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RESUMO

A regido Amazénica foi uma das principais produtoras de madeira tropical do mundo em
2019 e 2020, gerando grande quantidade de residuos durante os processos de
fabricacdo de madeira em tora. Dentre as espécies exploradas estdo as sucupiras
vermelha (Andira parviflora-A) e amarela (Enterolobium schomburgkii-E) da familia
Fabaceae. O objetivo desse trabalho é realizar a caracterizagdo quimica dos residuos
(cascas-CA e cerne-CE) madeireiros das espécies de sucupira e avaliar sua toxicidade.
Os extratos dos residuos das espécies foram submetidos a particdo liquido-liquido,
obtendo fragdes em Hexano (ACA1, ACE1, E1), cloroformio (ACA2, ACE2, E2), acetato
de etila (ACA3, ACE3, E3), butanol (ACA4, ACE4, E4) e hidroalctolica (ACA4, ACE4,
E). A prospecc¢ao fitoquimica revelou taninos condensados e flavonoides em todos os
extratos, além de triterpenoides e esteroides nas fragdes ACA1 e ACA2. Ja as fragdes
em acetato de etila, butanol e hidroalcodlica apresentaram taninos condensados,
flavonas, flavondis e xantonas em ambas as espécies. As analises por cromatografia
em camada delgada (CCD), corroboraram com a prospecg¢ao em tubos evidenciando a
presenca de compostos fendlicos nas fragdes. Os extratos e fragdes também foram
analisados quanto a atividade citotéxica frente a diferentes células tumorais como: PC3
(cancer de prostata), SNB19 (astrocitoma), HCT-116 (cancer de colon). As fragdes
ACA2 e ACE2 apresentaram atividade contra todas as células tumorais testadas, ja as
fragcbes ACE3 (Cls0=8,74 pg/mL), ACA3 (Cls=74,8 ug/mL) especificamente frente a
célula de HCT-116. As fracbes ACE3, ACA2, E3 e as subfracdes foram fracionadas por
cromatografia contracorrente de alta eficiéncia (HPCCC) utilizando sistemas bifasicos
constituidos por hexano, acetato de etila, butanol, metanol e agua. As subfragdes ACE3-
4 e ACE3-17 foram submetidas ao fracionamento semi-preparativo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram isolados cinco flavonoides, sendo dois
epimeros, a coatlina A e a-epi-coatlina A de ACE3-4, a chalcona isoliquiritigenina, e o
pterocarpano medicarpina de ACE3-17 e a isoflavona biochanina A isolada da subfragao
ACE3-17 e da fragdo ACA2. Os trés isoflavonoides sativanona, formononetina e
arizonicanol A e a flavona liquiritigenina foram caracterizados por espectrometria de
massas (EM) e ressonancia magnética nuclear de 'H, "*C, DEPT e bidimensionais, em
mistura de fragbes oriundas do fracionamento de ACE3-16-18 por HPCCC. A biochanina
A e a subfragdo com a liquiritigenina apresentaram atividade citotdxica contra as
linhagens de células tumorais HL60 (leucemia promielocitica), MDA-MB-231 (carcinoma

de mama) e NCI-H460 (carcinoma de pulm&o).

Palavras-chave: Residuos madeireiros, Cromatografia contracorrente, Atividade

citotoxica, Fabaceae, Flavonoides



ABSTRACT

The Amazon region was one of the world’s leading producers of tropical timber in 2019
and 2020, generating large amounts of waste during roundwood processing. Among the
exploited species are the red sucupira (Andira parviflora — A) and the yellow sucupira
(Enterolobium schomburgkii — E), both belonging to the Fabaceae family. The aim of this
study was to chemically characterize the wood residues (bark — CA and heartwood —
CE) of sucupira species and evaluate their cytotoxicity. The extracts of these residues
were subjected to liquid—liquid partitioning, yielding fractions in hexane (ACA1, ACE1,
E1), chloroform (ACA2, ACE2, E2), ethyl acetate (ACA3, ACE3, E3), butanol (ACA4,
ACE4, E4), and hydroalcoholic (ACA4, ACE4, E). Phytochemical screening revealed
condensed tannins and flavonoids in all extracts, as well as triterpenoids and steroids in
fractions ACA1 and ACAZ2. Ethyl acetate, butanol, and hydroalcoholic fractions contained
condensed tannins, flavones, flavonols, and xanthones in both species. Thin-layer
chromatography (TLC) analyses corroborated the tube tests, confirming the presence of
phenolic compounds in the fractions. Extracts and fractions were also evaluated for
cytotoxic activity against different tumor cell lines, including PC3 (prostate cancer),
SNB19 (astrocytoma), and HCT-116 (colon cancer). Fractions ACA2 and ACE2
exhibited activity against all tested cell lines, while fractions ACE3 (ICso = 8.74 pg/mL)
and ACAZ3 (IC5, = 74.8 pg/mL) were specifically active against HCT-116 cells. Fractions
ACE3, ACA2, E3, and their subfractions were further fractionated by high-performance
countercurrent chromatography (HPCCC) using biphasic systems composed of hexane,
ethyl acetate, butanol, methanol, and water. Subfractions ACE3-4 and ACE3-17 were
subjected to semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC), leading
to the isolation of five flavonoids: two epimers, coatline A and a-epi-coatline A from
ACE3-4; the chalcone isoliquiritigenin; the pterocarpan medicarpin from ACE3-17; and
the isoflavone biochanin A from ACE3-17 and ACA2. Three isoflavonoids—sativanone,
formononetin, and arizonicanol A—and the flavone liquiritigenin were characterized by
mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance ('H, **C, DEPT, and 2D NMR)
in mixtures of fractions obtained from ACE3-16-18 by HPCCC. Biochanin A and the
subfraction containing liquiritigenin exhibited cytotoxic activity against HL60
(promyelocytic leukemia), MDA-MB-231 (breast carcinoma), and NCI-H460 (lung

carcinoma) cell lines.

Keywords: Wood Residues; Countercurrent Chromatography; Cytotoxic Activity;

Fabaceae; Flavonoids.
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1. INTRODUCAO

A Regidao Amazoénica é conhecida como a mais biodiversa do mundo, e
apresenta o maior bioma brasileiro. Com isso, a regido € considerada um grande
depdosito natural de plantas, concentrando aproximadamente 40 mil espécies de
plantas, entre arvores, cipds, samambaias e outras formas vegetais. Estima-se
que cerca de 67,8% da Amazodnia brasileira € composta por formagdes florestais,
e que 81,3% do bioma permanece coberto por vegetagdo nativa (Diniz et al.,
2017; MapBiomas, 2024).

A biodiversidade da Amazobnia é base estratégica em potencial para o
desenvolvimento econdmico em diferentes cadeias produtivas, relacionadas a
diferentes setores, como principalmente o de base florestal do tipo madeireiro e
nao-madeireiro (Diniz et al., 2017). Nesse contexto, o Brasil representado pela
Amazobnia, € um dos principais produtores de madeira tropical no mundo, ficando
atras somente da Indonésia, india e Vietna no ano de 2021 (Maplesden, 2021).

A exploragao e o processamento industrial de madeira, a mineragao e a
agropecuaria sado as principais atividades econémicas da Regido Amazdnica. O
setor madeireiro impulsiona de forma direta a economia de dezenas de
municipios da Amazdénia. Como consequéncia direta deste processo, o volume
de residuo madeireiro tem crescido significativamente nos ultimos anos, sendo
boa parte ndo aproveitado (Ramos et al., 2018; Verissimo; Pereira, 2014).

A problematica apresentada se torna uma grande oportunidade para
explorar o potencial quimico e farmacolégico desses residuos que podem ser
utilizados em estudos de prospeccado fitoquimica para a identificacdo de
metabdlitos secundarios com aplicagbes tecnoldgicas, além disso contribuir para
a quimiotaxonomia. Algumas espécies utilizadas na industria madeireira vem
sendo estudas, inclusive no grupo de pesquisa Q-BiomA (Grupo de Pesquisa de
Quimica de Biomoléculas da Amazobnia), e foram relatados metabdlitos
secundarios como: fendis, flavonoides, triterpenos, saponinas, alcaloides,
ligndides, quinonas e outras classes que apresentam atividade antioxidante,
antibidtica, antifungica, anti-inflamatéria, antimicrobiana e citotoxica (Alves,
2020; Amorim et al., 2018; EI-Din et al., 2017; Flores, 2022; Garcia et al., 2018;
Silveira et al., 2017).

As espécies utilizadas na atividade madeireira podem ser encontradas
nas seguintes familias: Bignoniaceae, Caesalpinoideae, Caryocaraceae,
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Fabaceae, Lauraceae, Lecythidaceae, Myristicaceae e Papilionoideae
(Moutinho, 2008). As principais espécies madeireiras utilizadas nas industrias

podem ser observadas na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Espécies mais utilizadas na atividade madeireira da amazénia

Nome popular Nome Cientifico Familia
Angelim vermelho Dinizia excelsa Fabaceae
Cumaru Dipteryx odorata Fabaceae
Cupiuba Goupia glaba Goupiaceae

Garapeira ou amareléo

Apuleia leiocarpa

Caesalpinioidea

Garrote ou tatajuba Bagassa guianensis Moraceae
Jatoba Hymenaea courbaril Fabaceae
Macgaranduba Manilkara elata Sapotaceae
Maracatiara Astronium lecointei Anacardiaceae
Marupa Simarouba amara Simaroubaceae
Parica Schizolobium parahyba Fabaceae
Piquiarana Caryocar glabrum Caryocaraceae
Piquia Caryocar vilosum Caryocaraceae
Sucupira Amarela Robrichia schomburgkii Fabaceae
Sucupira Vermelha Andira racemosa Fabaceae
Sucupira preta Diplotropis recemosa Fabaceae

Fonte: Cysneiros et al. (2018)
Dentre estas pode-se destacar as espécies conhecidas como sucupiras

que pertencem a familia Fabaceae, possuindo cerca de 770 géneros e 19.500
mil espécies (Carvalho, 2014), detendo um grande valor comercial para a
industria madeireira, por suas diversas aplicagcdes como confeccdes de moveis,
construgdes, pisos e outros. A familia Fabaceae € encontrada no bioma
Amazébnico, que engloba cerca de sete unidades federativas do Brasil: Acre,
Amazonas, Amapa, metade do Mato Grosso, Para, Rondbnia e Roraima
(Coradin; Siminski; Reis, 2011). Estudos com espécies da familia Fabaceae,
revelaram a presenca de grande variedade de flavondides, alcaldides,
terpendides (EI-Din et al., 2014).

Tendo em vista a escassez de estudos relacionados aos residuos de

algumas espécies conhecidas como sucupira como: Robrichia schomburgkii e
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Andira parviflora, que destaque as atividades citotdxica das substancias propds-
se o presente estudo para descrever a composigao quimica de fragbes ativas
dessas espécies e assim agregar valor aos residuos madeireiros tornando-os
uma matéria prima para a producdo de substancias ativas com interesse

tecnolégico da industria de quimica fina e farmacéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a composi¢ao quimica de fracdes ativas de residuos das

especies Andira parviflora e Robrichia schomburgkii utilizadas na industria

madeireira da Regido Amazbnica e contribuir com o seu conhecimento

farmacoldgico.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade citotdxica dos extratos, fracdes e substancias isoladas
de Andira parviflora e Robrichia schomburgkir,

Avaliar o perfil cromatograficos das fragcbes promissoras por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodos e/ou espectrometria de massas (CLAE-DAD, CLAE-EM);

Estudar sistemas de solventes bifasicos para o isolamento de substancias
ativas por HPCCC,;

Isolar substancias das fragbes ativas por cromatografia contracorrente
(CCC) e CLAE-DAD.

Identificar as estruturas das substancias isoladas por técnicas
espectrométricas e espectroscopicas, como EM, RMN uni e
bidimensionais (1H, 13C, DEPT-135, HSQC, HMBC e COSY) e alfa-D.
Agregar valor aos residuos madeireiros de Andira parviflora e Robrichia

schomburgkii,
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Residuos da industria madeireira da regiao amazénica

A Regidao Amazbnica é umas das principais produtoras de madeira
tropical no mundo, ficando atras da Indonésia, india e Vietna nos anos de 2019
e 2020 (OIMT, 2020). Dentre as atividades econbmicas que impulsionam a
economia da regido a exploragdo madeireira € uma das mais importantes, pois
contribui de forma direta para a economia de dezenas de municipios da
Amazbnia. Como consequéncia direta deste processo, o volume de residuo
madeireiro tem crescido significativamente nos ultimos anos, sendo boa parte
nao aproveitado (Verissimo; Pereira, 2014).

O processo de exploracdo da madeira apresenta varias etapas, onde
cerca de 9 a 18% do residuo produzido em todo processo € proveniente da coleta
da madeira, ja na etapa de beneficiamento das toras a produc¢ao de residuos
varia de 45 a 55% (Silva et al., 2020). Segundo o levantamento de Hummel e
colaboradores (2010) cerca de 20 milhdes de metros cubicos de madeira foram
processados e cerca de 8,4 milhdes de metros cubicos foram categorizados
como residuos do processo. Este fato representa também o desperdicio de 59
% de um metabolismo vegetal valioso e inexplorado que pode apresentar
aplicagao tecnoldgica e agregar valor aos residuos oriundos da atividade
madeireira.

A alta producao de residuos durante a producéo de toras se deve muitas
vezes, a baixa tecnologia, a mao-de-obra pouco especializada das industrias
madeireiras e 0 mau aproveitamento da madeira (Stragliotto; Pereira; Oliveira,
2020) . Uma das principais formas adotadas na regido amazdnica para diminuir
a quantidade de residuos, é por meio da queima a céu aberto, porém sabe-se
que essa pratica contribui para a geracao de poluentes do ar, fazendo com que
focos de incéndios sejam encontrados. Muitas vezes esses residuos como as
cascas de troncos e folhas sao simplesmente descarregados e locais
inapropriados (Homma, 2008; Hummel et al., 2010). Algumas formas de
reciclagem ou reutilizagado de residuos sdo empregadas, como: compostagem,
geragado de energia, producado de painéis e fabricacdo de pequenos moveis
(Ramos et al., 2017).
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De acordo com o estudo realizado por Cysneiros e colaboradores (2018),
as espécies mais utilizadas na atividade madeireira da Amazdnica, sao: Apuleia
leiocarpa (garapeira ou amarelao), Astronium lecointei (maracatiara), Bagassa
guianensis (garrote ou tatajuba), Clarisia racemosa (guariuba), Caryocar
glabrum (pequiarana), Caryocar villosum (pequia), Dinizia excelsa (angelim
vermelho), Dipteryx odorata (cumaru), Enterolobium schomburgkii (sucupira
amarela ou orelha de macaco), Goupia glabra (azedinha ou cupiuba), Hymenaea
courbaril (jatoba), Manilkara elata (magaranduba), Simarouba amara (marupa),
e Schizolobium parahyba var. amazonicum (parica).

Diversas espécies altamente valorizadas no setor madeireiro
apresentam grande escassez de descricdo da composicdo quimica e
propriedades farmacolégicas. Estes estudos poderiam cooperar com o
conhecimento quimico das familias e géneros além disso alavancar o
conhecimento dos metabdlitos secundarios conhecidos e inéditos, e agregar

valor aos residuos provenientes da atividade madeireira (Ribeiro et al., 2016).
3.2 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae € uma das mais diversas do mundo, pertence a
ordem Fabales, classe Magnoliopsida e divisdo Magnoliophyta. A familia esta
amplamente distribuida em cerca de 770 géneros e aproximadamente 19.500
espécies, é considerada a maior familia de angiospermas em numero de
espécies, ficando atras da Asteraceae e Orchidaceae em todo o mundo (Azani
et al., 2017; Beech et al., 2017; Roskov et al., 2006).

Os géneros mais numerosos sado Astragalus (2.400 espécies), Acacia
(950 espécies), Indigofera (700 espécies), Crotalaria (700 espécies) e Mimosa
(500 espécies) representando cerca de 9,4% de todas as espécies de plantas.
No Brasil, sdo encontradas cerca de 2.848 espécies, sendo 1.539 espécies
endémicas e 222 géneros. A familia esta subdividida em seis subfamilias:
Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e
Papilionoideae (Azani et al., 2017; Rahman; Parvin, 2015).

As espécies da familia apresentam uma distribuicdo cosmopolita com
arvores, arbustos, lianas e ervas. A grande importancia da familia se deve ao

grande numero de espécies comestiveis altamente nutritivas de proteinas e
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micronutrientes, além disso sao utilizas na medicina popular, ornamentacgao,
madeireiras, producao de fibras, corantes, gomas, resinas e 6leos (Di Stasi;
Hiruma-Lima, 2002; Graham; Vance, 2003). Além disso, as espécies desta
familia sdo utilizadas economicamente para a fixagdo de nitrogénio, pois estas
espécies possuem a habilidade de converter nitrogénio atmosférico em
compostos nitrogenados que podem ser utilizados no crescimento de plantas
(Ahmad; Anwar; Hira, 2016).

Quimicamente, a familia Fabaceae € conhecida por apresentar uma
grande diversidade de classes de metabdlitos secundarios, como: alcaloides,
catequinas, esteroides, fendlicos, flavonoides, polifendis, saponinas, taninos e
terpenoides. A classe mais relatada nas espécies de Fabaceae sao os
flavonoides, dando énfase a subclasse dos isoflavonoides (Akram et al., 2021,
Fayek et al., 2021; Lawal et al., 2020; Sebastian; Jaykar; Gomathi, 2020).

Na literatura sdo apresentadas uma série de acbes farmacoldgicas
associadas a espécies da familia, incluindo atividade analgésica, antibacteriana,
antidiabética, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antimutagénico, antioxidante,
antiplasmaodica, antirreumatica, antiulcera, citotoxica, hipoglicemiante e larvicida
devido a presenga de substancias bioativas em diferentes 6rgaos vegetais
dessas plantas (Ahmad; Anwar; Hira, 2016; Khan; Odokpe, 2020; Obistioiu et al.,
2021; Santos et al., 2022).

A revisdo de Usman e colaboradores (2022) relata que poucos sao os
estudos voltados para a atividade citotdxica de espécies da familia Fabaceae,
apesar de serem relatados diversas substancias que apresentam atividade
confirmada como: acido galico, butrina, castanospermina, catequina, genisteina,
isoliquiritigenina, isoraminetina-3-O-raminosideo, isoraminetina, quercetina,
rutina e tricina. Esses dados indicam o caminho para novas pesquisas para
avaliar as propriedades citotdxicas, que podem levar a descobertas de novos

medicamentos a partir dessas espécies.
3.3 Género Andira

A pesquisa bibliografica sobre o género Andira, um dos géneros
abordados nesta tese, foi consolidada com a publicagdo de um artigo de revisao

sobre o género, intitulado: “O género Andira Lam: uma breve revisdo sobre
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ocorréncia, composi¢cao quimica e atividades bioldgicas” na revista Cuadernos
de Educacion y Desarrollo, volume 17, numero 7 no ano de 2025 (Araujo et al.,
2025).

O género Andira Lam. (Fabaceae) pertence a subfamilia Papilionoideae,
compreende cerca de 29 espécies distribuidas pela América Tropical e uma
espécie que é encontrada na Africa. As espécies de Andira sdo encontradas
majoritariamente no Brasil, onde sdo catalogadas cerca de 27 espécies,
distribuidas principalmente na Amazbénia e Minas Gerais. Essas espécies
compde um grupo conhecido popularmente como “angelins” (Mattos, 1979;
Pennington, 2003; Ramos; Cardoso; Pennington, 2020).

De acordo com Mattos (1979), as espécies do género sao caracterizadas
por arvores e arbustos com a casca cinzenta e flores roseas ou violaceas.
Algumas espécies do género Andira, no Brasil ganham nomes populares como:
A. inermis (lombrigueira e sucupira), A. macrothyrsa (Uxi de morcego), A. humilis
(mata barata, angelim, angelim rasteiro e manga do campo), A. surinamensis
(mangarana, manga brava, sucupira de varzea e angelim), A. ormosioides
(angelim pedra, angelim tento, angelim rosa, angelim amargoso e jacaranda
rajada), A. nitida (angelim branco, angelim da praia, angelim coco e angelim), A.
praecox (andiroba jaruba e sucupira vermelha), A. micranta (acapu-rana,
sucupira vermelha e sucupira chorona), A. parviflora (sucupira vermelha, acupu-
rana, sucupira chorona e andira uchi), A. legalis (angelim coco, angelim preto e
angelim roxo), A. vermifuga (angelim preto, mata barata e angelim branco), A.
anthelmia (angelim coco e angelim preto), A. cordata (grédo de galo), A.
unifoliolata (sucupira amarela, sucupira chorona, sucupira vermelha e andira-
uchi) (Pennington, 2003).

A importancia econdmica do género esta voltada para a industria
madeireira, pois algumas espécies apresentam madeira de excelente qualidade,
considerada forte, aplicavel na construcdo naval, obras expostas, esteios,
postes, carrogaria e carpintaria (Santos, 2012). Em 1755, o género conhecido
por suas propriedades vermifugas, foi utilizado na Europa por médicos e
farmacéuticos de diferentes paises que desejavam industrializar o
processamento das cascas em pd, com o qual almejavam obter uma droga anti-
helmitica (Mattos, 1979; Pennington, 1996).
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Popularmente, algumas espécies do género sao utilizadas como anti-
helmitica, A. anthelma, A. fraxinifolia, mesmo havendo estudos que indicam
efeitos toxicos no uso de altas doses (Silva et al., 2003). Além disso, as espécies
sdo utilizadas na medicina tradicional como purgativo, febrifugo, narcético,
inseticida, pesticida e antimalarico (Braz Filho et al., 1973; Kraft et al., 2000;
Silva; Velozo; Parente, 2000; Silva et al., 2006).

De acordo com Araujo et al (2025), a literatura cientifica registra a
composi¢cao quimica de apenas oito espécies. Nelas, foram identificados 52
metabdlitos, dos quais 37 sao flavonoides. Entre os flavonoides, 19 sao
isoflavonas. A alta recorréncia desses compostos sugere que as isoflavonas
podem atuar como marcadores quimiotaxonémicos do género Andira.

Nas raizes de A. anthelmia ja foram isolados os seguintes metabdlitos
secundarios: acido ursélico (1), acido p-hidroxibenzoico (2), catequina (3),
engeletina (4), astilbina (5), calicosina (6), genisteina (7), biochanina A (8),
biochanina A-7-O--D-glucopiranosideo (9), biochanina A-7-O-rutinosideo (10),
biochanina A-7-0O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-B-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glucopiranosideo (11) e genisteina 7-O-B-D-glucopiranosideo (12) (Figura 1). As
sete ultimas substancias citadas sao isoflavonas, sendo a genisteina glicosilada
(12) isolada pela primeira vez no género Andira no trabalho de Silva e
colaboradores (2008).
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Figura 1. Substancias isoladas das raizes A. anthelmia

Silva et al. (2006) conduziram o primeiro estudo fitoquimico envolvendo
as raizes de A. fraxinifolia, no qual relataram o isolamento e a caracterizagéo de
diversos compostos. Entre eles, destacam-se uma mistura dos esteroides
sitosterol (13) e estigmasterol (14), o derivado glicosilado 3-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol (15), além do lupeol (16) e do acido betulinico (17). O
estudo também identificou duas isoflavonas — biochanina A (8) e pratenseina
(18) —, uma cromona denominada eucrifina (19), e dois flavondis: isoengeletina

(20) e isoastilbina (21). Todos esses compostos estao ilustrados na Figura 2.
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Figura 2. Substancias isoladas das raizes de A. fraxinifolia

Nas raizes de A. humilis, foram descritas a biochanina A (8) e derivados
glicosilados 9, 22, 23, 24, outras isoflavonas genisteina (7) e pratenseina (18), o
flavonol kaempferol (25) e um derivado glicosilado kaempferol-3-O-a-L-
raminopiranosil(1—6)]-[#-D-xilopiranosil(1—2)]-4-D-galactopiranosidio (26) e a
dihidrogenisteina (27) (Figura 3) (Garcez et al., 2010).
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Figura 3. Substancia isoladas das raizes de A. humilis

A espécie A. inermis destaca-se como uma das mais investigadas dentro
do género, conforme evidenciado pelos diversos estudos que abordam a
composi¢cdo quimica de seus diferentes 6rgdos vegetativos. Na analise da
madeira de A. inermis, foram identificados diversos compostos bioativos,
incluindo o flavonoide do tipo pterocarpano pterocarpina (28) e as isoflavonas
biochanina A (8), genisteina (7), formononetina (29), calicosina (6) e pratenseina
(18), conforme descrito por Cocker et al. (1962) e Kraft et al. (2000).

No estudo conduzido por Kraft et al. (2000), merece destaque a
identificacdo das isoflavonas calicosina e genisteina, as quais demonstraram
atividade antiplasmoddica in vitro contra Plasmodium falciparum, agente
etiologico da malaria. Além disso, nas folhas da espécie foram detectadas as
mesmas isoflavonas previamente descritas na madeira, bem como outras ja
relatadas em espécies congéneres (1, 4, 5, 6, 7, 28, 29), conforme os trabalhos
de Kraft et al. (2000, 2001).

Ainda nas folhas de A. inermis foram reportados os flavonoides prunetina
(30), andirol A (31), andirol B (32), afrormosina (33) 3"'-O-trans-cinnamoil-
astilbina (34), as benzofuranas andinermol (35), andinermal A (36), andinermal
B (37) e andinermal C (38). As substancias Andirol A e B apresentaram atividade
in vitro contra Plasmodium falciparum (Kraft et al., 2000, 2001, 2002). Nas raizes
desta espécie a literatura reporta a presenga isoflavonas glicosiladas biochanina

A-7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-B-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-glucopiranosideo
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(11), genisteina 7-0O-B-D-apiofuranosil-(1->6)-p-D-glucopiranosideo (39) e a
lanceolarina (40) (Silva; Velozo; Parente, 2000).

R4
29: R1=H, R2=OH, R3, R4=OCH3
OH 30: R1=OH, R2=OCH3, R3:R4:OH

31: R=0OCHj ©
32: R=H

36: R=OCH3
38: R=0OH

OH OH O O
OR

Figura 4. Substancias isoladas de A. inermis.
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Nas cascas de A. retusa foram isolados apenas o terpenoide lupeol (16)
e a mistura dos esteroides B-sitosterol (13) e estigmasterol (14). Santos (2012b)
em sua dissertacdo relatou atividade antioxidante dos extratos metandlico e
diclorometano de folhas e galhos de A. retusa. Os extratos metandlicos de folhas
e flor foram ativos contra o microorganismo Staphylococcus aureus, o extrato
metanalico de folhas foi ativo também contra Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa.

Almeida e colaboradores (2008) investigaram fitoquimicamente os
extratos das cascas do tronco e das cascas dos galhos de A. surinamensis, que
rendeu o isolamento de um dimero de isoflavonas surinamensina (41-Figura 5)
isolada pela primeira vez no género, a conhecida e tipica biochanina A (8),
prunetina (30), calicosina (6), pratenseina (18) e o triterpeno lupeol (16).

Os epimeros de diidrochalconas, coatlina A (42) e a a-epi-coatlina A (43)
foram isolados da madeira de A. coriacea (Genta-Jouve et al., 2013). Nas folhas
de A. peniculata, Alves et al (2024) reportou os seguintes flavonoides: (-)-

epicatequina (44), engeletina (4) e astilbina (5).

OH

OH O oH 44
42: o S (configuracdo absoluta)

43: ¢ R {configuragéo absoluta)

Figura 5. Flavonoides isolados em espécies de Andira

3.3.1 A espécie Andira parviflora Ducke

A. parviflora € uma espécie conhecida popularmente como sucupira

vermelha ou angelim, ocorre principalmente nas matas de terra firme na regiao
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Amazénica. E uma arvore de grande porte e possui casca com cor marrom
avermelhado, suas folhas sao cobertas por pelos avermelhados e flores brancas,
seus frutos possuem formato ovoide. A madeira € pesada, apresentando um
alburno amarelado e o cerne fibroso e avermelhado. Apresenta uma boa
resisténcia a acdo de fungos e cupins. A madeira é largamente utilizada na
construcao civil e naval, moveis, objetos de tornearia, bengalas, carpintaria e
postes (Ramos; Cardoso; Pennington, 2020).

A espécie apresenta poucos estudos quanto a sua composicao quimica,
mas dois pesquisadores ja relataram a presenga de algumas substancias no
cerne, tronco e alburno do tronco. Braz-Filho, Gottlieb e colaboradores (1973),
descreveram no tronco de A. parviflora a presengca de dois terpenos a
cicloartenona (45) e cicloartenol (46), duas isoflavonas a biochanina A (8) e 5,7-
dihydroxy-4’-methoxyisoflavanona (2,3-dihidrobiochanina A) (47) (Figura 6).

Nos residuos madeireiros (cerne) estudados de A. parviflora por Garcia
e colaboradores (2018) foram identificados novamente a biochanina A (8),
genisteina (7) e 7,5',6'-triidroxi-4'-metoxiisoflavana (48). Na continuidade das
pesquisas com a espécie, Garcia e colaboradores (2021) isolaram do extrato
metandlico um novo bipterocarpan a medicarpina-7-O-7" secundiflorol | (49), e
os flavonoides dihidroxi-4"-metoxipterocarpan (50), nissolina (51), medicarpina
(52) e biochanina A (8).
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Figura 6. Substancias isoladas em A. parviflora.

3.4 Género Robrichia

O género compreende trés espécie, a Robrichia glaziovii, Robrichia
oldemanii e Robrichia schomburgkii, derivado da familia Fabaceae e subfamilia
Mimosoideae. As espécies de Robrichia sao distribuidas do sul do México ao sul
da América Tropical (Figura 7) (IPNI, 2025; Souza et al., 2022).
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Figura 7. Distribuicdo geografica do género Robrichia.
Fonte: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77301633-1#source-KBD, acessado em
30/09/2025

O género Robrichia, nao apresenta estudos quimicos na literatura, no
entanto levando em consideragdo que anteriormente a espécie Robrichia
schomburgkii pertencia ao género Enterolobium, a revisdo explorada a seguir é
referente a este género que possui alguns relatos na literatura sobre a
composi¢cao quimica de suas espécies.

El-din e colaboradores (2017), relatam em sua revisdo diversos usos
tradicionais de espécies do género, além a composi¢gdo quimica de algumas
especies ja relatas da literatura e atividades bioldgicas. Um dos principais usos
da madeira das espécies do género € para a construgcao de barcos pois possuem
durabilidade na agua além disso séo aplicadas na construgdo de casas, devido
a sua resisténcia a ataques de cupim (Carranza-Montano et al., 2003).

As raizes de E. saman € usada na Venezuela em banhos quentes no
tratamento de cancer no estbmago. Algumas espécies do género sao utilizadas
como remédio tradicional para resfriados, doencas intestinais e laxante. As
sementes da espécie E. cyclocarpum sao mastigadas para dor de garganta e o
extrato etandlico das folhas inibe o Mycobacterium tuberculosis. Na Colémbia a
fruta de E. cyclocarpum é utilizada como sedativo. Além disso, a espécie possui
algumas aplicagdes biotecnoldégicas como, 0 uso da sua goma como substrato
para cultivar fungos ou na produgao de sorvetes e iogurtes (EI-Din et al., 2017;
Rincén; Oberto; Pinto, 2005)
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Investigagbes sobre o género Enterolobium indicam a existéncia de
triterpenos, saponinas, fendlicos e acidos graxos com potencial bioativo (EI-Din
et al., 2017; Matloub et al., 2015) Nos frutos da espécie E. contortisiliquum foram
isolados lupeol (1), lupeil acetato (2), acido 3p-hidroxi-213-E-cinnamoil-oxiolean-
12-en-20-oico  (3), acido 3pB,21B-dihidroxiolean-12-en-28-oico  (acido
machaerinico) (4) e a lactona 3B-hidroxiolean-12-en-21p—28-lactona (5),
triterpenos acido maslinico (6), acido betulinico (7), 3-oxo-B-amirina (8), acido
ursolico (9), B-amirina (10) e esqualeno (11) (Figura 2) (Delgado; Silva; Fot, 1984;
Marx; Trush, 1963, 1967).

No pericarpo de E. contortisiliquum foram isolados dois triterpenos
nomeados como enterolosaponinas A (12) e B (13), e sete saponinas
triterpénicas bisdesmosidicas chamadas de contortisiliosideos A — G (14-20)
(Mimaki et al.,, 2003, 2004). Nas folhas de E. contortisiliquum ja foram
identificados acido cafeico (21), isoquercetrina (quercetina-3-O-B-D-
glucopiranosideo) (22), hiperina (quercetina 3-O-3-D-galactopiranosideo) (23),
astragalina (caempferol-3-O-3-D—glucopiranosideo) (24), hesperidina (25),
rutina (26), quercetina (27), caempferol (28), herniarina (29) e crisina (30) (Figura
8 a 10) (EI-Din et al., 2014; Matloub et al., 2015)

Algumas espécies do género Enterolobium mostram propriedades
farmacoldgicas e biolégicas como, atividade anti-inflamatdria, antifungica,
antimicrobiana e citotéxica. Estas atividades foram associadas na literatura as
duas espécies mais estudadas do género E. contortisiliquum e E. cyclocarpum
(EI-Din et al., 2017).
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Figura 8. Triterpenos isolados em espécies do género Enterolobium
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Figura 9. Saponinas isolados em espécies do género Enterolobium
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Figura 10. Compostos fendlicos isolados em espécies do género Enterolobium
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3.4 Cromatografia contracorrente (CCC)
3.5.1 Definigao e principio de separagao da CCC

A cromatografia em contracorrente (CCC) é definida como uma técnica
cromatografica totalmente liquida, onde a separag¢ao ocorre por meio da particao
liquido-liquido, sem o uso de um suporte sélido poroso ou adsortivo (Conway,
1991; Marston; Hostettmann, 2006). A separagcdo cromatografica se baseia no
principio de particdo de um soluto entre duas fases liquidas imisciveis, e a
distribuicdo do soluto em cada uma das fases € em fungéo do seu coeficiente de
particao (K) (Leitdo, 2005; Marston; Hostettmann, 2006).

As fases liquidas imisciveis sao sistemas de solventes compostos por
misturas de dois a cinco solventes incluindo a agua, em sistemas de solventes
aquosos, como o objetivo de formar um sistema bifasico onde uma das fases
atuara como fase estacionaria (FE) e a outra como fase mével (FM). O sistema
de solvente a ser aplicado vai variar de acordo com a polaridade das substancias
que serao separadas. Um exemplo, substancias lipofilicas até substancias com
polaridade moderada podem ser separadas de forma eficiente com misturas que
combinam hexano, acetato de etila, metanol e agua em propor¢des variadas
(Buttenbender; Simon; Volpato, 2018; Friesen; Pauli, 2007; Leitdao et al., 2021).

Na literatura existem composicdes de sistemas de solventes bifasicos
padronizados, como o sistema Arizona que € nomeado de A a Z para identificar
as proporgdes variadas dos solventes (Buttenbender; Simon; Volpato, 2018; lto,
2005). Outro exemplo é a tabela de sistemas de solventes apresentada no
trabalho de Sumner (2011), que combina o sistema Arizona e HEMBWat
(hexano: acetato de etila: metanol: butanol: agua).

O coeficiente de particdo (K) pode ser calculado pela razdo entre a
concentracdo de um soluto na FE e a concentracdo do composto na FM.
Considerando um sistema ideal para o fracionamento o analito tera o valor de
K=1. A faixa de K de um analito indicada para uma separacao em CCC € 0,4 a
2,5. Quando os valores de K s&o baixos indica que a amostra tem mais afinidade
com a FM podendo ocasionar uma elui¢do das substancias no inicio da corrida
cromatografica, enquanto os valores de K foram elevados, indica maior interacao

com a FE levando a corridas mais longas (Friesen; Pauli, 2005).
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A técnica de CCC pode ser aplicada de forma semi-preparativa e
preparativa em separagdes de analitos de ampla faixa de polaridade, por esse
motivo a CCC é utilizada na separacdo de amostras complexas, como produtos
naturais (Bao et al., 2021; Cai et al., 2020; Leal et al., 2021; Santos et al., 2024,
Xu et al., 2024), proteinas e nanoparticulas (Wu; Pan, 2016).

3.5.2 Historico da técnica

A técnica de CCC foi desenvolvida a partir de um método de extracéo
para separagdo de compostos organicos designado como distribuicdo
contracorrente (CCD), criado por Craig em 1940, para a separagao de uma droga
contra malaria (Kresge; Simoni; Hill, 2005). Em 1950 Craig e Post construiram
um equipamento comercial, composto 220 tubos de vidro conectados em série
(funcionando como funis de separagao em seérie), utilizando como fase movel a
fase superior do sistema bifasico de solventes (Costa; Leitdo, 2010; Craig, 1950).

Em meados da década de 70 os primeiros prototipos utilizando o
principio da CCC, foram desenvolvidos por Yoichiro Ito. Na criagdo e
desenvolvimento de métodos é comum os protétipos apresentarem alguns
problemas e desafios (Ito, 2005).

O primeiro protétipo, chamado de Helix CCC operava com uma vedagao
rotativa e introduzia o efluente por meio de uma seringa também rotativa. Embora
esse sistema analitico tenha alcancado milhares de pratos tedricos, sua
execugao exigia funcionamento continuo durante a noite, com isso sua maior
limitagdo era o tempo da separagao cromatografica. Posteriormente, o CCC de
goticulas (droplet CCC) foi capaz de realizar separag¢des preparativas com cerca
de 1000 pratos tedricos; no entanto, a técnica foi limitada mais uma vez pelo
tempo de operacgao, tendo em vista que foram necessarios trés dias para o
isolamento de 30 mg de uma amostra teste. As limitagdes dos primeiros
equipamentos deixaram uma percepcao erronia sobre a CCC, de que seria uma
técnica muito demorada (lto, 2005; Tanimura et al., 1970).

Com o avancgo tecnolégico das pesquisas na década de 1980, a CCC
evoluiu significativamente em aspectos de tempo de separacao, resolugéo e
capacidade de carga, culminando na criagdo de técnicas modernas como a

cromatografia de alta velocidade (HSCCC). Nestas técnicas, campos de forga
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centrifuga séo utilizados para manter a fase estacionaria dentro da coluna,
utilizando colunas do tipo hidrodindmica e hidrostatica (Berthod et al., 2009;
Costa; Leitao, 2010; Ito, 2005)

Durante a década de 2000, foi o equipamento de cromatografia
contracorrente de alta eficiéncia (HPCCC), que se caracteriza pelo emprego de
equipamentos com arquitetura funcional semelhante aos da HSCCC, porém
operando a velocidades superiores, alcangando rotacdes de até 1600 rpm. Essa
condigdo resulta em maior retengdo da fase estacionaria (FE) e eficiéncia do
processo de separagao, devido a elevacgao do nivel g, que é definido pela razao
entre a aceleragao centripeta no raio do rotor e a aceleragdo da gravidade na
Terra (Buttenbender; Simon; Volpato, 2018; Guzlek; Wood; Janaway, 2009).

3.5.3 Instrumentacédo da CCC

Os equipamentos modernos utilizados de CC podem ser divididos em

dois sistemas:

1- Aparelho de cromatografia de partigdo centrifuga hidrostatica (CPC) —
Utiliza um campo de aceleragao centrifuga constante produzido por uma
rotacdo de eixo unico e duas juntas de vedacao rotativa para entrada e

saida da fase movel (Hu; Pan, 2012).

2- Aparelho de cromatografia de particdo contracorrente de bobina
hidrodinamica - Utiliza campo de aceleragao centrifuga variavel produzido
pelo mecanismo de rotagdo em dois eixos (movimento planetario) e um

arranjo rotativo sem vedacé&o para a coluna (Hu; Pan, 2012).

Nesta revisao a explanacao sera centrada no mecanismo do movimento

planetario que esta ilustrado na Figura 11.

46



Coluna em espiral

Giro Planetario

Eixo de rotagdo

Eixo de revolugéo | _MNé¢&—— PHBH—mom""r-7o-H+—o—"—1o—o—1n-"-"-——"~

Figura 11. llustragdo do movimento planetario sincrono de uma coluna em espiral em camadas

multiplas de equilibrio hidrodinamico do tipo-J. Adaptado de (Ito, 2005).

A Figura 11 mostra a coluna em espiral numa bobina e os dois eixos
paralelos o de rotagao e o de revolugdo. O arranjo de engrenagens 1:1 possibilita
0 giro planetario na mesma velocidade. A bobina na qual a coluna se encontra
enrolada, gira em seu proprio eixo € a0 mesmo tempo gira entorno do eixo de
revolugdo com a mesma velocidade angular (w) e mesma direcdo. Este
movimento planetario evita torcer o feixe de tubos de fluxo permitindo eluigao
continua através de uma coluna rotativa sem risco de vazamento e
contaminagao (Ito, 2005).

O movimento planetario faz com que a fase menos densa do sistema
bifasico, fique em uma das extremidades da coluna (cabeca), fazendo com que
a fase mais densa se movimente para a outra extremidade da coluna (cauda)
(Ito, 2005). Além disso, este movimento proporciona um contato eficiente da
amostra com as duas fases liquidas, como pode ser observado na Figura 12a.

A figura 12a observa-se esquematicamente varias posic¢oes (I, I, I, 1V)
que a coluna atinge durante o movimento planetario do tipo J sob iluminagéo
estroboscépica. As duas fases observadas na Figura 12 (preta e branca)
mostram duas zonas hidrodindmicas diferentes, a zona de mistura perto do eixo
de revolugéo e a zona de decantagao no lado oposto (Ito, 2014).

A Figura 12b apresenta de forma semelhante o processo hidrodindmico
das duas fases em uma coluna em espiral. As duas setas curvas na parte lateral
indicam que as duas fases sofrem o movimento contracorrente, onde a fase

superior se move para baixo e a fase inferior para cima sob a influéncia de um
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forte campo de forga centrifuga. O que indica que a fase que embora a fase
estacionaria confinada na coluna, ela ndo é estacionaria, no entanto faz
continuamento o movimento contracorrente contra a fase mével. A zona de
decantagéo na coluna esta na parte em que o campo de forga centrifuga é alto.
A forga centrifuga produzida no interior da coluna é alternante e ndo constante e
estabelece um equilibrio hidrodindmico entre as fases, onde cada uma pode

ocupar aproximadamente a metade do volume total da coluna (lto, 2005, 2014)

B Movimento contracorrente em
sistema CCC hidrodinamico
y;
Zona de
decantagao
F.S F.S
F.l < Zona contracomente —> F.l
Cabega *
UL TYTYYITIY e | Eixo de Revolugéo
CTTTTTTTIIIT T ||
C "I {111141 4 v V0 |
( T Tmm—o v

Figura 12. Movimento hidrodinamico de duas fases liquidas imisciveis dentro de uma coluna em
espiral submetida ao movimento planetario.
Legenda: (A). Esquema do interior da coluna; (B) Movimento contracorrente das duas fases em

um loop espiral sob o movimento planetario. Adaptado de (lto, 2005).

3.5.4 Sistemas bifasicos de solventes

A escolha do sistema de solvente bifasico € uma das etapas decisivas
para o isolamento eficaz de substancias em produtos naturais. Grande parte dos
sistemas sao ternarios e quaternarios com agua e solventes organicos que
formam duas fases, fase superior e fase inferior. Sistemas bifasicos pré-definidos
sao propostos em tabelas, sendo a mais conhecida como sistema Arizona
(Buttenbender; Simon; Volpato, 2018; Ito, 2005).

Berthod e colaboradores (2009) afirmam que existem trés critérios para
selecionar um sistema liquido bifasico:

1° Critério: O sistema de solventes deve formar fases imisciveis;
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2° Critério: A fase escolhida como fase estacionaria deve ser retida pela
coluna CCC;

3° Critério: A amostra deve ser separada pelo sistema liquido bifasico
selecionado;

Ao comparar a CCC com a cromatografia liquida, que apresenta suporte
solido como fase estacionaria, a selecdo do sistema de solventes em CCC
equivalente a escolha da coluna e do eluente de forma simultanea. Diversos sao
os métodos utilizados para a selegcdao de sistemas de solventes, como:
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia de alta resolugao
(CLAE), espectroscopia de ultravioleta (UV), cromatografia gasosa (CG),
gravimetria e pelo método shake flask (Friesen; Pauli, 2005).

Uma das estratégias mais simples, rapidas e eficazes para selecionar
sistemas bifasicos adequados a separacdo CCC é a analise por CCD. Nesse
procedimento, uma quantidade da amostra € dissolvida no sistema solvente
bifasico, e aliquotas de volumes iguais de cada fase sdo aplicadas em uma placa
de silica. A eluicio é realizada com a fase menos polar, permitindo a avaliagao
dos fatores de retencao (Rf) dos componentes, o que auxilia na definigdo dos
modos de elui¢cao e dos sistemas de deteccao mais apropriados (Friesen; Pauli,
2005).

O modo de eluigdo mais comum em CCC €& o modo isocratico para
separagao de substancias majoritarias de misturas complexas. A diversidade de
polaridade de substancias presentes em produtos naturais levantou a
necessidade de buscar alternativas para isolar substancias de diferentes
polaridades por CCC. Uma alternativa foi implementar o modo de eluicdo
gradiente, onde a composigao da fase mével varia de forma a aumentar a forga
de eluicdo da fase modvel, no decorrer da corrida em CCC, podendo separar
compostos com uma ampla faixa de K em misturas complexas (Ignatova et al.,
2011).

O modo gradiente de elui¢ao pode ser realizado de diferentes maneiras:
gradiente linear, gradiente nio-linear, gradiente de vazédo, gradiente de pH e
gradiente de salinizacdo. No gradiente ndo-linear a modificagao da fase moével é
mais abrupta, em algum ponto da corrida uma nova FM é bombeada para o

sistema. Os principais objetivos de se utilizar o modo gradiente € diminuir o
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tempo de fracionamento e melhorar a resolugdo cromatograficas (Huang et al.,
2016; Leitao; Costa, 2015).

Os sistemas de deteccédo utilizados em CCC sdo os mesmos acoplados
ao CLAE, como o detector de ultravioleta (UV-VIS), e o detector de arranjo de
diodo (DAD). De acordo com Friesen et al (2015) a detec¢ao mais utilizada € por
UV-VIS, representando 87% dos cromatogramas obtidos de isolamento de
produtos naturais por CCC.

A CCC é uma técnica que ainda esta sendo difundida no Brasil e no
laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica-ICE
da Universidade Federal do Amazonas ha um equipamento em operagao, o
HPCCC de modelo Spectrum da marca Dynamic Extraction. E um equipamento
unico em funcionamento no Amazonas e atualmente é utilizado para
fracionamento e isolamento de substancias de interesse farmacoldgico e

tecnologico provenientes de residuos madeireiros da Amazénia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes, materiais e equipamentos

4.1.1 Reagentes

Alcool metilico P.A. (Synth); alcool metilico grau HPLC (Merck); alcool
etilico P.A. (Cinética); n-hexano P.A. (Synth); cloroférmio P.A. (Vetec); acetato
de etila P.A. (Dinamica); alcool butilico normal P.A. (Dinamica); acetonitrila grau
HPLC (Sigma-Aldrich); acido acético glacial P.A. (Synth); acido férmico P.A.
(Synth); acido sulfurico P.A. (Synth); acido cloridrico P.A. (Synth); sulfato de
sodio anidro P.A. (Synth); cloreto férrico P.A. (Dindmica); anidrido acético P.A.
(Synth); hidroxido de sédio P.A. (Synth); hidroxido de amdnio (marca); nitrato de
bismuto P.A. (Merck); iodeto de potassio P.A. (Synth); vanilina P.A. (Sigma-
Aldrich); polietilenoglicol  400—PEG (Synth); 2-aminoetildifenilborinato-NP
(Sigma-Aldrich); 2,2-difenil-1-picril-hidrazila-DPPH (Sigma-Aldrich); anisaldeido

P.A. (Aldrich); carbonato basico de bismuto.

4.1.2 Materiais

Placas cromatograficas de silica Gel 60 F254 (Sigma-Aldrich);
microseringa de 25 pL para CCD (Hamilton), filtro de seringa PTFE de 0,45 pm
e 13 mm (Unifil); fitas para medir pH (Macherey-Nagel).
4.1.3 Equipamentos

Balanga semi analitica (Shimadzu); balanga analitica (Shimadzu); capela
(Quimis); chapa aquecedora (Corning PC-4200); manta aquecedora 1200 mL
(Fisaton); evaporador rotatério (Fisaton); bomba de vacuo sl 061 (Solab); banho
maria sl 150 (Solab); moinho de quatro facas (Solab); estufa de circulagao
forcada de ar (Nova Etica); estufa de secagem; TCL visualizer (CAMAG);
circulador de agua (Fisatom); espectrofotbmetro de placa de multipogos
(VICTOR, Nivo); espectrdbmetro de massas - LQC Fleet (Thermo Scientific);
polarimetro (Antor Paar, MPC 300); espectrdbmetro de ressonancia magnética
Nuclear (Brucker® Avancer |l HD 11,74 T, 500 Hz-'H e 125 Hz-'3C);
cromatoégrafo liquido contracorrente de alta performance — HPCCC Spectrum
(Dynamic Extraction); cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado ao
detector de arranjo de diodo — Ultimate 3000 (Dionex, Themo Scientific);

cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia — LC-20AT, acoplado ao detector de
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ultravioleta — SPD-M20A (Shimadzu); cromatégrafo liquido de alta eficiéncia -
Accela HPLC (Thermo Scientific, Waltham)

4.2 Preparagao dos reveladores quimicos

Os reveladores quimicos foram preparados para as analises por CCD
dos extratos e fragcbes, com o intuito de realizar a prospecgdo quimica e
bioautografia. Os procedimentos utilizados para a produg¢ao dos reveladores séo

detalhados a seguir.

4.2.1 Vanilina sulfarica

O acido sulfurico concentrado (5 mL) foi misturado cuidadosamente em
100 mL de etanol, sendo este processo realizado em banho de gelo para evitar
0 aquecimento do frasco (solugédo 1). A solugédo 2 foi preparada com 1 g de
vanilina dissolvida em 100 mL de etanol em um baldo volumétrico. As duas
solugdes foram misturadas e armazenadas em um frasco ambar. Todo o

procedimento fui realizado na capela (Wagner; Bladt, 1996).

4.2.2 Anisaldeido

A solucgao foi preparada com a mistura de 5 mL de anisaldeido, 90 mL
de etanol, 5 mL de acido sulfurico concentrado e 1 mL de acido acético glacial.
A adicao dos acidos na solucgao foi feita cuidadosamente com o auxilio de pipeta
graduada para evitar alguma reagao brusca, além disso o procedimento foi feito

na capela (Araujo, 2019)

4.2.3 NP-PEG

O revelador NP-PEG é formado por duas solugdes que séo aplicadas na
CCD separadamente, estas sao preparadas da seguinte forma:
-Solugao 1: 1 g de 2-aminoetildifenilborinato (NP) foi dissolvido em 100 mL de
metanol;
-Solugao 2: 5 g de PEG foram dissolvidos em 100 mL de etanol.

A aplicagao nas placas cromatograficas é feita primeiro com a solugao
1, esperou-se secar e em seguida a solugao 2 foi aplicada (Wagner; Bladt, 1996).
4.2.4 Dragendorff

A solugao estoque foi preparada com 25 mL de acido acético, 2,6 g de
carbonato basico de bismuto e 7 g de iodeto de sédio que foram misturados e
aquecidos por alguns minutos. Ocorreu a precipitacdo de acetato de sodio que
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foi filtrado apds 12 horas, em seguida 20 mL desta solugado foram misturados a
80 mL de acetato de etila e 0,5 mL de agua destilada. A solugao foi armazenada
em frasco ambar.

A solucédo reagente foi preparada com a mistura de 10 mL da solugao
estoque, 100 mL de acido acético e 240 mL de acetato de etila. No momento da
revelagao a solucgao foi borrifada na CCD e observou-se as manchas (Wagner;
Bladt, 1996)

4.2.5 DPPH

O radical DPPH (2,4 mg) foi solubilizado em 100 mL de metanol em um
baldo volumétrico, posteriormente a solugao foi transferida para um a garrafa de
vidro ambar (Rufino et al., 2007).

4.3 Coleta do material vegetal

Os residuos (cascas) das seguintes espécies: Andira parviflora Ducke
(cascas e cerne), Robrichia schomburgkii (Benth.) A.R.M.Luz & E.R.Souza,
foram coletados na empresa Mil Madeiras Preciosas Ltda, localizada no
municipio de ltacoatiara-AM, Km 01 da rodovia AM-363 (Silves-Itapiranga) que
pode ser acessada pela rodovia AM-010 no Km 227 (Manaus-ltacoatiara). A
coleta foi autorizada e registrada no Sistema Nacional de Gestao do Patrimbnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (N° A43E99).

4.4 Obtencgao dos extratos e fracionamento dos residuos madeireiros

As cascas das duas espécies e o cerne de A. parviflora foram limpos e
secos em estufa a 40 °C por 72 horas, posteriormente cada material foi triturado
separadamente em moinho de 4 facas, em seguida foi pesado numa balanga
semi analitica.

O processo de obtencao de extratos se deu a partir de 800 g de cada
material vegetal triturado das espécies A. parviflora e R. schomburgkii. A
extracdo foi realizada por maceracdo exaustiva com etanol 70%, sob refluxo e
aquecimento a 60 °C por 30 min a cada dia de extragdo, durante trés dias
consecutivos. Posteriormente a solugao hidroalcéolica foi filtrada e concentrada
em evaporador rotatorio para a remocgao do solvente. Foram obtidos cerca de
1000 mL de cada extrato, estes foram separados em partes iguais, sendo uma
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parte utilizada para realizar o fracionamento por particdo liquido-liquido e a outra
parte foi transferida para capsulas de porcelana para secagem em banho-maria.

Os extratos foram particionados em ordem crescente de polaridade com
0s seguintes solventes organicos: hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol. As fragbes foram concentradas em evaporador rotatério e levadas ao
banho maria a 60 °C para finalizar o processo de eliminagao de solvente. Os
extratos e fragcbes secos foram transferidos para frascos previamente
identificados e pesados, apos pesagem das amostras, seus rendimentos foram
calculados. As amostras obtidas foram identificadas por cédigos de acordo com

sua espécie e 6rgao vegetal (Tabela 2).

Tabela 2. Cédigos dos extratos e fragdes das duas espécies madeireiras.

Espécie Amostra Cédigo
Extrato bruto ACEEB
Fragcdo em hexano ACE1
A. parviflora (Cerne-CE)  Frag&o em cloroférmio ACE2
Sucupira vermelha Fracdo em acetato de etila ACE3
Fracdo em butanol ACE4
Fracao hidroalcéolica ACE5
Extrato bruto ACAEB
Fragcdo em hexano ACA1
A. parviflora (Cascas-CA) Frag&o em cloroférmio ACA2
Sucupira vermelha Fracdo em acetato de etila ACA3
Fragdo em butanol ACA4
Fracao hidroalcéolica ACA5
Extrato bruto EEB
Fragdo em hexano E1
R. schomburgkii (Cascas) Fragéo em cloroférmio E2
Sucupira amarela Fracdo em acetato de etila E3
Fragdo em butanol E4
Fracao hidroalcéolica E5

4.5Prospeccao fitoquimica em tubos dos extratos e fragoes

A prospeccao em tubos de ensaio foi realizada com os extratos e fragdes
das cascas e cerne de A. parviflora e com as cascas de R. schomburgkii. Nestes
testes foram indicados qualitativamente as classes de substancias presentes em
cada amostra, a partir das cores observadas nas reagées quimicas observadas.

A metodologia utilizada foi a de Matos (2009).
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5.1 Teste para a presencga de terpenos (Lieberman-Burchard)

Utilizaram-se 300 mg dos extratos e 30 mg das fragbes ACE1, ACEZ2,
ACE3, ACA1, ACA2, ACA3, E1, E2 e E3. Estas foram solubilizadas em
cloroférmio e filtradas e transferidas para um tubo de ensaio limpo, seco e
devidamente identificado. Em cada tubo de ensaio foi adicionado 1 mL de
anidrido acético e os tubos foram agitados. Cuidadosamente foram adicionadas
3 gotas de acido sulfurico (0,1 mol/L) e logo foram levemente agitados.

Visualmente as mudancgas de cores e precipitacdo foram avaliadas.

4.5.2 Teste para a presenga de saponinas

Neste teste foram pesados 300 mg dos extratos secos e 30 mg das
fragdes ACE3, ACE4, ACE5, ACA3, ACA4, ACAS5, E3, E4 e E5. Os extratos e
fragdes foram solubilizados em agua destilada (mL) e filtrados. Cada tubo foi
agitado por trés minutos e deixados em repouso. Observou-se quanto a
formacgao espuma.
- Teste de confirmacéao para saponinas

Adicionaram-se 3 gotas de HCI (0,1 mol/L) nos tubos preparados no
procedimento anterior. Estes foram deixados imersos em banho-maria durante
1 h. Os tubos foram retirados do aquecimento e resfriados a temperatura
ambiente. Em seguida o conteudo dos tubos foi neutralizado com NaOH (0,1
mol/L) e foram agitados por 3 minutos e por fim observou-se a presenga ou

auséncia de espuma e precipitados.

4.5.3 Caracterizagao de compostos fendlicos
Os testes foram realizados com os extratos e com as fracdes ACES3,
ACE4, ACE5, ACA3, ACA4, ACA5, E3, E4 e E5, desenvolvido em 4 etapas:

- Etapa 1 - Preparo da solucao estoque:

Pesaram-se 300 mg dos extratos brutos e foram extraidos com
cloroféormio para retirar as substancias lipofilicas. O residuo insoluvel em
cloroférmio foi solubilizado em metanol 70%, resultando em uma solucéo
hidroalcdolica que foi filtrada para um baldo volumétrico de 100 mL e avolumada

com metanol. O pH da solugéo foi ajustado com HCI (0,1 mol/L) até atingir pH 4.
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As solugdes estoque das fragdes foram preparadas com 30 mg de cada
fracdo, seguindo o mesmo procedimento utilizado para os extratos com excegéao
da extracdo como CHCIs. Todas as etapas seguintes desse teste foram feitas
em triplicata a partir de cada solugéo estoque.

Para a execugcdo das etapas 2 a 4, foram utilizados 6 tubos com
identificacdo de 1-6 e um branco negativo para realizar cada triplicata.

- Etapa 2 — Teste para fendis e taninos:

No tubo 1 foram adicionados 3 mL da solu¢do estoque e trés gotas de
solugao alcodlica de cloreto férrico (FeCls). A reagao ocorreu e alteragao de cor
foi comparada ao branco de cada amostra.

- Etapa 3 — Teste para antocianidinas, antocianinas e flavonoides

O volume de 3 mL da solucdo estoque foi adicionado nos tubos 2,3 e 4
de cada amostra. O pH do tubo 2 foi ajustado para 3 com HCI, ja nos tubos 3 e
4 adicionou-se NaOH (0,1 mol/L) para basificar a solugdo até pH 8 e 11,
respectivamente. Depois de alguns minutos avaliou-se a mudanga de cor em

comparagao ao branco de cada amostra.

4.6 Prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD)

dos extratos e fragoes

Os extratos e fracdes foram submetidos a analise por CCD, estes foram
preparados em uma concentragao de 30 mg/mL e solubilizados em metanol, com
excegao das fragdes em hexano que foram solubilizadas em hexano. As
amostras foram aplicadas manualmente com uma seringa para CCD, utilizando
o volume de 10 pL. Foram utilizadas, placas cromatograficas de fase normal de
gel de silica (TLC, silica gel 60, UV254 aluminium-sheets, Macherey-Nagel, 20 x
20 cm). As placas foram previamente eluidas com metanol, em seguida as
placas de CCD foram ativadas em estufa a 100 °C durante 1 h.

As eluicbes das placas cromatograficas foram feitas em cubas de vidro
com o sistema de eluente preparado de acordo com natureza da amostra afim
de se obter a melhor separagdo cromatografica. Diferentes sistemas foram
testados em diferentes proporgées dos solventes: hexano (Hex), cloroférmio
(CHCIs), acetato de etila (AcOEt), acido acético (AcOH), acido formico (HCOOH),
metanol (MeOH) e agua (H20).
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Durantes os testes de sistemas as placas eluidas foram monitoradas
com os seguintes reveladores: anisaldeido ou vanilina sulfurica, NP-PEG e luz
ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 366 (camara de UV-Vizualizer
Camag). Apos a selegédo do eluente as placas foram reveladas nos demais

reveladores: cloreto férrico e DPPH.

4.7 Atividade citotéxica frente a células tumorais

A analise foi conduzida na Universidade Federal do Ceara (UFC), em
colaboracdo com a professora Dra. Claudia do O Pessoa, coordenadora do
Laboratério de Oncologia Experimental (LOE). Os dados obtidos foram
submetidos a avaliagdo estatistica por meio de regressao linear, utilizando o

software GraphPad Prism, verséo 8.0.1.
4.7.1 Determinagao da viabilidade celular

A atividade citotéxica dos extratos e fragdes foi avaliada frente a oito
linhagens celulares, sendo sete tumorais e uma nao tumoral. As linhagens
tumorais utilizadas foram:SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de célon -
humano), PC3 (carcinoma de prostata), HL60 (leucemia promielocitica), DU-145
(adenocarcinoma de prostata), MDA-MB-23 (carcinoma de mama), NCI-H460
(carcinoma de pulmao) e linhagem nao tumoral HaCat (queratindcitos humano),
cedida pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). As linhagens de células tumorais
foram cultivadas em meio RPMI 1640, e a linhagem ndo tumoral em DMEN.
Ambos os meios de cultura foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
COo..

As amostras de extratos, fracbes e substancias purificadas foram
solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSQO) nas concentragbes de 50 mg/mL, 20
mg/mL e 2 mg/mL para a preparagéo das solugdes estoque, respectivamente.

A analise de citotoxicidade foi realizada pelo método de MTT (3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium), analisando a viabilidade
celular das células, segundo (Mosmann, 1983). As células foram plaqueadas
nas concentragdes de 7 x 10% céls/mL (HCT-116), 1 x 10° céls/mL (SNB19 e
PC3), 3 x 10°céls/mL (HL60), e 5 x 10° céls/mL (HaCat).
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As amostras foram testadas primeiramente em concentragéo unica (250
pMg/mL para o extrato; 100 yg/mL para fracdo e 10 yg/mL para substancias
puras), nas linhagens HCT-116, PC3 e SNB-19. As amostras com porcentagem
de inibicdo acima de 60% foram selecionadas para a determinacdo da

concentracao inibitéria média (ICso).
4.7.2 Determinagao de concentragao inibitéria (Clso)

Nesta etapa, a linhagem HLGO foi incluida para analise. Além disso, nos
testes realizados com as subfragdes, substancias em mistura e isoladas, foram
adicionadas as linhagens DU-145, MDA-MB-231, NCI-H460. As amostras foram
submetidas a diluicdo seriada com as seguintes concentragcbes maximas e
minimas: extratos brutos (250 a 3,90 ug/mL), fragbes (100 a 1,56 pg/mL) e
substancias puras (10 a 0,15 pg/mL).

As placas contendo as células foram incubadas por 72 horas em estufa
a 37 °C, sob atmosfera controlada com 5% de CO,. Apdés o periodo de
tratamento, realizou-se a centrifugagcdo das placas e a remocado do
sobrenadante. Em seguida, adicionaram-se 100 yL da solugdo de MTT a cada
poco. As placas foram novamente incubadas por trés horas, seguidas de nova
centrifugacédo e remog¢ao do sobrenadante. O precipitado formado foi entdo
solubilizado com 100 yL de DMSO, e a absorbancia da solugao resultante foi
medida em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 595 nm. Todas as
analises foram realizadas em duplicatas em trés experimentos diferentes. O
indice de seletividade (IS), foi pela divisdo entre o valor da Clso de cada
composto-teste na linhagem de célula nao tumoral (HaCat) e o valor da Clso de
cada composto na linhagem de células tumorais (IS = Clso HaCat/Clso células

tumorais).

O Fluxograma 1 apresenta o delineamento experimental realizado nesta

primeira etapa do trabalho.

58



R. schomburgkii (Cascas)
Mil Madeiras Preciosas Lida

| Limpeza, secagem e trituracéo

_[ Extracdo em EtOH 70% Sob ]
refluxo

Brutos
| Partigéo liquido-liquido
I ! v v l

Residuo
Hex CHCly AcOEt ButOH Hidroalcoolico

[ Coleta de A. parviflora (Ceme e Cascas) e ]

+ Prospeccéo fitoquimica em Tubos e por CCD
+ Atividade Citotoxica frente a células tumorais

Fluxograma 1. Etapa inicial da metodologia realizada com as espécies madeireiras

4.8 Fracionamento e isolamento das fragoes ativas
A etapa de fracionamento e isolamento descrita a seguir foi realizado com
as fragcdes que apresentaram resultados positivo nos testes de atividade

citotoxica que foi utilizado para guiar todo o fracionamento.

4.8.1 Cromatografia contracorrente de alta performance (HPCCC-high
performance counter current chromatography)

O Cromatégrafo Contracorrente utilizado foi o da marca Dynamic
Extraction e modelo HPCCC Spectrum (Figura 13), que se encontra do
Laboratorio de Produtos Naturais no Departamento de Quimica da UFAM. O
equipamento possui duas bobinas com duas colunas, sendo uma analitica com

24 mL e outra coluna preparativa com 136 mL.

Figura 13. Cromatdgrafo contracorrente de alta performance — HPCCC
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O sistema de refrigeragdo do equipamento utilizado foi um banho
refrigerante da marca Lab Tec e modelo Smart H150-1500 que foi conectado ao
HPCCC, mantendo a temperatura da agua em 8 °C. O equipamento foi
conectado também a uma bomba da marca Alpha 10 e modelo Isocratic Pump
onde o fluxo variou de 0,1-10 mL/min para impulsionar as fases moéveis e
estacionarias para dentro da coluna. A temperatura do cromatégrafo foi mantida
entre 20 e 25 °C.

4.8.2 Procedimento geral dos fracionamentos por HPCCC

Os fracionamentos foram realizados em coluna preparativa e gradiente
nao linear. Inicialmente, a coluna foi purgada com 35 mL da fase estacionaria
previamente selecionada, procedimento repetido antes da introducédo de cada
fase mével. A coluna foi preenchida com a fase estacionaria (10 mL/min), em
seguida iniciou a rotagao da coluna até chegar a 1600 rpm. Ajustou o fluxo para
6 mL/min e comegou a bombear as fases méveis para dentro da coluna.

A amostra foi solubilizada em 7 mL do sistema bifasico utilizado, filtrada
com algodéao e injetada no equipamento por meio de seringa. A fragdo nao
filtrada, denominada amostra residual (AR), foi utilizada para determinar a massa
efetivamente injetada e para analises por cromatografia em CCD.

Ao final do processo, interrompeu-se a rotacdo da coluna e a extruséo
da fase estacionaria foi realizada (10 mL/min), assegurando a completa

recuperacao dos compostos retidos.

4.8.2 Fracionamento e isolamento de constituintes quimicos de Andira parviflora
(cerne) — ACE3

4.8.2.1 Teste de sistemas de solventes bifasicos com a fracdo ACE3

A fragdo ACE3 foi submetida a testes de sistemas com os solventes
hexano - acetato de etila — metanol - n-butanol - agua em mistura de diferentes
proporcdoes, tendo como referéncia (Sumner, 2011) com adaptagdes. Foram
solubilizados 2 mg da fragdo em 2 mL de misturas de solventes. A mistura foi
agitada e deixada em descanso para entrar em equilibrio e ocorrer a formagéao
das fases.

Em seguida, as fases superior (FS) e inferior (FI) foram separadas em
frasquinhos com o auxilio de uma pipeta automatica de 1000 pL e aplicadas (10
ML) em CCD de gel de silica 60 e eluidas com CHCI3:AcOH:MeOH:H20-
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60:16:12:8. Ap0s eluicdo as placas foram reveladas em anisaldeido, NP-PEG e
em 366 nm (UV). A Figura 14 apresenta um esquema basico da metodologia

realizada para o teste de sistemas.

CCD

-~ o
ey, -‘," —

{  Sistema

2mg | Bifésico
“ ’» - ‘ -

— 5 .

Figura 14. Metodologia para o teste de sistemas de solventes com a fragao ACE3

Os sistemas testados constam na Tabela 3, de acordo com a avaliagao
da distribuicdo das manchas na CCD, os sistemas foram selecionados para o

fracionamento.

Tabela 3. Proporgéo (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes testados com a fragao ACE3

Sistema Hexano AcOEt MeOH Butanol Agua

1 0 0 0 5 5
2 0 1 0 4 5
3 0 2 0 3 5
4 0 3 0 2 5
6 0 1 0 0 1
8 1 9 1 0 9
10 1 5 1 0 5
13 2 5 2 0 5
14 1 2 1 0 2
15 2 3 2 0 3
16 5 6 5 0 6
17 1 1 1 0 1
18 6 5 6 0 5
20 2 1 2 0 1

4.8.2.2 Fracionamento por HPCCC- 12 injecao (modo normal)

Os sistemas de solventes bifasicos selecionados para o fracionamento,
sdo apresentados na Tabela 3, onde a fase aquosa (Fl) do sistema 17 foi a fase

estacionaria e as fases organicas (FS) dos sistemas 17, 15 e 13 atuaram como
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fase movel. Os sistemas foram preparados com solventes de grau PA e agua de

Mili-Q, previamente sonicados por 20 min.

Tabela 4. Proporcao (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes utilizados no fracionamento de

fase normal de ACE3

Sistema Hexano AcOEt MeOH Agua

17 (Fl e FS) 1 1 1 1
15 (FS) 1 1,5 1 1,5
13 (FS) 1 2,5 1 2,5

O fracionamento foi realizado em gradiente ndo-linear, em modo normal
com 300 mg de ACE3, tendo como volume morto (VM) 19 mL. As fragdes foram
coletadas em tubos de ensaio (18 mL/tubo na primeira etapa do gradiente e 12
mL/tubo na segunda e terceira). Apos a coleta das trés fases moveis, realizou-
se a extrusao, onde foram coletadas 11 mL por tubo de ensaio. Foram coletadas
no total de 42 fracoes, estas foram secas, seus rendimentos foram determinados
e analisadas em CCD, as fragdes com perfil cromatografico foram unidas e

analisadas por EM.

4.8.2.3 Fracionamento por HPCCC — 22 Injecao (modo reverso)

Para o fracionamento em modo reverso de ACE3 foram utilizados os
sistemas 8, 10, 12 e 14, listados na Tabela 5. A fase superior do sistema 8 foi
utilizada como fase estacionaria e as fases inferiores do sistema 8 e as demais
foram utilizadas como fases moveis. Os sistemas foram preparados com

solventes de grau PA e agua de ultrapura, previamente sonicados por 20 min.

Tabela 5. Proporcéo (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes utilizados no fracionamento de

fase reversa de ACE3

Sistema Hexano AcOEt MeOH Agua

8 (FS e FI) 1 9 1 9
10 (F1) 1 5 1 5
12 (F1) 1 3 1 3
14 (F1) 1 2 1 2

Pesaram-se 300 mg da fragdo ACE3 para o fracionamento em fase
reversa e em gradiente nao-linear, a fragdo foi solubilizada no sistema 8. O
fracionamento mostrou uma retengao de 63% (Sr) e 14 min de tempo de retengao
da fase mével. As fragdes foram coletadas em tubos de ensaio (12 mL/tubo).
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ApoOs a coleta das quatro fases moveis, realizou-se a extrusdao, onde foram

coletadas 15 mL por tubo de ensaio. Foram coletadas um total de 35 fragdes.

4.8.2.4 Fracionamento por HPCCC — 32 Injecdo (modo reverso)

O fracionamento do item 4.8.3.3 foi otimizado para um fracionamento
mais curto e um menor numero de fragdes utilizando os seguintes sistemas da
Tabela 6. A fase estacionaria utilizada foi a fase organica (FS) do sistema 12 e

as fases moveis foram as fases aquosas (Fl) dos sistemas 12 e 14.

Tabela 6. Proporgao (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes utilizados no 3° fracionamento de

fase reversa de ACE3

Sistema Hexano AcOEt MeOH Agua
12 (FS e FI) 1 3 1 3
14 (FI) 1 2 1 2

A eluicao foi realizada em modo gradiente nao-linear, utilizando 500 mg
de ACE3 para o fracionamento, a fragao foi solubilizada no sistema 12. O volume
morto foi de 54 mL, com um fator de retencéo (Sr) de 62% e 14,05 min o tempo
de retengao (Rt).

Durante o fracionamento em HPCCC as fragbes foram coletadas em
tubos de ensaio, sendo que a primeira fracao referente a 12 fase movel foi
coletada em um copo durante 8 min e 30 seg, a partir do tubo de ensaio 1 a
coleta foi feita de 12 mL/tubo, no tubo 4 iniciou-se a coleta de 6 mL/tubo até o
tubo 7. Apds a passagem das 2 fases moveis foi realizada a extrusao, coletando-
se 15 mL por tubo de ensaio. Ao final da separacao foram obtidas 18 fragdes.
Todo o processo descrito foi realizado 8 vezes com reprodutibilidade afim de se
obter maior quantidade de cada fracdo obtida. As fracbes foram submetidas a
analise por CCD e unidas de acordo com o perfil cromatografico observado.

Posteriormente as fragbes foram analisas por CLAE-DAD e CLAE-EM.
4.8.2.4.1 Purificagao por CLAE-UV da fragdo ACE3-4

O isolamento por CLAE-UV semipreparativo foi realizado no
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia equipado com uma coluna analitica Shim-
Pack Prep-ODS C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 ym) mantida em 28 °C, um controlador
de sistema CBM-20, degaseificador DGU-20A5. O sistema de eluigdo foi em

modo gradiente com uma vazdo de 1 mL/min de acordo com as condi¢des a
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seguir: gradiente de 20-100% de B (0-30 min), sendo o solvente A agua ultrapura
e o solvente B MeOH. Os cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de
onda 240 nm e 280 nm. As injegbes foram feitas com 100 yL de amostra
solubilizadas em DMSO. O software utilizado para o tratamento dos
cromatogramas foi o Shimadzu LC-solutions. A purificacdo foi realizada com
duas inje¢des de 30 mg da fragdo, onde foram coletadas 5 fragdes (ACE3-4-1,
ACE3-4-2, ACE3-4-3, ACE3-4-4, ACE3-4-5). As fragbes foram analisadas por
insercao direta em EM (descricdo no item 4.10) utilizando como fonte de
ionizagdo APCI nos modos positivo e negativo, os ions mais intensos foram
fragmentados. Posteriormente as fragdes foram enviadas para analise de RMN
(item 4.11) de 'H, '3C, DEPT 135 e bidimensionais.

A seguir pode-se observar o Fluxograma 2 que abrange todo o
fracionamento realizado com a fragdo ACE3 a partir da terceira corrida de

fracionamento executado no HPCCC.

ACE3

3% Corrida (HPCCC)-8x-4 g
Modo reverso-Prep-Sist. 12 e 14

{4

18 fractes

Analise por

Unido de
Fracées

— 5| ACE3-4-1(16mg)

Atividade

Citotoxica ACE3-4-2 (4,8 mg)-
=

13 fractes

Substéncia 1
Atividade
Andlise de CLAE-DAD e ACEsd CLAE-UV ACE3-4-3 (9.1 mg)- Citotoxica
CLAE-EM - Semipreparativo Substancia 2
—> | ACE3-4-4 (1,6 mg)
—> | ACE3-4-5(0,6 mg)

Fluxograma 2. Etapas do fracionamento de ACE3 de A. parviflora até o isolamento das
substancias 1 e 2.

4.8.2.4.2 Fracionamento por CLAE-DAD da fragao ACE3-17

O fracionamento semipreparativo da fracdo ACE3-17 (50 mg) foi
desenvolvido no cromatografo liquido de alta eficiéncia equipado com um
detector DAD (SPD-M20A) e injetor automatico (SIL-20AC). A fase movel

utilizada foi agua (solvente A) e metanol (solvente B), com vazao constante de
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2,5 mL/min. O sistema de eluicdo operou em modo gradiente nas seguintes
condicdes: 50-100% de gradiente B (0-24 min), 50 mg de foi solubilizado em 1
mL de MeOH, sendo realizadas 10 inje¢des de 100 uL, o que resultou em 17

subfragdes. Todas as subfracdes foram analisadas por EM e as promissoras

foram submetidas a analise 'H, '3C, DEPT 135 e bidimensionais (fluxograma 3).

ACE3-17-9 (11,1 mg)
Substancia 3

CLAE-DAD Semipreparativo Atividade

5 T " Citotoxica
47 || - Método gradiente: 50 a 100% Andlise de EM e ACE3-17-13 (6,6 mg)
ACE3A7 de B (MeQH) em 24 min. 17 fragdes RMN Substancia 4

- Fluxo: 2,5mUmin. - UV: 240nm
e 280 nm ACE3-17-15 (5,4 mg)
Substancia 5

Fluxograma 3. Condi¢des do fracionamento de ACE3-17

4.8.2.4.3 Fracionamento por HPCCC da fragcdo ACE3-16 da 3? injecao
de ACE3

a) Teste de sistemas bifasicos

A fracdo ACE3-16 foi submetida aos testes de sistemas de acordo com
o item 4.8.2.1. Os sistemas utilizados nos testes variaram de 6 a 24, conforme a
Tabela 7.

Tabela 7. Proporgéo (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes testados com a fragdo ACE3-16

Sistema Hexano AcOEt MeOH Agua
6
8
10
12
14
16
18

20
22
24

—_

O W N O Ol = =~ A A O
= a0 OONW OO -

g W NhNO O - = =~ 0O
= a2 A 01T OON W O ©

Todas as fases obtidas foram analisadas por CCD utilizando como
eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6:100 pL, reveladas com anisaldeido e NP-
PEG.

b) Fracionamento da ACE3-16 de modo normal

O fracionamento de F16 foi realizado com eluicdo em gradiente nao-

linear utilizando 12 sistemas bifasicos compostos pelas propor¢des de solventes
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listadas na Tabela 8. A fase estacionaria utilizada foi a Fl do sistema 28 e fases
moveis foram as FS dos sistemas 28, 26, 24, 22, 20, 18, 16, 14, 12, 10, 8, 6.

Tabela 8. Proporgao (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes utilizados no fracionamento da
fracdo ACE3-16

Sistema Hexano AcOEt MeOH Agua
28 (FI e FS) 1
26 (FI) 9
24 (FI) 5
22 (FI) 3
20 (FI) 2
18 (FI) 6
5

1

1

1

1

0

o

16 (F1)
14 (F1)
12 (F1)
10 (F1)
8 (FI)
6 (FI)
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A separacao cromatografica foi realizada com 317,7 mg da fracao, esta
foi solubilizada no sistema 28. O fracionamento apresentou S= 96% e Rt=21,08
min. A fragao referente aos sistemas 28 a 22 foram coletados em um erlenmeyer
durante 6 min, a partir do tubo 1 ao 3 foram coletados 3 mL, a partir do tubo 4 ao
23 coletou-se 6 mL/tubo. Apds a coleta das fases moveis, realizou-se a extrusao,
onde foram coletadas 15 mL por tubo de ensaio. Foram coletadas um total de 38
subfragdes. As subfragcdes foram analisadas por CCD e EM, onde as que
apresentaram perfil semelhante foram unidas. A subfracdo 18 deste
fracionamento foi novamente fracionada por HPCCC a fim de se obter

substancias isoladas.
Fracionamento por HPCCC da subfracdo ACE3-16-18

a) Teste de sistemas bifasicos

As subfracbes ACE3-16-18 foi submetida aos testes de sistemas de
acordo com o item 4.8.2.1. Os sistemas utilizados nos testes foram do 8 ao 21,
conforme a Tabela 9.
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Tabela 9. Proporgéo (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes testados com as subfracéo
ACE3-16-18

Sistema Hexano AcOEt MeOH  Agua

8 1 9 1 9
10 1 5 1

11 1 4 1 4
12 1 3 1 3
13 2 5 2 5
14 1 2 1 2
15 2 3 2 3
16 5 6 5 6
17 1 1 1 1
19 3 2 3 2
20 2 1 2 1
21 5 2 5 2

Todas as fases obtidas foram analisadas por CCD utilizando como
eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6:100uL, reveladas com anisaldeido e NP-
PEG.

b) Fracionamento da ACE3-16-18 em modo normal

A subfracdo ACE3-16-18 foi fracionada utilizando como modo de eluigéo
o gradiente nao-linear com 6 sistemas bifasicos compostos pelas propor¢des
(v/v) dos solventes listadas na Tabela 9. A fase estacionaria utilizada foi a Fl do
sistema 21 e fases médveis foram as FS dos sistemas 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15
e 14.

A separagao cromatografica foi realizada em modo semipreparativo com
97 mg da subfracdo, esta foi solubilizada no sistema 21, posteriormente a
solugao foi filtrada e foi injetada no equipamento. O fracionamento apresentou
um S= 86% e Rt=19,49 min e Vm=21 mL. A coleta das fra¢des foi realizada em
tubos de ensaios, ondem foram coletados 9 mL em cada tubo. Na extrusdo
realizou-se a coleta de 15 mL por tubo de ensaio. Por fim foram obtidas 56
subfragdes. Estas foram analisadas por CCD e unidas de acordo com as
semelhancgas do perfil cromatografico, posteriormente foram analisadas por EM

e as fragdes mais purificadas foram avaliadas por RMN 'H e '3C.
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12 Corrida (HPCCC)- 317,7 mg
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[EM e RMN
l | ! !
ACE3-16-18-37 (1,1 ACE3-16-18-38 (2,2 ACE3-16-18-41 (8,1 ACE3-16-18-42 (15,5
mg) Substancia 6 mg) Substancias 6 +7 mg) Substancias 8 mg) Substancias 9

Fluxograma 4. Etapas do fracionamento realizado com ACE3-16 e subfragdes
4.8.3 Fracionamento e isolamento de constituintes quimicos de Andira parviflora

(cascas) — ACA2

A fracdo ACA2 foi submetida aos testes de sistemas bifasicos de
solventes de acordo com item 4.8.2.1. Os sistemas testados estao listados na
Tabela 10.

4.8.3.1 Fracionamento por HPCCC de ACA2
a) Teste de sistemas bifasicos

O perfil cromatografico de cada fase de sistemas obtidas foram
analisadas por CCD, sendo eluidas com o} eluente:
Hexano:AcOEt:HCOOH:AcOH 3:7:10 yL:10 yL (v/v/viv) e reveladas em NP-PEG

e anisaldeido.
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Tabela 10. Proporgao (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes testados com a fragcdo ACA2

Sistema Hexano AcOEt MeOH Agua

10 1 5 1 5
12 1 3 1

14 1 2 1 2
16 5 6 5 6
18 6 5 6 5
20 2 1 2 1
21 5 2 5 2

b) Fracionamento da ACA2 por eluicdo no modo normal

A separacao foi realizada iniciando com o sistema 21, tendo como fase
estacionaria a fase inferior e utilizando como fases méveis as fases superiores

de todos os sistemas listados na Tabela 11.

Tabela 11. Proporgéo (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes utilizados no fracionamento
(modo normal) de ACA2
Sistema Hexano AcOEt MeOH  Agua

21 (FleFS) 5 2 5 2
20 (FS)

A s A oo N
OWwW N o O
A s a g o N
OWwW N OO O

A separacao preparativa foi realizada em gradiente nao-linear, utilizando
200 mg de ACA2. A fracédo foi solubilizada no do sistema 21. A corrida
cromatografica apresentou S~=85% e 19,27 min de tempo de retengdo com
volume morto de 20 mL.

Cada sistema foi eluido duas vezes e as fragdes foram coletadas em
tubos de ensaio (5 mL/tubo). A extrusdo foi realizada apds a coleta de todas as
fases moveis, coletando-se 15 mL por tubo de ensaio. Ao final da separacao
foram obtidas 70 fragdes (Fluxograma 5). As fragbes foram submetidas a analise
por CCD e unidas de acordo com o perfil cromatografico observado.
Posteriormente foram analisadas por EM e as fragdes promissoras foram

analisadas por RMN.
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12 Corrida (HPCCC)- 200 mg
Modo normal-Prep-Sist. 21 ao 10

70 fractes '—>

Fragdes mais rendosas
42, 47,59, 65 e 66

Atividade
Citotoxica

CCD

Unido de
Fracdes

24 fractes

Analise por EM

RMN-ACA2-41

ACA2-41 (12,3 mg)
Substancia 5

Fluxograma 5. Etapas do fracionamento de ACA2 de A. parviflora até o isolamento das

substancias 5.

4.8.4 Fracionamento e isolamento de constituintes quimicos de Robrichia

schomburgkii (Cascas) — Fragao E3

a) Teste de sistemas bifasicos

Os testes de sistemas bifasicos de solventes foram realizados de acordo

com item 4.8.2.1. Os sistemas testados com a fracdo E3 estao listados na Tabela

12. As fases obtidas de cada sistema foram analisadas por CCD, eluidas com o
eluente: Hexano: AcOEt: HCOOH: AcOH na proporcgéao de 6:4:0,2:0,2 (v/viviv) e

reveladas em NP-PEG e anisaldeido.

Tabela 12. Proporgdes (v/v) dos sistemas bifasicos de solventes testados com a fragdo E3

Sistema Hexano AcOEt MeOH Butanol Agua

1 0 0 0 S 5
2 0 1 0 4 5
3 0 2 0 3 5
4 0 3 0 2 5
5 0 4 0 1 5
6 0 1 0 0 1

7 1 19 1 0 19
8 1 9 1 0 9
10 1 5 1 0 5
12 1 3 1 0 3
14 1 2 1 0 2
16 5 6 5 0 6
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Foram realizados dois fracionamentos com 200 mg da fragdo E3 em modo
normal, onde foram utilizados todos os sistemas listados na tabela 11, no entanto
os fracionamentos apresentaram intercorréncias. Durante a eluigdo com as
ultimas fases moveis (FS dos sistemas 8 e 6) houve um aumento da press&o na
bomba devido a precipitacdo da amostra na coluna do equipamento.

Tendo em vista a intercorréncia, a fragdo E3 passou por um pré-
tratamento para que n&o houvesse precipitagdo na coluna. A fragdo E3 (2,0 g) a
solubilizada no sistema 8 (S8) composto por Hexano: AcOEt: MeOH: Hz20, nas
propor¢des de 1:9:1:9, as fases superiores e inferiores foram separadas e
levadas para secar, estas foram analisadas por CCD e amostra extraida na fase

superior foi utilizada no fracionamento por HPCCC.
b) Fracionamento da E3 de modo normal

O fracionamento foi realizado em gradiente n&o-linear, iniciando com o
sistema 12, tendo como fase estacionaria a fase inferior e as fases superiores

dos sistemas 12, 11, 10, 9, 8 e 7 como fases méveis (Tabela 13).

Tabela 13. Sistemas bifasicos de solventes utilizados no fracionamento (modo normal) de ACA3

Sistema Hexano AcOEt MeOH  Agua

12(FleFS) 1 3 1 3
11 (FS) 1 4 1 4
10 (FS) 1 5 1 5
9 (FS) 1 6 1 6
8 (FS) 1 9 1 9
7 (FS) 1 19 1 19

Utilizaram-se 120 mg de E3 que foi solubilizada no sistema 12, em
seguida a solugéo foi filtrada e injetada no HPCCC. A corrida apresentou S=
80% e 18,13 min de tempo de retencdo com Vm= 27 mL. Foram coletadas 6 mL
em cada tubo de ensaio, ja no processo de extrusao foram coletados 15 mL por
frasco com fluxo de 10 mL/min, porém durante este processo houve aumento de
pressao na bomba, com isso utilizou-se o fluxo de 7 mL/min para finalizar a
extrusdo. Ao final do fracionamento foram obtidas 54 fragcdes (Fluxograma 6). As
fracdes foram submetidas a analise por CCD e unidas de acordo com o perfil
cromatografico observado. Posteriormente foram analisadas por EM e as fragdes

promissoras foram avaliadas por RMN.
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Ex

12 Corrida (HPCCC)- 120 mg
Modo reverso-Prep-Sist.12 ac 6

54 fractes
CCDeEM
Fragdo E3-52

Atividade
Citotoxica

Fluxograma 6. Fracionamento da fracdo E3

4.9 Cromatografia de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD)

As fracdes obtidas no terceiro fracionamento por HPCCC de ACAS3 foram
analisadas no Cromatégrafo com injetor automatico e em modo analitico. As
analises foram realizadas em fase reversa, utilizando a coluna Shim-pack H ODS
C18-100, 4,6 x 250 mm (Shimadzu). As corridas cromatograficas foram
otimizadas conforme a natureza de cada amostra utilizando as fases moveis
acido férmico 0,5% (solvente A) e acetonitrila (solvente C), que foram
previamente degaseificadas. O fluxo utilizado foi de 1 mL e a corrida se iniciou
com um gradiente em 30% de C até 50% de C durante 10 min, seguido de um
isocratico em 50% de C durante 5 min, em seguida mais um gradiente foi iniciado
em 50% de C até 100% de C em 10 min e um isocratico em 100% por 10 min
para a limpeza da coluna e por fim retornou-se para as condi¢des iniciais da
corrida em 10 min. As amostras foram diluidas em metanol grau CLAE, na
concentragdo de 1 mg/mL, em seguida foram filtradas em uma membrana de
0,45 pm de PTFE w/GMF da marca Whatman. Os cromatogramas e espectros

foram processados no software Chromelon.

4.10 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM)

As fragdes obtidas no fracionamento terceiro por HPCCC de ACA3 foram
analisadas por CLAE-EM e estas foram solubilizadas em MeOH na concentragéo

de 1 mg/mL. As corridas cromatograficas foram realizadas em modo gradiente

72



com as seguintes fases moveis, agua de Mili-Q (solvente A) e Metanol (solvente
B) em modo gradiente variando de 20% a 100 % de B em 30 min. O equipamento
foi conectado a um espectrdbmetro de massas triplo quadrupolo modelo TSQ
Quantum Access (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) equipado com
interface de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) e funcionamento
no modo ion negativo. As condigdes de ionizagao foram as seguintes: tensao de
pulverizagdo, 3000 V; pressé&o do gas de bainha, 35 (arb); pressdo de gas de
varredura de ion, 0,0 (arb); pressao de gas auxiliar, 15 (arb); temperatura capilar,
270; desvio capilar, =35 V; deslocamento do skimmer, 0 V; faixa de massa, m/z
150 a 950; energia de colisdo, 30 eV. Os cromatogramas e espectros foram
processados no software Xcalibur. As analises foram realizadas no LBCEM na
Central Analitica da UFAM.

4.11 Espectrometria de massas (EM)

As analises dos extratos, fragdes e substancias das espécies de estudo
foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas
(LABCEM) na Central Analitica-UFAM. Utilizou-se o espectrémetro de massas
com fonte de ionizagdo APCI, nos modos positivo e negativo de ionizagdo. Os
espectros foram obtidos em uma faixa de 100-1000 Da com voltagem do spray
de 4,9 kV, temperatura do capilar de 280 °C e voltagem do capilar de 26 V. As
amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em metanol (grau
CLAE) em seguida 20 yL foram retirados e em um outro frasco avolumados para
1 mL de metanol, para atingir a concentragdo de 10 ppm. Os espectros obtidos
foram processados no programa Xcalibur 2.0.7. e comparados com os dados da

literatura.

412 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises substancias isoladas e em mistura por RMN foram
realizadas na Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas. Os
experimentos de RMN 1D e 2D [1D: 1H e 2D: 'H-'3C HMBC (heteronuclear
multiple-bond correlation) e HSQC (heteronuclear single quantum coherence)]
foram realizados no espectrdmetro equipado com uma sonda multinuclear de
observagédo direta de 5 mm (BBFO Plus SmartProbe®). As amostras foram

solubilizadas em metanol deuterado (CD3OD) com padrao interno TMS. Os
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dados obtidos foram processados através do software ACD Labs/NMR

Processor academic edition (Versao 12.01).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos dos extratos e fragoes das espécies madeireiras

Apos a preparagao dos extratos e fragdes de A. parviflora (sucupira
vermelha - cerne e casca) e R. schomburgkii (sucupira amarela - casca), foi
calculado o rendimento por meio da massa final do extrato e das fragbes pelas
massas do material botanico utilizado para a extragédo. Os rendimentos totais em
massa das extragdes foram de 65,58 g (ACE), 25,38 g (ACA) e 39,83 g (E)
partindo de 800 g de material boténico para ACE e E e para ACA partindo de
1045,28 g.

Tabela 14. Rendimento de extratos e fracdes de sucupiras

Espécie Codigo Amostra Solvente Massa (g) Rendimento %
ACEEB Extrato  Etanol 70% 48,02 6,00

ACE1 Fracao Hexano 0,01 0,06

A. parviflora- ACE2 Fracao CHCIs 1,44 8,23
cerne ACE3  Fragéo AcOEt 5,74 32,71
ACE4  Fracgao MeOH 6,15 35,00

ACE5 Fragdo Hidroalcoolico 4,21 23,80

ACAEB Extrato  Etanol 70% 12,72 1,22

ACA1  Fragéo Hexano 0,01 0,10

A. parviflora- ACA2  Fragao CHCI3 0,54 4,25
casca ACA3  Fracao AcOEt 2,24 17,70
ACA4  Fracao MeOH 4,39 34,63

ACA5 Fragdo Hidroalcodlico 5,49 43,32

EEB Extrato Etanol 70% 20,47 2,56

E1 Fracao Hexano - -

R. schomburgkii-  E2 Fracao CHCls 0,13 0,68
casca E3 Fracédo AcOEt 0,22 1,16

E4 Fracao MeOH 1,84 9,49

E5 Fracdo Hidroalcodlico 17,16 88,66

O cerne de A. parviflora foi a que presentou maior rendimento (6,00%)
de extracdo em relacéo a outra espécie e as cascas de A. parviflora. De acordo
com a Tabela 14 as fracbes que apresentaram maior rendimento foram as
fragdes hidroalcodlicas (E5 e ACA5) e butandlica (ACE4), indicando a presenca

de maior quantidade de substancias de média e alta polaridade.

5.2 Prospeccao fitoquimica em tubos de ensaio

A Tabela 15 mostra a sumarizacao dos resultados obtidos das analises
fitoquimicas para diferentes classes de metabdlitos secundarios realizadas com

as espécies A. parviflora e R. schomburgkii. Pode-se destacar principalmente a
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presenca de taninos condensados, flavonas, flavondis, xantonas, flavonais,
flavanonas, esterdides livres, terpendides, saponinas e alcaloides.

Os resultados observados nos testes realizados foram baseados em
modificagdes fisicas das solugdes testadas, como a mudanga de coloragao,
formacgao de precipitado e formagao de espuma. O teste de fendis e taninos
realizado com os extratos e fragdes, indicou a presencga de taninos condensados
no extrato bruto ACEEB e fragbes ACE3, ACE4, ACES5 (Figura 10-tubo 1), assim
como no extrato bruto EEB e na fragdo E5 (Figura 11-tubo 1) devido a presenga

de precipitado escuro com coloragéo esverdeada (Matos, 2009).
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Tabela 15. Resultado da prospecgéo fitoquimica de A. parviflora e R. schomburgkii

Cerne de A. parviflora

Cascas de A. parviflora

Cascas de R. schomburgkii

Metabdlitos
Secundarios ACEEB ACE1 ACE2 ACE3 ACE4 ACE5 ACAEB ACA1 ACA2 ACA3 ACA4 ACA5 EEB E1 E2 E3 E4 E5
Taninos + + + + + + + NR - - +
Condensados
Antocianidinas - - - - - - - - - -
Antocianinas - - - - - - - - - -
+ - - +
Flavonas - NR NR + + - - -
+ - - +
Flavondis - + + + + - + - - -
Xantonas - + + NR - - - - NR - - -
Flavononol + - - - - - - + + +
Flavanonas - + - - - - _ + + +
Esteroides + ) } } _ _ - - + + - -
livres
Triterpendides
pentaciclicos + + + - NR NR NR NR - - - -
livres NR
Saponinas + NR + + - + + + + + + +
Alcaloides + - - + - - - - + R + +

Legenda: NR- N&o realizado; - Nao detectado; + detectado



Nenhum dos extratos e fragdes apresentaram resultado indicativo para
antocianidinas e antocianinas. A ocorréncia de resultados negativos nao significa
a auséncia dessa subclasse de compostos na planta, pois fatores como o
solvente utilizado na fase de extracao, as baixas concentragdes das substancias
nos tecidos vegetais ou até mesmo a interferéncia de outros constituintes no
desenvolvimento das cores caracteristicas nos testes podem inviabilizar a
deteccgao por reagdes qualitativas (Almeida; Oliveira; Falcao, 2015).

As fracdes ACE3, ACE4 e ACES5 apresentaram resultados positivos para
indicar a presenca de flavonas, flavondis e xantonas (Figura 16). A presenca de
flavonais foi indicada no extrato bruto ACEEB (Figura 16-T4) e nas fragbes E3,
E4 e ES (Figura 17-T4), devido a colora¢ao vermelha ou laranja observada apos
a alcalinizacido no tubo 4. No cerne de A. parviflora foi indicada a presenca de
flavanonas apenas na fragdo ACES3, ja nas cascas de R. schomburgkii foi

possivel detectar flavanonas nas fragées E3, E4 e E5 (Figura 17-T6).

ACEEB (Extrato Bruto) ACE3 (Fracdo em AcoET)
TR

| Al
,’n n B U B T :

Figura 15. Prospeccéo fitoquimica para a indicacdo da presenca de compostos fendlicos em
extrato e fragcbes de A. parviflora.

Legenda: Sequéncia dos tubos: TB- tubo branco; T1- tubo n°. 1 pH4; T2- tubo n°. 2 pH 3; T3-
tubo n°. 3 pH 8,5; T4- tubo n°. 4 pH 11; T5- tubo n°. 5 pH 3 com aquecimento; T6- n°. 6 pH 11

com aquecimento.



EEB (Extrato Bruto) E3 (Fragdo em AcoET)

Figura 16. Prospecgéao fitoquimica para a indicagdo da presenga de compostos fendlicos em
extrato e fracoes de R. schomburgkii.

Legenda: Sequéncia dos tubos: TB- tubo branco; T1- tubo n°. 1 pH4; T2- tubo n°. 2 pH 3; T3-
tubo n°. 3 pH 8,5; T4- tubo n°. 4 pH 11; T5- tubo n°. 5 pH 3 com aquecimento; T6- n°. 6 pH 11

com aquecimento.

A indicacdo da presenga de esteroides livres foi evidenciada pela
coloragédo verde no teste de tubos de Liberman-Burchard, nas seguintes
amostras: EEB, E2 e E3 (Figura 18). Os terpenoides pentaciclicos foram
detectados nas amostras ACEEB, ACE2 e ACES3, devido a coloragdo parda

Eq )

observada nos tubos.

,H M
L
ACEEB = ACE2 ACE3

Figura 17. Prospeccéo fitoquimica para terpenos. A: R. schomburgkii; B: A. parviflora

A presencga de espuma persistente apds agitagdo dos tubos indicou a
presenga abundante de saponinas (Matos, 2009) em todos extratos e fragao com
0s quais o teste foi realizado, com excegéo da fragdo ACA2 (Figura 19).
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ACE | ACE | ACE | ACE ACE | ACE = ACE | ACE
EB 3 4 5 EB 3 4 5

ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA ACA
2 3 4 5 EB 2 3 4 5 EB

cia

Figura 18. Prospecgéo fitoquimica para saponinas. A.1: Teste preliminar para saponinas com o

cerne de A. parviflora; A.2: Teste confirmatério com o cerne de A. parvifiora; B.1: Teste preliminar

para saponinas com R. schomburgkii; B.2: Teste confirmatério com R. schomburgkii; C.1: Teste

preliminar para saponinas com as cascas de A. parviflora; A.2: Teste confirmatério com as cascas

de A. parviflora;

No teste em tubos de indicacéo de alcaloides, foi observada a formacéao

precipitados apds a adicdo do reagente Dragendorff, nas amostras: ACEEB,
ACE4, ACES5, EEB, E2, E4 e E5 que podem ser observadas na Figura 20. De

acordo com Simdes et al (2017) esses resultados sugerem a presencga de

alcaloides nas amostras.

EEB E4 E5 ACE ACE ACE |
EB 4 | 5 §

e

i

Figura 19. Prospecgéao fitoquimica em tubos para alcaloides. A: cerne de A. parviflora; B: R.

schomburgkii
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Os resultados obtidos até em tao estao corroborando com os relatos da
literatura, pois no género Andira ja foi relatada a presenca de triterpenos,
benzofuronas, esteroides, compostos fendlicos e flavonoides (Braz-Filho et al.,
1973; Garcia, 2013; Garcia et al., 2018; Kraft et al., 2002; Santos, 2012b).

5.3 Prospeccao fitoquimica dos extratos e fragdbes em placas

cromatograficas (CCD)

5.3.1 Cerne e casca de A. parviflora

A placa revelada com sulfato cérico mostrou manchas marrons intensas
conforme demostrado na Figura 21, observa-se o aparecimento de manchas
escuras sugestivas de flavonoides em todas as amostras do cerne de A.
parviflora, com manchas intensificadas no Rf variando de 0,45 a 0,62. O sulfato
cérico é empregado para investigagao de substancias de natureza terpénicas e

flavonoidicas.

Sulfato Cérico NP-PEG 366 nm NP-PEG DPPH
. : Y 08 09
o8 03
o7 o7
oe {oe
. 08 o=

U, - SURSTENE O . W NN S

ARSI S R
y [y 3 O &5 5y 030 OF
Eluente: CHCI;:MeOH: H,0-7:3:0,2

&y 02

Figura 20. Perfil cromatografico do extrato e fragdes do cerne de A. parviflora.
Legenda: LSV- Extrato do Cerne de A. parviflora; 03-Fragao em acetato de etila; 04- Fragao

butandlica; 05- Fragao hidroalcoolica.

Nas placas do cerne de A. parviflora (Figura 21) reveladas com NP-PEG
visualizadas no visivel e em 366 nm (UV), pbde-se observar manchas
caracteristicas de flavonoides. Na placa visualizada no UV observou-se
manchas fluorescentes amarela, verde e laranja no extrato, na fragdo em acetato
de etila, fragdo butandlica e hidroalcdolica com Rf variando entre 0,5 a 0,9 e 0,1

a 0,3. Na placa revelada com NP-PEG visualizada no visivel foram observadas
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manchas amarelas em todas as amostras evidenciando a presenca de
flavonoides no extrato e fragoes.

Utilizando o radical DPPH e comparando com as revelagdes em NP/PEG
e sulfato cérico e calculos de Rfs das manchas, observaram-se manchas
amarelas em todas as amostras do cerne de A. parviflora, indicando a presenca
de substancias fendlicas com atividade antioxidante. A fragao acetato de etila do
cerne de A. parviflora obteve a maior intensificacdo das manchas amarelo na
revelacdo com DPPH indicando a presenga de substancias com potencial
antioxidante, como pode ser visto na Figura 21.

Assim como o cerne, os extratos e fragbes das cascas de A. parviflora
apresentaram manchas caracteristicas de flavonoides e terpenoides. Na placa
D da Figura 22 pode-se destacar manchas em amarelo e fluorescentes com Rfs
0,6 e 0,8, no extrato e fragbes em Hexano, em CHCIs e acetato de etila. As
manchas com Rf 0,6 e 0,7 na placa D correspondem as manchas observadas na
placa E, sendo assim caracteristicas de flavonoides. As placas reveladas em
anisaldeido revelaram manchas com cores variadas, indicando a presencga de

diferentes tipos de substancias em ampla faixa de polaridade.

Anisaldeido Anisaldeido 366 nm 366 nm NP-PEG 366 nm NP-PEG _DPPH

A A » CONEVeEAh T R R R I N el 0 D LN s |

09|
08
0.7} )
08|

0.5}
04]
03
02|
0.4

§ﬁ$‘£‘% """"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" [ 0005 00 05 [if o ot o8 o4 09

Eluente: Hex: AcOEt-3:7  Volume de aplicagdo: 10 yL  Concentragao: 2 mg/mL

Figura 21. Perfil cromatografico do extrato e fracbes da casca de A. parvifiora.
Legenda: Ext.- Extrato da casca de A. parviflora; 01-Fragdo em hexano; 02- Fragcdo em CHClIs;

03- Fragao em acetato de etila; 04- Fragao butandlica; 05- Fracao hidroalcéolica.

A placa revelada em DPPH mostra que as fracdes 02 e 03 apresentam
manchas em amarelo claro assim como um rastro que indica a presencga de
compostos com atividade antioxidante. Pode-se destacar que no extrato das
cascas de A. parviflora, as fragdes 02, 03 e 04 apresentaram na base uma
mancha amarela que também caracteriza uma concentragdo de substancias

capazes sequestrar o radical livre DPPH.

82



5.3.2 Casca de R. schomburgkii

As placas cromatograficas de R. schomburgkii podem ser observadas na
Figura 23. Na placa D revelada em NP-PEG em 366 nm observou-se manchas
fluorescentes em azul e amarelo entre os Rfs 0,1 e 0,9 no extrato e nas fragdes,
com excecao da fragdo 05, estas manchas sao caracteristicas de compostos
fendlicos. A placa 23A relevada em anisaldeido desenvolveu manchas de
coloragao roxa no intervalo de Rfs entre 0,3 e 0,9, sendo estas manchas
caracteristicas de terpenoides.

A placa 23F revelada com DPPH, apresentou rastros amarelos em todas
as amostras, indicando assim a presenga de substancias capazes de inibir o
radical livre DPPH. Pode-se sugerir que a atividade antioxidante observada de
maneira qualitativo pode estar associada a presenca de compostos fendlicos e

ou flavonoides.

Anisaldeido Anisaldeido 366 nm 366 nm NP-PEG 366 nm NPPEG DPPH
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Eluente: Hex: ACOEt-3:7  Volume de aplicagéo: 10 yL  Concentragéo: 2 mg/mL

Figura 22. Perfil cromatografico do extrato e fragées da casca de R. schomburgkii. Legenda:
Ext.- Extrato da casca de R. schomburgkii; 01-Fragdo em hexano; 02- Fragdo em CHClIs; 03-

Fracdo em acetato de etila; 04- Fracao butandlica; 05- Fracao hidroalcéolica.

5.4 Atividade citotoxica frente a células tumorais

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos de concentragao unica para
os extratos e fragdes das duas espécies conhecidas como sucupiras (A.
parviflora e R. schomburgkii). Os campos em amarelo destacam o percentual de
inibicdo (IC%) acima de 60%, sendo estes encaminhados para avaliacdo da

atividade para de definir o I1Cso.
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Tabela 16. Percentual de inibicdo do crescimento (IC%) dos compostos frente as linhagens
tumorais em concentragao unica

PC3 SNB-19 HCT-116

AMOSTRA ¢, de Desvio % de Desvio % de Desvio
inibicdo padrdao inibicdo padrdao inibicido padrao

EEB 53,73 1,4 56,76 6,94 62,66 4,33
E2 38,88 6,7 39,06 0,39 57,61 1,29
E3 49,49 1,11 33,24 3,1 61,56 1,08
E4 84,4 0,64 86,92 2,11 51,02 3,27
ES 0 0 0 0 6,12 2,63
ACAEB 21,68 3,39 31,41 2,89 32,4 5,81
ACA2 79,27 1,75 53,51 1,44 89,54 0,84
ACA3 58,75 4,33 41,54 1,41 75,55 0,67
ACA4 24,73 1,84 14,45 5,17 17,33 0,17
ACA5 0 0 0,2 0,34 38,37 2,76
ACEEB 14,47 2,38 3,15 4,45 50,98 2,67
ACE2 85,6 1,16 85,22 1,79 93,68 0,09
ACE3 43,44 7,37 32,31 2,77 84,02 1,08
ACE4 4,28 6,06 0 0 0 0
ACES5 0 0 1,41 1,99 6,3 0,68

Legenda: SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de célon - humano), PC3 (carcinoma de
préstata); Concentragao de 250 ug/mL para extratos e 100 pyg/mL para as fragdes.

As amostras de EEB, E3 e E4 inibiram crescimento de 61 a 86 % das
linhagens testadas em concentracdo unica (Tabela 16 e Grafico 1). Na
determinacao de Clso, para as linhagens PC3, SNB19, HCT116 e HL60, o extrato
EEB apresentou valores de 6,5; 31,09; 31,28 e 10,37 pg/mL, respectivamente,
com destaque para as linhagens PC3 e HL60, com os menores valores. Quanto
a fragcao E3, apresentou valores de Clsoacima 100 yg/mL para todas a linhagens,
exceto para linhagem HL60, com valor de 67,47 ug/mL. EEB a fracdo E4
apresentou valor de Clso de 3,5 pg/mL para linhagem PC3; 9,57 pg/mL para
linhagem SNB19 e 1,58 ug/mL para linhagem HL60 (Tabela 17 e Grafico 2).

Na linhagem nao tumoral HaCat, as amostras foram testadas com o
objetivo de obtencéo de dados para o célculo do indice de seletividade (IS), que
indica a seletividade de uma amostra entre uma linhagem tumoral e uma nao
tumoral. O resultado direciona o potencial da amostra em questdao em estudos
futuros na respectiva linhagem tumoral avaliada (Tabela 16). Suffness e Pezzuto

(1991) consideraram IS significativo aquele que apresentava um valor maior ou
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igual a 2,0; ou seja, o composto apresenta atividade duas vezes maior na
linhagem de células tumorais do que na linhagem nao tumoral.

Os resultados de seletividade demonstraram uma seletividade
aumentada para todas as linhagens tumorais testadas com o EEB e para as

linhagens PC3 e HL60, quando testada com E4.

Robrichia schomburgkii
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Grafico 1. Inibicdo em concentragdo Unica de R. schomburgkii frente a trés células tumorais
Legenda: SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de célon - humano), PC3 (carcinoma de
préstata). Concentragao de 250 ug/mL para extratos e 100 ug/mL para as fragoes.
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Grafico 2. Curvas de viabilidade celular versus concentracéo extrato e fragdes de R. shomburgkii
em cinco linhagens de células tumorais e uma normal

Legenda: O ponto de encontro da linha tracejada com uma curva indica o valor de Clso; SNB-19
(astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de cdlon - humano), PC3 (carcinoma de prostata), HL60
(leucemia promielocitica) e a linhagem nao tumoral foi, HaCat (queratinécitos humano)
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As amostras ACA2; ACA3; ACEZ2; e ACE3 inibiram crescimento de 25 a
89 % das linhagens testadas em concentragéo unica (Tabela 16 e Gréfico 3).
Para fragbes oriundas da casca, ACAZ2 apresentou valores de 18,41 (PC3); 25,31
(SNB19); 17,32 (HCT116) e 10,88 pg/mL (HL60). Enquanto a amostra LSVO03,
apresentou valores de 80,90; acima de 100; 74,80 e 57,76 ug/mL,
respectivamente. Para as fragdes do cerne, a amostra ACE2 apresentou valores
de 16,53; 27,46; 8,80 e 5,15 pg/mL; respectivamente, enquanto a amostra ACES3,
apresentou valores maiores, tais como acima de 100 ug/mL para linguagem PC3
e SNB19; 78,16 e 32,6 pg/mL para as linhagens HCT116 e HLG6O,
respectivamente (Tabela 17 e Grafico 4). Quanto a seletividade, as amostras
ACA3 e ACE3 néao apresentaram potencial inibitorio sobre a linhagem de célula
ndo tumoral HaCat nas concentracbes testadas (Tabela 17), exibindo
seletividade sobre as células tumorais uma vez que seus IS podem ser maiores
que 2. Contudo, em geral as fragcbes ACA2 e ACE2 apresentaram potencial
inibitério sobre linhagem n&o tumoral testada e IS menor que 2, ou seja,
seletividade reduzida para as linhagens tumorais testadas, com excegao para

amostra ACE2 frente a HL60, com IS maior que 2 (Tabela 17).

Cascas de Andira parviflora Cerne de Andira parvifiora
100
= PC3 100+ = PC3
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Grafico 3. Inibigdo em concentragao Unica das cascas e cerne de A. parviflora frente a trés
células tumorais

Legenda: SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de célon - humano), PC3 (carcinoma de
préstata). Concentragao de 250 ug/mL para extratos e 100 ug/mL para as fragdes.
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Grafico 4. Curvas de viabilidade celular versus concentragéo extrato e fragdes de A. parviflora

em cinco linhagens de células tumorais e uma normal

Legenda: O ponto de encontro da linha tracejada com uma curva indica o valor de Clso; SNB-19
(astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de colon - humano), PC3 (carcinoma de proéstata), HL60

(leucemia promielocitica) e a linhagem nao tumoral foi, HaCat (queratinécitos humano)
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Tabela 17. Clso das amostras em linhagens de células apos diluicdo seriada nas concentragdes maxima e minima

AMOSTRA PC3 SNB19 HCT116 HL60 HaCaT
Cls? 95%IC IS Clss 95%IC IS Cls, 95%IC IS Clss, 95%IC IS Cls, 95%IC
E 6,05 3;55' 229’6 31,09 223;?769' 4,41 31,28 2503”2; © 439 10,37 61’2,73?0' 13,23 137,2 9252’2’71 i
E3 > 100 - <2 >100 - <2 >100 - <2 6747 5;7”2437' 0,93 62,91 661 4’2608'
E4 3,5 24?123' 2,04 9,57 713595; 0,75 >100 - <2 158 1 1’?‘719' 453 7,15 66'31’21_
ACA2 18,18 125(3?706_ 0,85 35,99 1256?7()6_ 0,62 17,32 ! 15;‘455' 0,90 4,35 35’,5170' 1,43 15,61 1147"2142'
ACA3 80,9 61762,50' ND >100 - ND 74,8 7717’?931' ND 57,76 5624’1 183' ND >100 -
ACE2 16,39 1146;,2;7' 0,76 27,26 2332’,7375' 0,46 8,74 7;869_ 143 5,15 46?(?9- 244 12,56 1 11;’925'
ACE3 | >100 - ND > 100 - ND 78,16 688%?;4' ND 32,16 2:2;?247' ND  >100 -
DOX®P 022 019-025 - 041 032055 - 013 011015 - 009 007-0,12 - ND ND

Legenda: 95% IC - Intervalo de confianga. ND — Nao detectado. IS — indice de Seletividade. SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de célon - humano),
PC3 (carcinoma de proéstata), HL60 (leucemia promielocitica) e a linhagem nao tumoral foi, HaCat (queratinécitos humano). 2Clso em ug/mL. P doxorubicina.



A avaliagao da e atividade citotoxica serviu de parametro para a escolhas
das fracbes a serem trabalhadas, com o intuito de isolar e identificar as
substancias responsaveis pelas atividades descritas. Com base nos resultados
obtidos da atividade citotoxica as fragbes mais promissoras foram ACE2, ACE3,
ACA2 e ACA3 da espécie A. parviflora, e na espécie R. schomburgkii as fragdes
E3 e E4. O fracionamento bioguiado foi executado com as fragées destacadas

em negrito.

5.5 Espécie Andira parviflora (sucupira vermelha)

5.5.1 Fracionamento por cromatografia contracorrente de alta performace

(HPCCC - high performance countercurrent chromatography) da fracdo ACE3

5.5.1.1 Definigao dos sistemas bifasicos de solventes

ApoOs a avaliagdo em CCD dos quatorze sistemas listados na Tabela 2,
foram observadas as melhores distribuicbes das manchas nos sistemas
HEMWat 1:1:1:1, 2:3:2:3, 1:2:1:2, 2:5:2:5, 1:3:1:3, 1:5:1:5, 1:9:1:9. Pode-se
observar que nos sistemas HEMWat 1:9:1:9 e 1:5:1:5 o comportamento foi bem
similar, onde apresentaram maior distribuicdo na fase superior do que na inferior.
Entretanto, no sistema HEMWat 1:2:1:2 ocorreu maior distribuicdo na fase
inferior.

ApOs as observacgdes destacadas, realizou-se o fracionamento de ACE3
em modo normal, tendo como fase estacionaria a Fl do sistema HEMWat 1:1:1:1
e as FS dos sistemas HEMWat 1:1:1:1, 2:3:2:3 e 2:5:2:5 foram as fases moveis
em ordem crescente de polaridade (tabela 3). No fracionamento em fase reversa
foi utilizada como fase estacionaria a FS do sistema HEMWat 1:9:1:9 e as fases
moveis foram as Fl dos sistemas HEMWat 1:9:1:9, 1:5:1:5,1:3:1:3 e 1:2:1:2
(Tabela 4)

5.5.1.2 1° Fracionamento de ACE3 em modo normal

O fracionamento durou cerca de 3 horas e 15 minutos, gerando 42
fragdes. A Figura 18 mostra a placa cromatografica de CCD associada a rampa
de eluigdo em modo gradiente até a extrusdo do fracionamento em fase normal.

Pode-se observar na CCD da Figura 18 que as primeiras fragdes coletadas na



primeira fase moével (HEMWat 1:1:1:1, fase superior) apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes com manchas azuis fluorescentes com Rf 0,9.

A fracdo 9 se refere ao inicio da coleta da 22 fase movel (HEMWat
2:3:2:3, fase superior) até a fragdo 16. Nas fragdes 12 e 13 observa-se manchas
amarelas fluorescentes com Rf 0,9 que podem ser caracteristicas de
flavonoides, uma vez que a placa foi revelada em NP-PEG (Figura 24). A partir
da fracdo 21 é possivel identificar manchas azuis de forte fluorescéncia,
caracteristicas de flavonoides. Nas fragdes 26 e 27 foram observadas manchas

de cor laranja eluidas na 32 fase movel (HEMWat 2:5:2:5, fase superior).

Extrusdo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 4

Figura 23. Placa cromatograficas das fragbes obtidas do fracionamento por HPCCC de ACE3
em modo normal. Representacdo dos degraus de eluicdo. Eluente: AcOEt: MeOH-95:5;
Revelador: NP-PEG em 366 nm. Volume de aplicagéo: 10 pL; Concentragédo: 1 mg/mL. NP-PEG

em 366 nm.

No processo de extrusao foram reveladas manchas amarelas com Rfs
variando de 0,6 a 0.8 nas fracdes 28 e 29. A partir da fracdo 34 observa-se maior
retengcao das manchas na placa cromatografica com manchas fluorescentes até
a fracao 39. A placa cromatografica da Figura 24 auxiliou como guia para unir as
fragbes com perfil cromatografico semelhante, a seguir estdo listados os
rendimentos (Tabela 18) das fracdes apds as unides e em seguida pode-se
observar CCD (Figura 25).

A uniao das fragdes resultou em 24 fracdes mais o AR, com rendimento
total de 285,9 mg, destaca-se que a perda de material foi de apenas 14,1 mg
devido ao procedimento de filtragem ou transferéncia. As fragbes que

apresentaram maior rendimento foram F38, F35, F29, F34 e F32 (Tabela 18).
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Tabela 18. Rendimento das fragdes apds unido obtidas na 12 Injecdo de ACE3 no HPCCC

Fracao Rendimento (mg)
AR 63,5
F1 2,4
F3 39
F5 0,2
F6 2,5
F11 0,2
F12 2.1
F14 2,7
F16 7,5
F21 3,6
F22 5,0
F24 8,1
F25 3,7
F26 3,9
F27 7,6
F28 9,7
F29 19,6
F31 9.4
F32 19,0
F33 5,6
F34 19,1
F35 34,2
F38 48,6
F39 3,2
F40 0,6

Total 285,9

Na Figura 25, observa-se que as fracbes apresentaram perfil
cromatografico diferenciados e manchas caracteristicas de flavonoides nas

placas reveladas com NP-PEG.
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Figura 24. Placas cromatogréficas reveladas em diferentes reveladores das fragdes apds a unido
da 1?2 injecdo de ACE3 no HPCCC. Eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH- 4:6:100 uL; Volume de

aplicagdo: 10 pL; Concentragdo: 1 mg/mL. AR: Amostra residual.

5.5.1.3 2° Fracionamento de ACE3 em modo Reverso

Neste fracionamento foram coletadas 35 fragcbes em uma corrida que
durou 2 horas e 42 min. A Figura 26 apresenta os degraus de eluigdo do
gradiente nao-linear associada as fragdes obtidas no fracionamento. As fases
moveis foram bombeadas em ordem decrescente de polaridade. Na primeira
etapa do gradiente (sist. 8 FI) coletou-se as fragbes 1 a 11 que apresentaram
grande retencao na base da CCD devido a alta polaridade delas. A segunda
etapa do gradiente (sist. 11 Fl) eluiu fragdes com rastros azuis fluorescentes com
manchas retidas na base da placa nas fragdes 13 a 16.

92



| = ANE

HEMWat

HEMWat

3 4 5% 1.0 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Figura 25. Placa cromatogréficas das fragbes obtidas no 2° fracionamento por HPCCC de ACE3
em modo reverso. Representagdo dos degraus de eluicdo. Eluente: Hexano: AcOEt: HCOOH-
4:6:100 pL; Revelador: NP-PEG em 366 nm. Volume de aplicagdo: 10 pL; Concentragao: 1
mg/mL. NP-PEG em 366 nm.

Na terceira etapa do gradiente observou se uma mancha azul nas
fracdes 18 a 20 com Rf 0,3. As fracdes 22, 23 e 24 apresentaram manchas azul
fluorescentes com Rf entre 0,6 e 0,7 e machas azuis com Rf 0,4. A fracdo 24
apresentou mancha azul clara com Rf entre 0,2 e 0,3. Na extrusao foram eluidas
fragdes ricas em manchas fluorescentes de cor azul, amarela, verde e laranja
com Rfs que variaram entre 0,1 e 0,7.

As fragbes com perfil cromatografico similar foram unidas resultando em
23 fragbes mais o AR. Os rendimentos obtidos das fracbes podem ser conferidos
na Tabela 19. A fragdo com maior rendimento foi a F9 com 75,6 mg. Através da
somatoria das massas das fragdes e AR, foi possivel calcular que apenas 17,8

mg de perda amostra.
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Tabela 19. Rendimento das fragdes apds unido obtidas na 22 Injegdo de ACE3 no HPCCC

~ Rendimento
Fragao

(mg)
AR 27,7
F1 1,4
F8 2,1
F9 75,6
F10 14,1
F11 6,2
F12 4,2
F13 3,6
F14 3
F16 2,2
F17 3,2
F21 6
F22 1,9
F23 1,4
F24 2,7
F26 4,9
F27 7,3
F29 9,2
F30 26,2
F31 28,4
F32 26,8
F33 22,1
F34 1,2
F35 1,1
Total 282,5

Ao comparar os dois fracionamentos abordados até entao, foi possivel
destacar algumas vantagens em se realizar o fracionamento em fase reversa
frente ao de fase normal. Uma das vantagens foi o tempo de fracionamento, onde
o fracionamento em fase reversa foi mais rapido (2 h 42 min), além disso gerou
um menor numero de fragdes e um menor volume de solventes organicos como
Hexano, acetato e metanol, foram gastos. Sendo assim optou-se por realizar
uma otimizagao da 22 injegcao para realizagéo do fracionamento em larga escala,
a fim de se obter fragdes ricas em substancias bioativas em grande quantidade

para isolamento.

5.5.1.4 3° Fracionamento de ACE3 em modo reverso

Na figura 27 a CCD ilustra as fragbes obtidas por meio do fracionamento
otimizado com melhor resolugcdo e separacdo das manchas. Os oito
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fracionamentos renderam cerca de 18 fracbes cada, durando em média 1 hora
e 45 minutos. As fragbes 1,2 e 3 foram eluidas na primeira fase movel (sist. 12
FI), estas apresentaram manchas retidas na base da placa indicando a presenca
de substancias de alta polaridade, sendo necessario o aumento da polaridade
do eluente para analisa-las. As mesmas caracteristicas foram observadas nas

fracdes eluidas na segunda fase movel.

Extrusao

Figura 26. Placa cromatograficas das fragdes obtidas no 3° fracionamento por HPCCC de LSV-
CEO03 em modo reverso.

Na placa esta plotada a rampa de eluigdo em modo gradiente. Eluente: Hexano: AcOEt: HCOOH-
4:6:100 pL; Revelador: NP-PEG em 366 nm. Volume de aplicagao: 10 pyL; Concentragao: 1
mg/mL. NP-PEG em 366 nm.

Nas fragdes coletadas na extrusédo, foram reveladas manchas laranjas,
amarelas e azuis fluorescentes, sendo estas caracteristicas de flavonoides.
Pode-se destacar a fragdo ACE3-14 que apresentou uma mancha laranja
intensa com Rf 0,3. As fragdes de todas corridas realizadas foram analisadas por
CCD e unidas de acordo com o perfil cromatografico, apds as unides foram

obtidas 13 fracdes e 0 AR, os seus rendimentos estdo expressos na tabela 20.
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Tabela 20. Rendimento das fragdes apds unido obtidas na 32 Injecdo de ACE3 no HPCCC

Rendimento

Fragao (mg)
AR 1.389,80
ACE3-1 2,5
ACE3-3 11,8
ACE3-4 1.031,00
ACE3-6 193,8
ACE3-7 168,4
ACE3-9 61,2
ACE3-10 56,9
ACE3-11 85,2
ACE3-12 223,6
ACE3-14 59,4
ACE3-15 146,9
ACE3-16 358,1
ACE3-17 53,9
Total 3.842,50

A massa total utilizada nos fracionamentos foi de 4 g e de acordo com o
calculo da massa total, a perda de amostra foi de 157,5 mg. A fragdo de maior
rendimento foi a ACE3-4, sendo esta uma excelente fragdo indicada para o
processo de isolamento. Todas as fragdes obtidas foram analisadas por CCD
(Figura 28), CLAE-DAD e CLAE-EM e foram enviadas para UFCE para
realizacao de testes de atividade citotoxica para guiar o isolamento de
substancias bioativas, com excecao da fragdo ACE3-1 devido ao baixo
rendimento.

A Figura 28 apresenta as placas cromatograficas das fracdes de ACES,
reveladas em diferentes reveladores. Destaca-se que as placas C e D
apresentam manchas amarelas, laranja, verde e azul fluorescentes
caracteristicas de flavonoides. Na placa F, manchas amarelas foram revelaras
com predominancia a partir da fracdo ACE3-10 até a ACE3-17 que séao
caracteristicas de substancias com a capacidade antioxidante frente ao radical
livre DPPH.
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Figura 27. Placa cromatogréaficas das fragdes apds a unido. Legenda: A- 366 nm; B- Anisaldeido;
C- NP-PEG 366 nm; D-NP-PEG; E-Vanilina Sulfurica; F-DPPH; Volume de aplicagdo: 10 uL;

Concentragdo: 1 mg/mL.

5.5.2 Testes de atividade citotoxica com as fragbes geradas do terceiro

fracionamento de ACE3

O teste de atividade citotoxica com as fragbes (Tabela 21) obtidas do
fracionamento de ACE3 foi realizado somente em concentracdo Unica para
monitorar a atividade citotoxica apresentada na fracdo bruta ACE3, além disso
nortear o fracionamento para obtencao de substancias com potencial citotoxica.

As fragdes apresentaram atividade citotoxica principalmente contra as
células de PC3 (carcinoma de préstata) e HCT-116 (carcinoma de cdlon), com
destaque para a fragdo ACE3-17 que apresentou que apresentou porcentagem
de inibicdo 60% para todas as linhagens de células testadas. As maiores
porcentagem de inibigdo de ACE-17 foi para as células de PC3 (82,67 £ 1,04) e
HCT-116 (81,27 + 2,04).

As trés fracbes ACE3-16, ACE3-15 E ACE3-7 apresentaram inibicao
acima de 60% apenas contra a linha de célula PC3, caracterizando uma possivel

atividade especifica contra células de cancer de prostata. As porcentagens de
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inibicdo observada indicaram que essas fragcdes devem ser fracionadas para

investigar as substancias que podem ser responsaveis pelo potencial citotéxico.

Tabela 21. Percentual de inibicdo do crescimento (IC%) dos compostos frente as linhagens
tumorais em concentracao Unica

PC3 SNB-19 HCT-116

AMOSTRA ¢, de Desvio % de Desvio % de Desvio
inibicdo padrdao inibicdo padrdao inibicido padrao

ACE3-3 32,03 3,04 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE3-4 36,85 2,53 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE3-6 43,66 1,56 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE3-7 67,15 1,06 34,13 3,92 33,59 0,45
ACE3-9 36,71 2,33 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE3-10 26,51 5,73 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE3-11 1,57 2,72 0,00 0,00 0,00 0,00
ACA3-12 49,63 1,21 0,00 0,00 0,00 0,00
ACE3-14 58,76 0,99 19,75 0,39 42,89 0,41
ACE3-15 78,59 0,85 43,53 2,28 57,60 1,81
ACE3-16 77,34 1,93 36,73 4,26 37,82 1,98
ACE3-17 82,67 1,04 67,50 1,11 82,27 2,04

Legenda: SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de célon - humano), PC3 (carcinoma de
prostata)

5.5.3 Andlise cromatografica das fragdées do 3° fracionamento de ACE3

A analise cromatografica por CCD das fragdes ACE3-4, ACE3-6 e ACE3-
7, pode ser observada na Figura 29. Na fracdo ACE3-4 (espote 4), pode-se
destacar a mancha em amarelo de Rf 0,6 observada na CCD revelada em 366
nm que corresponde a mancha de mesmo Rf da placa revelada em NP-PEG de
coloracao azul fluorescente, indicando a presenca de flavonoides nesta fragao.
A placa revelada em anisaldeido (366 nm) apresentou varias manchas na F4

entre os Rfs 0,3 e 0,6, indicando um sistema satisfatério para isolamento.

NP-PEG - UV-366 nm Anisaldeido Anisaldeido-366 nq\apés aquecimento DPPH

A AR A S et AN A S 2
PR g3 F4 FS Fe FV

Figura 28. Placa cromatograficas das fragdes selecionadas do fracionamento de ACES3.
Legenda: Eluente: AcOEt: HCOOH: AcOH: H20-97:11:11:29; Volume de aplicagdo: 10 pL;

Concentragéo: 1 mg/mL.
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Na CCD revelada em DPPH um rastro amarelo foi observado na F4 entre
os Rfs 0,3 e 0,6. Comparando as placas de CCD, indica-se a presenca de
compostos fendlicos com capacidade de inibir o radical livre DPPH na F4. A
fracdo F6 apresenta trés manchas florescentes de cor amarela reveladas em 366
nm (Rfs 0,6, 0,7 e 0,9), sendo estas correspondentes as trés manchas
florescentes de cor azul na placa revelada em NP-PEG (366 nm), sugerindo a
presenca de flavonoides. A revelagdo em anisaldeido da F6, apresentou
manchas roxa (Rf 0,7) e marrom (Rf 0,9) correspondentes as manchas reveladas
em preto na placa revelada em anisaldeido visualizada em 366 nm (Figura 29).

A fracdo F7 apresentou um perfil semelhante ao perfil da F6,
apresentando manchas nos Rfs 0,7 e 0,9 observadas em todas as placas. A
principal diferenca entre as fragbes pode ser observada na placa revelada em
anisaldeido observada em 366 nm, onde F7 ndao apresenta manchas entre os
Rfs 0,3 e 0,5 comparada a fragao F6 (Figura 29).

As fragdes obtidas no terceiro fracionamento de ACE3 foram analisadas
também por CLAE-EM, os dados obtidos foram tabulados (Tabela 22) e
comparados com dados da literatura assinalar a presenca de substancias
correspondentes aos principais ions observados. As substancias abaixo
indicadas ja foram relatadas no género Andira e pode-se observar maior

concentracao de flavonoides e compostos fendlicos.

Tabela 22. Resultados das analises por CLAE-EM de oito fragdes selecionadas

= m/z A A
Fragao RT [M-H] Substancia Referéncia
3,15 433 engeletina Silva, 2007
4,21 289 catequina Silva, 2007
939 431  9enisteina 7-O-B-D- Silva, 2007
glucopiranosideo
ACE3-4 11,6 449 Astilbina Silva, 2006
biochina A Garcia, 2018
prunetina ,
15,66 283 Almeida, 2008
calicosina
dimetilpiterocarpina Cocker, 1962
431  9enisteina 7-0-B-D- Silva, 2007
8,72 glucopiranosideo
ACE3-6
311 andirol B Kraft, 2002
11,13 449 Astilbina Silva, 2006
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biochina A Garcia, 2018
prunetina )
15,58 283 o Almeida, 2008
calicosina
dimetilpiterocarpina Cocker, 1962
biochina A Garcia, 2018
prunetina .
ACE3-7 15,89 283 o Almeida, 2008
calicosina
dimetilpiterocarpina Cocker, 1962
6,93 271 dihidrogenisteina Garcez, 2010
ACE3-11 " 8'-trii i-4'-
859 287 7,56 riidroxi-4 Garcia, 2018
metoxiisoflavana
3.57 341 andirol A Kraft, 2002
’ 297 afrormosina Kraft, 2001
ACE3-12 6,23 271 dihidrogenisteina Garcez, 2010
1091 287 7,5,6"riidroxi-4" Garcia, 2018
metoxiisoflavana
biochina A Garcia, 2018
prunetina .
3,69 283 o Almeida, 2008
ACE3A5 calicosina
) dimetilpiterocarpina Cocker, 1962
4.69 269 genisteina Garcia, 2018
’ 297 afrormosina Kraft, 2001
389 287 7,5',6triidroxi-4"- Garcia, 2018
ACE3-16 metoxiisoflavana
5,48 269 genisteina Garcia, 2018
3.66 299 pratenseina Garcez, 2010
’ 271 diidrogenisteina Garcez, 2010
391 287 7,5',6"triidroxi-4* Garcia, 2018
metoxiisoflavana
4,2 269 genisteina Garcia, 2018
2,3-diidrobiochanina A Braz-filho, 1973
_ kaempferol Garcez, 2010
ACE3-17 55 285 is d-h-z .9
,o-giniaroxi-J- Garcia, 2013
metoxipterocarpano
nissolina Garcia, 2013
biochina A Garcia, 2018
prunetina ,
6,83 283 o Almeida, 2008
calicosina

dimetilpiterocarpina Cocker, 1962

A fracao ACE3-4 foi submetida ao fracionamento por CLAE-UV semi-

preparativo, com o objetivo de isolar as substancias correspondentes aos picos
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majoritarios observados na analise por CLAE-DAD (Figura 30). A fragédo foi
selecionada devido a sua massa disponivel (1,031 g) e a boa separagéo
observada nos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD e CLAE-EM (Figura 31).

1 Frag@es da Corrida 3,10HFCCCLEVDS £17 [maniy
mau

F4 (3) LEV0I Ceme UV_VIS_4 WiL:20 o

ACE3-4

g
57,077

450

400

5. 6,827

50

00

250

£

o, 20 40 60 20 B el 340 38,0 380 @0 420 440 450

Figura 29. Cromatograma de CLAE-DAD da fracao ACE3-4 obtida do terceiro fracionamento
de ACE3
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Figura 30. Cromatograma em base peak de CLAE-EM de ACE3-4

A partir das analises de CCD, CLAE-DAD, CLAE-EM e atividade
citotéxica, levando em consideracao as fragcdes com maiores rendimentos, foram
selecionadas as fragdes ACE3-4, ACE-16 e ACE-17 para dar continuidade ao
estudo quimico da fragdo ACES3.
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5.5.4 Fracionamento semi-preparativo de ACE3-4 por CLAE-UV

No fracionamento por CLAE-UV de ACE3-4 (60 mg) foram coletadas
cinco subfragdes nomeadas como: ACE3-4-1, ACE3-4-2, ACE3-4-3, ACE3-4-4,
ACE3-ACE3-4-5. O cromatograma pode ser observado na Figura 32. As
subfracdes obtidas foram secas em liofilizados e os seus rendimentos foram

calculados (Tabela 23).

AU
A (A0
[+ () 110
2 —— 240 nm
2% 1 —— 280 nm

0 10 0 L) 40 50 &0 0 a0 Ll 100 1o 20 el u 180 160 170 180 180 i) Ho n 2 A0 B0 %0 i} n bl m

Figura 31. Cromatograma do fracionamento de ACE3-4 por CLAE-UV nos comprimentos de
onda 240 nm (preto) e 280 nm (rosa) (1) substancia 1 - ACE3-4-2, (2) substancia 2 - ACE3-4-2.

Tabela 23. Rendimentos das subfragbes obtidas do fracionamento por CLAE-UV de ACE3-4

Fragdo Rendimento
(mg)
ACE3-4-1 1,6
ACE3-4-2 4.8
ACE3-4-3 9,1
ACE3-4-4 1,6
ACE3-4-5 0,6

As subfragées foram analisadas por EM, RMN 'H, '3C e bidimensionais e
foi possivel identificar o isolamento das substancias 1 e 2, posteriormente elas
foram submetidas a teste de atividade citotéxica. O detalhamento da elucidacao

estrutural das duas substancias pode ser consultado no item 5.5.8.1

5.5.5 Fracionamento semi-preparativo de ACE3-17 por CLAE-DAD
A figura 33 apresenta o cromatograma da separagao semi-preparativa
de ACE3-17 (50 mg), destacando os picos correspondentes as substancias 3, 4

e 5 identificadas. Os rendimentos das 17 fracbes estdo apresentados na tabela
24.
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Figura 32. Perfil cromatografico obtido no fracionamento de ACE3-17 por CLAE-DAD nos
comprimentos de onda 240 nm (preto) e 280 nm (rosa) (3) substancia 3 - ACE3-17-9, (4)
substancia 4 - ACE3-17-13, (5) substancia 5 - ACE3-17-15.

Tabela 24. Rendimentos das subfragbes obtidas do fracionamento por CLAE-UV de ACE3-17

Fracao Rendimento (mg)
ACE3-17-1 2,2
ACE3-17-2 2,7
ACE3-17-3 0,9
ACE3-17-4 1,1
ACE3-17-5 0,6
ACE3-17-6 3,7
ACE3-17-7 3,4
ACE3-17-8 1,7
ACE3-17-9 11,1
ACE3-17-10 2,7
ACE3-17-11 0,6
ACE3-17-12 0,6
ACE3-17-13 6,5
ACE3-17-14 1,9
ACE3-17-15 54
ACE3-17-16 0,9
ACE3-17-17 0,1

ApOs analise de espectrometria de massas as fracbes ACE3-17-9, ACE3-

17-13 e ACE3-17-15, purificadas, foram encaminhas para analise de RMN uni e

bidimensaional, através do qual foi possivel identificar 3 substancias.
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5.5.6 Fracionamento de ACE3-16 por HPCCC

Apos a avaliagdo em CCD (Figura 34) dos 10 sistemas listados na
Tabela 7, observou-se que no sistema bifasico 6 (S6-EWat-1:1) a fracao se
concentrou na fase superior. A partir do sistema 12 (S12-HEMWat-1:3:1:3)
observou-se que mancha amarela observada na CCD, visualizada na luz UV-
366 nm, se distribuiu para a fase inferior e com o aumento da polaridade dos
sistemas testados as manchas se distribuiram totalmente para a fase inferior,

como pode-se observar para o sistema 24 (S24-HEMWat-5:1:5:1).

UV-366 nm UV-366 nm- NP-PEG Anisaldeido

| Ss16 7 Ss180 S0 Sspp v Sspit |

Figura 33. Testes de sistemas bifasicos com a fracgdo ACE3-16. Eluente:
Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6:100 uL. Volume de aplicagao: 10 uL

Ap6s as observacbes destacadas, realizou-se o fracionamento de
ACE3-16 em modo normal, além dos sistemas testados foram adicionados os
sistemas 28 (HM-1:1) e 26 (HEMWat-9:1:9:1), tendo como fase estacionaria a Fl
do sistema 28 e as FS dos sistemas 28 ao sistema 6 (Tabela 8) foram utilizadas
como fases moveis.

A Figura 35 apresenta a CCD das 37 fragdes obtidas no fracionamento,
assim como os degraus de eluicdo utilizados durante o fracionamento, para

facilitar a visualizagdo dos grupos de substancias separados.
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Figura 34. Placa cromatograficas das fragdes obtidas do fracionamento de ACE3-16. Eluente:
Hexano: AcOEt: HCOOH-4:6:100 pL; Revelador: anisaldeido. Volume de aplicagdo: 10 uL;
Concentragdo: 1 mg/mL.

A partir do sistema 10 (HEMWat 1:5:1:5) pode-se observar um maior
numero de manchas nas fragdes, 0 mesmo foi observado nas fragdes coletadas
na extrusao, sendo estas as fragdes mais rendosas (Tabela 25). As fragdes (1-
15) que eluiram antes do sistema 10 (HEMWat 1:5:1:5) apresentaram baixo
rendimento corroborando com o que foi observado na analise de CCD, tendo em
vista que estas apresentaram nenhuma ou poucas manchas. Assim, as fragdes
foram unidas de acordo com o perfil observado na CCD, reduzindo o numero de

fracdes para 11 mais o AR.

Tabela 25. Rendimento da unido das fragdes obtidas do fracionamento de ACE3-16 por HPCCC

Fracao Rendimento (mg)

AR 32,4

Fl 1,0
ACE3-16-1 2,3
ACE3-16-9 2,6
ACE3-16-12 2,1
ACE3-16-17 3,2
ACE3-16-18 94,6
ACE3-16-27 157,7
ACE3-16-30 12,8
ACE3-16-31 16,2
ACE3-16-34 5,3
ACE3-16-36 1,8

As fracbes ACE3-16-18 e ACE3-16-27 apresentaram os maiores
rendimentos do fracionamento. Estas fragdes foram comparadas ao perfil da
fracdo ACE3-17 com a finalidade de isolar maior quantidade das substancias ja
isoladas nesta fragcdo e rastrear os responsaveis pela atividade citotéxica
detectada (Tabela 21).
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NP-PEG

UV-366 nm UV-366 nm

NP-PEG Anisaldeido
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Figura 35. Placa cromatografica comparativa das fragdes ACE3-17, ACE3-16-18, ACE-16-27.
Eluente: Hexano: AcOEt: HCOOH-3:7:100 pL;

As fragdes ACE3-17, ACE3-16-18 e ACE-16-27 apresentavam certa
similaridade nas manchas observadas nas CCDs da Figura 36. No Rf 0,5 uma
mancha fluorescente foi observada para as trés fracées nas placas visualizadas
no UV 366 nm, ja na CCD revelada com anisaldeido apresentou coloragao
marrom indicando a presenga de flavonoides. As manchas localizadas no Rf 0,6
e 0,7 foram reveladas em todas as placas e fragdes com a mesma coloragao. A
andlise de EM no modo negativo das trés fragdes (Figura 37) mostrou a
existéncia dos mesmos ions nos espectros com intensidades diferentes.

Os ions de m/z 255, m/z 299, m/z 301 e m/z 329 foram observados nos
espectros de massas de todas as fracoes. Nas fragdes ACE3-17 e ACE3-16-18
foram constatadas as presencgas dos seguintes ions em comum: m/z 269, m/z
283 e m/z 285. Segundo estudos realizados com outras plantas do género
Andira, esses ions podem estar associados a existéncia de isoflavonas nas
fragbes, como a biochanina A, genisteina, pratenseina e formononetina (Garcez
et al., 2010; Garcia et al., 2018; Kraft et al., 2000, 2001). Embora varios ions
foram comuns nas trés fracdes, outros ions diferentes foram indicados, com isso
optou-se por nao unir as fragoes.

A fragao ACE3-16-18 mostrou menor rendimento que a fragdo ACE3-16-
27, no entanto foi fracionada por HPCCC devido a maior semelhanga com a
fracdo ACE17, além disso apresentou um perfil quimico de menor complexidade

com menor quantidade de ions.
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Figura 36. Espectros de EM full scan (modo negativo) das fracdes ACE3-16, ACE3-16-18 e

ACE3-16-27
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5.5.6.1 Fracionamento da subfracdo ACE3-16-18 por HPCCC

A Figura 38 evidencia a distribuicdo da fracdo entre os sistemas
testados. No sistema 10 (S10-HEMWat 1:5:1:5) é possivel observar que algumas
manchas eluiram na fase inferior do sistema. No sistema 17 (HEMWat 1:1:1:1)
houve uma distribuicdo de perfil cromatografico semelhante nas suas duas
fases, podendo estimar um Kd=1. Apds as observagodes realizadas nos testes de
sistemas optou-se por realizar um fracionamento de modo normal com todos os
sistemas bifasicos 21 (HEMWat 5:2:5:2), 20 (HEMWat 2:1:2:1), 19 (HEMWat
3:2:3:2), 18 (HEMWat 6:5:6:5), 17 (HEMWat 1:1:1:1), 16 (HEMWat 5:6:5:6), 15
(HEMWat 2:3:2:3) e 14 (HEMWat 1:2:1:2) (Tabela 9), tendo como fase
estacionaria a Fl do sistema 21 e as FS dos sistemas 21 (Tabela 9) foram

utilizadas como fases moveis.

UV-366 nm

UV-366 nm- NP-PEG

Figura 37. Testes de sistemas bifasicos com a fragdo ACE3-16-18. Eluente:
Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6:100 L. Volume de aplicagéo: 10 yL

A Figura 39 apresenta a CCD das 56 fragdes obtidas no fracionamento,
assim como os degraus de eluicdo utilizados durante o fracionamento, para
facilitar a visualizagdo dos grupos de substancias separados.

A partir do sistema 17 (HEMWat 1:1:1:1) ao 14 (HEMWat 1:2:1:2) pode-
se observar um maior numero de manchas nas fracoes, sendo estas as fragdes
mais rendosas. Nas fragcdes 32 e 33 foram observadas manchas amarelas
caracterizando a presenca de flavonoides, assim como nas fracoes 41, 44 e 45.

Fluorescéncias intensas de coloragao verde agua foram reveladas nas fragdes
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42 e 43. As fragbes com perfil cromatografico semelhante foram unidas,

reduzindo o numero de fragbes para 28 mais o AR (Figura 40 e Tabela 26).
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Figura 38. Placa cromatograficas das fragdes obtidas do fracionamento de ACE3-16-18. Eluente: Hexano: AcOEt: HCOOH-4:6:100 pL; Revelador:
Anisaldeido. Volume de aplicagdo: 10 pL; Concentragéo: 1 mg/mL.

Figura 39. Placa cromatograficas da unido fragdes obtidas do fracionamento de ACE3-16-18. Eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6:100 uL; Volume de
aplicacdo: 10 pL; Concentracdo: 1 mg/mL. (A) Revelador NP-PEG (UV-366 nm). (B) Revelador anisaldeido



Tabela 26. Rendimento da unido das fragbes obtidas do fracionamento de ACE3-16-18 por
HPCCC

Fracao Rendimento (mg)

AR 11,3
ACE3-16-18-1 2,3
ACE3-16-18-2 1,0
ACE3-16-18-6 0,7
ACE3-16-18-7 0,5
ACE3-16-18-9 0,4
ACE3-16-18-15 0,6
ACE3-16-18-18 1,2
ACE3-16-18-24 0,5
ACE3-16-18-26 0,3
ACE3-16-18-28 1,0
ACE3-16-18-31 0,6
ACE3-16-18-32 3,3
ACE3-16-18-33 2,1
ACE3-16-18-34 1,5
ACE3-16-18-35 0,7
ACE3-16-18-36 0,5
ACE3-16-18-37 1.1
ACE3-16-18-38 2,2
ACE3-16-18-39 2,5
ACE3-16-18-40 6,0
ACE3-16-18-41 8,1
ACE3-16-18-42 15,5
ACE3-16-18-44 7,3
ACE3-16-18-45 4.7
ACE3-16-18-46 2,0
ACE3-16-18-47 0,4
ACE3-16-18-50 0,7
ACE3-16-18-51 4.1

Dentre as 28 fragbes analisadas, pode-se destacar as fragcbes ACE3-16-
18-37 (substancia 6), ACE3-16-18-38 (substancia 6 + 7), ACE3-16-18-41
(substancia 8) e ACE3-16-18-42 (substancia 9) que foram analisados por
espectrometria de massas e RMN e foram identificadas mais quatro substancias
em mistura. A atividade citotoxica das fracoes ACE3-16-18-41 e ACE3-16-18-42
foram avaliadas, as outras duas fracbes nao foram avaliadas devido ao baixo

rendimento.



5.5.7 Fracionamento por cromatografia contracorrente de alta performace
(HPCCC) da fragcao ACA2 das cascas de A. parviflora
A Figura 41 o perfil cromatografico por CCD das fases superiores e
inferiores obtidas dos testes de sistemas com a fracdo ACA2. No sistema 12
(S12-HEMWat 1:3:1:3) a maioria das manchas concentram-se na fase superior
e algumas manchas com Rf de 0,4 e 0,3 se distribuiram para o a fase inferior. A
partir do sistema 16 (S16-HEMWat 5:6:5:6) as manchas se distribuirdo das duas
fases de forma assim como no sistema 18 (S18-HEMWat 6:5:6:5). Ja no sistema
20 (S20-HEMWat 2:1:2:1) maior parte das manchas foram distribuidas para a
fase inferior e poucas manchas continuaram somente na fase superior.
ApOs as observacgdes destacadas, realizou-se o fracionamento de ACA2
em fase normal, além dos sistemas testados foram adicionados os sistemas 21
(HEMWat 5:2:5:2) e 10 (HEMWat 1:5:1:5), tendo como fase estacionaria a Fl do
sistema 21 e as FS dos sistemas 21 ao sistema 10 (Tabela 11) foram utilizadas

como fases moveis.

UV-366 nm UV-366 nm- NP-PEG

Anisaldeido

Figura 40. Testes de sistemas bifasicos de solventes com a fracdo ACAZ2. Eluente:
Hexano:AcOEt: A. formico: AcOH-3:7:10 pL: 10 yL

A Figura 42 mostra a CCD das 70 fragdes obtidas no fracionamento por
HPCCC acompanhadas dos seus respectivos degraus de eluicdo, a fim de
facilitar a visualizagdo dos grupos de substancias separados e associa-los aos
sistemas de solventes bifasicos. A partir da CCD (Figura 42) pode-se observar
uma excelente separacao do fracionamento nas fracdes, pois na primeira fracao
referente ao sistema 21, mostrou manchas intensas. De acordo com a Tabela
27, a partir da fragéo 41 houve um aumento no rendimento das fragbes e nestas
foram observadas manchas amarelas fluorescentes e intensas, caracteristicas
de flavonoides. As fragdes com perfil cromatografico semelhante foram unidas,

reduzindo o numero de fragdes para 23 mais o AR (Tabela 27).

112



HEMWat 5:2:5:2

HEMWat 1:2:1:2
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Figura 41. Placas cromatograficas das fragcdes obtidas do frcionamento de ACA2. Eluente:

Hexano:AcOEt:Ac.Férmico:AcOH-3:7:10 uL:10 pL (para as fragdes AR-50);

Eluente:

AcOEt:Ac.Férmico:AcOH:H20-97:11:11:29 (para as fragdes 53-70); Revelador: NP-PEG UV 366

nm; Volume de aplicagdo: 10 uL; Concentragao: 1 mg/mL.

Tabela 27. Rendimento da unido das fragdes obtidas do fracionamento de ACA2 por HPCCC

Fracao Rendimento (mg)
AR 27,8
ACA2-1 3,4
ACA2-2 6,2
ACA2-3 3,0
ACA2-4 24
ACA2-5 2,4
ACA2-9 24
ACA2-15 1,9
ACA2-21 1,6
ACA2-29 0,5
ACA2-31 1,6
ACA2-37 1,2
ACA2-39 1,5
ACA2-41 12,3
ACA2-44 1,9
ACA2-46 12,8
ACA2-48 6,0
ACA2-49 4,2
ACA2-50 4,0
ACA2-51 7,6
ACA2-57 0,7
ACA2-59 94
ACA2-60 12,1
ACA2-64 35,6

Dentre as 23 fragdes analisadas, as fragdes que apresentaram maior

rendimento foram direcionadas ao teste de atividade citotdxica frente a células
tumorais (ACA2-41, ACA2-46, ACA2-59 e ACA2-64. A fragdo ACA2-41 (12,3)
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apo6s andlise de EM e RMN foi identificada como substancia 5, ja isolada no

cerne da espécie (topico 5.5.5).

5.5.8 Elucidagéao estrutural das substancias isoladas do cerne de A. parviflora
5.5.8.1 Elucidacao estrutural das substancias 1 e 2

A subfracdo ACE3-4-2 (4,8 mg) apresentou-se como um solido amorfo
branco. A elucidacgio estrutural foi baseada nas analises de EM, RMN de 'H e
13C, COSY, HSQC e HMBC.

O espectro de RMN de 'H da subfragdo ACE3-4-2 apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos entre & 7,71 e 6,40, de hidrogénios
metinicos, metilénicos e uma faixa de hidrogénios carbindlicos de agucar entre
04,08 e 3,40 (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD30D) de ACE3-4-2

A Figura 43 mostra ampliacdo do espectro de proton na regido dos
hidrogénios aromaticos com os seguintes sinais, & 7,73 (1H, d), 6,42 (1H, d), &
7,03 (2H, d), 6,67 (2H, d) e, atribuidos respectivamente a H-6", H-5" (anel
aromatico A), H-2 e H-6, H-3 e H-5 (anel aromatico B) (Figura 44). As constantes
de acoplamento associadas aos sinais de H-6 e H-2, H-5 e H-3, indicaram

acoplamento em orto com J=8,8 Hz, além disso sido sinais padroes de
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hidrogénios homotdpicos presentes no anel B com sistema AB. Observou-se
também acoplamento de aproximadamente J=8,8 Hz indicando acoplamento em

orto entre os hidrogénios H-5" e H-6".
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Figura 43. Ampliagdo na regido de aromaticos (0 7,73-6,41) do espectro de RMN 'H (500 MHz,
CDs0OD)

Figura 44. Anéis aromatico A e B da molécula proposta com seus hidrogénios assinalados

A Figura 45 apresenta dois sinais de hidrogénio, sendo um duplo dupleto
com deslocamento em & 5,15 (1H, J=7,3 e 4,9 Hz) caracteristico de um
hidrogénio metinico proximo a um carbono carbindlico. Outro sinal é observado
em 0 4,93 (1H, d, J=9,8 Hz) caracteristico de hidrogénio anomérico (Agrawal,
1992), que foi atribuido a posi¢do H-1"" o que confirma a presenga um uma

unidade de acucar na molécula.
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Figura 45. Ampliagéo (0 5,16-4,92) do espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30D)

A Figura 46 mostra duas regides de ampliagdes, de & 4,11 ppm a d 3,39
(46A) ppm e & 3,04 ppm e d 2,81 ppm (46B). A ampliacdo 46A mostra sinais
tipicos de hidrogénios metinicos de acucar. O sinal em & 4,09 foi identificado
como triplo dupleto com integragdo para um hidrogénio sendo possivel calcular
duas constantes de acoplamento J=9,5 Hz e 4,5 Hz. Os duplos dupletos
observados com deslocamento de 6 3,86 (1H, dd, J=12,2e 2,4 Hz) e & 3,73 (1H,
dd, J=12,2 e 5,4 Hz) sao caracteristicos de metileno de agucar e apresentaram
acoplamentos tipicos de correlagdes vicinais de geminais (Agrawal, 1992).

A ampliagédo 46B apresenta os sinais 8 3,02 (1H, dd, J=14,2e 4,9 Hz) e
0 2,85 (1H, dd, J=14,2 e 7,3 Hz) com acoplamentos que evidenciaram a
caracteristica de hidrogénios metilénicos. Ambos demonstraram acoplamentos
do tipo vicinal com o hidrogénio metinico em & 5,15 e geminal (J=14,2 Hz). Com
a comparagao dos deslocamentos obtidos com dados da literatura, foi possivel
atribuir ao sinal em & 5,15 a posicdo a ligado a um carbono carbindlico,
apresentando acoplamentos vicinais com J=7,3 e 4,9 Hz em relagcao hidrogénios
Ba (6 3,02) e Bb (6 2,85) de um CH2 (Shitamoto et al., 2010).
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Figura 46. Ampliagdo da regido de agucar (A); Ampliagdo de sinais de hidrogénio metilénicos (B)
do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD3OH) de ACE3-4-2

A partir do mapa de correlagbes COSY (Apéndice A) foi possivel
confirmar os acoplamentos entre os prétons de 6 7,73 € 6,42, 6 7,02 € 6,67, &
5,16 e 3,02/2,83, 6 4,09 e 4,93/3,46, & 3,86 e 3,73/3,40, 6 3,73 e 3,40, e 6 3,02
e 2,83.

117



O espectro de RMN de '3C (Figura 47) apresentou 18 sinais distribuidos
nas regides de aldeidos ou cetonas, aromaticos, carbonos metinicos e
metilénicos (6 205,7 a © 42,2). Os sinais observados confirmaram a presenca de
um grupo carbonila em & 205,7. Na regido de aromaticos foram observados oito
sinais sendo cinco destes carbonos quaternarios, confirmados por meio do
DEPT 135 (Figura 48). No intervalo entre & 109,7 e & 41,9 foram indicados os
carbonos metinicos, anomérico e metilénicos da unidade de agucar.

O sinal & 205,7 foi atribuido ao carbono de uma cetona. Na regido de
aromaticos, foram observados cinco sinais com os seguintes deslocamentos: &
165,8, & 133,3, 6 112,9, 6 112,1, & e & 109,7 atribuidos, respectivamente, aos
carbonos C-4°, C-6", C-3", C-1" e C-5" correspondentes ao anel A (Figura 47).
Os outros quatro sinais de aromaticos com deslocamentos de & 157,2, 6 131,7,
0 129,4 e 0 116,2 atribuidos aos carbonos C-4, C-6 e C-2, C-1, C-5 e C-3

respectivamente, correspondentes ao anel B.
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Figura 47. Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CD30D) de ACE3-4-2

A partir da analise do espectro de DEPT-135 (Figura 48) foi possivel
identificar dois carbonos metilénicos com deslocamento de & 62,9 (C-6") e &
42,2 (C-B), além de confirmar a presenca de carbonos metinicos, sendo um em

0 74,3 (C-a) proximo da carbonila da cetona e os outros sinais correspondentes
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aos sinais de acgucar. Os dados foram todos listados na Tabela 27 e comparados

com os dados da literatura compativeis a molécula de coatlina A (substancia 1).
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Figura 48. Espectro de DEPT-135 da subfragdo ACE3-4-2 (125 MHz, CD3OH)

O mapa de correlagdes HSQC (heteronuclear single quantum
correlation) da subfragdo ACE3-4-2 (Figura 49), orientou os assinalamentos de

carbonos hidrogenados da molécula proposta.

JJ\—J_J\_,Q e n JV\_JUM_.__AILA_JLK_JM;A;
ac o E 40
- 60 5
E o
e E =
DO oy @ E =
2, =80 O
E ©
= Q
E £
F100 2
2 E &}
i = S120 *
| & < i
H\‘HHHH‘HHHH‘HH\H\‘H\\\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HHHH:
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 49. Mapa de correlagao HSQC da subfragao ACE3-4-2

A Figura 50 corresponde a ampliacao do mapa de correlacdo HSQC na
regidao dos aromaticos, onde é possivel indicar os sinais dos hidrogénios
homotdpicos do anel B em 7,03 ppm (H-6, H-2) ligados aos carbonos C-6 e C-2
(6 131,6) e em 6,67 ppm (H-5, H-3) ligados aos carbonos C-5 e C-3 (6 116,2).
Observa-se também destacado em azul os carbonos aromaticos do anel A.
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Figura 50. Ampliagcdo do mapa de correlagdo HSQC na regido de aromaticos

A ampliagdo abaixo (Figura 51), permitiu o assinalamento do carbono a
(6 74,4) ligado ao hidrogénio metinico a (6 5,16) destacados em amarelo. O sinal
em On 4,93, correspondente ao carbono anomeérico foi correlacionado ao sinal &
75,6 (C-17).
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Figura 51. Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC na regido de hidrogénios alfa carbindlicos

e anomérico

Na Figura 52, observou-se o sinal em & 3,40 (H-5") que esta
correlacionado com o C-5"" (& 82,8). Os hidrogénios H-Ba (& 3,02) e H-Bb (&
2,85) estao correlacionados ao mesmo carbono C-B (6 42,2) correspondendo a
um CH2. As correlagbes obtidas no experimento HSQC corroboraram para a
identificacéo da coatlina A. Vale ressaltar que na literatura ndo ha relatos de

dados de RMN bidimensionais, sendo este o primeiro relato.
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Figura 52. Ampliagdo do mapa de correlagdo HSQC na regido de agucar e metilénicos

A analise por HMBC forneceu informacdes acerca das correlagdes entre
carbonos e hidrogénios a longa distancia que podem ser observadas no mapa

de corregao na Figura 53 e na Tabela 27.
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Figura 53.Mapa de correlagdo HMBC da subfragdo ACE3-4-2

De acordo com a Figura 54 os hidrogénios pertencentes ao anel A, H-6"
e H-5" correlaciona com os carbonos carbinélico (C=0), C-4" e C-1', ja 0 H-5"
correlaciona também com os carbonos C-3" e C-1"". Quanto ao anel aromatico
B as correlagdes para os hidrogénios H-6 e H-2 sdo iguais pois estdo em uma
parte da molécula que apresenta simetria, 0 mesmo ocorre com os hidrogénios
H-5 e H-3.
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Figura 54. Ampliagdo do mapa de correlagdo de HMBC na regido de aromaticos

Na ampliagao de campo baixo (figura 55), foram fornecidas as seguintes
informagdes: os hidrogénios H-Ba e H-Bb correlacionaram com os carbonos
C=0, C-2 e 6; C-1 e C-a.
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Figura 55. Ampliagcdo do mapa de correlagdo HMBC da subfracdo ACE3-4-2

As ampliagdes da figura 56A fornece as correlagdes do hidrogénio
metinico a com os carbonos: C=0, C-1" e C-B, bem como as correlagdes do
hidrogénio anomérico com os carbonos: C-4", C-3°, C-5"", C-3"" e C-2"". Na
ampliagao 56B pode-se destacar as correlagdes dos hidrogénios metilénicos (H-
6" 'a, H-6"'b) confirmando os assinamento. Pode-se observar também uma
regido com muita sobreposicao de sinais correspondendo as outras correlagoes
dos demais hidrogénios do agucar. As principais atribui¢des e correlagbes do

HMBC da coatlina A pode-se observar na figura 57.
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Figura 56. Ampliagdes do mapa de correlagdo HMBC da subfragdo ACE3-4-2.
Legenda: A-Regido de metinicos e anomérico; B-regido de agucar

Figura 57. Correlacdes obtidas do HMBC observadas na substancia 1

A analise de espectrometria de massas no modo negativo, indicou o ion
molecular m/z 435 com maior intensidade do espectro em full-scan (Figura 58A),
resultando em uma molécula com peso molecular de 436 Da.

A fragmentagao do ion molecular gerou o pico base de m/z 315 (100%)
indicando a perda de 120 Da, assim como o fragmento m/z 345 (38%)
equivalente a perda de 90 Da. Os fragmentos até entdo observados podem ser
correspondentes a clivagens de anel cruzado de uma unidade de agucar em

relacdo ao ion molecular, tipicos de flavonoides C-glicosilados, caracterizando
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assim a presenca de agucar na molécula (Karar; Kuhnert, 2016). Outro
fragmento observado foi de m/z 417 (10%) indicando a perda de 18 Da

equivalente a perda de agua (Figura 58B).
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Figura 58. Espectro de massas de full scan (modo negativo) da subfracdo ACE3-4-2 (A)
Espectro de fragmentacéo do ion de m/z 435 (B)

Os resultados obtidos apontaram para a identificacdo da coatlina A,
porém foi constatado que a molécula possui estereocentros podendo ocorrer a
formacao de enantibmeros. Genta-Jouve et al (2013) determinou previamente a
configuragcéo para essa molécula por dicroismo circular ([a]po-43 (MeOH, ¢ 0,20),
correspondendo ao valor de [a]po -38,89° (MeOH, 0,25 g/100 mL) obtido na
analise no polarimetro (Anton Paar-MPC 300) que indica a configuragao S da
coatlina A.
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Em relacdo a subfracdo ACE3-4-3, os espectros de RMN foram
analisados e pode-se observar os mesmos deslocamentos quimicos da coatlina
A, como apresentado na figura 59 a comparagdo dos espectros de 'H. Como
evidenciado anteriormente a molécula apresenta isbmeros, e esta segunda
substancia corresponde ao isbmero da coatlina A. A analise realizada em
polarimetro confirmou a identificagcdo do epimero R com [a]p +77,42° (0,25 g/100
mL), correspondente ao da a-epi-coatlina A (substéancia 2) (Genta-Jouve et al.,
2013; Shitamoto et al., 2010).

Os dados de RMN dos epimeros podem ser observados na tabela 28 e

os demais espectros da substancia 2 estdo no Apéndice B e C.
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Figura 59. Sobreposi¢do dos espectros da subfragao substancia 1 (vermelho) e substancia 2 (azul)
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Tabela 28. Dados de RMN de 'H e '3C dos isdmeros coatlina A and a-epi-coatlina A

coatlina A a-epi-coatlina A . .
Substancia 1 Substancia 2 Shitamoto (2010)
Posic&o 4
H 6 13 a 1H 6 13 a 1H 6 13
(mult., J em Hz)2 € (mult., J em Hz)2 C ) (mult., J em Hz) €
1 - 129.4 - 129.3 - 129.3
2 7,03d (8,8) 1317 7,02d (8,8) 1316 7,01d(8) 131.6
3 6,67 d (8.8) 1162 6,67 d (8,8) 1162  6,67d(8) 116.2
4 ] 157,2 - 157,2 157,2
5 6,67 d (8.8) 1162 6,67 d (8,8) 1162  6,67d(8) 116.2
6 7,03 d (8,8) 1317 7,02d (8,8) 1316 7,01d(8) 131.6
o« 515dd(7.3e49) 744 515dd(7.6e51) 743 517dd(7Te5) 744
a 3,02dd (14,2 3,02dd (139 e 3,04.dd (14 6 5)
2,85 d4d,9()14 2¢ 42 585 d5d’1()13 9e 422 42,2
Bb 7.3) 7.6) 2,86dd (14e7)
c=0 - 205,7 - 205,6 ; 205.7
1 ] 1121 ; 112,1 - 112,2
2 ] 165.,8 - 165,7 - 165,4
3 } 112,9 ; 112,9 - 112,9
4’ - 165,8 - 165,7 - 165,6
5 6,42 d (8,8) 100,7 6,41d (8,8) 1007  641d(9) 10,7
6 7,73d (8,8) 1333 7.71d (8,8) 1333 7,71d(9) 133.2
17 4,93d (9,8) 75,6 4,93d (9,8) 756  4.94d(10) 756
27 400dt(95e45) 728  408dt(93e4p) 728 OO ‘1"8)(10 N
3,48 dd (10 e
5 3,46 m 80,2 3,46 m 80,2 10) 50,2
. 3,49 dd (10 e
4 3,46 m 71,8 3,46 m 71,8 10 .
5 3,40 m 82,8 3,40 m 82,7 3,42 m 827
6a % d2d4()12,2 e 3,86 dd (12 & 2,2) 3,86 dd (12 & 2)
: 62,9 62,9 62,8
. 3,73dd (12,2 e ’ 3,73dd (12,2 : :
6"b 5 5 3,74 dd (12 & 5)

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C em CD30D, tendo o TMS
como padrao interno.

O isolamento dos dois epimeros € inédito na espécie A. parviflora, no

entanto foram isolados da madeira de A. coriacea pertencente ao mesmo

género, conhecida por sua atividade antifungica (Genta-Jouve et al., 2013). A a-

epi-a-coatlina A ja foi isolada em outras espécies da familia Fabaceae, como no

cerne de Pterocapus marsupium e nas folhas de Crotalaria zanzibarica (Achari

et al., 2012; Shitamoto et al., 2010). J& o epimero coatlina A foi relatado na

madeira de Eysenhardtia polystachya (Beltrami et al., 1980).

A literatura relata atividades biolégicas diferentes para cada isbmero.

Anraku e colaboradores (2018) testaram os dois isémeros em relagao a inibicao
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da metaloprotease da matriz (MMP-1) em fibroblastos gengivais humanos com
o objetivo de avaliar se as substancias isoladas de P. marsupium (“arvore escova
de dente”) tem a capacidade de prevenir o mal halito. Os resultados apontaram
que a coatlina A nao apresentou atividade e a a-epi-coatlina A mostrou atividade
moderada, indicando que a configuracao R influencia na supressao da MMP-1.

De acordo com Chakraborty et al (2014), a a-epi-coatlina A apresenta
potencial antiinflamatorio, sendo uma substancia promissora para desenvolver
tratamentos contra disturbios inflamatérios. Apesar de poucos relatos das
propriedades farmacoldgicas da coatlina A, a substancia possui quatro depdsitos
de patentes relacionados ao uso como inibidor de micro-RNAs para o uso na
prevencao ou atenuacao do envelhecimento da pele, conforme a base de dados
PubChem.

5.5.8.2 Elucidagao estrutural da substancia 3

A subfragdo ACE3-17-9 (11,1 mg) apresentou-se como um p6é amarelo-
palido. As CCDs (Figura 60) da fragao apresentaram uma mancha com Rf 0,67.
Na placa observada na luz UV (A=366 nm) a mancha apresentou uma cor escura
sem fluorescéncia, e uma mancha amarela na placa revelada com NP-PEG,
sendo indicativo para a presenca chalconas e flavonoides (Scheidemann;
Wetzel, 1997; Wagner; Bladt, 1996).

NP-PEG
UV 366 nm UV 366nm NP-PEG

40.9
4108
10.7
106
105
40.4
403
10.2

401

Figura 60. CCDs da fracdo LSV3(3)17_9 eluidas em diferentes reveladores. Legenda: Eluente:
Hexano: AcOEt: HCOOH-3:7 100 uL; Volume de aplicagéo: 5 yL; Concentragdo: 1 mg/mL.

A elucidacao estrutural foi baseada nas analises de EM, RMN de 'H e
13C, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de 'H da subfracao ACE3-17-
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9 (Figura 61) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos em &
7,97 (1H, d, J=8,8 Hz), 6 6,41 (1H, dd, J=8,8 e 2,4 Hz), 6 6,29 (1H, d, J=2,4 Hz),
com contantes de acoplamento caracteristicas de acoplamentos do tipo orto e
meta, correspondendo a um sistema trissubstituido dioxigenado. Estes sinais
foram atribuidos respectivamente aos protons H-6°, H-5 e H-3,

correspondentes a um anel aromatico A.
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H e ampliagdes (500 MHz, CD30D, tendo o TMS como padrao
interno) de ACE3-17-9 (substéancia 4).

Outros sinais foram observados em & 7,62 (H-2/6 d, J=8,8 Hz) e © 6,84
(H-3/5, d, J=8,8 Hz), que apresentaram acoplamentos de spin AA'BB’, atribuidos
a quatro prétons de um anel B (Pu; Wang; Zhou, 2015). Sinais caracteristicos de
hidrogénios oleofinicos a, p-insaturados, com deslocamento quimico em & 7,61
(1H, d, J=15,1 Hz) e & 7,79 (1H, d, J=15,3 Hz), os acoplamentos indicam uma
configuracao E. A partir do mapa de correlagées COSY (Apéndice D) foi possivel
confirmar os acoplamentos entre os prétons de 6 7,97 € 6,41,07,79¢e 7,61, e 0
7,62 € 6,84. De acordo com a literatura esses dados apontam para um esqueleto

de uma chalcona (substancia 3), que pode ser observado a seguir (Figura 62):
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H o) H H
37,97 5761 07,62

Figura 62. Estrutura da chalcona proposta com os deslocamentos quimicos de hidrogénio

O espectro de RMN de '3C (Figura 63a) apresentou doze sinais
distribuidos nas regides de carbonos de anéis aromaticos, carbonos alifaticos de
alcenos (6 167,6 a & 103,9) (Pavia et al., 2015; Silverstein; Webster; Kiemle,
2005). A partir da analise do espectro de DEPT 135 (Figura 63b), foi comprovado
que cinco sinais observados na regido de aromaticos sao correspondentes a
carbonos hidrogenados (6 133,5; 6 131,9; 6 117,0; 6 109,2 e & 103,9) e outros
cinco sinais de carbonos quaternarios (6 167,6; 6 166,5; 6 161,7 e  128,9). Os

sinais em © 145,8 e 6 118,5 foram associados a carbonos alifaticos.
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Figura 63. Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CD3OD) de ACE3-17-9 (A) Espectro de DEPT
35 de ACE3-17-9 (B)

O mapa de correlagdes HSQC da subfracdo ACE3-17_9 (Figura 64),
orientou os assinalamentos de carbonos hidrogenados da molécula proposta
(Figura 65). Assim, foi possivel correlacionar os prétons aromaticos em & 7,97
(H-6") com o carbono em & 133,5 (C-6"), 6 6,41 (H-5") com o carbono 6109,2 (C-
57) e 86,29 (H-3") com o carbono & 103,9 (C-3") que foram atribuidos ao anel A.
Foram observadas outras duas correlacbes referentes ao anel B com
hidrogénios homotoépicos em 6 7,62 (H-2, H-6) com o carbono & 131,9 (C-2, C-
6) e d 6,84 (H-3, H-5) com o carbono & 117 (C-3, C-5). As correlagdes dos

prétons atribuidos as posi¢des a e b, confirmam a existéncia do esqueleto da
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chalcona proposta, observadas em & 7,79 com o carbono & 145,8 (C-a) e & 7,61
com o carbono 6 118,5 (C-B).

JE T N T . M._J . | :

100

F1 Chemical Shift (ppm)

\I‘ Ll
'8‘

- 150

L B L e e L e e O
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 64. Mapa de correlagdo HSQC da substancia 3

HO 0117,0 OH
01319
d118,5

0 109,2

H O H H

Figura 65. Estrutura da chalcona proposta com os deslocamentos quimicos de carbono

A analise por HMBC (figura 66) forneceu informacgbes acerca das
correlagbes entre carbonos e hidrogénios a longa distancia, possibilitando o
assinalamento inequivoco dos carbonos quaternarios. A partir do mapa de
correlagdes observou-se que o hidrogénio aromatico em & 7,97 (H-6")
correlaciona com os carbonos em & 193,4 (C=0) e 167,6 (C-2"), confirmando a
presenca de um carbono carbindlico tipico do esqueleto de chalconas e uma
hidroxila no anel A. O préton em & 7,79 (H-B) apresentou correlagbes com os
carbonos em 6 193,4 (C=0) e 6 131,4 (C-6, C-2), indicando novamente a posigéo
da carbonila na molécula, sendo este um dando importante para a elucidagao
estrutural da substancia, pois o sinal do carbono carbonilico ndo foi observado
no espectro de RMN de '3C.
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Figura 66. Mapa de correlagdo HMBC da substancia 3

O sinal de hidrogénio com deslocamento quimico em & 7,62 correlacionou
com o sinal de carbono quaternario em & 161,7 (C-4) ligado a uma hidroxila,
mostrou também as correlagées com os carbonos em 6 145,8 (C-B) e & 128,9
(C-1). Foram observadas correlagées em 3J dos prétons em & 7,61 (H-a) e 8 6,84
(H-5, H-3) com o carbono C-1 (6 128,9), indicando a posigdo do carbono
quaternario do anel B. As correlagdes apresentadas podem ser observadas na

figura 67.

Figura 67. Correlagdes obtidas do HMBC observadas na substancia 3

A analise por espectrometria de massas de ACE3-17-9, mostrou o ion

m/z 255 [M-H]- com maior intensidade do espectro de full-scan (Figura 68).
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Figura 68. Espectro de massas (full-scan-modo negativo) da subfragdo ACE3-17-9

A fragmentagédo EM? do ion molecular m/z 255 [M-H]- (Figura 69) gerou o
pico base de m/z 135 (100%) indicando a perda de 120 Da, assim como o
fragmento m/z 119 (11%) equivalente a perda de 136 Da. Os dois fragmentos
observados sdo tipicos de chalconas e sao formados por reacao retro Diels-Alder
(Guo et al., 2008). De acordo com Tan et al. (2010) esses fragmentos podem
corresponder a isoliquiritigenina ou a liquiritigenina, isbmeros que apresentam o

mesmo padrao de fragmentacao.
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Figura 69. Espectro de fragmentagéo do ion de m/z 255 - modo negativo

Os dados de espectrometria de massas, RMN 1D e 2D (tabela 29) em

conjunto com a comparagao dos relatos da literatura foi possivel identificar a
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chalcona inédita no género Andira a isoliquiritigenina (substancia 3) (Figura 70).
A isoliquiritigenina ja foi isolada em outras espécies da familia Fabaceae, no
tronco de Bauhinia pentandra (Silva et al., 2020), nas raizes de Sophora davidii
e Astragalus bhotanensis (Qiu et al., 2020; Song et al., 2021), e nas folhas de
Erythrina secundiflora (Luo et al., 2021).

Na revisao bibliografica apresentada por Peng e colaboradores (2015), a
isoliquiritigenina é qualificada com diversas propriedades farmacoldgicas:
antiangiogénica, antianorexia, antidiabética, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
citotoxica frente a células tumorais, hepatoprotetora, Imunoregulatéria e
neuroprotecao. Muitas destas ja sdo confirmadas por meio de testes em animais,
orgaos ou células e alguns mecanismos de ag¢ao ja sdo conhecidos, porém é
necessario desenvolver novas pesquisas para se definir as proteinas-alvo, a fim
de facilitar sua aplicacao clinica como medicamento.

Além disso, a isoliquiritigenina apresenta efeitos antivirais contra os virus
da hepatite e influenza A (Wang et al., 2023). Conforme busca realizada na base
de dados SciFinder, existe 470 registros de patentes utilizando a isoliquiritigenina
para diferentes aplicagcdes como para o uso alimenticio, uso terapéutico, uso

agricola, fabricacao industrial entre outros.

Tabela 29. Dados de RMN de 'H, 3C e HMBC da isoliquiritigenina

Isoliquiritigenina
Posicao Su?ostén?:ia 3 Kang (2005)
e 3G (5)e HMBC: Mo 13C (5)
(mult. J em Hz) (mult. J em Hz)

1 128,9 - 126,5
2 7,62 d (8,8) 131,9 C-4; C-B; C-2e6; C-1 7,61d(8,7) 130,4
3 6,84 d (8,8) 117 C-4;C-1:C-3e5 6,83 d (8,7) 1156
4 161,7 - 160,2
5 6,84 d (8,8) 117 C-4;C-1:C-3e5 6,83 d (8,7) 1156
6 7,62d (8,8) 131,9 | C-4;C-B;C-2 e 6; C-1 7.61d (87) 130.4
a 7,61d (15,1) 118,5 C=0; C-B; C-1 7,60d (151)  117,0
B 7,79d (15,7) 145,8 | C=0;C-2e6;C-1;C-a 7,77 d (15,1) 144,3
1 114,8 - 113,3
2 167,6 - 165.0
3 6,29 d (2) 103,9 C-4";C-1"; C-5' 6,27 d (2,2) 102,5
4 166,5 - 166,1
5  641dd(88e24) 1092 C-17 C3" 6,40 g,d2§9’1 ° s
6’ 7,97 d (8,8) 133,5 C=0; C-2’ 7,96 d (9,1) 132,0
Cc=0 193,4 192,2

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C em CD30D, tendo o TMS
como padréo interno.
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bDados da literatura obtidos a 500 MHz para 'H e 125 MHz para 3C em CD3OD.

HO OH OH

o

X
p

O
Figura 70. Molécula isoliquiritigenina isolada do cerne de A. parviflora
5.5.8.3 Elucidacao estrutural da substancia 4

A subfragdo ACE3-17-13 (6,5 mg) foi obtida como um p6 branco amorfo.
A Figura 71 mostra a CCDs com uma mancha de Rf 0,5 e cor azul, caracteristica

de fendlicos e flavonoides (Wagner; Bladt, 1996).

NP-PEG

Figura 71. CCDs da fragdo ACE3-17-13 Legenda: Eluente: Hexano: AcOEt: HCOOH-3:7 100 pL;
Volume de aplicagdo: 5 yL; Concentragcdo: 1 mg/mL.

A elucidacgao estrutural foi realizada com base nos dados obtidos de EM,
RMN de 'H e "3C, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN "H (Figura 72) de
ACE3-17-13, mostrou sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos (6 7,29-
6,29), hidrogénios metinicos e metilénicos (& 5,46-3,51). Na regido
correspondente aos hidrogénios aromaticos, foram observados os sinais em &
7,28 (1H, d, J=8,3 Hz), 5 6,49 (1H, dd, J=8,3 € 2,4 Hz) e 6 6,30 (1H, d, J=2,4 Hz),
atribuidos aos protons H-1, H-2 e H-4, respectivamente, caracterizando o
sistema aromatico do anel A. Na mesma regiao, foram identificados os sinais em
67,16 (1H, d, J=8,3 Hz), 5 6,44 (1H, dd, J=8,1 € 2,2 Hz) e 5 6,38 (1H, d, J=2,0
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Hz), atribuidos aos prétons H-7, H-8 e H-10, relacionados a estrutura aromatica
do anel D (Figura 73).
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Figura 72. Espectro de RMN de 'H e ampliagdes (500 MHz, CD30D) de ACE3-17-13

A Figura 72, mostra a ampliagao do sinal caracteristico do esqueleto de
pterocarpano em & 5,46 que se desdobrou em um dupleto, com constante de
acoplamento de 6,3 Hz que de acordo com a literatura pode ser atribuido a
posicdo 11a de um hidrogénio metinico (Garcia, 2013). O espectro de prétons
revelou mais trés sinais em 6 4,21 (1H, dd, J=8,1 e 2,5 Hz), & 3,53 (1H, d, J=5,8
Hz) e 3,52 (1H, d, J=2,9 Hz), os dois ultimos sinais estdo sobrepostos. A
definicio das posi¢des de cada proton foi baseada principalmente nos mapas de
correlacdes de COSY, HSQC e HMBC, que serao apresentados mais a frente.

O mapa de correlagdo COSY (Apéndice E) possibilitou a confirmagao da
correlagao entre os protons 6 6,49, 7,15e€ 6,44,56,49¢e 0 7,28/ 6,30,5 3,52¢e ®
5,46/4,21,5 4,21 e 6 3,53. Os dados observados até entdo confirmam a proposta
apresentada por EM, que se trata do pterocarpano medicarpina (substancia 4)

apresentado na figura 73.
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Figura 73. Estrutura do pterocarpano medicarpina (substancia 4) com os seus respectivos
deslocamentos de hidrogénio

A Figura 74a apresenta o espectro de RMN de *C com dezesseis sinais,
localizados nas regides de aromaticos (6 162,7 a & 97,7), metinicos, metilénicos
e de metoxila (6 80,2 a & 41,0). Na regidao de carbonos aromaticos foram
identificados doze sinais, sendo seis sinais correspondentes a carbonos
quaternarios (6 162,7; 6 162,1; 8 160,2; & 158,2; 6 121,0 e 8 113,0) e os demais
sinais foram associados a carbonos hidrogenados (& 153,3; & 126,1; & 110,8;
107,3; 104,2 e 6 97,7). Esta afirmativa foi confirmada por meio da analise do
espectro de DEPT 135, pois este apresenta somente sinais de carbonos
hidrogenados. Os sinais em © 80,2 e & 41,0 foram atribuidos a carbonos
metinicos e o sinal 56,0 atribuido a um carbono de metoxila (Pavia et al., 2015;
Silverstein; Webster; Kiemle, 2005).

O espectro de DEPT 135 (Figura 74b) gerou dez sinais, sendo um sinal
em O 67,7 voltado para baixo, correspondente a um carbono metilénico que foi
atribuido a posicao C-6 do anel B e C do pterocarpano. Os outros sinais
observados indicaram os carbonos metinicos presentes nos anéis aromaticos,
anéis do tipo pirano (anel B) e furano (anel C) e um carbono de metoxila.

O mapa de correlagbes HSQC de ACE3-17-13 (Figura 75), permitiu os
assinalamentos dos carbonos hidrogenados da estrutura proposta (Figura 76).
Observaram-se as correlagcdes dos hidrogénios e carbonos do anel A e D em &+
7,28 com o carbono &c¢ 133,3 (C-1), 6+ 6,49 com &¢ 110,8 (C-2), dH 6,30 com dc¢
104,2 (C-4), &1 7,16 com 6¢c 126,1 (C-7), dH 6,44 com &¢ 107,3 (C-8) e &nH 6,38
com &¢ 97,7 (C-10).
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Figura 74. Espectro de '3C (125 MHz, CD30D) de ACE3-17-13 (A) Espectro de DEPT 135 de
ACE3-17-13 (B)

Na figura 75, observou-se que os sinais caracteristicos de pterocarpano
em On 5,46 e 3,52 correlacionaram-se com os de carbonos &c 80,2 (C-11a) e
41,0 (C-6a) respectivamente. Com a analise das correlagcdes presentes no
HSQC foi possivel identificar que o sinal entre &1 3,53 e 3,51 se tratava de sinais
sobrepostos, pois cada deslocamento correlacionou com carbonos diferentes.
Os sinais em 6 4,21 (H-6) e 3,53 (H-6) foram caracterizados como hidrogénios
diasterotopicos que correlacionam com o carbono metilénico em 6¢c 67,7. Os
sinais dos prétons em & 3,73 com integragcdo que corresponde a 3 hidrogénios,

correlacionaram-se ao sinal de carbono em & 56,0, atribuido a metoxila. A
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estrutura proposta com os assinalamentos dos carbonos, podem ser observados

na Figura 76.
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Figura 75. Mapa de correlagdo HSQC da substancia 4
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Figura 76. Estrutura do pterocarpano proposto com os deslocamentos quimicos de carbonos
hidrogenados

Através da anadlise do mapa de correlagdo HMBC (Figura 77) foram
identificadas correlagdes cruciais para confirmar as posicées dos carbonos da
molécula. A correlagao do sinal de hidrogénio em &+ 7,28 a J° com o carbono em
0c 80,2 (C-11a), permitiu confirmar que este préton esta na posicéo 1 do anel A.
Além disso, o sinal de H-1 correlacionou com os carbonos em & 160,2 (C-3) e
158,2 (C-4a). Os sinais de protons em & 6,49 e 6,30 apresentaram correlagbes
em J° com o sinal de carbono em & 113,0, confirmando a posicdo 11b do carbono
quaternario. As outras correlagbes observadas para os hidrogénios H-2 e H-4
foram uteis para assinalar os demais carbonos do anel aromatico A.

O préton aromatico do anel D em & 7,16 mostrou correlagdo em J° com
o carbono metinico em & 41,0 da posicdo 6a, contribuindo para confirmar a

estrutura da medicarpina. Este sinal correlacionou também com os carbonos em
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J% com os carbonos quaternarios em & 162,7 (C-9) e & 162,1 (C-10a) e em J*

com o carbono da posi¢ao 10 do anel aromatico D.
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Figura 77. Mapa de correlagao HMBC de ACE3-17-13

A posicado 6b do carbono quaternario do anel D, foi confirmada pela
correlagdo do sinalem 6 6,44 (H-8) com & 121,0 (C-6b). O hidrogénio da posigéo
8 correlacionou também com os carbonos das posi¢cdes C-9 e C-10. O sinal em
0 5,46 (H-11a) apresentou correlagdo em J° com o carbono quaternario em &
158,2 (C-4a), e com os carbonos em & 133,3 (C-1) e 6 67,7 (C-6). O proton da
posigdo 11a mostrou correlagdes em J? com o carbono metinico em & 41,0 (C-
6a) e com o carbono quaternario em & 113,0 (C-11b). Os sinais hidrogénios
metilénicos em & 4,21 e & 3,53 (H-6) apresentaram correlagdes diferentes,
confirmando a diferenga do ambiente quimico dos hidrogénios. Os prétons da
metoxila (6 3,73) apresentaram somente uma correlacdo com o carbono em &
162,7 na posigdo C-9. Algumas das correlagdes explanadas a J° constam na

figura a seguir.

Figura 78. Correlagdes obtidas do HMBC observadas na molécula proposta
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Tabela 30. Dados de RMN de 'H e '*C da medicarpina

Medicarpina
Substancia 4

Garcia (2021)

POSiQéO 'IH 63 13Ca 'IH 6b 1SCb

(mult. J em Hz) () HMBC (mult. J em Hz) ()

1 7,28 d (8,3) 133,3 C-3; C-4a;C-11a 7,29d (8,4) 133,0

2 6,49dd (8,3e2,4) 110,8 C-3; C-11b; C4 6,50dd (8,4e24) 110,2
3 160,2 - 159,8

4 6,30d (2,4) 104,2 C-3; C-4a; C-11b; C-2 6,30d (2,4) 104,0
4a 158,2 - 157,8
4,21dd (7,8 e 2,4) C-4a; C-11a; C-6a 4,20dd (11,4 e 5,4)
6 67,7 67,1
3,53d (5,8) C-4a; C-6b; C-11a; C-6a 3,55t(11,4)

6a 3,52d (5,4) 41,0 C-10a; C-6 3,49 m 40,5
6b 121,0 - 120,5
7 7,16 d (8,3) 126,1 - 7,16 d (8,4) 125,8

8 6,44 dd (8,3e2,4) 107,3 C-9; C-6b; C-10 6,45dd (8,4e24) 107,1
9 162,7 - 162,3
10 6,38 d (2) 97,7 C-9; C-10a; C-8 6,38 d (2,4) 97,5
10a 162,1 - 162,2
11a 5,46 d (5,4) 80,2 | C-4a; C-1; C-11b; C-6; C-6a 5,46 d (7,6) 80,0
11b 113 - 112,5
OMe-9 3,73 s 56,0 C-9 3,73 s 55,3

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '3C em MeOD, tendo o TMS

como padrao interno.

bDados da literatura obtidos a 600 MHz para 'H e 150 MHz para 3C em MeOD.

A analise por espectrometria de massas no modo positivo de ACE3-17-

13, indicou a presencga do ion m/z 271 da molécula protonada ([M+H]*) com

maior intensidade do espectro full-scan (Figura 79).
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Figura 79. Espectro de massas (full scan-modo positivo) da subfragdo ACE3-17-13

A fragmentagdo EM? do ion molécula protonada m/z 271 [M+H]* (Figura
80), gerou o pico de m/z 161 [M+H-CsHsO2]* indicando a perda de 110 Da que
pode corresponder a quebra caracteristica entre os anéis B e C do esqueleto de
um pterocarpano. Observou-se também os fragmentos de m/z 137 [M+H-
CsH702]" e m/z 123 pode corresponder a perda de CO. O padrao de
fragmentacdo quando comparado com a literatura sugeriu que a subfracéo
corresponde ao pterocarpano medicarpina (Gampe et al., 2016; Zhang et al.,
2007).
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Figura 80. Espectro de fragmentacao do ion 271 [M+H]+ e a proposta de fragmentacao para a

substancia 4 (Zhang et al., 2007).
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A subfracdo ACE3-17-13 foi analisada também no modo negativo de
ionizagao, apresentando o ion de m/z 269 com maior intensidade (Figura 81). A
partir da fragmentagédo em EM? contatou-se o fragmento m/z 254 correspondente
a uma perda de 15 Da, sendo esta caracteristica a perda de uma metila.
Conforme Wang et al (2019) esta fragmentagao pode ocorrer na medicarpina via

mecanismo radicalar.

Fulscan fracionamento SEMIPREP SV3(3)17 17FRACOES #1276 RT: 1811 AV:1 NL: 1.40E4
F. ITMS - ¢ APCl corona Full ms [100,00-1000,00]
268

100 A
95
90

33 88

Relative Abundance
BHEHBHBR

20
15
10 -
5 26329 539 585
109 191 227 l g o 1330 %67 423 451 500 53| | 586 €13 673 @09 721 775 795 841 855 ges o4
e L A S B e e A A A s e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Frag.composio 4 4245301 RT: 1,28-164 AV:57 NL 580E3 miz
T. Average spectrum MS2 269,00 (245-301) B
254
100
95
90
8s
80
7a
70
65
g e
c
g s 'z 269 m/z 254
4 50
2
g 4
g 4
35
0
25
20
15
10 269
&
0 108 123 133 145 149 163 174 182 189 198 210 222 227 237 241 251| 255 267|270
T P e e e T S R ST S B
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Mz
L=

Figura 81. Espectro de massas da substancia 4 (full-scan modo negativo) (A). Fragmentacao no

modo negativo do ion m/z 269 e a proposta de fragmentacao (B).

Os dados de EM, RMN 1D e 2D (Tabela 30) associados a comparagao
dos dados da literatura, permitiram identificar que a fragdo ACE3-17-13
corresponde a medicarpina (Figura 82). Um pterocarpano ja foi isolado do cerne

de A. parviflora por Garcia e colaboradores (2021).
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Figura 82. Estrutura da medicarpina, isolada do cerne de A. parviflora

A medicarpina apresenta efeito de neuroprotegao, testado no trabalho de
Ghribi et al. (2015) onde avaliaram a citotoxicidade em diferentes concentragdes
do pterocarpano frente a células de PC12 (feocromocitoma da medula adrenal
de rato) e observaram que na concentracdo de 30 uM n&o provocou
citotoxicidade em PC12. Consequentemente, utilizaram essa concentragao para
os ensaios de neuroprotecdo. Constatou-se que a medicarpina atenuou os
efeitos citotoxicos de Abzs-35 (peptideo beta amiloide responsavel por lesbes que
causam a Doenga de Alzheimer) em 18%. A substancia foi testada na
concentragcédo de 75 uM e aumentou a viabilidade celular em 30% e os autores
afirmaram que esta foi uma propriedade especifica da molécula que néao
apresentou correlacdo com a atividade antioxidante, tendo em vista que o
potencial antioxidante foi testado e ndo apresentou resultado positivo.

A medicarpina é caracterizada por apresentar atividade anti-inflamataria,
inibindo a produgédo de NO em células microgliais (BV-2), além disso possui
efeito antiosteoclastogénico, inibicdo da enzima acetilcolinesterase, inibidor da
a-glucosidase, antiapoptéticos (Chern et al., 2021; Dendup et al., 2014; Oh et al.,
2020; Tyagi et al., 2010; Wen et al., 2019). De acordo com a pesquisa realizada
na base de dados SciFinder, cerca de 52 patentes registradas estéo registradas
para a aplicacao farmacoldgica, técnicas de obtencdo da medicarpina e controle

de pragas em plantas.

5.5.8.4 Elucidacao estrutural da substancia 5

A subfragdo ACE3-17-15 (5,4 mg) foi obtida como um p6 branco amorfo.
A Figura 83 apresenta as CCDs reveladas em diferentes reagentes onde pode-

se observar uma mancha Rf 0,78. As coloragdes das manchas reveladas nas
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placas sugerem a presenca de flavonoide (Scheidemann; Wetzel, 1997; Wagner;
Bladt, 1996).
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Figura 83. CCDs da fragdo ACE3-17-15 eluidas em diferentes reveladores. Legenda: Eluente:
Hexano: AcOEt: HCOOH-3:7:100 uL; Volume de aplicagéo: 5 uL; Concentragdo: 1 mg/mL.

As andlises de EM, RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC conduziram a
elucidagdo estrutural. A Figura 84 apresenta o espectro de RMN de 'H da
substancia 5, com sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos entre 6 8,0 e
6,22, e de hidrogénio tipico de metoxila com & 3,82. Na regido de protons
aromaticos observou-se o sinal mais desblindado do espectro em & 8,0 (1H),
sendo este um singleto comum em isoflavonas atribuido ao sinal do H-2 (anel
C).

Os sinais 8 7,47 (d, J=8,8 Hz) e © 6,98 (d, J=8,8 Hz) foram identificados
como prétons aromaticos, cada sinal integrando para 2 hidrogénios (sistema
AA'BB’), tipicos de anel aromatico para-substituido atribuidos respectivamente
as posigdes H-2'/H-6" e H-3'/H-5" do anel B da estrutura (Figura 85). Outros
sinais aromaticos foram observados em 6 6,35 (1H, d, J=2,4 Hz) ¢ § 6,23 (1H, d,
J=2,4 Hz), indicativos de hidrogénios com acoplamento do tipo meta, atribuidos
aos H-8 e H-6 de anel A, respectivamente. A presenca de uma metoxila como

substituinte do anel aromatico B foi confirmada por um sinal em & 3,82 (3H, s).
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Figura 84. Espectro de RMN de 'H em ampliagdes (500 MHz, CD30OD) de ACE3-17-15

A analise do mapa de correlagdo COSY (Apéndice F), consolidou o
acoplamento entre os hidrogénios em & 7,47 e 6,98. Os resultados apresentados
corroboraram com a proposta de estrutura indicada pela analise de
espectrometria de massas, apontando para a identificagdo da isoflavona
biochanina A (substancia 5) (Garcia et al., 2021) (Figura 85).

86,35

Figura 85. Estrutura da isoflavona biochanina A com os seus deslocamentos de hidrogénio

Os deslocamentos dos carbonos foram atribuidos baseados nos
experimentos bidimensionais de HSQC (Figura 86) e HMBC (Figura 88). Na
regiao correspondente aos sinais aromaticos no HSQC, observou-se que o sinal
de préton com deslocamento quimico em & 6,35 correlacionou-se com o sinal de

carbono em & 94,7, atribuido a posigcdao C-8, enquanto o sinal em & 6,23
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apresentou correlagdo com o carbono em 8 99,9, correspondente ao C-6, ambos

pertencentes ao anel aromatico A.
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Figura 86. Mapa de correlagdao HSQC da substancia 5

Ainda no espectro de HSQC, no anel aromatico B, os protons com sinais
emd 7,47 e 6 6,98 mostraram correlagbes com os sinais de carbonos em 6 131,0
(C-2" e C-6") e 0 114,6 (C-3' e C-5'), respectivamente, correspondentes a um
sistema AA'BB. Além disso, o préton observado em & 8,08 apresentou
correlagdo com o carbono em & 154,8, sendo este ultimo atribuido a posicéao C-
2 do anel C da isoflavona. Por fim, o sinal correspondente aos prétons da
metoxila em & 3,82 foi confirmado pela correlagdo com o carbono em & 55,5. As
atribuicbes dos carbonos hidrogenados da molécula podem ser observadas na
Figura 87.

H
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5999 : 5131,0 y
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Figura 87. Estrutura da isoflavona proposta com os deslocamentos quimicos de carbono

O experimento de HMBC (Figura 88) ofereceu informagdes importantes

para a determinacao dos deslocamentos e posi¢coes dos carbonos quaternarios.
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A partir do mapa de correlagdo HMBC, foi possivel observar que o sinal em &
8,05, que corresponde ao proton metinico da posigao H-2, apresentou correlagao
com o sinal de carbono em & 182,3, atribuido ao carbono da carbonila (C-4), &
159,7 (C-9) e com 6 124,5 (C-17) (Figura 88).

Na regiao dos prétons aromaticos, foi possivel visualizar a correlagcao do
préton com sinal em & 7,47 com o sinal de carbono em & 161,3 atribuido a
posicao C-4" do anel B, caracterizada pela presenca da metoxila. Além disso as
correlagdes dos sinais de hidrogénios em & 6,98 e 3,82 com o sinal de carbono
em ® 161,3, confirmaram a presenca da metoxila no anel aromatico B. A
correlagao de H-3/H5" (5 6,98) com d 124,6 a J° confirmou a posigdo C-1" do
carbono quaternario.

O hidrogénio aromatico com sinal em & 6,35 (H-8) mostrou correlagéo a
J% com o sinal de carbono em & 106,4 (C-10), e J2 com & 166,1 (C-7) e com &
159,9 (C-9), todos correspondentes a carbonos quaternarios do anel aromatico
A. Por fim, o hidrogénio com sinal em & 6,23 (H-6) correlacionou com & 166,1 (C-
7), 0 164,0 (C-5), 6 106,4 (C-10) e © 94,5 (C-8) pertencentes ao anel A (Figura
89).
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Figura 88. Mapa de correlagcdo HMBC da substancia 5
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Figura 89. Correlagdes do HMBC observadas na molécula proposta

O espectro de massas full scan no modo positivo (Figura 90a) demonstrou
o ion m/z 285 como o mais intenso. Este ion foi submetido a fragmentagao EM?
(Figura 90b), gerando o pico de m/z 270 conferindo uma perda de 15 Da
correspondente a perda de metila, assim como o fragmento m/z 153 equivalente
a perda de 132 Da. Conforme Lin e colaboradores (2005) o ultimo fragmento é
um importante identificador de isoflavonas, produzido pelo mecanismo de retro
Diels-Alder. O mecanismo proposto foi baseado no trabalho de Wu et al (2003),

indicando que substancia 5 pode se tratar de um esqueleto de isoflavona.
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Figura 90. Espectro de massas full scan de ACE3-17-15 (modo positivo) (A). Fragmentagéo do
ion m/z 285 e a proposta de fragmentacao de acordo com Wu (2003) (B).

A subfracdo ACE3-17-15 foi avaliada por EM no modo negativo,
mostrando o ion de m/z 283 com maior intensidade (Figura 91a). Na
fragmentagao observou-se um fragmento de m/z 268 indicativo da perda de uma
metila. A proposta de fragmentacgao (Figura 91b) foi elaborada de acordo com os

dados da literatura de Demarque et al (2016).
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Figura 91. Espectro de massas full scan de ACE3-17-15 (modo negativo) (A). Fragmentagéo
do ion m/z 283 e a proposta de fragmentacéo de acordo com Demarque et al (2016) (B).

A partir dos dados de EM e RMN (Tabela 31) e comparagdo com a
literatura, foi possivel identificar que a substancia 5 como biochanina A (Figura
92). A isoflavona comum no género Andira, ja foi isolada de cerne A. parviflora,
utilizando exclusivamente, cromatografia com suporte solido (CLAE-EFS-RMN),
entretanto no presente trabalho foi utilizada a técnica de HPCCC (sem qualquer
suporte solido), associada com o CLAE-DAD (Garcia et al., 2021).
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Figura 92. Molécula da biochanina A isolada do cerne de A. parviflora

Tabela 31. Dados de RMN de 'H e '3C da biochanina A

Biochanina A .
Substancia 5 Garcia et al (2021)
- 1H &2 13b 1H ¢ 13
Posigao it JemHz)  © ©) HMBC (mult,, J em Hz) c(0)
2 8,08s 155,1 C-4; C-9; C-1° 8,07 s 154,8
3 124,5 - 123,8
4 182,2 - 181,8
5 164 - 162,5
6 6,23d (2,4) 99,9 C-7; C-5; C-10; C-8 6,21d (2,4) 100
7 166,1 - 164,6
8 6,35d (2,4) 94,5 C-7; C-9; C-10; C-6 6,33d(2,4) 94,8
9 159,7 - 157,4
10 106,4 - 105,2
1 124,6 - 123,8
2,6 7,47 d (8,8) 131 C-4;C-2°,C-6"; C-1" | 7,49-7,47 dd (8,5; 2,3) 130,1
3,5 6,98 d (8,8) 114,6 | C-4;C-1;H-3"; H-5" | 7,00-6,97 dd (8,5;2,3) 114,2
4’ 161,3 - 158,9
OMe-4 3,82s 55,4 C-4’ 3,82s 55,5

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H em MeOD, tendo o TMS como padrao interno.
bValores dos deslocamentos de 13C foram obtidos dos experimentos de HSQC e HMBC.
°Dados da literatura obtidos a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '3C em MeQOD.

A biochanina A, considerada um fitoestrégeno, tem sido alvo de diversas
pesquisas, pois tem atraido a atengdo dos pesquisadores, devido as suas
possiveis aplicacbes no desenvolvimento de farmacos e nutracéuticos em
virtude de suas diversas propriedades bioldgicas (Feng; Lai, 2023). As diferentes
atividades incluem: a atividade antidiabética, anti-inflamatdria, antimicrobiana,
antioxidante, citotoxica, hepatoprotetora e neuroprote¢cdo (Anuranjana et al.,
2023; Feng; Lai, 2023; Pudhupalayam et al., 2022).

No estudo tedrico de Castellano e Torrens (2015), foi comprovado que a
atividade antioxidante conferida a biochanina A, esta relacionada a algumas

caracteristicas da sua estrutura quimica. Uma das caracteristicas € a presencga
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do grupo cetona e a posi¢cao e numero de hidroxilas, assim como a presenca da
ligacdo dupla na posicao 2,3 da molécula que potencializa suas propriedades
oxidativas. A metoxila presente no anel B da biochanina A também influencia na
atividade antioxidante, pois apresenta a capacidade de retirar a densidade
eletrénica do anel aromatico o que pode estabilizar os radicais livres.

Ghadimi e colaboradores (2019) investigaram o efeito da biochanina A
nos niveis de colesterol de ratos diabéticos e puderam observar que ao utilizar a
administracado da dose de 5 mg/Kg da isoflavona, o nivel de glicose no sangue,
o0 peso corporal e o colesterol diminuiram significativamente nos animais
testados. Os autores indicaram que a biochanina pode atuar melhorando a
dislipidemia (uma complicagdo da doencga) diabética.

De acordo com a literatura a biochanina A pode exercer seu papel anti-
inflamatdrio de duas formas, no tratamento de fibrose pulmonar e na prevengao
da pancreatite aguda (Andugulapati et al., 2020; Lee; Papachristou, 2019). Os
inumeros relatos de capacidades farmacologica da biochanina A, a tornam uma
molécula promissora para o desenvolvimento de medicamentos para multiplas

aplicagdes e incentiva pesquisas com novas fontes naturais da isoflavona.

5.5.9 Elucidacédo estrutural das substancias em mistura obtidas do cerne de A.

parviflora

5.5.9.1 Elucidacao estrutural substancia 6

A substancia 6 foi identificada na subfragdo ACE3-16-18-37 (1,1 mg). Na
Figura 93, observa-se que a fragdo apresenta manchas caracteristicas de
flavonoides, com coloragcdo amarela e azul nas CCDs visualizadas em UV no
comprimento de onda 366 nm. A fluorescéncia azul observada, pode ser
associada a presenca de flavonoides do tipo isoflavona (Wagner; Bladt, 1996).
A presencga de mais de uma mancha nas CCDs indicam a presenga de mistura

de substancias.
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Figura 93. CCDs da subfragdo ACE3-16-18-37 reveladas em diferentes reagentes. Legenda:
Eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6 100 uL; Volume de aplicagdo: 5 pL; Concentragao: 1
mg/mL.

O espectro de RMN 'H (Figura 94) apresenta sinais consistentes com anel
de benzeno 1,2,4-trissubistituidos na faixa de & 7,76-6,33. Os trés sinais em 0
7,76 (1H, d, J=8,5 Hz, H-5), 6,50 (1H, dd, J=8,5 e 2,4 Hz, H-6) e 6,33 (1H, d,
J=2,4 Hz, H-8) foram atribuidos ao anel aromatico A (Figura 97). Outros trés
sinais de prétons em 6 6,99 (1H, d, J=7,9 Hz, H-6"), 6 6,48 (1H, dd, J=8,5¢e 2,4
Hz, H-5") e 8 6,56 (1H, d, J=2,4 Hz, H-3") foram atribuidos ao anel B. O espectro
mostrou também sinais correspondentes a um grupo oximetileno em & 4,55 (1H,
m, Ha-2) e 6 4,40 (1H, dd, J=11 e 5,5 Hz, Hb-2), e um préton metinico em & 4,16
(1H, dd, J=11,6 e 5,5 Hz) na posic¢ao 3 do anel C caracteristico de isoflavonoides
(Loan; Tan, 2024). Além disso, observou-se 2 simpletos correspondentes a
hidrogénios de metoxila com os seguintes deslocamentos: & 3,78 (3H, 2°-OCH3)
e 0 3,76 (3H, 4’-OCHz3) ligados ao anel aromatico B.
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Figura 94. Espectro de RMN 'H e ampliagdes (500 MHz, CD30D) de ACE3-16-18-37
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No mapa de correlagdo COSY (Apéndice G), foi possivel confirmar as
correlagbes entre os hidrogénios em 6 7,76 € 6,50, 56,99 e 66,48, 54,55e 0
4,40/4,16,0 4,40 e 5 4,16. Os dados observados e a comparag¢ao com a literatura
permitiram propor a estrutura da isoflavanona sativanona apresentada na Figura
95, com os seus respectivos sinais de hidrogénios.

56,33

H 54,55
H

54,40
HO

H
56,50

| 53,76
Hy H CH,
8 6,56

Figura 95. Estrutura da isoflavanona com os seus respectivos deslocamentos de hidrogénio

Os deslocamentos dos carbonos foram atribuidos baseados nos
experimentos bidimensionais de HSQC (Figura 96) e HMBC (Figura 97). A partir
da analise bidimensional HSQC, foi possivel identificar os carbonos
hidrogenados da molécula (Tabela 32). O experimento bidimensional HMBC
(Figura 97) forneceu informagdes importantes para a determinacao dos
deslocamentos e posi¢des dos carbonos quaternarios, assim como confirmar as
posi¢des do carbono metilénico, metinico e das metoxilas. A partir do mapa de
correlagdo HMBC, foi possivel observar que o sinal em & 7,76 (H-5), apresentou
correlagdo com o carbono em & 194,1,3 atribuido ao carbono da carbonila (C-4),
confirmando a presenca de uma carbonila no anel C. Além disso, H-5 (& 7,76)
correlacionou com dois carbonos quaternarios em 6 166,6 e d 165,3, atribuidos

as posicoes 7 e 8a do anel A.
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Figura 96. Mapa de correlagao HSQC de ACE3-16-18-37

Os protons em & 6,50 (H-6) e d 6,33 (H-8) correlacionaram em J3 com &
115,5, sinal atribuido a um carbono quaternario na posi¢ao 4a do anel aromatico
A. O hidrogénio aromatico do anel B em & 6,99 (H-6") correlacionou em J3 com
os carbonos em & 162,1 (C-47), & 159,5 (C-2") e 6 48,9 (C-3), confirmando a
presenca de dois carbonos quaternarios do anel B, a presenga do carbono
metinico do anel C e a sua ligagdo com o anel B. As correlagées J3 em dos
hidrogénios em & 6,56 (H-3") e 6 6,48 (H-5") com o carbono em & 117,2 (C-1)
comprovaram a posicao do outro carbono quaternario pertencente ao anel

aromatico B.
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Figura 97. Mapa de correlagcdo HMBC de ACE3-16-18-37

As correlagdes observadas para os hidrogénios oximetilénicos em & 4,55
e 0 4,40, confirmaram a presenga do carbono carbonilico na posigéao 4 (6 194,1)
do anel C, assim como auxiliaram no assinalamento do carbono quaternario na

posicao 8a (& 165,3) do anel A. O préton metinico em & 4,16 correlacionou em
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J3 com o carbono em & 159,5, confirmando a atribuicdo deste na posicdo 2°. A
confirmacédo da localizagcdo das metoxilas no anel B, se deu por meio das
seguintes correlagdes: 6 3,78 (4-OCHs) com o carbono em & 162,1 (C-4) e &
3,76 (2'-OCHs) com o carbono em 159,5 (C-2"). Na figura 98 estao as principais

correlagdes extraidas do mapa de contorno HMBC.

Figura 98. Principais correlagdes do mapa de correlagdo HMBC da sativanona (substancia 6)

No espectro de massas full scan no modo positivo (Figura 99), observou-
se o ion em m/z 301 como o mais intenso. A fragmentagdo EM? gerou os
seguintes fragmentos, tipicos de isoflavanonas, de m/z 163, m/z 135 e m/z 107.
As isoflavanonas, ao contrario das isoflavononas, ndo geram fragmentos de
mecanismos retfro Diels-Alder da molécula intacta no modo positivo.

Normalmente, apresentam perdas de CO e H20 (Gampe et al., 2016).
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Tabela 32. Dados de RMN de 'H e '3C da sativanona

Sativanona
Substancia 6

Gampe et al, 2016

- H &2 13Cb 1H &¢
Posigao (mult., J em Hz) (©) HMBC (mult., J em Hz) °Ce(9)
5 4,55 m 718 C-4; C-8a ’ 4,53-4,57 m 79
4,40dd (11 e 5,5) C-4; C-8a; C-1 4,39-4,43 m
3 4,16dd (11,6e5,5) 489 | C4;C-2;C-6";C-1" | 4,16dd (11,4e5,4) 49,1
4 - 194,1 - - 194,1
4a - 115,5 - - 115,5
5 7,76 d (8,5) 130,2 C-4; C-8a; C-7 7,76 d (8,7) 130,3
6 6,50dd (8,5e24) 1116 C-4a; C-8 6,50 dd (8,7 € 2,3) 112
7 - 166,6 - - -
8 6,33d (2,4) 103,5 C-8a; C-4a 6,32d (2,3) 103
8a - 165,3 - - 165
1 - 117,2 - - -
2 - 159,5 - - 159,8
3’ 6,56 d (2,4) 99,8 | C47;C-2°;C-1"; C-5 6,57 d (2,4) 99,9
4’ - 162,1 - 162,2
5 6,48dd (8,5e2,4) 106,1 C-4 C-1’ 6,49dd (8,4e24) 106,0
6’ 6,99d (7,9) 131,8 C-47,C-2;C-3 7,00d (8,4) 131,9
OMe-2 3,78 s 55,6 C-4’ - -
OMe-4 3,76 s 55,8 C-2 - -

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H em CD30D, tendo o TMS como padré&o interno.
bValores dos deslocamentos de '3C foram obtidos dos experimentos de HSQC e HMBC.
¢Dados da literatura obtidos a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '3C em CD3OD.
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Figura 99. Espectro de massas full scan de ACE33-16-18-37 (modo positivo) (A). Fragmentagéo

do ion m/z 301 (B).

Uma proposta de fragmentacgao foi realizada para a molécula de acordo

com o trabalho de Gampe e colaboradores (2016) na figura 100.
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Figura 100. Proposta de fragmentagéo do ion m/z 301 (substancia 6) de acordo com Gampe et
al. (2016)

A subfragdo também foi avaliada por EM no modo negativo, mostrando o
ion de m/z 299 com maior intensidade (Figura 101a). O ion m/z 299 foi submetido
a fragmentagcdo EM? (Figura 101b) e apresentou fragmentos de m/z 284 [M-H-
CHs] e m/z 269 [M-H-2CH3] caracteristicos de duas perdas sequenciais de
metilas. De acordo com Zhao e colaboradores (2020), o fragmento de m/z 135
['3A-H]- é produto da quebra pelo mecanismo de RDA e em seguida é observado
o fragmento m/z 91 ["3A-H-COz2]", correspondente a perda de CO2. A proposta
de fragmentacgao é apresentada na Figura 102.

As analises de EM e RMN (tabela 32) e comparagdo com a literatura,
permitiram a identificagdo da sativanona como substancia majoritaria na
subfracao ACE3-16-18-37. Sendo este o primeiro relato da sativanona no género
Andira. No entanto a isoflavanona ja foi isolada em outras espécies da familia
Lauraceae, como no cerne de Dalbergia tonkinensis e Dalbergia odorifera, e nas
raizes de Ononis spinosa (Gampe et al., 2016; Loan; Tan, 2024; Zhao et al.,
2020).
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m/z 91

Figura 102. Proposta de fragmentagéo do ion m/z 299 (substancia 6) de acordo com Zhao et
al. (2020)

A sativanona apresenta diferentes atividades bioldgicas relatadas na
literatura, como: antidiabética, anti-inflamatéria e neuroprotetora (Alshabrmi; Aba
Alkhayl; Rehman, 2024; Elattar et al., 2024; Van Bon et al., 2018). Addotey et al
(2018) investigaram-se a o potencial de isoflavonoides das raizes de Ononis
spinosa, quanto a inibicdo da enzima hialuronidase-1 humana (HYal-1). Por meio
do estudo bioguiado, os autores isolaram cinco isoflavonoides incluindo a
sativanona que foi mais ativa quanto a inibicao de Hyal-1. Os inibidores dessa
enzima podem ser aplicados como cicatrizante de feridas e auxiliar na fungao

renal para a diurese.

5.5.9.2 Elucidacao estrutural da substancia 7

Na analise de CCD da subfragdo ACE3-16-18-38 (2,2 mg) (Figura 103),
pode-se observar um perfil similar ao da subfragao anterior (ACE3-16-18-37),
indicando novamente a presencga de flavonoides do tipo isoflavona (Wagner;

Bladt, 1996). A identificagdo das substancias em mistura foi baseada nas
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informagbes obtidos das analises de EM, RMN de 'H e '3C, COSY, HSQC e
HMBC.

NP-PEG
UV 366 nm UV 366 nm Anisaldeido

2

Figura 103. CCDs da subfragdo ACE3-16-18-38 reveladas em diferentes reagentes. Legenda:
Eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6 100 pL; Volume de aplicagdo: 5 uL; Concentragao: 1
mg/mL.

A analise do espectro de RMN de 'H e mapas de correlagbes HSQC e
HMBC de ACE3-16-18-38, evidenciou a presenca de sinais e correlagcbes
correspondentes aos da sativanona, identificada na subfracdo ACE3-16-18-37,
observados na Figura 104. Além disso, pode-se perceber que os outros sinais
observados, podem corresponder a uma substancia semelhante a biochanina A.
foram observados outros sinais como em & 8,15 (1H, s) tipico de isoflavonas que
foi atribuido ao H-2 (Figura 104).
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Figura 104. Sobreposicdo dos espectros de 'H (500MHz, CD3OH) de ACE-3-16-18-37 (azul) e
ACE3-16-18-38 (vermelho).

A regido de prétons de aromaticos revelou os sinais em 6 8,05 (1H, d,
J=8,5 Hz), 6 6,94 (1H, dd, J=8,5 e 1,8 Hz) e & 6,83 (1H, d, J=1,8 Hz) com
correlagdes do tipo orto e meta. Estes sinais foram atribuidos respectivamente,
aos hidrogénios H-5, H-6 e H-8 do anel aromatico A (Figura 105). Os
deslocamentos quimicos de hidrogénios em & 7,46 (2H, d, J=8,5 Hz) e © 6,98
(2H, d, J=8,5 Hz) foram atribuidos as posi¢cdes H-2'/H-6" e H-3'/H-5

caracterizando um sistema AA'BB" do anel aromatico B.
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Figura 105. Espectro de RMN 'H e ampliagdes com os sinais referentes a formononetina (500
MHz, CDsOD) de ACE3-16-18-38

O mapa de correlagdo COSY (Apéndice H) foi importante para confirmar
as posicdes dos protons aromaticos, em virtude das correlagdes entre 'H-H
apresentadas em 6 8,05 (H-5) e 6 6,94 (H-6), 6 7,46 (H-6") e & 6,98 (H-3"). Os
dados interpretados indicaram um esqueleto tipico de isoflavona,

correspondente a formononetina (substancia 7) (Figura 106) (Chen et al., 2011).
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Figura 106. Estrutura da substancia 7 com os seus deslocamentos de hidrogénio

A partir do mapa de correlagdo HSQC (Figura 107) foi possivel definir os

deslocamentos dos carbonos hidrogenados (Tabela 33).
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Figura 107. Mapa de correlacado HSQC de ACE3-16-18-38

A analise do mapa de correlagdo HMBC (Figura 108) permitiu a defini¢gao
dos carbonos quaternarios e a posi¢gao dos demais carbonos da molécula. A
presenca de uma carbonila na molécula foi confirmada por meio das correlacbes
dos sinais em 0 8,14 e 8,05 com o sinal do carbono em & 176,7 atribuido a
posi¢cao 4 do anel C da isoflavona (Figura 109). O sinal & 8,14 correlacionou
também com o sinal do carbono quaternario em & 158,5 na posi¢céo 8a do anel
aromatico A. Além disso o sinal de hidrogénio em & 8,05 correlacionou com o
sinal de carbono em & 163,4, confirmando a existéncia de mais um carbono
quaternario na posicao 7 do anel A. Os sinais de protons aromaticos em 6 6,94
e 0 6,85 correlacionaram em J° com o sinal do carbono quaternario em & 116,8

pertencente ao anel aromatico A na posic¢ao 4a.
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Figura 108. Mapa de correlagdo HMBC de ACE3-16-18-38

Ainda na parte aromatica, atribuida ao anel aromatico B, foi possivel
visualizar que o sinal em & 7,46 (H-2/6") correlacionou em J° com os carbonos
em 0 159,6 (C-4") e 6 124,1 (C-3), confirmando a posi¢cao de mais dois carbonos
quaternarios, respectivamente, no anel B ligado a metoxila e no anel C localizado
na ligacao entre os anéis C e B tipico de isoflavonas. O sinal dos hidrogénios da
metoxila em & 3,82 correlacionou com o sinal de carbono em & 159,6 (C-4"), o
que confirmou sua posi¢cao 4" no anel aromatico B. A Figura 109 apresenta as
principais correlagdes na formononetina observadas no mapa de correlagéo
HMBC.

Figura 109. Principais correlagdes do mapa de correlagdo HMBC da formononetina

As analises de RMN 1D e 2D em conjunto com o EM, aliadas a
comparagao com a literatura, permitiram identificar a formononetina pela
primeira vez na espécie A. parviflora. A isoflavona foi previamente descrita nas

folhas e caules de A. inermis, onde foi isolada utilizando CLAE (Kraft et al., 2000).
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Tabela 33. Dados de RMN de 'H e '3C da formononetina

Formononetina Chen et al. (2011);
Substancia 7 Herath (1998)
1 13 1H

Posigao (mult.. T Sm Hz) (6?‘ HMBC (mult.. J Zm Hz) ¢ (9)
2 8,14 s 154,5 C-4;C-8a; C-3 8,14 s 153,1

3 - 124,4 - 125,1
4 - 176,7 - 177,5
4a - 116,8 - 117,5

5 8,05d (8,5) 128,3 C-4;C-7;C-8a 8,04 d (9) 128
6 6,94dd (1,8e8,5) 114,6 - 6,92dd (2e9) 1157
7 - 163,4 - 163,0
8 6,85d (1,8) 103,1 C-7; C-8a; C-4a 6,83d (2) 102,8
8a - 158,5 - 158
1 - 1241 - 124,8
2'eb’ 7,46 d (8,5) 130,1 | C4";C-2"e C-6"; C-1° 7,46 d (9) 130,6
3'eb’ 6,98 d (8,5) 114,5 C-1’ 6,97 d (9) 114,3
4’ - 159,7 - 160,2
OMe 3,82s 55,7 C-4 3,82s 55,6

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C em CD30D, tendo o TMS
como padrao interno. PValores dos deslocamentos de '3C foram obtidos dos experimentos de
HSQC e HMBC. °Dados da literatura de acordo com Chen et al. (2011). 9Dados da literatura de
acordo com Herath (1998)

Na analise do espectro de massas full scan de ACE3-16-18-38, foi
possivel observar a presenca do ion de m/z 301 [M+H]* como o mais intenso, e
o ion de m/z 269 [M+H]*, na Figura 110a. Os dois ions foram submetidos a
fragmentagado EM? no modo positivo, para o ion de m/z 301 [M+H]* observou-se
os fragmentos correspondentes da sativanona ja explanados na elucidacao
anterior. Ja o ion de m/z 269 [M+H]* (Figura 110b) apresentou os seguintes ions
de fragmentacao: m/z 254, m/z 241, m/z 237, m/z 228 e 213. Os fragmentos
observados, de acordo com a literatura correspondem a formononetina
corroborando com os dados de RMN analisados. A proposta de fragmentacao
esta fundamentada nos estudos de Kuhn (2003) e Gampe (2016), onde relatam
que a formononetina é fragmentada por perdas sequenciais de CH40O, CHs, CO.
Além disso ha outro caminho de fragmentacgao via retro Diels-Alder, entretanto
se faz necessario o uso de pelo menos 43 eV de energia de colisao.
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Figura 110. Espectro de massas full scan de ACE3-16-18-38 (modo positivo) (A) Fragmentagéo
do ion m/z 269 (B)

A formononetina, assim como a biochanina A, é classificada como um
fitoestrogeno que apresenta diversas propriedades bioldgicas, como atividade
anti-hipertensiva, anti-inflamatoéria, antimicrobiana, antioxidante, antiviral,
citotoxica, controle de diabetes e neuroprotegédo (Dutra; Espitia; Batista, 2021).
De acordo com a pesquisa realizada na base de dados Scifinder Scholar ha o
registro de cerca de 766 patentes onde a formononetina, utilizando-a como
suplemento para animais, fungicida e inseticida, composigcdo de cosméticos,
cicatrizacado de feridas, prevencao e tratamento de doencas virais, produto de

reacao de sintese.
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5.5.9.3 Elucidacao estrutural da substancia 8

A substancia 8 foi identificada na subfracdo ACE3-16-18-41 com
rendimento de 8,1 mg. A analise de CCD (Figura 111) pode-se observar
manchas fluorescentes de cor azul escura, azul claro e amarela na CCD
visualizada em UV no comprimento de onda 366 mn, ja na placa revelada em
NP-PEG observou-se manchas com fluorescéncia amarelo ouro e azul claro,
sendo estas caracteristicas de flavonoides (Wagner; Bladt, 1996). A
determinacdo da estrutura da substéncia presente na mistura foi baseada em
analises detalhadas por espectrometria de massas (EM), ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio ("H RMN), além de experimentos bidimensionais como
COSY, HSQC e HMBC.

NP-PEG
UV 366 nm UV 366 nm Anisaldeido

o

e

Figura 111. CCDs da subfracdo ACE3-16-18-41 reveladas em diferentes reagentes. Legenda:
Eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6 100 pL; Volume de aplicagdo: 5 pL; Concentragao: 1
mg/mL.

De acordo com o espectro de RMN 'H de ACE3-16-18-41, apresentado
na Figura 112, foi possivel observar na regido de hidrogénios aromaticos sinais
em 66,86 (1H, d, J=7,9 Hz), 6 6,31 (1H, d, J=7,9e 2,4 Hz) e 6 6,22 (1H, d, J=2,4
Hz) com contantes de acoplamento do tipo orto e meta, atribuidos aos
hidrogénios H-5, H-6 e H-8, respectivamente do anel aromatico A (Figura 113).
Nesta mesma regido espectral, foram observados mais dois sinais em & 6,54
(1H, d, J=8,5 Hz) e & 6,43 (1H, d, J=8,5 Hz) com acoplamento em orto,
assinalados respetivamente para as posicoes 6" e 5" do anel aromatico C.
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O espectro mostrou sinais caracteristicos de protons heterociclicos,
tipicos de isoflavonas. Os prétons metilénicos em & 4,23 (1H, ddd, J=10,1; 3,0 e
1,8 Hz) e 6 3,94 (1H, t, J=10,1 Hz) apresentando acoplamentos do tipo geminal,
atribuidos ao H-2 do anel C. Foram observados também um sinal de préton
metinico em & 3,45 (1H, m) assinalado para a posi¢ao 3, e dois sinais metilénicos
em 02,94 (1H, dd, J=15,3Hze 11 Hz) e 6 2,78 (1H ddd, J=15,3 Hz,4,8 Hze 1,8

Hz) que foram atribuidos aos H-4a e H-4b.
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Figura 112. Espectro de RMN de 1H e ampliagbes (500 MHz, CD30D) de ACE3-16-18-41

As correlagbes do mapa de contorno COSY (Apéndice 1) foram
fundamentais para a confirmagéo das posigdes dos hidrogénios da molécula,
observadas entre os hidrogénios com descolamento quimicos 6 6,86 (H-5) e &
6,31 (H-6), 6 6,43 (H-5") e 6 6,54 (H-6"), & 3,45 (H-3) correlacionando com os
prétons metilénicos em 0 4,23 (H-2eq)/3,94 (H-2ax) e 6 2,94 (H-4ax)/6 2,78 (H-
4eq), 6 2,94 (H-4ax) e & 2,78 (H-4eq). A interpretacdo dos dados permitiu a
atribuicdo de um esqueleto caracteristico de isoflavona, semelhante com a

estrutura do arizonicanol A (substancia 8) (Figura 113) (Lotti et al., 2010).
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CH,
d 3,80

Figura 113. Estrutura da substancia arizonicanol A (substancia 8) com os seus deslocamentos
quimicos de hidrogénio

Através da analise bidimensional HSQC (Figura 114), foi possivel realizar

as atribuigdes dos carbonos hidrogenados da molécula, como apresentado na
Tabela 34.
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Figura 114. Mapa de correlacdo HSQC de ACE3-16-18-41

A partir da analise do mapa de correlagdo HMBC (Figura 114), foi possivel
estabelecer a posicdo dos carbonos quaternarios, bem como inferir a atribuigcao
dos demais carbonos na estrutura da molécula. As correlagbes dos protons em
06,31 (H-6) e & 6,22 (H-8) do anel A com o carbono em & 115,0 indicaram que
este € um carbono quaternario localizado na posi¢cao 10 da isoflavona. O sinal
em & 6,31 (H-6) correlacionou em J? com o carbono em & 157,5, confirmando a
existéncia de um carbono quaternario oxidado na posi¢cao 7 do anel aromatico
A. Ainda no anel A, foi observada a correlagdo em J° do préton em & 6,86 com o

carbono quaternario em 6 156,9 atribuido a posicéo 9.
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Figura 115. Mapa de correlagdo HMBC de ACE3-16-18-41

O hidrogénio aromatico em & 6,54 e os protons de metoxila em & 3,80
correlacionaram em J® com & 148,5 (C-47), atribuido ao carbono quaternario do
anel B ligado a metoxila. Além disso, o hidrogénio em & 6,54 correlacionou em
J8 com & 144,9 (C-2°) e com o carbono metinico em & 33,3 (C-3). O sinal do
préton aromatico em & 6,43 (H-5") correlacionou com & 135,0 (C-3), e
correlacionou também com & 122,4 (C-1") A figura 116 apresenta as principais

correlacdes observadas na molécula do arizonicanol A.

Figura 116. Principais correlagdes do mapa de correlagdes HMBC do arizonicanol A
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Tabela 34. Tabela de RMN de 'H e '3C do arizonicanol A

Arizonicanol A
Substancia 8

Lotti (2010)

'H & H5
1cA 13 b 13
Posicao (mul|t_.|.z‘)J em C (0) HMBC (mult... J em Hz) C (0)
2ax | 3.941(10,1) C-8a;C1;C3;C4 3,98 br t (10,0) 71,4
423ddd 799
2eq | (10.1:3,0 ¥ | C-8a:122,4:C-3;C-4 | 4,26 brdd (10,0)
18)
144,9; C-1"; C-6"; C-4a;
3 3,45 m 33,3 o e 3,50 m 33,0
2,78 ddd A
4eq | (153:48: C-8a; %52%13 C4a | 281dd(155e4,9) 316
18) 315 !
2,94 dd (15,3 C-8a; C-5; C-1'; C-4a;
4 ax fon o 2,97 dd (15,5 & 11)
5 |686d(7,93) 131,0 C-8a: C-8; C-4 6,90 d (8,2) 1308
6 |°°] gd4£l7)’93 109,0 C-7: C-4a; C-8 634dd (82618 1093
7 i 157.5 ; 157.4
8 | 622d(24) 1039 C-8a: C-4a; C-6 6,26 br s 104,2
8a ] 156,9 ; 156,1
4a ] 115,0 i 1137
1 ] 122.4 ; 1283
2 ] 144.9 ; 1443
3 ] 135,0 ; 1351
4 ] 1485 ; 147,8
5 | 643d(854) 1038 | C-4":C-2;C-3"C-1" 6,58 d (8,5) 103,6
6 | 654d(854) 117.7 C-47C-2: C-3 6,77 d (8,5) 1176
OMe 3,80 s 56,3 C-4’ 3,84 56,0

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C em CD30D, tendo o TMS
como padrao interno. PValores dos deslocamentos de '3C foram obtidos dos experimentos de
HSQC e HMBC

Na analise do espectro de full scan no modo positivo (Figura 117), foi
detectado o ion m/z 289 como mais intenso. Este ion foi fragmentado, gerando
os seguintes fragmentos de m/z 153 e m/z 123, caracteristicos de isoflavana e
correspondentes a fragmentacao do arizonicanol A de acordo com o trabalho de
Huang et al. (2009).

A integracao dos dados de RMN 1D e 2D (Tabela 34), junto com a analise
de espectrometria de massas e a comparagao com os dados da literatura, foi
possivel a identificacdo do arizonicanol A (7,2',3'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavana)
como substancia majoritaria na subfracdo LSV3(3)16-18-41. A substancia
arizonicanol A é uma isoflavana previamente relata em A. parviflora (Garcia et
al., 2018) e em outras espécies da familia Fabaceae, como no cerne de Dipteryx

odorata (Imai et al., 2008), Gliricidia maculata (Jurd; Manners, 1997) e nas raizes
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de Radix Astragali (Huang et al., 2009). Além disso, apresenta potencial
antioxidante de acordo com Imai e colaboradores (2008). A substancia é pouco
explorada quanto ao seu potencial bioldgico, se faz necessario a purificagado para

que estéo seja submetida a outros ensaios biologicos.
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Figura 117. Espectro de massas full scan de ACE3-16-18-41 (A). Fragmentag¢ado do ion m/z
289 e sua proposta de fragmentagéo de acordo com Huang et al. (2009) (B).

5.5.9.4 Elucidacao estrutural da substancia 9

A substancia 9 foi identificada na subfragdo ACE3-16-18-42 com 15,5 mg.
Conforme ilustrado na Figura 118, essa fracdo apresenta manchas
caracteristicas de flavonoides, evidenciadas por coloracbes amarela e azul nas
CCDs visualizadas sob luz UV a 366 nm e reveladas com o reagente NP-PEG.
A fluorescéncia azul observada pode ser atribuida a presenca de flavonoides do
tipo isoflavona, conforme descrito por Wagner e Bladt (1996b). A determinacéao
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da estrutural da substancia presente na mistura, foi baseada em analises de EM,
RMN 'H e 3C, além de experimentos bidimensionais como COSY, HSQC e
HMBC.

NP-PEG
UV 366 nm UV 366 nm Anisaldeido

Figura 118. CCDs da subfragdo ACE3-16-18-42 reveladas em diferentes reagentes. Legenda:
Eluente: Hexano:AcOEt:HCOOH-4:6 100 pL; Volume de aplicagdo: 5 uL; Concentragao: 1
mg/mL.

A figura 119 mostra o espectro de RMN de 'H, com sinais caracteristicos
de unidade aromatica do tipo ABX em & 7,72 (1H, d, J=8,5 Hz), 6 6,48 (1H, dd,
J=8,5e2,4Hz)eem 6,35 (1H, d, J=2,4 Hz) atribuidos aos prétons na posigéao
5, 6 e 8 do anel A. Foram observados outros sinais associados a outra unidade
aromatica do tipo AA'BB" em & 7,31 (2H, d, J=8,5 Hz, H-2°/6") e 6 6,81 (1H, d,
J=8,5 Hz, H-3'/5") atribuidos anel B. Os sinaisem & 5,36 (1H, d, J=13,1 e 2,7 Hz,
H-2), 6 3,04 (1H, d, J=17,1 e 12,8 Hz, H-3eq) e 6 2,68 (1H, d, J=17,1 e 3,1 Hz,
H-3) associados aos prétons alifaticos do anel C.

As correlagcées observadas no mapa de contorno COSY (Apéndice J)
foram essenciais para confirmar as posi¢des dos hidrogénios na estrutura
molecular. Destacam-se as interagdes entre os hidrogénios com deslocamentos
quimicosem 8 7,72 (H-5) e 6 6,49 (H-6), 6 7,31 (H-2°/6") ¢ 6,81 (H-3'/5"), além
das correlagdes entre 6 5,36 (H-2) e os protons metilénicos localizados em &
3,04 (H-3eq) e & 2,68 (H-3ax). A interpretacdo desses dados possibilitou a
identificacdo de um esqueleto caracteristico de dihidroflavona, compativel com
a estrutura proposta da liquiritigenina (Figura 120), conforme descrito por Chen
et al. (2011).
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Figura 119. Espectro de RMN de 'H e ampliagbes (500 MHz, CD30D) de ACE3-16-18-42

66,81

H
56,81

Figura 120. Estrutura da liquiritigenina com os seus deslocamentos de hidrogénio

O mapa de correlagdo de HSQC pode-se observar na Figura 121. No
HMBC, os sinais em & 7,12 (H-5) e & 5,36 (H-2) apresentaram correlagdo com o
carbono em & 193,8 atribuido a carbonila (C-4), localizada no anel C (Figura
123).

Na regidao de prétons aromaticos, observaram-se correlagées entre os
sinais de prétons em 6 6,49 (H-8) e 6 6,35 (H-6) com o sinal de carbono em &
115,1, atribuidas a um carbono quaternario localizado na posigéo 10 do anel A.
O préton H-6 (6 6,49) apresentou correlagdo de J*> com o carbono em & 167,0,
evidenciando a presenca de um carbono quaternario oxidado na posicdo 7 do
mesmo anel. Ademais, foi registrada uma correlagao de J* entre o sinal de 6 7,72

e o carbono quaternario em & 165,8, atribuido a posigao 9.
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Figura 121. Mapa de correlagdo HSQC de ACE3-16-18-42
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Figura 122. Mapa de correlagdo de HMBC de ACE3-16-18-42

Na regiao aromatica correspondente ao anel B, destacaram-se as
correlagcbes de J? observadas para o sinal de préton em & 7,31 (H-2°/6°)
correlacionando com os sinais de carbonos em 6 159,2 (C-4") e em & 81,1 (C-2),
confirmando o esqueleto estrutural tipico de uma diidroflavonas. O sinal de
préton em & 6,81 (H-3") e os metilénicos em & 3,04 (H-3eq) e & 2,68 (H-3ax)
correlacionaram com o carbono quaternario em & 131,3 (C-1"), como pode ser

visto na Figura 123 a seguir.
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Figura 123. Principais correlagbes do mapa de correlagdo HMBC a substancia 9

Tabela 35. Tabela de RMN de 'H e '3C da liquiritigenina

Liquiritigenina
Substaincia 9

Chen et al. (2011);
Khamsan (2012)

L. 1H 63 1SCa,b 1H 6a 13ca,b
Posicao | (it JemHz)  (3) HMBC (mult. JemHz)  (3)
2 |536dd(12,8e27) 811 | C-4:C-1"C6 5,37 d3d(§)12’5 ¢ | 808
3ax [2,68dd (17,1 e 3.1) C-4: 115,1 2,70dd (17,0 e
45,0 3.0) 44.9
2 3,04 dd (171 ’ ot Gt 3,05dd (17,06 | "
9 12,8) T 12,5)
4 i 1936 ; i 1033
5 7.72d(85)  1300| C-4:C-7:C-9;C-8 7.72d (84) |129.8
6 |649dd(85e24) 1118| C7.C-10:C-8 |6,48dd (8,8¢2,0) 1131
7 ] 1668 ; ; 165.7
8 635d(24) 1039 CHCTETHCI0 T 630420)  [104.2
9 ; 165,6 ; i 169,9
10 ] 115,1 ; i 113.7
1 ; 1313 ; i 1311
2e6 | 731d(85)  1201| &4 gEf oo C-3 7.32d(84) |128.8
365 | 681d(85) 1164 C-4:C1:C3e5 | 681d(84) |1162
4 ] 159,1 i ] 159

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C em CD30D, tendo o TMS
como padrao interno. "Valores dos deslocamentos de '3C foram obtidos dos experimentos de
HSQC e HMBC

A analise do espectro de full scan em modo negativo (Figura 124a),

observou-se o ion de m/z 255 como o sinal mais intenso. A fragmentacao desse

ion (Figura 124b) resultou na formagéo de ions de m/z 135 e m/z 119, os quais

sao caracteristicos de estruturas do tipo flavanona, corroborando com os dados

178



de RMN 1D e 2D, indicando o padrao de fragmentacdo da liquiritigenina,

conforme descrito por Zhang et al. (2018).
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Figura 124. Espectro de massas full scan de ACE3-16-18-42 (A). Fragmentagao do ion m/z 255
e sua proposta de fragmentagéo de acordo com Zhang et al. (2018) (B)

A partir da analise de RMN uni e bidimensional (Tabela 35), em conjunto
com a espectrometria de massas e a comparacido com dados da literatura,
permitiu a identificacdo substancia 9 a liquiritigenina, como substancia
majoritaria da subfracdo ACE3-16-18-42. A flavanona liquiritigenina é inédita no
género Andira, no entanto ja foi relatada em outras espécies da familia, como
nas raizes de Glycyrrhiza uralensis conhecida como alcaguz-chinés, e nas flores

de Butea monosperma (Chokchaisiri et al., 2009; Meng et al., 2009).
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Mersereau et al. (2008) descreve que a liquiritigenina € o principal
composto ativo de um extrato herbaceo da medicina tradicional chinesa
(MF101), que é utilizado para atenuar sintomas da menopausa. Além disso, 0s
autores comprovaram que a liquiritigenina € um agonista seletivo do estrégeno
receptor beta (ER-B), ou seja, ela pode se ligar a este receptor e ativa-lo.

Estudos evidenciam que a flavanona apresenta diversas propriedades
farmacolégicas e bioquimicas, incluindo: atividade antifibrogénica, anti-
inflamatorias, antioxidante, citotdxica, estrogénicas e hepatoprotetoras, (Asl;
Hosseinzadeh, 2008; Lee et al., 2019, 2021; Li et al., 2021; Liu et al., 2024;
Mersereau et al., 2008; Zhai et al., 2024)

5.6.10 Elucidacao estrutural da substancia isolada da casca de A. parviflora

A subfragdo ACA2-41 (12,3 mgq) foi obtida como um pé branco amorfo. A
Figura 125 apresenta as CCDs reveladas em diferentes reagentes onde pode-
se observar uma mancha com Rf 0,90. As coloracbes em azul escuro e
fluorescéncia amarela das manchas reveladas nas placas sugerem a presenga
de flavonoide (Scheidemann; Wetzel, 1997; Wagner; Bladt, 1996b).

NP-PEG
UV 366 nm UV 366 nm Anisaldeido

Figura 125. CCDs da fragdo ACA2-41 das cascas e A. parviflora reveladas em diferentes
reagentes. Eluente: Hexano:AcOEt:Ac.Formico:AcOH-3:7:10 yL:10 yL; Volume de aplicacédo: 10
pL; Concentragao: 1 mg/mL.

A elucidagao estrutural foi realizada tendo como base as analises de EM,
RMN de 'H e 3C, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de 'H (Figura
126), que apresentou na regiao correspondente aos prétons aromaticos, o sinal

mais desprotegido do espectro em & 8,05 (1H), caracterizado como singleto
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tipico de isoflavonas, atribuido ao H-2 do anel C. Os sinais em & 7,45 (d, J=8,8
Hz) e & 6,96 (d, J=8,8 Hz), cada um integrando para dois hidrogénios,
correspondem a um sistema AA'BB’, atribuidos aos H-2'/H-6' e H-3/H-5',
respectivamente. Adicionalmente, foram detectados sinais aromaticos em & 6,33
(1H,d, J=2,0 Hz) e 6 6,21 (1H, d, J=2,0 Hz), indicativos de hidrogénios acoplados
em posicao meta, correspondentes aos protons H-8 e H-6 do anel A. A presencga
de um grupo metoxila como substituinte no anel B foi confirmada por um singleto
em 0 3,81 (3H).
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Figura 126. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD3OD) de ACA2-41

A andlise do mapa de correlagdo COSY (Apéndice K) confirmou o
acoplamento entre os sinais de hidrogénio em & 7,45 (H-2'/H-6") e 6 6,96 (H-3'/H-
5"), reforgando a confirmacao do acoplamento do tipo orto desses dois protons.
As analises dos espectros de RMN uni e bidimensionais (Tabela 36)
evidenciaram que a fragcdo ACA2-41 corresponde a biochanina A (substancia 9)
que foi previamente isolada no cerne de A. parviflora, cuja elucidagao estrutural

em detalhes esta no tépico 5.6.12.4 (pg. 145).
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Tabela 36. Tabela de RMN de 'H e '3C da biochanina A

Biochanina A Garcia et al. (2021)
N H 50 . ] Ho 15C
Posigao (mult,, J em Hz) C ) HMBC (mult,, J em Hz) (d)
2 8,05 154.9 | 182,2; 159,8:124.6 8,07 s 154.8
3 ] 124,6 ] 123,8
4 ; 182,2 ] 1818
5 ; 163,9 ] 162,5
6 621d(20) 1002 | 1661 1543’3; 106,4; 6.21d (2.4) 100
7 166,2 ; 164.6
8 633d(20) 949 | 1662 11%%’2; 106,4; 6,33 d (2.4) 94,8
9 159,8 ] 157.4
10 106,4 ] 105,2
1 124.7 ] 123.8
2 745d(88) 1313 | 161,3;131,3: 1246 |7,49-7,47 dd (8,5;2,3) 130.1
3 6.96d (8,8) 1146 | 161,3;124,6: 1146 |7,00-6,97 dd (8,5:2,3) 114,2
4 161,3 ] 158,9
5 6.98d(88) 1146 | 1613;124,6: 1146 |7,00-6,97 dd (8,5:2,3) 114,2
6 745d(88) 1313 | 161,3:131,3:1246 |7,49-7,47 dd (8,5;2,3) 130,1
OMe-4' 3,81s 55,7 161,3 (C-4") 3,82 55,5

a0 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '3C em MeOD, tendo o TMS
como padrdo interno. *Os valores dos deslocamentos de 3C foram obtidos dos experimentos de
HSQC e HMVBC.

5.5.11 Atividade citotoxica das substancias isoladas e em mistura de A. parviflora

As substancias isoladas coatlina A (aS), a-epi-coatlina A (aR)),
isoliquiritigenina, medicarpina nao apresentam atividade citotéxica frente as
células tumorais testadas (Tabela 37). No entanto a isoliquitigenina apresenta
efeito inibitério em diferentes tipos de céancer, incluindo o cancer de mama,
hepatoma, coélon, préstata e leucemia (Peng et al., 2015). Um fator que dever
observado com atengao é a concentragdo em que a substancia foi testada, assim
como o tipo de célula, para que haja um efeito de comparagao efetivo.

Li e colaboradores (Li et al., 2013) investigaram a agéo da isoliquiritigenina
nas concentracdes de 5 uM, 10 uM e 20 uM, frente a células de cancer de mama
e por meio de testes in vitro a substancia diminuiu a concentragao da viabilidade
celular em de MCF-7 e MDA-MB-231. A concentracao utilizada neste trabalho é
menor do que a utilizado nos testes de MTT que foi de 10 ug/mL equivalente a
39,06 uM, com isso o potencial citotoxico da isoliquiritigenina ndo deve ser
descartado. Em relacdo ao potencial citotdxico frente a células de cancer de

célon, a isoliquiritigenina tem a capacidade de suprimir o crescimento celular,
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acarretando a apoptose em células de carcinoma de célon de camundongos e
humano (Takahashi et al., 2006).

O pterocarpano medicarpina é conhecido como uma fitoalexina natural
que apresenta variedades de atividades biologicas, incluindo atividade citotoxica
frente a células tumorais de cancer de mama humano (BCA-1), carcinoma
epidemoide humano (KB) e células de leucemia (P388) (Wang et al., 2019)sendo
estas células diferentes das testadas no presente trabalho.

A fragdo ACE3-16-18-41 apresentou atividade citotoxica frente a todas as
células testadas, com exceg¢do da DU-145 (adenocarcinoma de préstata em
expressdao aumentada de EGFR). Os valores mais expressivos de CEso forma
para as seguintes células: HL60 (Cls0=2,08 pg/mL), HCT-116 (Cls0=3,74 pg/mL),
PC3 (Cls50=4,34 ug/mL). A substancia identificada nesta fragdo n&o apresenta
relatos de atividade citotdxica na literatura, por tanto se faz necessario estudos
futuros para a obtencdo desta isoflavona purificada para que a atividade
citotoxica seja confirmada. O resultado observado pode estar ligado a
sinergismos de substancias, sendo em vista que se tratar de uma mistura, no
entanto essa hipotese dever investigada.

Quanto a fragdo ACE3-16-18-42, onde foi identificada a liquiritigenina,
apresentou também atividade citotoxica, com destaque para as células HL60
(Cl50=5,48 pg/mL) e HCT-116 (Cls0=4,51 ug/mL). Estes resultados podem estar
associados a liquiritigenina, uma vez que esta apresenta atividade citotoxica
frente a diferentes células tumorais como: NCI-H187 (pequenas células de
cancer de pulmao), cancer de bexiga e carcinoma epidermoide pulmonar
(Khamsan et al., 2012; Liu et al., 2024; Zhai et al., 2024). Em comparagdo com
os dados da literatura, a liquiritigenina apresenta inibicdo contra diferentes tipos
de células de cancer de pulmao, visto que na tabela 36 mostra um Cls0=19,35
(NCI-H460).

A biochanina A isolada do cerne e das cascas de A. parviflora, mostrou
potencial citotdxico frente as células tumorais HL60 com Cls0=2,15 pg/mL, e NCI-
H460 com Cls0=32,18 ug/mL. A partir deste resultado é possivel afirmar que a
atividade detectada nas fragbes ACE3 (fragdo acetato de EM etila do cerne) e
ACA3 (fracdo em acetato de etila das cascas) frente a HL60, pode estar

relacionada a presenca da biochanina A.
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Tabela 37. Resultados dos testes de atividade citotdxica de subfragdes, substancias em mistura e isoladas

PC3 HL60 SNB-19 DU-145 MDA-MB-231 NCI-H460 HCT-116
AMOSTRA o Clso Clso Clso Clso Clso Clso
% de cl % de % de % de % de % de
inibicio  MI/ML) g5l inibicio (MIML) uiese (HEimL) e (HOIML) e (HOimL) g Lse  (Mg/mL)
95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC
ACE3-4-2 8491  ND ND 0,097 ND 10,907 \p -9,259 ND 13,326 ND g115 ND
(coatlina A (aS))
ACE3-4-3 2743 -5,480 10,418 ND
(o-epi-coatinaA | -3.480  ND ND 10,197 ND ND ND ND 19,563
(aR))
ACE3-17-9 17,408  ND ND 222135 ND 12105 \p 18,424 ND 12,732 ND 3316 ND
(isoliquiritigenina)
ACE3-17-13 36213  ND ND 27102  ND -0.506  \p 20,445 ND -5,127 ND 9200 ND
(medicarpina)
ACE3-16-18-41 434 208 58.965 64839 568 82469 1031 374
(arizonicanol A) | 8747° 394478 155274 79048 ND ND 4,57-7,10 9431120 92329 ,88.485
ACE3-16-18-42 548 24.254 63604 1387 64167 1935 451
(liquiritigenina) 39886 ND 372-869 4078 ND ND 10,69-19,00 16,89-24.38 02193 34’588
ACE3-16-18-44 11,333 ND ND -16,808  ND -14,362  ND 15,023 ND 78,430 ND 13,036 ND
ACA2-41 215 18,593 63602 3218
(biochanina A) 41698  ND 1 8ra4s 8931 ND 43635 ND ND 25064302 STB4T D
13.11 4.04 0217 66894 .. 68420 .,
ACA2-46 64.287 11(;,3.133- 3.08-527 26,659 ND ND 19654816 16732965 50960  ND
ACA2-59 -6,451 ND ND 6,007 ND 0,174 ND -5,457 ND 23,311 ND -4,354 ND
ACA2-64 10,897 ND ND 11,088  ND -23,683  ND -19,113 ND 19,079 ND -1,063 ND

Legenda: PC3 (Carcinoma de préstata), HL60 (Leucemia promielocitica), SNB-19 (Astrocitoma), DU-145 (Adenocarcinoma de prdstata com expressao

aumentada de EGFR), MDA-MB-23 (Carcinoma de mama), NCI-H460 (Carcinoma de pulm&o) HCT-116 (Carcinoma de cdlon - humano), ND-Nao detectad



De acordo com Anuranjana et al., em uma revisao da literatura sobre o os
mecanismos de aplicagcado farmacolégica da biochanina A, afirmam que estudos
mostram que a isoflavona possui resultados favoraveis para interromper o
desenvolvimento de varios tipos de canceres, principalmente os dependentes de
hormonio, como de mama, prostata e além de outros tipos, incluindo o cancer de

pancreas, colon, pulmé&o, osteossarcoma e glioma.
5.6 Espécie Robrichia schomburgkii (sucupira amarela)

5.6.1 Fracionamento de E3 de R. schomburgkii por HPCCC

Apos a avaliagdo em CCD (Figura 127) dos 13 sistemas listados na
tabela 11, observou-se que em todos os sistemas houve distribuicdo entre as
duas fases, porém a partir do sistema bifasico 14 (S14) a fragdo se concentrou
na fase inferior, assim como no sistema 16 (S16). Apds as observagdes
destacadas, realizou-se o fracionamento de E3 em fase normal, tendo como fase
estacionaria a Fl do sistema 12 e as FS dos sistemas 12 ao sistema 7 (Tabela

13) foram utilizadas como fases méveis.

UV-366 nm- NP-PEG Vanilina sulfifica

-

Figura 127. Testes de sistemas bifasicos com a fracdo E3. Eluente: CHCl3:MeOH:HCOOH-
7:3:0,2 Volume de aplicagao: 10 uL

5.7.2 Tratamento da fracdo E3 para injecdo em HPCCC

Apés o tratamento, foram obtidos 1,221 g da amostra para injegcao. As
amostras da fracao acetato, bem como as fracdes obtidas apds o pré-tratamento
(parte soluvel e nao soluvel), foram analisadas por cromatografia em camada
delgada. Os resultados dessa analise revelaram perfis e comportamentos
semelhantes entre a fragdo original e a parte soluvel apés o tratamento,

indicando que ocorreu uma separacao eficaz entre as substancias de interesse



e aquelas que precipitam na coluna do HPCCC. O perfil cromatografico obtido
esta ilustrado na Figura 128. As duas placas foram eluidas no mesmo eluente,
composto por Hexano: Acetato de etila: acido Formico: acido acético na

proporcao 6: 4: 0,2: 0,2.

Figura 128.CCD das fragdes de E3

Legenda: (1A) Placa revelada em NP/PEG. Ordem de aplicagao: Fragéo E3 sem o tratamento
— Fragéo que néo solubilizou apds o tratamento — Fragao soluvel apos o tratamento. (1B)
Placa revelada em Vanilina. Ordem de aplicagdo: Fragdo E3 sem o tratamento — Fragéo que
nao solubilizou apds o tratamento — Fragéo soltvel apds o tratamento.

5.7.3 Fracionamento de E3 por HPCCC

O fracionamento por HPCCC rendeu 54 que foram analisadas por CCD
(Figura 129). Nos primeiros sistemas de eluicdo (S12, S11 e S10) foram
observadas manchas caracteristicas de flavonoides nas primeiras fracdes. Nos
seguintes sistemas e extrusao o perfil cromatografico foi bem similar, indicando
que este método podera ser otimizado a fim de diminuir a quantidade de
sistemas e obter fracdes mais concentradas. Os rendimentos das fracdes podem
ser observados na Tabela 38, as fragdes que apresentaram massa abaixo de 0,5

mg nao foram listadas na tabela.
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Figura 129. Placas cromatograficas das fragdes obtidas do fracionamento de E3. Eluente: Hexano:AcOEt:Ac.Férmico:AcOH-3:7:0,2 uL: 0,2 L (para as fragdes
AR-23); Eluente: AcOEt:Ac.Férmico:AcOH:H20-97:11:11:29 (para as fragbes 24-54); Revelador: NP-PEG UV 366 nm; Volume de aplicagdo: 10 pL;
Concentragéo: 1 mg/mL.



Tabela 38. Rendimento das fragdes obtidas do fracionamento de E2 por HPCCC

Fracao Rendimento (mg)
AR 10,9
E3-2 0,6
E3-3 0,6
E3-4 0,5
E3-6 2,6
E3-8 0,9
E3-14 0,9
E3-15 3,7
E3-16 1,6
E3-17 0,8
E3-18 0,8
E3-19 1,1
E3-20 1,0
E3-21 0,5
E3-22 0,7
E3-23 0,8
E3-24 0,7
E3-25 1,3
E3-26 1,5
E3-27 1,7
E3-28 2,1
E3-29 0,9
E3-30 1,3
E3-31 1,9
E3-32 0,6
E3-33 0,7
E3-35 0,5
E3-38 0,5
E3-39 0,6
E3-40 0,5
E3-41 0,5
E3-44 0,8
E3-45 7,0
E3-46 2,8
E3-47 4.1
E3-48 1,8
E3-49 1,0
E3-50 2,2
E3-51 6,0
E3-52 37,0
E3-53 1,1

E3-54 0,5




As fragdes foram analisadas por EM e a fragao E3-52 foi encaminha para
o teste citotdxico frente a células tumorais. A fracdo foi testada frente a trés
linhagens de células HCT116, PC3 e SNB-19, sendo ativa frente a célula PC3
apresentando inibicdo da viabilidade células acima de 60%. Esse resultado
indica que o Clso deve ser calculado e esta fracdo deve ser fracionada em
estudos futuros para que as substancias responsaveis pela atividade sejam

identificadas.

189



6. CONCLUSAO

A presente tese alcangou seu objetivo ao caracterizar a composi¢ao
quimica de residuos de Andira parviflora e Roubrichia schomburgkii, espécies
provenientes da industria madeireira amazonica, e ao investigar sua atividade
citotéxica frente a linhagens celulares tumorais. Os extratos e fragcdes de
residuos das espécies, A. parviflora e R. schomburgkii apresentaram resultados
indicativos da presenca de compostos fendlicos, esteroides livres, terpenoides,
saponinas, alcaloides e taninos condensados na prospeccao fitoquimica. Estes
achados demonstraram que mesmo materiais frequentemente descartados
podem esconder complexidade quimica e potencial terapéutico.

As analises por CCD corroboram com os testes em tubos evidenciando
presenca de compostos fendlicos como flavonoides, em todos os extratos e
fracdes testadas, do cerne e das cascas de A. parviflora. Na espécie R.
schomburgkii a presenga de flavonoides foi detectada principalmente nas
fracdes E2, E3 e E4.

A atividade citotoxica se concentrou nas fragdes E3 (fragdo em acetato
de etila) e E4 (fragdo butandlica) de R. schomburgkii. Ja na espécie A. parviflora
a atividade se concentrou nas fragdes em cloroformio (ACE2 e ACA2) e em
acetato de etila (ACE3 e ACA3).

Na fragdo ACE3 de A. parviflora com potencial citotoxico foram isolados
e caracterizados por EM, RMN 1D e 2D cinco flavonoides: os epimeros coatlina
A e a-epi-coatlina A, isoliquiritigenina, medicarpina e a biochanina A. Este
€ o primeiro relato dos epimeros na espécie e o primeiro relato da
isoliquiritigenina no género Andira. Além disso, essas substéncias foram isoladas
pela primeira vez utilizando a combinagao das técnicas de HPCCC e HPLC.

A partir do fracionamento bioguiado da subfracdo ACE3-16-18, foi
possivel caracterizar mais 4 flavonoides em mistura, sendo trés isoflavonoides:
sativanona, formononetina, arizonicanol A e uma flavona a liquiritigenina.
Todas as substancias, com exceg¢ao do arizonicanol A, foram descritas pela
primeira vez na espécie A. parviflora. Na fragdo ACA2 das cascas de A. parviflora
foi isolada a biochanina A novamente.

A biochanina A e a liquiritigenina podem ser responsaveis pela

atividade citotoxica detectada na fragao ACE3 de A. parviflora. Porém, nao se



pode descartar a possibilidade da isoliquiritigenina e da medicarpina também
contribuirem para esse potencial citotéxico frente a células tumorais, uma vez
estas ja apresentaram atividade citotoxica confirmada pela literatura.

As demais fragbes promissoras, quanto a atividade citotoxica, devem ser
exploradas em novas pesquisas que serdao desenvolvidas pelo grupo de
pesquisa Q-BiomA, a fim de elucidar as substancias responsaveis pela atividade.

Esta pesquisa destaca a eficacia do HPCCC como uma ferramenta
poderosa para o fracionamento de substancias bioativas em escala semi-
preparativa de matrizes complexas derivadas de residuos de madeira, com
reprodutividade, economia de solventes organicos e além sem perde de amostra
por adsorcao.

Além disso, os achados contribuem significativamente para o
conhecimento fitoquimico dos géneros Andira e Robrichia, ampliando os
horizontes para novas investigagdes em bioatividade composi¢ao quimica. Ao
transformar residuos florestais em recurso biotecnolégico, esta pesquisa
promove a valorizagcao da biodiversidade amazénica, a inovacao cientifica e o

aproveitamento sustentavel de recursos naturais.
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8. APENDICE

Apéndice A — Mapa de Correlagao COSY da subfracao ACE3-4-2
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Figura A.1 Mapa de correlagdo COSY de ACE3-4-2

Apéndice B — Espectros de RMN de 'H e '*Cda subfragao ACE3-4-3
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Figura A.1 Espectro de RMN de 'H da subfragdo ACE3-4-3
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Figura C.2 Ampliacdo entre 7,7 ppm e 6,4 ppm do espectro de RMN de 'H na regido dos
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Apéndice C - Espectros de RMN de experimentos bidimensionais da
subfragcao ACE3-4-3
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Apéndice D — Mapa de correlagao COSY subfragao ACE3-17-9
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Apéndice E — Mapa de correlagao COSY subfragcao ACE3-17-13
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Apéndice F — Mapa de correlagao COSY subfragcao ACE3-17-15
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Apéndice G — Mapa de correlagdo COSY subfragcao ACE3-16-18-37
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Apéndice J — Mapa de correlagao COSY subfragao ACE3-16-18-42
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9. ANEXOS

Anexo — A Participagdo em eventos cientificos — Apresentagdo de resumos,

minicursos
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residuo madeireiro (cerne) de Andlra parviflora de autoria de Isadora Moita de Aratjo,
francinara neves rodrigues, Felipe Moura Arau;o Da Silva, Emerson Silva Lima, Gilda
Guimaraes Leitao e And des, foi apr do na Sessdo de
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2022, na cidade de Manaus/AM, contabilizando carga horaria total de cinco horas.
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Atestamos que o trabalho "Chemical composition and cytotoxic activity of essential oil of Piper
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