date_ 20230912
Time 8.16 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2163739_0522 (
PULPROG zgpg30
D 32768
‘SOLVENT MeOD
5 %
DS 0
SWH 25906.736 Hz
FIDRES 1.581222 Hz
AQ 0.6324224 sec
RG 20.2
DW 19.300 usec
DE 8.29 usec
TE 298.1 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 100.6238364 MHz
NUC1 3¢
PO 2.67 usec
P1 8.00 usec
PLW1 93.65100098 W
SFO2 400.1316005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG 2 waltz64
PCPD2 90.00 usec
PLW2 15.00000000 W
PLW12 0.18519001 W
PLW13 0.09314700 W
¥2 - Processing parameters
81 131
SF 100.6126137 MHz
WDW EM
ssB 0
1B 3.00 Hz
GB 0
PC 1.40
Jl A “ . | 1k LA I.Lu,l. e l\ |-| i .
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura A37. Espectro de RMN de "3C (100 MHz; CD30D) da substancia 1 e 2.
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82 5 8 3 C>o
S3 3 2 a
o < o ©
hv4 I I B(R%R
F2 - Acquisition Parameters
Date 20230907
4.43 h
1 J_ INSTRUM Avance
ppm PROBHD 2163739_0522 (
PULPROG hageetgp
D 4036
SOLVENT MeOD
NS 64
s 16
sw 6578.947 Hz
I 20  rromes 3.212377 Hx
— AQ 0.3112960 sec
RG 101
—_— DW 76.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
- 40 CHST2 145.0000000
o0 0.00000300 sec
49.1 N DL 2.00000000 sec
— o pmbue s
D11 . sec
— D16 0.00020000 sec
60.9— E — . - 60 IND 0.00001911 sec
3 TDav 1
ZGOPTNS
SFO1 400.1319207 MHz
-+ NucL 1"
3 10.00 usec
- 80 P2 100 usec
PLHL 15.00000000 W
sroz 100.6238359 Miz
ic2 13c
CPDPRG [2 g;q;;
P3 . usec
~100 P4 16.00 usec
»cPD2 80.00 usec
1105 PLH2 93.65100098 W
. PLH1Z 093651003 W
1105 GPNAM[1] SMSQ10.100
= Gpz1 80.00 &
122.1— — 120 GeNAM[2] sMsQ10.100
g E GPE2 20.10 &
127.3— — P16 1000.00 usec
1907 - = F1 INDIRECT DIMENSIO
L tdl
141 _2> 140 sw.Fl  260.000000
146.5— —3 F1 - Acquisition parameters
151.7— D ——— T 256
- sroL 100.6238 MHz
FIDRES 204.392166 Hz
160 o 260000 ppm
FAMODE  Echo-Antiecho
170.0 e op X .
- - Processing parameters
170.5 SI 7 P 16384
sP 400.1300072 Miz
-180 WDW QSTNE
ssB 2
1B 0 Hz
T T T T gu R dg
c .
8 7 5 3 2 1 ppm

Figura A38. Mapa de contorno HSQC (400/100 MHz; CDsOD) das substancias

1e2.

49, —
-

60.9—

1105
110.5>

122.1—
1273—

139.7+
141.2—
1465~
15177

170.0
1705

o r~ © -
aa 2 Q 4]
~~ < @ @
N2 i | B R
Current Data Paramete:rs
NAKE: ADMPLLFACOET
EXPNO 300
BROCHO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230908
Time 10.03 b
IHSTRUM Avance
PROBHD  2163739_0522 (
{ PPM PuleRoG  hmbegplpadgf
™ 4036
SoLVENT He0D
s 256
os 16
swn 6578.947 H
FipRes 3.212377
0.3112960
F 20 = 10
o 76.000 w
oE 6.50 u
298
cust2 1450000000
csT13 100000000
- 40 = 0.90000300
o1 1.00000000
2 0.00344828 sec
D& 0.05000000
D16 0.00020000 sec
IHO 0.00001911 ssc
Toav 1
- 60 s 4001319207 woiz
1 1w
P 10.00 use
Pz 20.00 use
PLHL 15.00000000 W
sroz 1006230359 Mz
Nuc2 13¢
F 80 = 5.00 use
LH2 9365100098 W
GRRRM[1] $M5010.100
Pzl
GenAM (2]
Gez2
- GPRAM (3]
100 gz
P16
- F1 INDIRECT DIMENS
€. 300
120 ™ F1 260.000000
. 0., . Acquisition parametsrs
R ™ 300
sFo1 1006238 Wiz
FIDRES 174.414682 H2
su 260.000 ppm
Frio0E aF
] 0 140
F2 - Processing parametecs
. st
. sr 400.1300073 Mtz
WoH QSINE
558 o
160 = 0 ne
B o
vc 1.00
¢ F1 - Processing parameters
st 1024
ez oF
180 sr 100.6126110 Mz
WoH esnE
ssB
18 o H
T T T T T GB °
7 5 4 3 2 1 ppm

Figura A39. Mapa de contorno HMBC (400/100 MHz; CD30OD) das substancias

1e2.
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e Substancias 3,4e5

<« P gEewnnda n o o © o 0 S;::>:E")
o~ NANN -~ o ~ o~ o o~
! HEA A ! ! ! ) BRUKER
7 T iRIgpiss L £
Corsant Data Tazmmetess
e A Aerors - o1
Fhoeo H
6 Q Ez‘_i—uw““"%g;g;.ﬁ““
HaC TNoTm rouRzER300
: — T Tow ) o 3 o, i e
n n 2 =
1\O/ﬁ/\0 (5) nglwn eeis
A nsaturad 5 }lq fr,  pmmin
C. graxo monoinsaturaao R/ 3 EE s g:g;ii% sec
0} 2 o= §.30 uoae
e B X 1.000k3305 tue
3 - Glicerol trisubstituido
. , OH (4) P e
] . n 550 uase
Ac. graxo diinsaturado pond 20.00000000 W
£2 - procensing passsasers
] 200, 2080304 e
. o
ase 0
= S u
2 o
= 100
T Y
[ T I T T T T I T T T I T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura A40. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) da subs

oo N~ NO~H~MON
™ @ 1o OTNNNNA LW
<+ 00 mM HO OO WmWW T
~o~ S~ MmOMmMONNN~N
e R R R R R ]
\.\// Y P’" —
N \ = ¥

124.52

174.26
173.89
173.52
173.07

| L
WW’J ‘W.Laln Wil Yy
" 130 128 126 ppm

LR
TR T
! ‘

174

3,4e5.

<)
BRUKER
(>

Current Data Parameters
NAME Davi23 ADM-CF-!

EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parame'
Date 20230103
Time 9.54
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30
™ 32768
SOLVENT CDC13
NS 45056
DS 0
SWH 24414.063
FIDRES 0.745058
AQ 0.6710886
RG 501.187
DW 20.480
DE 10.00
TE 974.6
D1 0.30000001
D1l 0.03000000
D3L 0.00000875
D40 0.02336821
L4 20
L5 B8
P32 90.00
D0 1
L £l ===

75.4928982

13c
8.75
50.00299835

.00
20.00000000
0.17839999
0.08973100

F2 - Processing paramet:

T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100

T
920

T
80

T T T T T
70 60 50 40 30

T
20

s1 32768
SF 75.4853348

WDW EM

SSB 0

T | LB 1.00
GB 0

PPmM rc 1.40

Figura A41. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCI3) da substancia 3,4 e 5 .
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7,24
4.30
428
4.26
424
a1s
413
411
409
2.73
—2.28
—z2.01
1.58
2
0.8

F2 - Acquisition Parameters
Date 20240628

PPM  puiescs

mssmssss CHAMMEL f£1 -
1 300,2019513 seiz
1

-120

90 u
50.00000000 W
€7570001 W

] 140

160

T
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

F3 - Processing maramstars

Figura A42. Mapa de contorno HSQC (300/75 MHz; CDCls) das substancias 3,
4¢eb.

e Substancias 6e7

o Mmoo~ MNO o ~MOMON> FHADANORONOVITFIFNONMSOS m
™ O T MO0 — O HO®WY NSV OMNMEOVMNOSTM BRUKER
™~ MNMeddd 00 (=] CANNAA NFHOADODONAOTOOO O O®®
~ NN N nwnwn < MMM NNH A A A0 0000000 (—x-)
== \ | SN\ TSSSSESSSSSAUEETTT cursent pata rasametens
NAME Davi23 ADM-CF-
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parame
Date 20230102
RZ Time
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
™ 65536
SOLVENT €DCl13
NS 2
DS 2
SWH 6103.516
FIDRES 0.093132
AQ 5.3687091
RG 7.943
DW 81.920
DE 6.50
Tl . - - TE 974.6
a-amirina (6): R;= CH,, R,=H o 100000000
™0 1
HO p-amirina (7): R;=H, R,= CH, SR
SFO1 300.2019513
NUC1 1H
Pl 8.50
PLW1 20.00000000
F2 - Processing paramet:
sI 65536
SF 300.2000134
WDW EM
SSB 0
LB 0
0
PC 1.00

r T T T T T T T T T T T T T T 1
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

ol
o™

)

2.62

Figura A43. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) da substancia 6 e 7.
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Current Data Parameters
NAME

Davi23 ADM-CF-!

EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parame
Date 20230102
Time 9.20
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30
™ 32768
SOLVENT coc13
NS 51200
DS 0
SWH 24414.063
FIDRES 0.745058
AQ 0.6710886
RG 501.187
DW 20.480
DE 10.00
TE 974.6
Dl 0.30000001
D11 0.03000000
D31 0.00000875
D40 0.02336821
L4 20
LS 8
P32 90.00
™0 1
======== CHANNEL £l ===
sFoL 75.4928982
NUCL 13c
Pl 8.75
PLHL 50.00299835
CHANNEL f2 ===

SFO2 300.201200:
2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00
PLW2 20.00000000
PLW12 0.17839999
PLWI3 0.08973100
F2 - Processing paramet:
" ! ST 32768
SF 75.4853349
WOW EM
ssB [}
T T T T T T T T T T T T T T T 1 g: 1-°g
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm =c 1.40

Figura A44. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCI3) da substancia6 e 7.

- od
o Yo o m N MY ONOH A NN HOWVWON®N®M (Y‘)
. o~ M N M IR HOONOMTOITOWOOO®®OM BR R

o @ B T

M NN o~ MO FPHOMMOODSOMN NSNS

- A ~r~ © NN TN NNNNNNNN A A

| [ \/ |l OSSN/ E === current bata Parameters
NAME Davi23 ADM-CF-F6 e
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230102
Time 23.27
INSTRUM POURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
™ 65536
SOLVENT €DCl3
NS 8000
s 8
SHH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
A 1.3421773 se
G 501.187
oW 20,480 use
oE 10.00 use
™ .
cnsTZ 145.0000000
1 2.00000000 sec
2 0.00344828 sec
14 ©.00001114
033 0.00000850 sec
D34 0.00344003 sec
35 0.00345303 sec
4
P32 90.00 use
00 1
====s=== CHANNEL fl =s=ss===
SFol 75.4913881 MHz
NUC1 13¢C
Pl
P2
L1
==s==s=== CHANNEL f2 =s=ss===
sFoz 300.2009601 Mz
Nucz 10
CPDPRG (2 waltzl6
3 8.50 use

17.00 use

PCPD2 0.00 use
PLWZ 20.00000000 W
PLR1Z 0.17839999 W
F2 - Processing parameters
s1 32768
sF 754853355 Mz
woR M
SSB o
LB 1.00 Hz
GB
rc 1.40

T T T T T T T T T T T T T 1

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura A45. Espectro de DEPT-135 (75 MHz; CDCI3) das substancias 6 e 7.
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e Substancias 8e 9
XEVONLILLOHOROM N NN o
OOV LTMAHOON W (=} hWWOMMM ™
rERENNNNN OO - mommmmn - m
== NN B&E}R
@~ e »n v o OH
wn o n nw NN
e ore e Curzent Data Parameters
N 6 NAME Davi24_ADM-CF22.P5
8 EXPNO 1
PROCNO 1
~ 5 -
0 « F2 - Acquisition Parameters
o o o Date_ 20240430
OH . @ @ Time 10.27
o o o INSTRUM FOURIER300
[ 1 | PROBED 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2g
B 65536
7.58 7.56 7.54 PPm| SOLVENT MeOD
NS 64
DS 1
SWH 6103.516 Hz
A 2 ea 28 FIDRES 0.093132 Hz
: : g B aQ 5.3687091 sec
~ ~ ~w L RG 18.9923
DR 81,920 usec
DE 6.50 usec
TE 292.7 K
D1 1.00000000 sec
D0 1
T T JE— L £1 =mmmm===
3,92 1,90 ppn SFOL 300.2019513 Mz
NUCL 18
NN P1 7.64 usec
o Nl PLWL 20.00000000 W
o o
S K ‘ F2 - Processing parameters
T T T o sI 65536
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 Ppm SF 300.2000000 MHz
‘ WDW GM
| ssB [
3 ‘2 ‘8 LB -0.20 Hz
. ;| ; GB .1
o e - BC 1.00
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 PPM
< o 1[0
N | (gl

. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD30D) das substancias 8 e 9.

BLEERRIIZNERER 8 5288885 8
PP 0 oo - @M M Mmoo -
T A [ o | 0 =
Current Data Parameters
NAME Davi2d4 ADM-CF22.P5
EXPNO 200
PROCNC 1
A i F2 - Acguisition Parameters
ppm Date_ 20240520
ime 16.47
INSTRUM FOURIER300
- 10 PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hsqegpph
2048
e SOLVENT MeOD
20 NS 144
Ds 16
- - 30 SHE 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
- 40 RG 501.187
oW 81,920 usec
> z s 32 13 DE 6.50 usec
o tF  FF - 50 TE 298.7 K
. CNST2 145.0000000
L= D0 0.00000300 sec
- - - 60 D1 1.00000000 sec
T D4 0.00172414 sec
11 0.03000000 sec
. o [ 70 D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
56 s - 80 D32 0.00001528 sec
—_— D33 0.00000930 sec
——————— D34 0.00001860 sec
e = 90 D36 0.00100000 sec
- \ 037 0.00000083 sec
| | M - D38 0.00001745 sec
| ! -100 D42 0.00000166 sec
| | D43 0.00002128 sec
i - | D44 0.00120000 sec
I . | S50 3 sz s a0 o s sw pe 110 Dis 0.00051614 sec
| - N0 0.00003490 sec
| | L4 18
I | 3 H a3z -120 P35 80.00 usec
| - !
! \ | CHANNEL £1 =
| -130 300.2019513
- - - 7 g
T usee
| - 140 15.28 usec
105 108 20.00000000 W
< -150
110 116
- NuC2
us | o = .. [160 CPDPRG[2
e3 9.30 usec
170 B4 18.60 usec
e e PCPD2 80.00 usec
| = PLW2 50.00000000 W
125 ri2s PLW12 0.67570001 W
1 F180
17 16 15 34 13 12 T4 76 63 68 pem
T T T T T T T T T T T T T T T T T g 11 SINE. 100
GPNAM([2] SINE.100
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 ppm GPNAM[3] SINE.100

Figura A47.
e9).

Mapa de contorno HSQC (300/75 MHz; CD3OD das substancias 8
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BREABAIIRERES 8 aa8888 5 8
MR NRERENNNS© OO MHOMON MMM -
RS2 \ NI ]
N ppm
- 0
. - 20
-
-
- 40
. - 60
' - 8o
100
.
- .
ot - F120
- - 140
.. - [
. . L
160
.-
r180
T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0. PpPm

<)
BRUKER
(>

Current Data Parameters
NAME Davi24_ADM-CF22.P5
300

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240521
Time 5.04
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbegplpndgf
2048
SOLVENT MeOD
NS 128
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187
bW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 293.8 K
cnst2 145.0000000
CNST13 7.0000000
Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.07142857 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
INO 0.00003010 sec
CHANNEL f£1

======== C

300.2019513
1H

usec
usec
w

EL £2 ========

SFO! 75.4932760 MHz
Nucz 13C

P3 9.30 usec
PLWZ 50.00000000 W

GRADIENT C

GPNAM[1] SINE.100
GPNAM(2] SINE.100
GPNAM(3] SINE.100

GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPz3 40.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
™ 192

sFOL 75.49328 MHz
FIDRES 173.034332 Hz
SW 220.037 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
s1 1024

Figura A48. Mapa de contorno HMBC (300/75 MHz; CD30OD) das substancias

8e9.

193



e Substancias 10a, 10b, 10c e 10d.

oohvwwTMIN~MOO

NN ~ o
mmmou—n—u—n—cooomosmb
Sl \D\O

l\l\l‘l\l\ l\l\l\@w

OV~ VLOUUTLONNMOANLDLLMNMNONDOVLNDYOTOTLMNOTMNMHAO D0
l\vvvvvvvvvvvvvvvmmmmooomoooor\bhwwmwmmmmmmmvm
soso\ow\oaoso\ow\omwwwwwwwwwmmmvvvvvvmmmmmmmmmmmmm

OH

OH OH
rel-(2,3-trans-3,4-trans)-peltoginol rel-(2,3-trans-3,4-trans)-mopanol
(10a) (10b)
OH
OH OH
HO O
HO o o ‘gjiOH
(o) (0]
OH OH
rel-(2,3-trans-3,4-cis)-peltoginol B I-(2,3-trans-3,4-cis)-mopanol B
(10c) (10d)

Current Data Parameters
NAME PCMPLLFACOET - JRe
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230628
Time 12.44 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2163739 0522 (
PULPROG zg

™ 65536
SOLVENT MeOD

NS 320

DS 0
SWH 8196.722 Rz
FIDRES 0.250144 Hz
AQ 3.9976959 sec
RG 101

DW 61.000 use
DE 6.50 use
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
SFO1 400.1319207 MHz
NUC1 18

Pl 10.00 use
PLW1 15.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 262144

SF 400.1300078 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.10 Hz
GB 0

PC 1.00

o
>
o

B i

0.94
6.89

0.69

Figura A49. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD30OD) das substancias 10a, 10b, 10c e 10d.
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Ppm

—2976949.65
—2976949.70

— 2976949.75

— 2976949.80
— 2976949.85

8

Figura A50.Espectro de J-Res (400 MHz, CD3OD) das substancias 10a, 10b, 10c e 10d.
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4 3

2

1

2976949.90
Ppm

BRUKER

Current Data Parameters

HAME PCMPLLFAcOET - JR«
EXPNO 51
PROCNO 1

F2 - RAequisition Parameter:
Date_ 20230823
Time 16.31 h
INSTRUM Avance
PROBHD  Z163739_0522 (
PULPROG jresgpprgf

D 4096
SOLVENT MeOD

NS 64

Ds 16
SWH 8196.722 Hz
FIDRES 4.002306 Hz
AQ 0.2498560 sec
RG 101

DW 61.000 us«
DE 7.63 us¢
TE 298.2 K
Do 0.00000300 sec
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
Dlé 0.00020000 sec
INO 0.00961225 sec
TDav 1
SFOl 400.1319529 MH:
HUC1 1H

Pl 10.00 use
P2 20.00 us«
PLW1 15.00000000 W
PLWS 0.00006000 W
GPHAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 10.00 %
GPMAM[2] SMSQ10.100
GPZ2 10.00 %
P16 1000.00 us«
======== F1 INDIRECT DIMEN:
tdl 64

sw_F1 0.130000

Fl - Acquisition parameter:
D 64

SFol 400.132 MH;
FIDRES 1.625531 Hz
sW 0.130 ppr
FnMODE QF

F2 = Processing parameters
51 16384

SF 400.1300009 MH;
WDW QSINE
SSB 2z

LB 0 Hz
GB o

PC 1.40

Fl - Processing parameters
51

MCc2 QF

SF 100.6127758 MH:
WDW QSINE
SE5B 2

LB 0 Hz
GB o
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Current Data Parameters

JRe

h

Hz
Hz
sec

use
use

sec
sec

use
use
W

MHz

use
W
W
W

Hz

NAME PCMPLLFACOET -
EXPNO 100
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230712
Time 7.10
INSTRUM Avance
PROBHD  Z163739_0522 (
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT MeOD
NS 6144
Ds 0
SWH 25906.736
FIDRES 1.581222
AQ 0.6324224
RG 20.2
DW 19.3200
DE 8.29
TE 298.1
Dl 0.50000000
D11 0.03000000
TDO 1
SFO1 100.6238359
NUC1 13c
PO 2,67
Pl 8.00
PLW1 93.65100098
SFO2 400.1316005
Nuc2 1H
CPDPRG([2 waltz6d
PCPD2 90.00
PLW2 15.00000000
PLW1Z2 0.18519001
PLW13 0.09314700
F2 - Processing parameters
5I
SF 100.6127691
WDW EM
S5B 0
LB 5.00
GB 0
PC 1.40
AR DR RARRRRRRRE RRRRARAREE RARARRARE AERRRRARA RARRMARERE RAMARRREAE RERRERAAME RARRMARERE AR AR MR DA MRS AR R
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura A51. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CD3sOD) das substancias 10a, 10b, 10c e 10d.
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140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura A52. Espectro de DEPT-135 (100 MHz; CD3OD) das substancias 10a, 10b, 10c e 10d.

C <)
BRUKER
(><

Current Data Parameters
NAME PCMPLLFACOET - JRe

EXPNO 150
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230711
Time 21.19 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2163739 0522 (
PULPROG deptspl35b

TD 32768
SOLVENT MeOD

NS 4096

Ds 8

SWH 21739.131 H=z
FIDRES 1.326851 Hz
AQ 0.7536640 sec
RG 16

DW 23.000 use
DE 9.28 use
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000

Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
SFOl 100.6228298 MHz
NUC1 13c

Pl 8.00 use
P13 2000.00 use
PLWO ow
PLW1 92.65100098 W
SPHAM[5] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFSS5 0 Hz
SPW5 9.15769958 W
SFO2 400.1320007 MHz
NuCz2 1H
CPDPRG[2 waltzE5

P3 10.00 use
P4 20.00 use
PCPD2 90.00 use
PLWZ 15.00000000 W
PLW1lZ2 0.18519001 W
F2 — Processing parameters
SI 262144

SF 100.6127700 MH=z
WDW EM

S5B 0

LB 3.00 Hz
GB Qo

PC 1.40
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Figura A53. Mapa de contorno HSQC (400/100 MHz; CD3sOD) das substancias 10a, 10b, 10c e 10d.
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Figura A54. Mapa de contorno HMBC (400/100 MHz; CD30OD) das substancias 10a, 10b, 10c e 10d.
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Figura A56. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CD30D) da substancia 10a.
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Figura A58.

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD30D) da substancia 10c.
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Figura A59. Espectro de RMN "H (300 MHz, CD30D) dos pares de substancias
10a/10c.
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Figura A60. Espectro de RMN "H (300 MHz, CD30D) dos pares de substancias
10b/10d.
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Figura A61. Espectro de RMN 'H (600 MHz, CD3;0OD) da substancia 11.
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Figura A62. Espectro de RMN "*C (150 MHz, CD3;0D) da substancia 11.
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Figura A63. Espectro de DEPTQ (150 MHz; CD3sOD) da substancia 11.
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Figura A64. Mapa de contorno HSQC (600/150 MHz; CD30OD) da substancia
1.
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Figura A65. Mapa de contorno HMBC (600/150 MHz; CD3OD) da substancia
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Figura A66. Espectro de RMN 'H (600 MHz, CD3;OD) da substancia 13.
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Figura A67. Espectro de RMN "3C (150 MHz, CDs0D) da substancia 13.
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Figura A68. Espectro de DEPTQ (150 MHz; CD3;0D) da substancia 13.
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Figura A70. Mapa de contorno HMBC (600/150 MHz; CD30OD) da substancia 13.
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Figura A71. Espectro de RMN '

O

30D) das substancias 12a e 12b.
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Figura A72. Espectro de RMN "3C (150 MHz, CD3;0D) das substancias 12a e 12b.
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Figura A73. Mapa de contorno HSQC (600/150 MHz; CDsOD) das substancias

12a e 12b.

59.3~ —
60.7

825
az.s\

835

a3 -

103.8
1123
1123
1134

1144

115.8

116.0 —
116.1 ——
116.3 —
120.1 /

120.6 =
129.2

130.0

130.2

130.5

146.3
146.5
146.7
147.2
164.9
155.27
166.9

167.1

190.8~~ —
193.3— —

|

|

C><)

(O

Current Data Parameters
NAME Davi25_PCML4b. ¢

F1 - Acquisition paramet
™ 256

3

- .

' l":.‘
"o
e

A ]
v
[
‘o
. "
)

SFo1 150.9179
FIDRES 259.390137

PPmM sw 220.000
FnMODE  Echo-Antiecho

F2 - Processing paramete

s1 4096

SF 600.1300129

WoW QSINE

ssB 4

~ 60 e [
B 0

BC 1.40

F1 - Processing paramete
s1 1024

ez echo-antiecho
- 80 s, 150.9025764
ssB
B 0
B 0
100
120
140
160
180
PPm
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Figura A75. Espectro de RMN '
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Figura A76. Espectro de RMN *C (150 MHz, CDs0D) das substancias 11 e 14.
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Figura A77. Espectro de DEPTQ (150 MHz; CD3s0D) das substancias 11 e 14.
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Figura A80. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD3;0D) da substancia 15.
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Figura A81. Espectro de RMN "*C (150 MHz, CDs0D) da substancia 15.
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Figura A82. Mapa de contorno HSQC (600/150 MHz; CD3sOD) da substancia
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Figura A83. Mapa de contorno HMBC (600/150 MHz; CD30OD) da substancia 15.
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