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RESUMO

ESTUDO QUIMICO DA RESINA DE Amburana cearensis
(FABACEAE)

Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Geane Pereira de Oliveira (geaneoliveiral0@hotmail.com)

Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith (Fabaceae), popularmente conhecida como
amburana de cheiro, cerejeira e cumaru € uma planta tipica do bioma Caatinga com
ampla distribuicido no Nordeste brasileiro. E utilizada na medicina popular no
tratamento de inflamacdes do trato respiratério como gripe, asma e bronquite. Este
trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico da resina de Amburana
cearensis e avaliar seu potencial antioxidante. A analise do perfil cromatografico por
CLAE-DAD mostrou a presenca de compostos fendlicos. O fracionamento
cromatografico em coluna com Sephadex LH-20 seguido do fracionamento em
CLAE resultou no isolamento de doze substancias, compreendendo sete isoflavonas
identicadas como 7,8,3- triidroxi- 4’-metoxiisoflavona (Re-1), 7,8,3’- triidroxi-6,4’-
dimetoxiisoflavona (Re-2), 7,3’- diidroxi- 8,4’-dimetoxiisoflavona (Re-3), 7,3’- diidroxi-
4’-metoxiisoflavona (Re-4), 7,3’- diidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona (Re-5), 3’- Hidroxi-
7,8,4’-trimetoxiisoflavona (Re-9) e 7,8,3',4’- tetrametoxiisoflavona (Re-12) e uma
nova isoflavonolignana identificada como (2S,3S)-2,3-trans-3-(4”-hidroxi-3”,5”-
dimetoxifenil)-8-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-2-hidroximetil-5-metoxi-2,3-di-hidro-7H-1,4-
dioxino [2,3-h] cromen-7-ona (Re-7), trés chalconas identificadas como 2',3,4,4'—
tetraidroxi-trans-chalcona (Re-6), 2’,4,4’-triildroxi-3-metoxi-trans-chalcona (Re-11) e
2’4 4'—triidroxi-trans-chalcona (Re-10) e uma quinona identificada como 3',4’-
dimetoxi-1’-(7-metoxi-4-oxo-4H-romen-3-il)benzo-2’,5’-quinona (Re-8). As estruturas
destes compostos foram estabelecidas com base em espectroscopia de RMN 1D
(1H e APT) e 2D (1H-1H COSY, HMQC, HMBC e NOESY). Para avaliar o potencial
antioxidante do extrato metanolico da resina foram realizados 0s ensaios com 0s
radicais DPPH, ABTS e o sistema [-caroteno/acido linoléico. Os resultados dos
testes revelaram que a resina apresentou promissora atividade antirradicalar frente
aos radicais DPPH (CEsp = 6,1 £ 0,06) e ABTS (CEs = 10,42 + 0,11), bem como boa
atividade inibitéria da oxidacéo frente ao sistema S-caroteno/acido linoléico (69,09 +
0,7; T=60 min).

Palavras chave: Amburana cearensis, CLAE-DAD, Atividade antioxidante.
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ABSTRACT

CHEMICAL STUDY OF Amburana cearensis RESIN
(FABACEAE)

Programa de Po6s-Graduacao em Quimica
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Geane Pereira de Oliveira (geaneoliveiral0@hotmail.com)

Amburana cearensis(Fr. All.) AC Smith (Fabaceae), popularly known as amburana
de cheiro, cerejeira and cumaruis typical of the Caatinga and widely distributed in
northeastern of Brazil. It is used in folk medicine to treat inflammations of the
respiratory tract such as influenza, asthma and bronchitis. This work aimed the
chemical investigation of the resin of Amburana cearensis and evaluate its
antioxidant potential. Chromatographic profileanalysis using HPLC-DAD showed the
presence of phenolic compounds. Chromatographic fractionation with Sephadex LH-
20 followed by HPLC resulted in the isolation of twelve substances, comprising seven
isoflavones identified as 7,8,3'- trihydroxy- 4'-methoxyisoflavone (Re-1), 7,8,3'-
trihydroxy-6,4’-dimethoxyisoflavone (Re-2), 7,3'-dihydroxy-8,4'-dimethoxyisoflavone
(Re-3) 7,3'-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone (Re-4), 7,3'-dihydroxy-6,4'-
dimethoxyisoflavona (Re-5), 3'-Hydroxy-7,8,4" trimethoxyisoflavone (Re-9) and
7,8,3',4'-tetramethoxyisoflavone (Re-12), one new isoflavonolignan identified as
(2S,39)-2,3-trans-3-(4”’-hydroxy-3”,5”-dimethoxyphenyl) - 8 — (3’-hydroxy-4'-
methoxyphenyl)-2-hydroxymethyl-5-methoxy-2,3-dihydro - 7H-1,4 - dioxin [2,3h]
chromen-7-one Re-7) and three chalcones identified as 2',3,4,4’-tetrahidroxi-trans-
chalcone (Re-6), 2'4,4’-trihydroxy-3-methoxy-trans-chalcone (Re-11) and 2'4,4’-
trihydroxy-trans-chalcone (Re-10) and a quinone identified as 3',4'-dimethoxy-1'- (7-
methoxy-4-oxo-4H-romen-3-yl) benzo-2',5'-quinone (Re-8). The structures of these
compounds were estabilished on the basis of 1D (*H and APT) and 2D (*H-'H
COSY, HMQC, HMBC and NOESY) NMR spectroscopy. To evaluate the antioxidant
potential of methanolic extract of the resin were carried out tests with DPPH, ABTS
and the B-carotene / linoleic acid system. The test results showed that the resin
showed promising activity antiradical front of DPPH (EC50 = 6.1 + 0.06) and ABTS
(EC50 = 10.42 + 0.11), and good oxidation inhibitory activity across the -carotene /
linoleic acid system (69.09 + 0.7, t = 60 min).

Keywords: Amburana cearensis, HPLC-DAD, Antioxidant activity.
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SUSBTANCIAS ISOLADAS DA RESINA DE Amburana cearensis (FABACEAE)

% Isoflavonas

OCH;

7,8,3’- triidroxi- 4’-metoxiisoflavona (Re-1) 7,8,3—triidroxi—6,4’'—dimetoxiisoflavona (Re-2)
OCHz

7,3’-diidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona (Re-5) 3’-hidroxi-7,8,4’-trimetoxiisoflavona (Re-9)

7,8,3’,4’-tetrametoxiisoflavona (Re-12)



«» Isoflavonolignana

OCHs

(2S,39)-2,3-trans-3-(4”’-hidroxi-3”,5”-dimetoxifenil)-8-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-2-hidroximetil-5-metoxi-
2,3-di-hidro-7H-1,4-dioxino [2,3-h] cromen-7-ona (Re-7).

% Quinona

OCH3

3’,4’-dimetoxi-1’-(7-metoxi-4-oxo-4H-cromen-3-il)benzo-2’,5’-quinona (Re-8)

« Chalconas

OH (e}

2’,4,4'—triidroxi-trans-chalcona (Re-10)

OH (@]
2,4 4'—triidroxi-3-metoxi-trans-chalcona (Re-11)
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1 INTRODUCAO

A busca por produtos naturais de espécies vegetais com propriedades
medicinais vem se intensificando, uma vez que, as plantas produzem uma vasta
gama de substancias provenientes de rotas biossintéticas que tém fornecido a
inspiracdo para grande parte dos principios ativos em medicamentos (HARVEY,
2007).

Muitas familias de espécies vegetais se destacam na area farmacéutica por
proporcionarem diversos compostos com atividade biolégica. Dentre elas destaca-se
a familia Fabaceae Lindll. ou Leguminosae Juss., considerada a terceira maior
familia das angiospermas compreendendo 727 géneros e cerca de 19.325 espécies.
Fabaceae é a segunda maior familia botanica em importancia econémica, ficando
atrés apenas de Poaceae (WOJCIECHOWSKI et al., 2004).

Estudos apontam que existe um consenso sobre o tratamento da familia
Fabaceae, com base em dados moleculares e ndo-moleculares, no qual € dividida
nas subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Faboideae). Esta
dltima é a maior com 476 géneros e aproximadamente 14.000 espécies. Na
subfamilia Mimosoideae encontram-se 77 géneros e aproximadamente 3.000
espécies, enquanto a Caesalpinioideae ¢é formada por 170 géneros e
aproximadamente 3.000 espécies (LEWIS & SCHRIRE, 2003).

Dentre os géneros compreendidos pela familia Fabaceae destaca-se o género
Amburana que é representado pelas espécies Amburana cearensis e Amburana
acreana. Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith (Figura 1) é uma espécie tipica da
Caatinga com ocorréncia observada em praticamente toda América do Sul (do Peru
a Argentina), sendo popularmente conhecida por diversas designagdes como
cumaru, cerejeira, imburana-de-cheiro, dentre outros. Apresenta-se como uma
arvore frondosa, podendo atingir até 15 m de altura, com flores de cor branca,
vagem achatada e casca do caule vermelho-pardacenta cujo odor agradavel é
devido a presenca de cumarina. Suas sementes sdo pretas, aladas e também
exalam forte cheiro de cumarina (CANUTO & SILVEIRA, 2006). Esta espécie tem

como sinonimia cientifica Torresea cearensis (ALMEIDA et al., 2010).
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Fonte: SILVA, T.M.S
Figura 1. Espécie Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith.

Sob o ponto de vista econbmico, A. cearensis apresenta inestimavel
importancia comercial, dadas suas varias aplicacdes, principalmente, na Regido
Nordeste do Brasil, onde sua madeira é utilizada na carpintaria para a fabricacéo de
moveis, portas, janelas e caixotaria, devido a sua durabilidade reconhecida
(CANUTO & SILVEIRA, 2006). Em virtude da riqueza de compostos fenodlicos
presentes na composicdo quimica da espécie é proposto a aplicacdo do p6é da sua
madeira em tonéis de aguardente de cana-de-acucar com a finalidade de acelerar o
processo de maturagédo da bebida (CANUTO et al., 2008).

Amburana cearensis € amplamente utilizada na medicina popular. As cascas
do caule sdo usadas como emenagoga, anti-inflamatéria, especialmente no
tratamento de inflamacdes do trato respiratério como gripe, asma e bronquite

(MARINHO et al., 2004), sendo tradicionalmente utilizadas na forma de lambedor
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caseiro (ALMEIDA et al., 2010). Industrialmente, a forma farmacéutica disponivel é o
xarope de cumaru (CANUTO & SILVEIRA, 2006; CANUTO et al., 2010).

Estudos quimicos de A. cearensis revelaram a presenca de uma variedade de
compostos como terpenos, esteroides, sacarose, flavonoides, cumarinas e outros
compostos fendlicos (Figura 2). O estudo das cascas do caule de A. cearensis
resultou no isolamento e na identificacdo de dois acidos fendlicos: 3,4-diidroxi-
benzdéico (acido protocatecuico) (1) e acido vanilico (2), além de cumarina (3), um
heterosideo fendlico (amburosideo A) (4), uma mistura de pg-sitosterol e
estigmasterol glicosilados (5 e 6) e cinco flavonoides: afrormosina (7), quercetina (8),
isocampferideo (9), canferol (10) e 4’-metoxi-fisetina (11), dos quais quatro s&o
flavondis, sendo o isocampferideo um derivado do canferol metilado na posicao 3,
isdbmero da 4’-metoxifisetina. Do extrato etandlico ainda se obteve sacarose (12)
(CANUTO & SILVEIRA, 2006). Além dos compostos citados, ainda foram isolados,
recentemente, das cascas do caule de A. cearensis os biflavonoides 3,5,7,4’-
tetraidroxiflavanona-2’,4’,6’,4-tetraidroxidiidrochalcona  (amburanina A) (13) e
3,5,7,4 -tetraidroxiflavanona-3,4’,5,7-tetraidroxiflavona (amburanina B) (14)
(CANUTO et al.,, 2014). Das sementes de A. cearensis foram isolados a 6-
hidroxicumarina (15), o acido orto-cumarico (16) e um derivado esterificado do
amburosideo (17) e o acido p-hidroxi-benzéico (18) (ALMEIDA et al., 2010).
Enquanto na madeira além de cumarina, foram identificados 3,4-dimetoxicinamato
de metila, acido vanilico, afrormosina, 2,4-metilenocicloartenol e [-sistoterol
(SANTOS & DANTAS, 2008).
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Figura 2. Estruturas dos constituintes quimicos isolados de Amburana cearensis. Cascas do caule (1-
12,17-18), sementes (15-18), madeira (2,3,5,7) (Adaptado de ALMEIDA et al., 2010).
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Um estudo realizado com a resina de A. cearensis resultou no isolamento da
substancia inédita 3’,4’-dimetoxi-1’-(7-metéxi-4-oxo-4H-cromen-3-il) benzo-2’,5'-
quinona (19), além de compostos conhecidos como 4,2’,4’-triidroxichalcona (20),
4,2’ 4’-tri-idroxi-3-metoxichalcona (21), 3,4,5-trimetoxicinamaldeido (22), 3',4-
dimetoxi-7-hidroxi-isoflavona  (23), 6,7,4’-trimetoxi-3’-hidroxi-isoflavona (24) e
7,8,3,4’-tetrametoxiisoflavona (25) (Figura 3) (BANDEIRA et al., 2011).

MeO

MeO

OH (0] (20)R=H
(21) R= OMe

(23) R=OH, R'=R®=H, R>=OMe
(24) R= R®= OMe, R'=H, R?= OH
(25) R= R'= R?=0OMe, R®=H

Figura 3. Constituintes quimicos isolados da resina de Amburana cearensis (Adaptado de
BANDEIRA et al., 2011).

Quanto ao potencial biolégico, sdo relatados os efeitos anti-inflamatorio,
antioxidante, relaxante muscular, antinociceptivo, anticarcinogénico, neuroprotetor,
hepatoprotetor, antiagregantes plaquetarios, antiproliferativo, antimalarico,
antiprotozoario, antifingico, antibacteriano in vitro, atribuidos a extratos e/ou
substancias isoladas desta espécie (COSTA-LOTUFO et al.,, 2003; LEAL et al.,
2003; 2008; 2009; 2011).

As substancias amburosideo A e isocampferideo apresentaram atividade
antiinflamatoria (LEAL et al.,, 2009). O Jdltimo também apresentou acéo
broncodilatadora pelo seu efeito relaxante muscular em traquéia de cobaias de
camundongos (LEAL et al., 2006). Por outro lado o amburosideo A mostrou acao
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neuroprotetora (LEAL et al., 2005) em raz&o da sua agao antioxidante. A cumarina e
0 extrato hidroalcodlico das cascas de A. cearensis mostraram efeito
imunomodulador sobre a producao de imunoglobulina em camundongos (MARINHO
et al.,, 2004). Os flavonoides isocampferidio e canferol apresentaram significativo
potencial antineoplasico, devido aos seus efeitos antiproliferativos contra ovos de
ourico-do-mar e linhagens de células tumorais em ensaios in vitro (COSTA-LOTUFO
et al., 2003).

Os dados apresentados para a atividade biologica de A. cearensis e de seus
compostos déo suporte ao uso popular como broncodilatador, analgésico,
antiinflamatério e antirreumatico. Embora a investigacdo farmacologica sobre A.
cearensis tenha avancado, faz-se necessario uma melhor compreensao da quimica
dessa espécie, anteriormente limitada a cumarina e alguns compostos fendlicos
isolados das cascas do caule, sementes e madeira, a fim de descobrir seus
principios ativos. Embora a literatura registre o estudo das diversas partes desta
espécie, ha poucos registros de dados fitoquimicos da resina produzida pela
mesma.

O estudo quimico de compostos naturais esta voltado principalmente para as
atividades biologicas dentre as quais a atividade antioxidante tem ganhado destaque
(ANGELO & JORGE, 2007). Visto que os vegetais sdo apontados como a principal
fonte de antioxidantes naturais, estes tém sido objeto de estudos in vitro para avaliar
seu potencial antioxidante, bem como o teor de fendlicos totais (MOURE et al., 2001;
LEE et al., 2004; ALVES et al., 2010). O estudo de compostos fendlicos é justificado
pelo fato de sua presenca em alimentos e vegetais estar atrelada a atividade
antioxidante apresentada pelos mesmos (BECKER et al., 2004).

Os compostos fendlicos sdo um dos mais importantes grupos de substancias
presentes nos vegetais que contribuem para as propriedades antioxidantes de frutas
e vegetais (MOURE et al., 2001; SOUZA et al., 2011). Estes compostos sdo
estruturas quimicas que apresentam hidroxilas ligadas a anéis aromaticos, sendo
estes grupos os responsaveis pelo poder antioxidante. Nos vegetais estes podem
estar presentes na forma livre ou ligados a aglcares e proteinas. Dentre esses tipos
de compostos, destacam-se os flavonoides, os &cidos fendlicos, os taninos e 0s
tocoferdis como os antioxidantes fendlicos mais comuns de fonte natural (SOARES,
2002; ANGELO & JORGE, 2007). Estes atuam como eficientes captadores de
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espécies reativas de oxigénio, além de reduzirem e quelarem ions Fe** que
catalisam a peroxidacéo lipidica (ANDRADE et al., 2007).

A oxidacdo nos sistemas biolégicos ocorre em virtude da acdo dos radicais
livres no organismo. Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas
continuamente durante os processos metabdlicos que atuam como mediadores para
a transferéncia de elétrons em varias reacdes bioquimicas, desempenhando funcdes
relevantes ao metabolismo (ALVES et al., 2010). Estas moléculas possuem um
elétron desemparelhado que pode se ligar a qualquer outro elétron, e por isso sao
extremamente reativos (SOARES, 2002). O excesso de radicais livres apresenta
efeitos destruidores, tais como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares,
como mitocondrias e membranas, podendo assim levar o organismo ao estado de
estresse oxidativo, provocando alteracdes na estrutura e funcdes celulares e, dessa
forma, se encontram envolvidos no desenvolvimento de diversas patologias (ALVES
et al., 2010).

Dentre as doencas desenvolvidas destacam-se doencas crbnicas e
degenerativas, incluindo o cancer, doencas auto-imunes, envelhecimento, catarata,
artrite reumatoide, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Os compostos
antioxidantes, por sua vez, sdo capazes de retardar ou prevenir a oxidacdo de
outros compostos, desenvolvendo uma importante funcdo para o corpo humano,
auxiliando na prevencao dessas doencas (ARUOMA, 1998).

De forma geral, os antioxidantes sdo “qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo” (HALLIWELL, 2000).
Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo s&o reativos para propagar a
reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reagcdo com outro radical, formando
produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al.,
2007).

As descobertas do efeito danoso dos radicais livres sobre as células e sua
relacdo com certas doencas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a
busca por novas substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos
as células vivas. Muitas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de descobrir
novos compostos com potencial antioxidante, sendo os extratos e as substancias,

isoladas de plantas, alvos para este tipo de pesquisa (SUN & HO, 2005; RATNAM
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et al., 2006; DIMITRIOS, 2006; CHEDEA et al., 2010). Os efeitos defensivos de
antioxidantes naturais presentes em frutas e vegetais estdo relacionados a trés
grandes grupos: acido ascoérbico e fendlicos, como antioxidantes hidrofilicos e
carotenoides, como antioxidantes lipofilicos (BORGES et al., 2011).

As substancias com nucleo fendlico, como os flavonoides, sdo conhecidas por
atuarem como antioxidantes. Os flavonoides constituem um grupo de pigmentos
vegetais amplamente distribuidos na natureza. A presenca desta classe de
compostos nos vegetais parece ter relacdo com funcdo de defesa, como protecéo
contra raios ultravioleta, acbes antifingica e antibacteriana, além de atracdo de
polinizadores (LAVOLA, 1998). Esses compostos possuem como esqueleto basico
dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés atomos de carbonos
(C6C3Cs), resultante de rotas biossintéticas distintas: a via do acido shiquimico e a
via acetato/malonato (SIMOES et al., 2007).

Mais de 4000 compostos fendlicos fazem parte dessa classe, incluindo
diversos subgrupos tais como flavanonas, flavanondis, flavonas, flavondéis, flavanas,
flavandis, isoflavonas, chalconas, diarilpropandides e outros. Os subgrupos
diferenciam entre si pelas modificagbes na cadeia de trés carbonos localizada entre
os dois anéis aromaticos, podendo esta ser aciclica ou heterociclica, saturada ou
insaturada, podendo ou nao apresentar grupos funcionais, como por exemplo, —OH
ou =0O. Nos compostos triciclicos, as unidades sdo chamadas de nucleos A, B e C
(Figura 4). Se tratando das diferencas individuais dentro de cada subgrupo, isso
ocorre devido uma variacdo no numero e posi¢cao dos grupos hidroxila, pelo grau de

metilacéo, glicosilacao e prenilacdo (HARBONE et al, 1975).
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Esqueleto basico de flavonoide
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Figura 4. Esqueleto basico de flavonoide e suas subclasses

Devido a grande variedade de compostos fenolicos e as possibilidades de
variacdo no numero e posi¢cado de grupos substituintes, pode se esperar uma gama
de compostos a serem descobertos, além dos milhares ja conhecidos, a medida que

se realiza o estudo quimico de diferentes espécies de vegetais.
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A ampla ocorréncia de Amburana cearensis no bioma Caatinga, aliada as
atividades bioldgicas relatadas na literatura, impulsiona a investigacdo da
composicdo quimica de sua resina. Este trabalho visa contribuir com o estudo
quimico dessa espécie através do isolamento e identificagdo dos constituintes da
resina por meio de técnicas cromatograficas e espectroscopicas, bem como avaliar o

potencial antioxidante desta resina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar o estudo quimico da resina de Amburana cearensis usando técnicas

cromatograficas e espectroscopicas e avaliar o seu potencial antioxidante.

2.2 Especificos

» lIsolar os constituintes quimicos da resina de Amburana cearensis através de

técnicas cromatogréficas;

» ldentificar as substancias através de técnicas espectroscépicas (espectros de
Massas, IV, RMN de’H e *3C e bidimensionais);

» Determinar o teor de fendlicos totais do extrato metandlico da resina de A.
cearensis e avaliar a atividade antioxidante através dos testes DPPH, ABTS,

e sistema 4cido linoleico/B-caroteno da resina de A. cearensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

A resina (Figura 5) de Amburana cearensis foi coletada no sitio Riacho,

municipio de Vieirépolis, Paraiba, em fevereiro de 2013.

Figura 5. Resina de Amburana cearensis

3.2 Equipamentos e Reagentes

A andlise cromatografica em coluna foi realizada tendo como suporte
Sephadex LH-20 (Amersham Biosiences, Suécia). Para Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica gel 6GF2s4 (Merck)
e como revelador foi utilizado o reagente NP (acido difenilb6rico etanolamina-
MeOH), além da deteccdo por irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm). Para a
solubilizagdo da amostra foi utilizado banho ultrassénico 3,5 L modelo Unic 1600A
(Unique). O Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) utilizado consiste
de duas bombas de solvente modelo LC-6AD, equipado com um detector de arranjo
de diodos SPD-M20A (Shimadzu prominence, Corp., Kyoto, Japan). As amostras
foram injetadas em um auto-injetor SIL-20AC HT (shimadzu). Para determinar o
perfil cromatografico foi usado coluna de fase reversa (Luna C-18 250 mm x 4.6 mm
x 5 ym, Phenomenex) e pré-coluna Security Guard Holder (Phenomenex) e para a
separacao dos constituintes foi usado coluna semipreparativa Luna 5u C-18 100A

(250 x 21,20 mm x 5uym, Phenomedex), pré-coluna C-18 Luna 21 mm, solvente
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MeOH grau HPLC (Tedia), acido acético (Vetec) e agua Milli-Q. Foram usados filtros
0,45 uym de didametro (Supelco) para filtragdo das amostras e dos solventes.

Os pontos de fusdo das substancias foram determinados no equipamento BIO
SAM-PFM IlI. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 13C (incluindo
experimentos bidimensionais) foram obtidos em espectrometros Bruker DPX-300
(300 e 75 MHz, para 'H e 13C, respectivamente). Como referéncia interna foi usado
tetrametilsilano ou residuo de solvente DMSO e acetona deuterados.

Os espectros de absorcéo no infravermelho foram obtidos em KBr (6000-400
cm™), empregando-se um espectrometro Varian 640-IR com transformada de
Fourier.

A leitura de absorbancia das solucdes para as atividades antirradicalares foi
realizada no aparelho espectrofotobmetro UV-visivel (OASYS-UVM 340) e a leitura
para atividade antioxidante frente ao sistema acido linoléico/B-caroteno foi realizada
no aparelho espectrofotbmetro UV-visivel — LAMBDA 45 (Perkin Elmer). Os
solventes utilizados foram da marca Cinética e Tedia. Para a realizacdo dos testes
antioxidantes e teor de fendlicos totais foram utilizados os reagentes Sigma-Aldrich:
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), persulfato de potassio, trans-B-caroteno, Trolox
(6-hidroxi- 2, 5, 7, 8—tetrametilcromano-2-acido carboxilico 97%), Folin-Ciocalteu e
persulfato de potassio e MercK: ABTS [2,2’-azinobis- (acido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)], acido linoleico; acido ascorbico e Tween 20.

3.3 Isolamento dos constituintes quimicos

A resina (29,3 g) foi macerada em almofariz, solubilizada em MeOH (metanol)
e ultrassom por 30 minutos. Em seguida foi filtrada e concentrada em rotavapor a 50
°C sob pressao reduzida. O extrato metandlico da resina foi analisado por CCDA e
mostrou a presenca de flavonoides quando revelada com o reagente NP. Com o
intuito de concentrar os fendlicos em uma fragcéo, parte do extrato obtido, 5,78 g, foi
redissolvido em 60 mL de MeOH:H,0 (1:1) e foi particionado em Hexano e AcOEt
(acetato de etila), originando 0,39 g, 19,80 mg e 5,32 g das fragbes MeOH:H-0,
Hexano e AcOEt, respectivamente. 5,0 g da fracdo AcOEt (fracdo rica em fendlicos)
foi submetida a Cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 utilizando MeOH

como eluente, este fracionamento forneceu 72 fracdes que foram reunidas apos
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analise em CCDA (eluente CH,Cl,:MeOH 95:5) e luz UV nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm. As fragbes 1-21 e 61-69 foram reunidas e renderam um
precipitado branco nomeado Re-7 (12,0 mg) e um composto de cor amarela
nomeado Re-6 (18,9 mg), respectivamente. As fracdes 30-36 foram reunidas apés
anélise em CCDA e submetidas a analise por CLAE-DAD.

Tendo em vista que a fragdo rica em fendlicos (AcOEt) corresponde a mais de
92% em massa da resina, optou-se por realizar a cromatografia em coluna com
Sephadex LH-20 diretamente com o extrato metandlico (12,0 g), visando obter maior
quantidade das substancias j& isoladas. Foi utilizado como eluente MeOH, obtendo-
se 41 fragBes que foram reunidas apos analise em CCDA (eluente CH,Cl,:MeOH
95:5) e luz UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Novamente foram
isolados os compostos Re-7 (32,00 mg das fracBes 7-13) e Re-6 (20,5 mg das
fracbes 32-34). As fracbes de 7-13, além de fornecerem o composto Re-7,
forneceram também uma mistura de precipitados que foi submetida a andlise por
CLAE-DAD. As fracdes 14-18 e 26-30 também foram reunidas e analisadas por

CLAE-DAD para isolamento das substancias.

3.4 Andlise por CLAE-DAD

O extrato MeOH da resina de A. cearensis foi analisada por CLAE-DAD
utilizando coluna analitica. Para isso foi preparada uma solu¢cdo a 0,66 mg/mL
(MeOH:agua acidificada 0,1% acido acético 80:20) e injetada com o seguinte
sistema de elui¢do: 1-30 min, 45-50% B; e 30-35 min, 50-100% B. Como fase mével
foi utilizado agua acidificada 0,1% &cido acético (solvente A) e metanol (solvente B)
com fluxo 1,0 mL/min, temperatura 40 °C e volume de injegdo 5 pL. Para o
monitoramento foram utilizados os comprimentos de onda de 254 e 320 nm.

A fracédo 30-36 (obtida da coluna com Sephadex a partir da fracdo AcOEt) foi
analisada por CLAE-DAD com coluna analitica utilizando o seguinte sistema de
eluicdo: 1-20 min 35-40% de B, de 20-30 min 40-45% de B, de 30-40 min 45-100%
de B. Como fase médvel foram utilizados agua 1% acido acético (solvente A) e
metanol (solvente B) com fluxo de 1,0 mL/min. O cromatograma foi monitorado no
comprimento de onda de 320 nm. Para o isolamento dos compostos dessa fracao foi

injetada uma solucdo na concentragdo de 300 mg/mL em uma coluna semi-
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preparativa utilizando o mesmo sistema de eluicdo da inje¢éo analitica, mudando o
solvente A por agua sem &acido, com fluxo de 16,0 mL/min. A analise resultou no
isolamento de quatro compostos nomeados Re-1 (47,3 mg), Re-3 (16, 0 mg), Re-4
(18,5 mg) e Re-5 (46,0 mg).

A mistura de precipitados (fornecida pela fragcdo 7-13 da coluna com
Sephadex LH-20 do extrato MeOH) 70,5 mg foi dissolvida em CHCIl3;:MeOH (1:1) e
injetada em CLAE-DAD com coluna analitica utilizando o seguinte sistema de
eluicdo: 1-15 min 60-100% de B, como fase movel foram utilizados agua 1% acido
acético (solvente A) e MeOH (solvente B) com fluxo de 1,0 mL/min. O cromatograma
foi monitorado no comprimento de onda de 320 nm. Para o isolamento dos
compostos dessa fracdo foi utilizada uma coluna semi-preparativa com 0 mesmo
sistema de eluicdo da injecdo analitica, mudando o solvente A por agua sem acido,
com fluxo de 16,0 mL/min. A andlise resultou no isolamento do composto Re-8 (14,2
mgQ).

A fracdo 14-18 (1,66 g), obtida da coluna com Sephadex LH-20 do extrato
MeOH, foi injetada em coluna analitica com o seguinte sistema de eluicdo: 1-20 min
40-50% de B, 20-30 min 50-100% de B, como fase movel foram utilizados dgua 1%
acido acético (solvente A) e ACN:MeOH 1:1 (solvente B) com fluxo de 1 mL/min. O
cromatograma foi monitorado no comprimento de onda de 320 nm. Para o
isolamento foi utilizado o mesmo sistema de eluicdo, mudando o solvente A por
agua sem acido, com fluxo de 16 mL/min. A andlise resultou no isolamento dos
compostos Re-2 (16,2 mg), Re-9 (31,8 mg) e Re-12 (68,5 mg).

A fracdo 26-30 (0,98 g), obtida da coluna com Sephadex LH-20 do extrato
metandlico, também foi cromatografada em CLAE-DAD com as mesmas condi¢gdes
cromatograficas descritas para a fracdo 14-18, resultando no isolamento dos
compostos Re-6 (90,5 mg), Re-10 (102,5 mg) e Re-11 (93,2 mg). No esquema a
seguir (Esquema 1) esta descrito o isolamento das substancias do extrato MeOH da

resina A. cearensis.



31

Resina
(29,30 g)

Extracdo MeOH

Extrato MeOH

(5, 779) (12,99 g)
Particdo: |
(MeOH:H20,Hexano, AcOEt)
Evaporagao dos solventes
Sephadex LH-20
Fracéo Fracéo Fracao 41 fracOes
Hexano AcOEt MeOH:H,O
(19,8 mg) (5,309) (039)
Sephadex LH20 (5,0 ) | | | ciar |
[ |
| - Fr 32-34 Fr 14-18 -
Fr1-21 Fr 61-69 Fr 30-36 Fr7-13 Fr 26-30
I I oo | ! v
Re-7 Re-6
Re-7 Re-6 Re-1 (32,0 mg) (20,5 mg)
12,0 47,3
(12,0 mg) (18,2mg) ( Re_r;g) CLAE Re-2 Re-10
(16, 0 mg) - (16,2 mg) (102,5 mg)
Re-4 L’ Mistura de Re-9 Re-11
(18,5 mg) precipitados (31,8 mg) (93,2 mg)
Re-5 Re-12 Re-6
46,0 Re-8 68,5 (90,5 mg)
(46,0 mg) (14.2 m) (68,5 mg)

Esquema 1. Esquema para isolamento das substancias do extrato MeOH da resina de Amburana

cearensis.

3.5 Teor de fendlicos totais e avaliagdo da atividade antioxidante

O teor de fendlicos totais do extrato MeOH da resina de Amburana cearencis
foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SLINKARD &
SINGLETON, 1977; GULCIN et al., 2004) com modificacdes, empregando-se o acido
galico como composto fendlico padréo. Inicialmente o extrato foi solubilizado em
EtOH (1,0 mg/mL). Uma aliquota de 50 uL da solucéo do extrato foi transferida para
um Eppendorf, adicionando-se 20 uL do reagente de Folin-Ciocalteau e 870 uL de
agua destilada, agitando-se por 1 min. Em seguida, 60 pL de Na,COj3; (15%) foram
acrescentados a mistura e agitados por 30 segundos, resultando na concentracao
final de 50 pg/mL. Apds duas horas, a absorbancia de cada amostra foi medida em
espectrofotometro de Elisa UV-Vis em 760 nm, empregando-se placas de 96 pocos.
As andlises foram realizadas em triplicata e o teor de fendlicos totais (FT) foi
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determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibracdo construida com solu¢gbes do padrdo do &cido galico em varias
concentracdes (1 a 12,5 pg/mL) e expressos como miligrama equivalente ao acido
galico por grama de extrato (mg EAG/g), considerando-se o erro padrdo da média
(E. P. M.). A equacao da curva de calibracdo do acido galico foi: y = 0,076x - 0,063,
com o coeficiente de correlacdo de r’= 0,998, onde x é a concentracdo do acido

galico e Y é a absorbancia a 760 nm.

3.5.1 Avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH’

O ensaio para atividade sequestradora do radical livre DPPH' se baseia na
medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o
radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Este método colorimétrico apresenta bons
resultados para a avaliacdo da capacidade antiradicalar de compostos fendlicos,
bem como para alguns extratos vegetais (ALVES et al., 2010).

A atividade foi realizada seguindo-se a metodologia descrita por Silva et al.,
(2006). A solucdo estoque da resina foi preparada nas concentracfes 0,5 e 1,0
mg/mL.

Através de andlise preliminar quantidades apropriadas das solu¢bes estoque
da resina e da solucdo de DPPH’ (23,6 ug/mL em EtOH) foram transferidas para
Eppendorfs de 0,5 mL e o volume foi completado para 500 pL com EtOH. As
guantidades utilizadas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. ConcentracOes utilizadas para avaliacdo da atividade sequestradora do
radical DPPH’

Concentracgéo Concentragéo final Volume da Volume de Etanol Volume da
da solucéo da amostra amostra (V1) solucdo de
estoque (ug/mL) (uL) DPPH (uL)
10,0 10 40 450
0,5 mg/mL 20,0 20 30 450
30,0 30 20 450
40,0 20 30 450
1,0 mg/mL 50,0 25 25 450

Cada concentracao foi analisada em triplicata. Ap6s 30 minutos de agitacao

em aparelho de ultrassom a quantidade de radicais DPPH' foi registrada em aparelho
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UV-Visivel no comprimento de onda de 517 nm, utilizando-se placas de 96 pocos.
Foi utilizado como controle positivo o acido ascérbico.

A percentagem de atividade sequestradora (% AS) foi calculada pela
equacao:

% AS = 100X (AbScontrole — AbSamostra)/AbScontrole

Onde Acontole € @ absorbancia do controle, contendo apenas a solugao
etandlica do radical DPPH", e Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca da
resina ou do padrdo acido ascoérbico. A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida
utilizando a analise de regresséo linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05)
obtido pelo programa estatistico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram
expressos através da concentracdo da amostra necessaria para obter metade da
atividade sequestradora dos radicais DPPH mais ou menos o erro padrdo médio
(CEso+ E.P.M.).

3.5.2 Avaliac&o da atividade sequestradora do cation radical ABTS™

O teste para a atividade sequestradora do cation ABTS™ é muito util devido,
principalmente, a sua abrangéncia, podendo determinar antioxidantes lipofilicos e
hidrofilicos, além da sua relativa simplicidade operacional. Trata-se da avaliacdo da
habilidade dos antioxidantes em neutralizar o radical ABTS (PRIOR et al., 2005).

Essa analise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Re et al.,
(1999). A solucdo do cation radical ABTS™ foi preparada pela mistura de uma
solucdo de ABTS (7,0 mM) com uma solucao de persulfato de potassio (140,0 mM),
ambas em agua destilada. A solucdo foi mantida sob abrigo da luz a temperatura
ambiente durante um periodo de 14 horas antes do uso. Em seguida a solucéo do
radical ABTS™ foi diluida com etanol (1:100 v/v, aproximadamente) até uma
absorbancia (A) de 0,7 £ 0,05 no comprimento de onda de 734 nm, em UV-Visivel, a
uma temperatura de equilibrio de 30 °C. As solu¢bes estoque da resina foram
preparadas em EtOH nas concentracbes e 0,5 e 1,0 mg/mL. Através de triagem
preliminar quantidades apropriadas das solu¢des da resina e da solugdo de ABTS™
foram transferidas para Eppendorfs de 0,5 mL e o volume foi completado para 500

pL com EtOH. As quantidades utilizadas estéo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Concentracfes utilizadas para avaliacdo da atividade sequestradora do
radical ABTS™.

Concentragéo Concentragéo Volume da Volume de Volume da
Solugéo final da amostra amostra Etanol solucéo de
estoque (ug/mL) (uL) (uL) ABTS™

1,0 5 45 450
0,1 mg/mL 25 12,5 37,5 450
5,0 5 45 450
10,0 10 40 450
0,5 mg/mL 15,0 15 35 450
20,0 20 30 450

As concentragdes finais da resina variaram de 1,0 a 20,0 pg/mL. O Trolox, um
analogo da vitamina E, solavel em agua, foi utilizado como composto padrdao. Cada
concentracéo foi testada em triplicata. As solu¢des foram agitadas e, apds 6 minutos
de reacdo, a absorbancia das amostras e do padrdo foram medidas em um
espectrofotometro de UV-Visivel em comprimento de onda de 734 nm. A

percentagem de atividade sequestradora (% AS) foi calculada pela equacéo:

% AS = 100X (AbScontrole — AbSamostra)/ADScontrole

Onde Abscniole € a absorbancia do controle, contendo apenas a solucéo
alcodlica do radical ABTS™, e AbSamestra € @ absorbancia do radical na presenca
resina ou do padrdo. A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a analise
de regressao linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo programa
estatistico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da
CEsox E.P.M.

3.5.3 Ensaio da atividade antioxidante frente ao sistema B-caroteno/acido
linoléico

O teste para atividade antioxidante utilizando o sistema [-caroteno/acido
linoléico trata-se de um ensaio espectrofotométrico colorimétrico baseado na
oxidacdo (descoloracdo) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacao
oxidativa do acido linoléico, ou seja, 0 método avalia a atividade de inibicdo de
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoléico (RUFINO et al.,
2006).
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Esse teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por EMMONS
et al., (1999) com modificacdes. A solucdo do sistema B-caroteno/acido linoléico foi
preparada adicionando-se uma aliquota de 50 pyL da solucdo de B-caroteno (20
mg/mL em cloroformio) em um Erlenmeyer de 250 mL a 80 pL de acido linoléico e
660 pL de Tween 20 (monopalmitato de polioxietileno sorbitan). Ao Erlenmeyer
foram adicionados 140 mL de agua destilada (previamente submetida a tratamento
em atmosfera de oxigénio durante 30 minutos). A absorbancia da emulsdo foi
ajustada entre 0,7 = 0,05 no comprimento de onda 470 nm. Uma aliquota de 150 pL
da solucdo (1,0 mg/mL) da resina foi transferida para tubos de ensaio onde foram
adicionados 150 pL de &gua destilada e 2700 pL do sistema, obtendo-se uma
concentracdo de 50 pg/mL. As amostras foram comparadas ao sistema (sem
amostra) e ao Trolox (16 pug/mL) utilizado como antioxidante padrdo. Uma leitura
inicial da absorbancia foi feita imediatamente apdés a adicdo das amostras e do
padrdo ao sistema visando a determinacdo do tempo zero. Posteriormente, a
absorbancia foi monitorada a cada 20 minutos, durante o periodo de 120 minutos.
As amostras foram mantidas em banho-maria a 40 °C durante as leituras. A
capacidade antioxidante foi expressa em porcentagem de inibicdo da oxidagédo. O
decréscimo da leitura da absorbancia das amostras foi comparado com o sistema e
estabelece a porcentagem de oxidacao:

Reducéo da absorbancia = Absiniciai — AbStinal
% Oxidacao = [(Reduc&o da AbS)amostra X 100] / (Reducéo AbS)sistema
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) da resina
de Amburana cearensis

A analise do cromatograma obtido por CLAE-DAD e os espectros de
ultravioleta (Figuras 6 e 7) mostra que o extrato MeOH da resina de Amburana
cearensis € rico em substancias fendlicas, uma vez que foi possivel visualizar
bandas de absorcdo na regido de UV entre 305-390 nm e 220-300 nm,

caracteristicas de compostos fendlicos (LIN et al., 2012).

1 2 3 4 5 6
A= 228/258 263/316 252/288 248/290 257/319 260/380

4

[

097

mAU

9 10 11 Y
252/288 239/369 259/379 230

Figura 6. Cromatogramas (CLAE-DAD, 254 nm) e espectros UV (A em nm) dos picos
correspondentes do extrato MeOH da resina de A. cearensis.
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Figura 7. Cromatogramas (CLAE-DAD, 280 (A), 320 (B), 380 (C) nm) e espectros UV (A em nm) dos
picos correspondentes do extrato MeOH da resina de A. cearensis.
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Todas as substancias indicadas no cromatograma do extrato MeOH da resina
foram isoladas e analisadas por CLAE-DAD nas mesmas condi¢cdes cromatograficas
do extrato (item 3.4, p.31). Os cromatogramas das substancias e seus respectivos

espectros de ultravioleta encontram-se no ANEXO A (cromatogramas 1-12).

4.2 ldentificacdo estrutural das substancias isoladas da resina de Amburana
cearensis

A identificacdo estrutural das substancias isoladas da resina de Amburana
cearensis foi realizada com base nos dados obtidos por técnicas espectroscopicas
de UV, IV, RMN de *H e *3C, incluindo técnicas bidimensionais (COSY *H-'H, HSQC
e HMBC) e massas, como também por comparacdo com dados da literatura. Os
espectros das substancias isoladas neste trabalho encontram-se no ANEXO B.
Foram isolados e identificados doze flavonoides, compreendendo um com nucleo
quinona, trés chalconas, sete isoflavonas e uma isoflavonolignana. A discusséo

relativa a elucidacdo estrutural de tais substancias foi conduzida por subclasse

independente da ordem de obtengdo das mesmas.

4.2.1 Chalconas

Quimicamente, a chalcona tem sua estrutura fundamental descrita como uma
cetona aromatica a-g insaturada (1,3-difenil-2-propen-1-ona) formada por dois anéis
aromaticos A e B conectados por uma cadeia aberta de trés &tomos de carbono com
um grupamento carbonilico conjugado com uma porcdo olefinica, como é
apresentado na Figura 8. A conjugacdo entre o anel B e o sistema carbonilico
insaturado confere a chalcona sua coloracdo caracteristica amarelada
(NOWAKOVSKA, 2007).

Figura 8. Esqueleto base de chalconas
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As chalconas sao encontradas naturalmente em vegetais como precursores
dos flavonoides, e sinteticamente sdo obtidas pela reacdo de condensacdo aldélica
de Claisen-Schmidt, preferencialmente em meios fortemente alcalinos. As chalconas
apresentam espectros no UV caracteristico, com uma banda de absorcao intensa
entre 340-390 nm (Banda |) e uma banda de menor intensidade entre 220-270 nm
(Banda 1) (MARKHAM, 1982). Muitas atividades biolégicas interessantes destes
compostos tém sido relatadas, dentre as quais estdo as atividades: antitumoral
(CABRERA et al.,, 2007; SILVA et al.,, 2007; ORLIKOVA et al.,, 2012), anti-
inflamatéria (NOWAKOVSKA, 2007), antibacteriana (NIELSEN et al.,, 2004),
antioxidante (WANG et al., 2009) e antifungica (LAHTCHEV et al., 2008).

4.2.1.1 Identificacéo das chalconas (Re-6, Re-10 e Re-11)

2’,3,4,4’—tetraidroxi-trans-chalcona (Re-6) 2’4, 4’—triidroxi-trans-chalcona (Re-10)

2’4 4'—triidroxi-3-metoxi-trans-chalcona (Re-11)

Figura 9. Estruturas das chalconas isoladas da resina de A. cearensis
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A substéncia Re-6 foi obtida como um sdélido amarelo. A revelagdo com
reagente NP em CCDA indicou sua natureza flavonoidica, mostrando coloragéo
violacea. O cromatograma CLAE-DAD mostrou um tempo de retencdo de 15,72
minutos. Baseado no espectro de ultravioleta (UV) da substancia foi sugerido que se
trata de um composto fendlico, uma vez que apresentou banda de absor¢cdo em 380
nm.

A anadlise do espectro de infravermelho (Espectro 1) apresentou bandas de
absorcdo em torno de 3450 cm™ caracteristica de grupos hidroxila (OH) e em torno
de 1640 cm™ referente a estiramento C-O de carbonila a, B-insaturada. As bandas
no espectro de IV e a absor¢cao de UV em 380 nm foram indicativos de um esqueleto
de chalcona com substituintes hidroxilas.

Os espectros de RMN de 'H em DMSO-ds (Espectro 2) e em acetona-ds
(Espectro 3) e 0 espectro de APT (Espectro 4) sugeriram que esta substancia era de
natureza aromatica em virtude dos sinais na regido de 6y 6,36 a 8,14, no espectro
de RMN de H, e ¢ 103,05 a 6¢ 165,63, no espectro APT.

O espectro de RMN de *H em DMSO-dgs revelou a presenca de um duplo
dupleto em &4 6,39 e dois dupletos em &y 6,27 e Oy 8,15, que permitiram definir
juntamente com os valores da constante de acoplamento entre os hidrogénios (J) o
padrdo de substituicdo do anel aromatico. Desta forma, foi observada a interacdo
spin-spin de hidrogénios mantendo entre si relagdo meta (J= 2,1) e orto (J= 8,7Hz).
Foi observada ainda um duplo dupleto em &y 7,21 e mais dois dupletos em oy 7,28 e
On 6,82, cujos valores das constantes de acoplamento permitiram identificar um
segundo anel aromatico com 0 mesmo padrao de substituicdo (meta: J=1,5 Hz; orto:
J=8,1 Hz). Foi observado ainda um sinal caracteristico de hidroxila OH-2’ de carater
quelatogénico em &y 13.59 ppm.

Os espectros de RMN *H-'H COSY (Espectro 5) confirmou os acoplamentos
dos hidrogénios. Além desses sinais foi observado também no espectro de RMN de
'H um simpleto em &4 7,66 com integral para dois hidrogénios. Esses hidrogénios
geraram dois dupletos no espectro obtido em acetona-dsé com deslocamentos
quimicos em 6y 7,67 e Oy 7,78 e constantes de acoplamento de 15,5 Hz, indicando
acoplamento trans vicinal, sendo possivel, assim, atribuir a presenca de um sistema

carbonilico a, B-insaturado.
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O espectro de APT mostrou sinais para 15 carbonos, sendo 8 carbonos
metinicos e 7 quaternarios. Com base nas informacdes presentes no espectro de
APT e nas correlacdes diretas (*Jcn) estabelecidas no espectro de HSQC (Espectro
6) foi possivel atribuir os sinais em &¢ 117,7 e d¢c 145,1 ppm aos carbonos a e B a
carbonila, respectivamente. O sinal em 8¢ 191,7 foi atribuido ao carbono da
carbonila. As correlagbes estabelecidas no espectro HMBC (Espectro 8) permitiram
fazer a atribuicdo completa dos valores de deslocamento quimico desta substancia.

O espectro de massas (ESI modo positivo) da substancia (Espectro 9)
mostrou pico em m/z 273 [M+H]",para a férmula molecular C1sH:,0s5. Os dados de
RMN 1D e 2D estao apresentados na Tabela 3.

Com base nos dados obtidos e na comparacdo com os dados da literatura foi
possivel identificar a substancia Re-6 como 3,4,2’,4’-tetraidroxi-trans-chalcona
conhecida como buteina (Figura 9). Essa chalcona ja foi isolada das espécies
vegetais Hydnophytum formicarum Jack. (PRACHAYASITTIKUL et al.,
2008),Viburnum propinquum Hemsl. (WANG et al., 2009), bem como sintetizada (LIN
et al, 1997). No entanto, esse € o primeiro relato desta substancia na resina de
Amburana cearensis.

A substéncia Re-11, isolada da fracdo 26-30, foi obtida como um sélido de cor
amarelo. A revelacdo com reagente NP em CCDA indicou sua natureza flavonoidica,
mostrando coloracdo amarela. O cromatograma CLAE-DAD mostrou um tempo de
retencdo de 25,57 minutos. O espectro de UV da substancia com banda de
absorgdo maxima em Anac= 379 nm sugeriu tratar-se também de uma chalcona.

O espectro de infravermelho da substancia (Espectro 9) mostrou bandas de
absorcdo semelhantes as do espectro de infravermelho de Re-6, desta forma foi
possivel observar bandas de absorcdo em torno de 3400 Cm™ referente ao
estiramento da ligacdo OH e em 1630 Cm™ caracteristica de estiramento C-O de
carbonila a, B-insaturada.

A andlise dos espectros de RMN *H e 13C em acetona-ds (90 MHz) (Espectro
10) da chalcona Re-11, com base nos deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento, permitiu atribuir a presenca de dois sistemas de spins ABX, da mesma
forma que foi descrito para a chalcona Re-6. A existéncia de um simpleto em &y 3,96
no espectro de RMN de 'H e &. 56,69 no espectro de carbono *C (Espectro 11)
indicou a presenca de um grupo metoxila (OCH3) na molécula, diferenciando da
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substancia Re-6 que n&o apresentou sinal de metoxila. O efeito de desprotegdo em
C-3 de Re-11, 6. 150,03 (A 6.= 3,93) em relacao ao valor de deslocamento quimico
de C-3 em Re-6 (6. 146,13) sugeriram que a metoxila encontrava-se na posi¢ao C-3.
Assim como no espectro de RMN *H em DMSO-ds da substancia Re-6, o espectro
de RMN *H de Re-11 também apresentou um simpleto semelhante em &4 7,83 com
integral para dois hidrogénios, referente aos hidrogénios do sistema olefinico, o que
contribuiu para a confirmacéo do esqueleto de chalcona. Além disso, a existéncia de
um simpleto em &y 13,67 confirmou a presenca de uma hidroxila quelatogénica (OH-
2’). Os dados de RMN de 'H e '3C sdo apresentados na Tabela 4. As informacées
espectrais obtidas, em conjunto com os dados da literatura possibilitou a
identificagcdo de Re-11 como sendo a chalcona 2’,4,4'—triidroxi-3-metoxi-trans-
chalcona (homobuteina) (Figura 9), a qual foi isolada pela primeira vez de Acacianeo
vernicosa (CLARK-LEWIS & PORTER, 1972) e posteriormente de outras espécies,
como Dioclea violacea, também pertencente a familia Fabaceae (BARREIROS,
2005) e da propria resina de Amburana cerensis (BANDEIRA et al., 2011).

A substancia Re-10, isolada da fracdo 26-30, apresentou caracteriticas
semelhantes a Re-6 e Re-11 (Espctros 12, 13 e 14), com tempo de retencéo de
24,09 minutos.

O espectro de RMN de 'H (Espectro 13) de Re-10 apresentou sinais que
caracteriza a existéncia de um anel trissubstituido formando um sistema de spins
ABX como descrito para a substancia Re-6, que foi atribuido ao Anel A, além de um
simpleto largo em &y 7,83 atribuidos aos hidrogénios do sistema olefinico.

Esta chalcona se diferencia das chalconas Re-6 e Re-11 no espectro de RMN
de 'H pela integracdo dos sinais. Esta diferenca estd relacionada ao padrdo de
substituicdo do anel B, para o qual foram observados no espectro de RMN de *H um
dupleto em &y 6,98 (J= 8,9) e outro em &y 7,78 sobreposto ao sinal dos hidrogénios
olefinicos indicativos da presenca de um sistema de spins AA’'BB’, o que confirma a
oxigenacdo no anel B na posi¢cdo C-4. A proposicéo foi confirmada pela analise dos
dados de RMN de APT (Espectro 14) que mostrou um sinal em 6c131,0 para os
carbonos C-2 e C-6 e em 0¢c116,1 para os carbonos C-3 e C-5, além do carbono
aromatico oxigenado em 6c160,4 (C-4). Os dados espectrais obtidos, em conjunto
com os da literatura levaram a definicdo de Re-10 como sendo a chalcona 2’,4,4’-
triildroxi-trans-chalcona (Figura 9). Os dados de RMN de 'H e 13C (Tabela 5)
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mostraram-se semelhantes aos da Isoliquiritigenina, isolada das raizes de
Glycyrrhiza glabra (FABACEAE) (VAYA et al., 1997), Hydnophytum formicarum Jack.
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2008) e da madeira de Anadenanthera colubrina
(SANTANA, 2011). Esta chalcona também ja havia sido isolada da resina de A.
cerensis (BANDEIRA et al., 2011).

Tabela 3. Dados de RMN 1D e 2D de 'H e *C (300 e 75 MHz, DMSO-d,
respectivamente) de Re-6 (2',3,4,4'tetraidroxi-trans-chalcona) obtida de A.
cearensis. Deslocamentos quimicos (&) em ppm.

'H x ¥C = HMQC (Re-6) 'H x ¥C HMBC (Re-6)
c 5°C 5™ [m, J (H2)] ZJen Jen 5" °c*
1 126,6 H-B H-a, H-5 | 1284
2 116,2 7,26; 1H (d, J = 1,5) H-8, H-6 | 115,8
3 146,1 H-2 H-5 146,8
4 149,5 H-5 H-2,H-6 | 149,9
5 116,2 6,82; 1H (d, J = 8,1) H-6 116,6
6 122,9 | 7,21; 1H (dd, J=8,1; 1,5) H- B, H-2 | 1235
a 117,7 7,67; 1H (d, J = 15,5) 118,3
B 145,1 7,78; 1H (d, J = 15,5) H-2,H-6 | 146,0
Cc=0 191,8 H- a H-6', H-8 | 1934
7’ 113,4 H-3', H-5' | 114,7
2 166,2 H-3' H-6' 166,4
3 103,1 6,27; 1H (d, J = 2,1) H-5' 103,8
4 165,6 H-3' H-6' 167,4
5 108,7 6,39; 1H (dd, J = 8,7;= H-3' 109,1
2,1)
6 133,2 8,15; 1H (d, J = 8,7) 133,2

* (WANG et al., 2009)
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Tabela 4. Dados de RMN de'H e ¥C (90,0 e 22,5 MHz, acetona-ds,
respectivamente) de Re-11 (2’,4,4’—triidroxi-3-metoxi-trans-chalcona) obtida de A.
cearensis. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

C 5°C 5'H[m,J (Hz)] 5°Cc*
(Re-11) (Re-11)
1 124,5 128,4
2 111,4 7,55 (d, J = 1,8) 116,6
3 150,0 150,9
4 149,6 149,5
5 115,8 6,94 (d, J=8,1) 112,3
6 118,1 7,42 (dd, J=8,1; 1,8) 118,7
a 117,8 7,83 (sl) 124,9
B 145,2 7,83 (sl) 145,9
C=0 190,2 193,5
1 113,8 114,7
2 166,1 166,4
103,4 6,42 (M) 103,8
4 165,9 167,5
5 108,1 6,53 (M) 109,1
6 132,9 8,11 (d, J=9,0) 133,5
OCHj 55,8 3,96 (s) 56,6

* (BARREIROS, 2005)



45

Tabela 5. Dados de RMN de 'H e C (90,0 e 22,5 MHz, acetona-ds,
respectivamente) de Re-10 (2’,4,4’-triidroxi-trans-chalcona) obtida de A. cearensis.
Deslocamentos quimicos (&) em ppm.

c 5°c &'H [m, J (H2)] 5 + &'H [m, J (Hz)]**
(Re-10) (Re-10) Isoliquiritigenina Isoliquiritigenina
1 126,6 125,8
2 131,0 7,78 (d, 130,6 7,73 (d, J=8,5)
sobreposicéo)
3 116,1 6,98 (d, J = 8,9) 115,8 6,92 (d, J=8,7)
4 160,3 159,9
5 116,1 6,98 (d, J =8,9) 115,8 6,92 (d, J=8,7)
6 131,0 7,78 (d, 130,6 7,73 (d, J=8,5)
sobreposicéo)
a 117,4 7,83 (sl, 117,8 7,75 (d, J=15,3)
sobreposicéo)
B 144,5 7,83 (sl, 143,8 7,79 (d, J=14,3)
sobreposicéo)
C=0 192,1 191,4
1 113,6 113,2
2 165,0 164,6
3 103,0 6,45 (sl) 102,6 6,35 (d, J=2,4)
4 166,7 165,4
5 108,1 6,51 107,9 6,45 (dd, J=8,9; 2,4)
(sobreposicao)
6’ 132,4 8,15(d, J =8,8) 132,3 8,11 (d, 8,9)

*(MARKHAM & TERNAI, 1976)
** (VAYA et al., 1997)
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4.2.2 Quinonas

As quinonas sd&o um grupo de substancias organicas coloridas derivadas de
compostos aromaticos como benzeno, naftaleno e antraceno. A estrutura das
quinonas apresenta dois grupamentos carbonilas em um anel insaturado de seis
atomos de carbono, situados relativamente em posigdes “orto” (adjacentes) ou
“para” (Figura 10) (SIMOES et al., 2007).

O O
1 . L
6 6 2
2
5 3 5 3
7 4
orto 0
para

Figura 10. Posi¢des dos grupamentos carbonilas em quinonas

Devido a sua importancia farmacolégica, nos ultimos anos o interesse por
estas substancias foi intensificado. Vérias atividades biolégicas ja sdo atribuidas as
quinonas naturais e/ou sintéticas tais como antioxidante (WENG & GORDON, 1992;
PRASETYO et al., 2012) antitumoral (SILVA et al., 2003; ASCHE, 2005), moluscicida
(SANTOS et al.,, 2000; BARBOSA et al., 2005), leishmanicida (TEIXEIRA et al.,
2001) anti-inflamatoéria (ALMEIDA et al., 1990) e antifungica (GARNIER et al.,1996).

4.2.2.1 Identificagdo da quinona Re-8

OCH,

Figura 11. Estrutura da quinona (Re-8) isolada da resina de A. cearensis
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A substancia Re-8 foi obtida da mistura de precipitados da fracdo 7-13 como
um sélido de cor laranja. O cromatograma CLAE-DAD mostrou um tempo de
retencdo de 20,85 minutos. O espectro de ultravioleta da substancia mostrou bandas
absorcdo em 230 e 299 nm.

O espectro de infravermelho (Espectro 15) mostrou bandas de absorcéo
caracteristica de estiramento C-O em 1650, 1628 e 1594 cm™ sugerindo a presenca
de trés grupos carbonilas conjugados.

O espectro de RMN de 'H em CDCI; (Espectro 16) apresentou um simpleto
caracteristico em dH 8,15 atribuido a H-2 de uma isoflovona. Além disso, o espectro
de RMN de *H revelou a presenca de um duplo dupleto em 64 7,01 (J1= 2,4; J,= 9,0
Hz) e dois dupletos em &4 6,87 (J = 2,40 Hz) e o4 8,15 (J = 8,7 Hz) que permitiram
definir o padrdo de substituicio de anel aromatico. Desta forma, foi observada a
interacdo spin-spin de hidrogénios mantendo entre si relacdo meta e orto. O
espectro mostrou também a presenca de um simpleto em 6y 7,17 atribuido ao H-6’
de um nucleo quinona.

Os sinais observados no espectro de APT (Espectro 17) em &¢c 183,9 e 182,8
foram atribuidos aos grupos carbonilas de uma 1,4-benzoquinona e em &¢ 174,4 foi
conferido ao grupo carbonila de flavonoides. O espectro de APT permitiu o
reconhecimento de sinais relativos a trés grupos metoxilas e 15 carbonos sp?, sendo
cinco metinicos (incluindo um ligado ao &tomo de oxigénio em &¢ 156,5, compativel
com o CH-2 caracteristico de isoflavonas) e 10 ndo-hidrogenados (incluindo trés
grupos carbonilas em &¢ 174,4 (C-4), 182,8 (C-2’) e 183,9 (C-5’) e quatro ligados a
atomos de oxigénio: ¢ 164,5 (C-7), 6¢ 157,0 (C-9), &¢ 145,0 (C-3’) e 157,5 (C-4’). Os
dados de RMN *H e ** C sdo apresentados na Tabela 6.

A comparacéo dos dados descritos acima com os dados obtidos da literatura
permitiram identificar a substéancia Re-8 como 3’,4’-dimetoxi-1’-(7-metoxi-4-ox0-4H-
cromen-3-il) benzo-2’,5-quinona (Figura 11). O espectro de massas de alta
resolucdo (ESI modo positivo) (Espectro 18) mostrou um pico do ion pseudo
molecular em m/z 343,0693 referente a formula molecular C;5H1407, confirmando a
estrutura proposta. Esta substancia ja foi isolada, como inédita, da resina de A.
cearensis em 2011 (BANDEIRA et al., 2011).
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e '*C (75 MHz, CDCl;) de Re-8 obtida de A.

cearensis. Deslocamentos quimicos (&) em ppm.

c 5°c &'H[m, J (H2)] 135 * &'H [m, J (Hz)]*
(Re-8) (Re-8) ¢

2 156.5 8.15; 1H (s) 156.5 8,16; 1H (s)

3 116.2 116.3

4 174.4 174.4

5 127.9 8,15; 1H (d, J= 8,7) 1279 | 8,15, 1H (d,J=8,9)

6 115.1 | 7,04;1H (dd, J=9,0; 2,4) | 115.1 | 7,02; 1H (dd, J=8,9; 2,3)

7 164.5 165.0

8 100.3 6,87; 1H (d, J= 2,4) 100.4 | 6,88; 1H (d, J=2,3)

9 157.0 158.0

10 117.9 118.0

T 135.4 135.0

2 183.9 183.9

3 145.0 145.0

4 157.5 158.2

5 182.8 183.9

6’ 133.9 7,17; 1H (s) 133.9 7,17; 1H (s)
MeO-7 | 55.9 3,93; 3H (s) 55.9 3,93; 3H (s)
MeO-3' | 61.2 4,03; 3H(s) 61.2 4,03; 3H(s)
MeO-# | 615 4,08; 3H (s) 615 4,08; 3H (s)

*(BANDEIRA et al., 2011)
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4.2 .3 Isoflavonas

As isoflavonas, também chamadas isoflavonoides, como os demais
flavonoides, sao caracterizadas por uma cadeia arila-C3-arila, mas do tipo difenil-
1,2-propano (Figura 12). Ao contrario das outras classes de flavonoides, sua
distribuicdo taxondmica € restrita. Salvo rarissimas excec¢des, sdo de ocorréncia
exclusiva em espécies da familia Fabaceae. Biogeneticamente, os isoflavonoides
sdo formados, como os demais flavonoides, via chalconas. Em vegetais, uma
grande parte dos isoflavonoides comporta-se como fitoalexinas — substancias
produzidas pela planta em resposta a uma infecgdo por um agente patogénico. Os
substituintes mais comuns s&o os grupamentos hidroxila e metoxila (SIMOES et al.,
2007).

Figura 12. Esqueleto bésico das isoflavonas

s

O maior interesse dos pesquisadores € na farmacologia e fisiologia das
isoflavonas, pois apresentam estrutura ndo esteroidal, mas comportam-se como
estrogenos na maioria dos sistemas biologicos, além de serem as mais abundantes
dentre os fitoestrogenos. Em adicdo a sua atividade anti-estrogénica, estes
compostos possuem diversas propriedades biolégicas, tais como atividade

antioxidante, inibicado da atividade enzimatica e outras (SETCHELL, 1998).
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4.2.3.1 Identificacéo de Isoflavonas (Re-1, Re-2, Re-3, Re-4, Re-5, Re-9 e Re-12)

OCHj
3’-hidroxi-7,8,4’-trimetoxiisoflavona (Re-9) 7,8,3’-triidroxi-6,4’ -dimetoxiisoflavona (Re-2)

OCHs

OCHj

7,3’-diidroxi-8,4’-dimetoxiisoflavona (Re-3) 7,3’-diidroxi-4’-metoxiisoflavona (Re-4)

7,8,3’,4’-tetrametoxiisoflavona (Re-12)

Figura 13. Estruturas das isoflavonas isoladas da resina de A. cearensis
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A substancia Re-1 foi obtida como cristais em forma de agulhas. O
cromatograma desta substancia mostrou um tempo de retencdo de 6,47 minutos. O
espectro de UV indicou sua natureza fendlica, em virtude das bandas de absorcéo
em 228 e 258 nm.

O espectro de infravermelho (Espectro 19) apresentou bandas de absorcéo
em 3400 cm™ referente ao estiramento da ligacdo OH, em 1626 cm™ para o
estiramento da ligacdo CO de carbonila e um conjunto de bandas em 1594 e 1523
cm™ e em 1460 1442 cm™ para estiramentos de ligagdo C=C de anel aromatico.

No espectro de RMN de 'H em acetona-ds (Espectro 20) foi observada a pre-
senca de um conjunto de sinais na regido de hidrogénios aromaticos sugestivos de
um flavonoide. Um duplo dupleto em &y 7,08 (1H, J= 8,4 e 2,1Hz) e dois dupletos em
Oy 7,16 (1H, J= 2,1 Hz) e 6y 6,98 (1H, J= 8,4 Hz) atribuidos ao sistema ABX de um
anel aromatico trissubistituido (anel B). Desta forma, foi observada a interacao spin-
spin de hidrogénios mantendo entre si relacdo orto/meta, meta e orto,
respectivamente. A existéncia de dois dupletos, com integragéo para um hidrogénio
cada, em oy 7,02 e o4 7,61, cujos valores das constantes de acoplamento (J=9,0 e
8,7 Hz, respectivamente) permitiram identificar um segundo anel aromatico (anel A)
com os hidrogénios acoplando em orto. Estes dados aliados a presenca de um
simpleto caracteristico em dy 8,18 sugeriram que este composto tratava-se de uma
isoflavona. Além disso, o espectro de RMN de 'H apresentou um simpleto em &y
3,87, indicativo da presenca de um grupo metoxila (-OCHs) na molécula.

O espectro de RMN 2D de correlacdo homonuclear *H-*H COSY (Espectro
21) foi usado para confirmacdo das interacdes spin-spin atomos de hidrogénio
aromaticos.

O espectro de APT (Espectro 22) mostrou sinais para 16 carbonos, sendo 6
carbonos metinicos, 9 quaternarios e um metilico. Com base nas informacdes
presentes no espectro de APT e nas correlaces diretas (*Jcn) estabelecidas no
espectro de HSQC (Espectro 23) foi possivel atribuir ao carbono C-2 o valor de &¢
153,27 e ao carbono da carbonila o valor de ¢ 176,06. Aos carbonos metinicos dos
aneéis aromatico foram atribuidos os sinais em ¢ 117,30 (C-5), 114,78 (C-6), 117,07
(C-2’), 112,23 (C-5), 21,27 (C-6’).

O sinal em &¢ 56,36 no espectro APT confirmou a presenca de um grupo
metoxila na molécula. As interacdes heteronucleares a longa distancia estabelecidas
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no espectro HMBC (Espectro 24) permitiram fazer a atribuicdo completa dos valores
de deslocamento quimico desta substancia. Tendo em vista a correlacdo 3Jcy
existente no espectro de HMBC entre os hidrogénios da metoxila e o carbono em &¢
148,34 foi possivel definir a posicdo do grupo metoxila em C-4’. Os dados de RMN
1D e 2D séo apresentados na Tabela 7.

O espectro de RMN 2D *H-'H NOESY (Espectro 25) confirmou a interacdo
espacial dos hidrogénios da metoxila com H-5’, permitindo identificar a sua posicéo
em C-4’. O espectro de massas (ESI modo positivo) da substancia (Espectro 26)
mostrou pico do ion pseudo molecular em m/z 301,2 [M+H]", indicativo da formula
molecular C16H120s6.

Com base nos dados obtidos em conjunto com os dados da literatura foi
possivel identificar a substancia Re-1 como sendo 7,8,3’-triidroxi-4’-metoxiisoflavona
(Figura 13). O primeiro relato de isolamento desta substéncia foi na espécie
Xanthocercis zambesiaca da familia FABACEAE (BEZUIDENHOUT et al., 1988). No
entanto, esta sendo relatada pela primeira vez na resina de A. cerensis.

Nos espectros de infravermelho das isoflavonas Re-2 (Espectro 61), Re-3
(Espectro 27), Re-4 (Espectro 47), Re-5 (Espectro 53), Re-9 (Espectro 35) e Re-12
(Espectro 43) também foram evidenciadas bandas de absor¢cdo semelhantes as
bandas do espectro da substancia Re-1.

Os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos sinais nos
espectros de RMN de 'H relativos aos hidrogénios dos anéis A e B de Re-3
(Espectro 28), Re-9 (Espectro 36) e Re-12 (Espectro 44) revelaram o mesmo padrao
de substituicdo ja observado para a isoflavona Re-1. O espectro de *H-'H COSY de
Re-3 (Espectro 29), e Re-9 (Espectro 37) confirmaram os acoplamentos dos
hidrogénios.

No entanto, divergéncias foram encontradas para os sinais do grupo metoxila.
No espectro de RMN de 'H de Re-3 foram observados sinais para duas metoxilas,
Oy 3,88 e 3,98. No espectro de APT (Espectro 30) os valores em &¢ 55,40 e d¢ 60,83
confirmaram esta proposta. O valor em &¢c 60,83 indica que a metoxila estd em
posi¢cdo com duas substituicbes em orto, podendo esta na posi¢cdo 8 do anel A. A
correlacdo direta (*Jcy) dos carbonos com os hidrogénios foram observadas no

espectro de HSQC da substancia (Espectro 31).



53

No espectro APT, os valores de deslocamentos quimico dos carbonos do anel
B de Re-3 revelaram-se praticamente idénticos aos apresentados pelos mesmos
carbonos da isoflavona Re-1. Quanto a localizacdo dos grupos metoxilas na
estrutura de Re-3, a andlise do espectro de HMBC (Espectro 32) mostrou
correlacdes entre os hidrogénios das metoxilas em &y 3,88 e d¢ 3,98 e os carbonos
C-4’ (¢ 148,06) e C-8 (6¢c 137,07), respectivamente, indicando a localizagdo de uma
metoxila no anel B em C-4’ e outra no anel A em C-8. A interacdo espacial
observada no espectro NOESY (Espectro 33) entre a metoxila em &4 3,88 e H-5’,
como também a auséncia de interacdo espacial com o H-6 do anel A, confirmou a
posicdo das metoxilas em C-4’ e C-8. O espectro de massas de alta resolucéo (ESI
modo positivo) (Espectro 34) mostrou pico do ion pseudo molecular em m/z
315,0833 [M+H]", para a férmula molecular C17H140s.

Estes dados aliadas as correlacfes existentes no espectro HMQC e HMBC e
a comparagcdo com os dados da literatura (HARPER, et al., 1976) permitiram
estabelecer a estrutura de Re-3 como sendo 7,3-diidroxi-8,4’-dimetoxiisoflavona
(Figura 13). Os dados espectrais desta substancia sdo descritos na Tabela de 8.
Esta substancia também ja foi isolada da espécie Xanthocercis zambesiaca
(HARPER, et al., 1976). Contudo, este € o primeiro relato da mesma na resina de
Amburana cearensis.

Para as substancias Re-9 e Re-12 foram observadas diferencas nos
espectros de RMN *H das sustancias pela presenca de trés simpletos em 8y 3,88, 84
3,95 e oy 4,03, correspondentes a trés grupos metoxilas para Re-9 e quatro
simpletos em &y 3,85, &4 3,86, dy 3,95 e em Oy 4,03, para quatro grupos metoxilas
em Re-12. Estes grupos foram confirmados nos espectros de APT (Espectro 38, Re-
9 e Espectro 45, Re-12). A substancia Re-12 difere de Re-1 no anel B com um grupo
metoxila em C-3’. Uma vez que o esqueleto de isoflavona foi caracterizado com
base nas informacées presente no espectro de RMN de 'H e APT e com os dados
descritos na literatura (RAO et al., 1984). A substancia Re-12 foi identificada como
7,8,3,4’-tetrametoxiisoflavona (Figura 13), também conhecida como isocladrastina
metil eter. O espectro de massas (ESI modo positivo) desta substancia (Espectro 46)
mostrou pico do fon pseudo molecular em m/z 343,1 [M+H]", para a formula

molecular C19H1305., Os dados de RMN de 1H e 13C sdo apresentados na tabela 9.
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Esta substancia ja foi isolada dos bulbos da espécie Iris kashmiriana (RAZDAN et
al., 1996) e da prépria resina de A. cearensis (BANDEIRA et al., 2011).

O espectro de HSQC de Re-9 (Espectro 39) mostrou as correlagbes diretas
dos hidrogénios com os carbonos. Tendo em vista a correlacdo *Jcy existente no
espectro de HMBC desta substancia (Espectro 40) entre os hidrogénios das
metoxilas e os respectivos carbonos (o4 3,88 / 8¢ 137,77, 84 3,95 / 8¢ 153,50, &4 4,03
| &¢c 148,46) foi possivel definir a localizacdo das metoxilas em C-8, C-7 e C-4,
respectivamente. O espectro de NOESY (Espectro 41) confirmou as posicoes das
metoxilas em C-7 e em C-4’, mostrando as interagbes espaciais com H-6 e H-5,
respectivamente. Os dados reunidos permitiram estabelecer a estrutura Re-9 como
sendo 3’-hidroxi-7,8,4’-trimetoxiisoflavona (Figura 13). O espectro de massas (ESI
modo positivo) (Espectro 42) mostrou pico do ion pseudo molecular em m/z 329,1
[M+H]", para a formula molecular C1gH1606. Os dados de RMN *H 1D e 2D e de *C
sdo apresentados na Tabela de 10. Nao foi encontrado nenhum relato na literatura
para esta substancia, sendo considerada inédita.

A comparacdo dos dados espectrais de RMN 'H e **C de Re-1 com os das
substancias Re-4 (Espectro 48), Re-5 (Espectro 54) e Re-2 (Espectro 62) indicou
que suas estruturas sdo semelhantes apresentando inclusive os mesmos sinais
caracteristicos de uma isoflavona com o anel B com hidroxila em C-3’ e metoxila em
C-4’. Diferencgas foram observadas no padrao de substituicdo do anel A.

O espectro de RMN de *H da substancia Re-4 revelou para o anel aromatico
A um duplo dupleto em &y 7,07 (J= 8,4; 2,1 Hz; H-6), além de dois dupletos em &4
6,98 (J= 8,4 Hz; H-5) e em &4 7,16 (J= 2,1 Hz; H-8), formando um sistema de spins
ABX, indicativos de um anel trissubstituido. O sinal em 3,88 indicou a presenca de
um grupo metoxila que foi confirmado pela presenca de um sinal em 55,40 no
espectro de APT (Espectro 49). As correlacdes diretas dos hidrogénios com os
carbonos foram estabelecidas no espectro de HSQC (Espectro 50). A localizagéo do
grupo metoxila na molécula foi evidenciada pela correlacdo a 33 dos hidrogénios do
grupo metoxila com o carbono em &¢ 147,38 no espectro de HMBC (Espectro 51). O
fon pseudo molecular em m/z 285,0755 [M+H]", presente no espectro de massas de
alta resolucédo (Espectro 51), confirmando a formula molecular Ci6H:205 e a
correlacdo dos dados espectrais com os descritos na literatura para a 3'-
hidroxiformononetina (KUROSAVA et al., 1978) levaram a identificar a substancia
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Re-4 como sendo 7,3-diidroxi-4’-metoxiisoflavona (Figura 13), conhecida como
calycosina. Os dados de RMN estédo apresentados na Tabela 11. Esta substancia ja
foi isolada da espécie Muchaerium mucronulatum Mart. (KUROSAVA et al., 1978).
No entanto, este € o primeiro relato desta substancia na resina de Amburana
cearensis.

As substancias Re-2 e Re-5 diferem de Re-1 no anel A quanto ao padrao de
substituicdo. No espectro de RMN *H de Re-5 (Espectro 54) foi observado, além dos
sinais referentes aos hidrogénios do anel B, a presenca de dois simpletos, com
integral para um hidrogénio cada, em 6y 7,56 (H-5) e em &y 6,96 (H-8) atribuidos a
dois hidrogénios no anel A, com orientacdo para. O espectro de RMN 2D 'H-'H
COSY (Espectro 55) confirmou os acoplamentos dos hidrogénios. Esta substancia
mostra a presenca de dois grupos metoxilas confirmados pelo espectro de APT
(Espectro 56) e HSQC (Espectro 57) que mostrou as correlagbes diretas dos
hidrogénios com carbonos. As correlagcdes a longa distéancia dos hidrogénios da
metoxila oy 3,97 com o carbono em &¢ 147,6 e dos hidrogénios da metoxila em Oy
3,88 com o carbona em &¢ 148,3, visualizadas no espectro de HMBC (Espectro 58),
indicou a localizacdo das metoxilas em C-6 e C-4’, respectivamente. As localizagbes
das metoxilas foram confirmadas pelas interacbes espaciais dos hidrogénios das
metoxilas com H5 e H-5’, respectivamente, evidenciadas no espectro de NOESY
(Espectro 59). Tendo em vista que o esqueleto de isoflavona foi caracterizado, com
base nestas informacdes aliados aos dados presentes no espectro de APT, HSQC,
HMBC e massas (Espectro 60) (ESI modo positivo, que mostrou pico ion pseudo
molecular em m/z 315,2 [M+H]', referente a formula molecular C;7H1406) a
substancia Re-5 foi identificada como 7,3’-diidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona, conhecida
como odorotina (Figura 13), sendo um isébmero de Re-3. Esta substancia ja foi
isolada do cerne da espécie Dipteryx odorata (HAYASHI & THOMSON, 1974).
Entretanto, esta sendo relatada pela primeira vez na resina de Amburana cearensis.

A substancia Re-2 apresentou no espectro de RMN de 'H (Espectro 62)
apenas um simpleto em 6y 7,19, referente a um hidrogénio no anel A, indicativo de
um anel aromatico pentassubstituido. Os acoplamentos dos hidrogénios do anel B
foram confirmados pelo espectro de RMN 2D 'H-'H COSY (Espectro 63). A
existéncia de dois sinais em &y 3,88 e &y 3,94 no espectro de RMN de *H mostrou a

presenca de dois grupos metoxilas na molécula confirmados pelo aparecimento de
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sinais em &¢ 56,57 e 6¢c 57,73 no espectro de APT (Espectro 63). Neste espectro foi
possivel observar sinais de carbonos oxigenados em &¢ 134,51 (C-7), &c 140,45 (C-8),
Oc 147,19 (C-3’) e em Oc 148,35 (C-4’). No espectro de HMBC (Espectro 65) foi
possivel observar as correlacdes a longa distancia dos hidrogénios das metoxilas
em oy 3,88 com o carbono em &c 148,35 e os da metoxila em &y 3,94 com o
carbono em &¢ 147,68 confirmando a localizagdo das metoxilas nas posicoes C4’ e
C-6, respectivamente. Estas posicbes também sdo confirmadas pelas interacbes
espaciais dos hidrogénios das metoxilas em dy 3,88 e em oy 3,94 com H5’ e H-5,
respectivamente, presentes no espectro de NOESY (Espectro 66).

Os dados espectrais obtidos, juntamente com os dados descritos na literatura
(SOCORRO et al., 2003), levaram a identificacdo da substancia Re-2 como sendo
7,8,3'-triidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona (Figura 13). O espectro de massas (ESI modo
positivo) (Espectro 67) da substancia revelou um pico do ion pseudo molecular em
m/z 331,1 [M+H]" para a férmula molecular C17H1407. Esta substéancia foi isolada
pela primeira vez da espécie Dipterix odorata (SOCORRO et al., 2003). Todavia,
este € o primeiro relato da mesma na resina de Amburana cearensis.

Dentre as sete isoflavonas isoladas da resina de A.cearencis apenas Re-12 ja
havia sido isolada da resina desta espécie, portanto, as outras seis estdo sendo
relatadas pela primeira vez nesta resina. Vale ressaltar que a isoflavona Re-9 esta

sendo relatada pela primeira vez, sendo uma substancia inédita.
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Tabela 7. Dados espectrais de RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) e **C (75 MHz,
DMSO-ds) da isoflavona Re-1 (7,8,3'-triidroxi-4’-metoxiisoflavona) obtida de A.

cearensis. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

c 'H x C = HSQC ( Re-1) 'H x °C HMBC (Re-1)
5 c*
5°C 5 'H[m, J (Hz)] “Jen *Jen
2 153,27 8,18 (s) 154,6
3 124,71 H-2 H-6' 125,3
4 176,06 H-2, H-5 178,5
5 117,30 7,61 (d, J=8,7) H-6 1154
6 114,78 7,02 (d, J=9,0) 112,6
7 150,41 H-6 H-5 151,0
8 133,73 H-6 134,1
9 147,13 H-5 147,4
10 119,33 H-6 118,8
1 126,44 H-2' H-2, H-5’ 126,3
2 117,07 7,16 (d, J =2,1) H-6' 117,3
3 147,57 H-2' H-5' 147,8
& 148,34 H-5' H2', H-6', 149,2
OCH,
5 112,23 6,98 (d, J = 8,4) ]
6’ 121,27 | 7,07 (dd, J = 8,4; 2,1) H-2' 121,6
MeO-4 | 56,36 3,87 (s) 56,4

*(PUEBLA et al., 2010)
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Tabela 8. Dados de RMN 1D e 2D de 'H e *C (300 e 75 MHz, acetona-ds,
respectivamente) da isoflavona Re-3 (7,3’-diidroxi-8,4’-dimetoxiisoflavona) obtida da
resina de A. cearensis. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

'H x °C = HMQC (Re-3) 'H x *c HMBC (Re-3) *6'H [J (H2)]
C (CDCls-

i . ) 5 50%CD:OD, 60

5°C & 'H[m, J (Hz)] Jen Jen MHz)
2 152,37 8,25 (s) 7,97
3 125,30 H-2’; H-6’
4 176,53 H-2; H-5
5 121,18 7,83 (d, J=9,0) 7,67 (d, J=9)
6 114,59 7,05 (d, J=9,0) 6,84 (d, J=9)
7 154,74 H-6 H-5
8 137,07 H6;
OCH; (4,03)
9 151,19 H-5
10 119,41 H-6
1 126,21 H-2’ H-2; H-5
2 116,04 7,18 (d, J=2,1) H-6’ 6,81
3 147,43 H-5'
4 148,06 H-5 H-6";
OCH;(3,88)

5 111,27 | 6,99 (d, J=8,4) 6,87(J=8,0)
6’ 120,24 | 7,00 (dd, J=8,4; 2,1) | H-5 H-2’ 6,87 (J=8,0)
OMe-4’ 55, 40 3,88 (s) 3,87
OMe-8 60,80 3,98 (s) 3,87

*(HARPER, et al., 1976)
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Tabela 9. Dados de RMN de *H e **C (300 e 75 MHz, acetona-ds, respectivamente)
da isoflavona Re-12 (7,8,3,4’-tetrametoxiisoflavona) obtida da resina de A.
cearensis. Deslocamentos quimicos (d) em ppm.

c 5 &'H[m, J (Hz)] - *$'H [m, J (H2)]
( Re-12) (Re-12) (DMSO) (CDCls)

2 154,03 8,30 (s) 153,63 8,02 (s)

3 124,82 123,01

4 176,03 174,92

5 122,01 7,93 (d, J=9,3) 120,85 8,04 (s)

6 111,53 7,27 (d, J=9,3) 110,95 7,06 (d, J=9)

7 157,56 156,07

8 137,77 134,39

9 151,45 149,79

10 120,16 118,36

1 125,86 124,18

p” 114.09 7,29 (d, J=2,1) 112,71 721 (d.J=2)

3 150,03 148,26

4 150,41 148,61

5 112,59 7,00 (d, J=8,4) 111,57 6,92 (d, J= 8,0)

6 12231 | M18@AI=8L2D 112125 ) 6 g 0= 8.0: 2,0)

OMe.3" 56,20 (s) 3,85 (s) 55,49 3,92 (5

OMe.4 56,25 (s) 3,86 (s) 55,49 3,93 (5)

Ome.7 57,02 (s) 3,95 (s) 56,44 401(9)

OMe.8 61,57 (s) 4,03 (s) 60,95 401(9)

*RAO et al., 1984)
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Tabela 10. Dados de RMN 1D e 2D de *H e '3C (300 e 75 MHz, acetona-ds,
respectivamente) da nova isoflavona Re-9 (3’-hidroxi-7,8,4’-trimetoxiisoflavona)
obtida da resina de A. cearensis. Deslocamentos quimicos (&) em ppm.

'H x ¥C = HMQC (Re-9)

'H x ®C HMBC (Re-9)

C
e 8 *H [m, J (H2)] “Jen e

2 153,85 8,25 (s)

3 124,85 H-2 H-2’; H-6’

4 175,53 H-2; H-5

5 121,99 7,92 (d, J=9,0) H-6

6 111,48 | 7,26 (d, J=9,0) H-5

7 157,53 H-6 H-5;
OCHj (4,03)

8 137,77 H-6;
OCHj, (3,95)

9 151,46 H-5; H-2

10 120,20 H-6

1 126,21 H-2' H-5"H-2

2’ 117,03 7,18 (d, J=2,1) H-6'

3’ 147,21 H-2' H-5'

4 148,46 H-5' H-6; H-2";
OCHj, (3,88)

5’ 112,27 6,99 (d, J= 8,4) H-6’

6’ 121,18 | 7,08 (dd, J=8,4; 1,8) H-5' H-2'

OMe-4’ 56,37 3,88 (s)

OMe-7 57,00 4,03 (s)

OMe-8 61,55 3,95 (s)
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Tabela 11. Dados de RMN 1D e 2D de *H e '3C (300 e 75 MHz, acetona-ds,
respectivamente) da isoflavona Re-4 (7,3’-diidroxi-4’-metoxiisoflavona) obtida da
resina de A. cearensis. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

'H x °C = HMQC (Re-4)

'H x °C HMBC (Re-4)

c
5°C 8 *H [m, J (H2)] “Jon 3Jen

2 152,58 8,16 (s)

3 125,42 H-2 H-2

4 174,14 H-2; H-5

5 127,64 8,07 (d, J=8,7) H-6

6 114,75 | 7,00 (dd, J=8,7; 2,4) H-8

7 162,26 H-8 H-5

8 102,28 6,90 (d, J=2,1) H-6

9 157,40 H-8 H-2;H-5

10 118,17 H-8 H-6

1 124,18 H-2'; H-6 H-2

2 116,01 7,16 (d, I= 2,1) H-6

3 147,35 H-2 H-5

& 147,38 H-5 H-2"

OCHs (3,88)

5 111,24 6,98 (d, J= 8,4)

6 121,21 | 7,07 (dd, I= 8,4; 2,1) H-5

OMe | 55,40 3,88 (s)
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Tabela 12. Dados de RMN 1D e 2D de *H e '3C (300 e 75 MHz, acetona-ds,
respectivamente) da isoflavona Re-5 (7,3’-diidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona) obtida da
resina de A. cearensis. Deslocamentos quimicos (&) em ppm.

'H x *C - HMQC 'H x *C -HMBC

C (Re-5) (Re-5)

5'°C & 'H [m, J (Hz)] 2Jen ey
2 153,3 8,16 (s)
3 124,6 H-2 H-2’; H-6
4 175,8 H-2: H-5
5 105,8 7,56 (s)
6 147,6 H-5 H-8;

OCH; (3,97)

7 153,5 H-8 H-5

103,8 6,96 (s)

153,2 H-5
10 118,4 H-5 H-8
1 126,6 H-2; H-5’
2’ 117,0 7,18 (d, J =2,1) H-6’
3 147,1 H-2' H-5’
& 148,3 H-5' H-2’; H-6";

OCH; (3,88)

5’ 112,2 6,98 (d, J = 8,4)
6’ 121,2 7,08 (dd, J = 2,1; 8,4) H-5'
OMe-6 56,4 3,97 (s)
OMe-4’ 56,6 3,88 (s)
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Tabela 13. Dados de RMN 1D e 2D de *H e '3C (300 e 75 MHz, acetona-ds,
respectivamente) da isoflavona Re-2 (7,8,3-triidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona) obtida
da resina de A. cearensis. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

c 'H x BC HSQC (Re-2) 'H x °C HMBC (Re-2) TR
53c & 'H[m, J (Hz)] 2Jen *Jen (MeOH-d,)
2 153,19 8,19 (s) 154,48
3 126,72 H-2 126,60
4 178,29 H-2; H-5 178,17
5 96,57 7,19 (s) 96,49
6 147,68 OCHjs (3,94) 148,70
7 134,51 H-5 134,84
8 140,45 141,87
9 143,46 H-5; H-2 144,64
10 117,89 117,63
1 124,38 H-2' H-2 125,17
2’ 117,12 | 7,18 (d, J=2,1) H-6' 117,58
3’ 147,19 H-2' H-5; H-2' 147,34
& 148,35 H-5' H-2"; 149,25
OCHs (3,88)
5’ 112,30 6,98 (d, J= 8,4) 112,76
6’ 121,22 7,08 (dd, J=8,4; 2,1) H-5' 121,82
OMe-4 | 56,57 (s) 3,88 (s) 55,49
OMe-6 57,73 (s) 3,94 (s) 56,44

*(SOCORRO et al., 2003)
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4.2.4 Isoflavonolignanas

Uma combinacdo interessante de estruturas de flavonoides e lignanas €
encontrada em um grupo de compostos chamados flavonolignanas (Figura 14). Eles
surgem por processos de acoplamento oxidativo entre um flavonoide e um

fenilpropanoide, este dltimo normalmente alcool coniferilico (DEWICK, 2008).

Unidade flavonoide Unidade fenilpropanoide

Isosilibina B
(par diastereoisomérico = isosilibina)

Figura 14. Estrutura de compostos do grupo flavonolignanas.

A combinagédo de uma isoflavona com um fenilpropanoide da origem a uma
isoflavonolignana que sé&o lignoides do tipo benzodioxano. A grande maioria das
isoflavonolignanas foram isolados como componentes caracteristicos de espécies da
familia  Leguminosae ou Fabaceae, como Xanthocercis zambesiaca
(BEZUIDENHOUT et al., 1988), Dipteryx odorata (JANG et al., 2003), Pueraria
alopecuroides Craib (ZHANG et al., 2007), Butea superba (MA et al., 2005), Alhagi
pseudalhagi (M.B.) (Li et al., 2010) e Sophora Tonkinensis (YANG, et al., 2012).
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As flavonolignanas possuem propriedade antihepatotoxica e pode fornecer
protecdo contra agentes que danificam o figado. Devido & sua natureza fendlica,
eles podem atuar como antioxidantes e captadores de radicais (DEWICK, 2008).
Diversos estudos investigam a atividade deste tipo de composto frente a diferentes
linhagens de células, principalmente células hepéticas cancerigenas, (JANG et al.,
2003; LI et al, 2010; YANG, et al., 2012).

4.2.4.1 Identificagdo da Isoflavonolignana Re-7

Figura 15. (2S-3S)-2,3-trans-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-8-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-hidroximetil-5-
metoxi-2,3-di-hidro-7H-1,4-dioxino [2,3-h] cromen-7-ona

A substancia Re-7 foi obtido como um solido amorfo branco. O espectro de
infravermelho (Espectro 68) apresentou banda de absorcéo larga em torno de 3.400
cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo OH, além de banda intensa em 1603
cm™, referente a estiramento de ligacdo C-O de carbonila, em 1518 cm™ referente a
estiramento de ligacdo C=C de anel aromatico e banda intensa em 1134 cm™,
referente ao estiramento C-O.

Os espectros de RMN de *H (Espectro 69) e APT (Espectro 71) apresentou
sinais caracteristicos de isoflavonas, exibindo um simpleto caracteristico em oy 8,44
(H-9) no espectro de RMN de 'H e em 153,4 no espectro de APT. A regido
aromatica do espectro apresentou um conjunto de sinais que levaram a
indentificacdo de uma unidade isoflavona com padréo de substituicdo para os anéis

A e B semelhantes aos da substancia Re-2. Desta forma, foi possivel observar um
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simpleto, com integral para um hidrogénio, em &y 7,16, que foi atribuido a H-6 de
Re-7 e foi consistente com o padrao de substituicdo do anel A de Re-2 (7,8,3-
diidroxi-6,4’-dimetoxiisoflavona). Também foram observados dois sinais sobrepostos,
com integral para dois hidrogénios, em &y 6,99 e &4 6,98 e um simpleto largo, com
integral para um hidrogénio, em &y 7,07, que foram designados para os hidrogénios
H-5’, H-6' e H-2’, respectivamente, do anel B da parte isoflavonoide de Re-7. Além
disso, foram observados sinais adicionais, sendo um simpleto com integracdo para
dois hidrogénios em oy 6,78 (H-2”/H-6”), indicativo de um anel aromatico
simetricamente tetrasubstituido e outros na regido alifatica do espectro, que exibiu
sinais para um sistema AMXY (em &y 5,02, 1H, d, J= 6,0 Hz; 644,44, 1H, m; &4 3,69,
1H, d largo, J= 12,3 Hz; &4 3,45, 2H, m). Ainda foram observados sinais para quatro
grupos metoxilas aromaticas em &y 3,86, 64 3,81, e &y 3,78 (2x).

Uma andlise minunciosa dos espectros de RMN *H-'H COSY (Espectro 70),
APT (Espectro 71), HSQC (Espectro 72) e HMBC (Espectro 73) indicaram que Re-7
contém uma unidade de fenilpropanoide. O dupleto desblindado em &4 5,02 (H-3),
tipico de um metinico benzilico substituido por um atomo de oxigénio, e o multipleto
em Oy 4,44 (H-2), que acoplaram entre si, implicou na presenca de um anel 1,4-
dioxano entre uma porgéao isoflavonoide e um anel fenila.

Com base nesta observacdo, pdde-se propor que a substadncia Re-7 é
composta por uma unidade de fenilpropanoide 3,4,5-trioxigenada acoplada através
da funcionalidade de diidroxi a uma unidade isoflavonoide pentaoxigenada. A ligacao
do isoflavonoide e a unidade fenilpropanoide através de uma ponte de 1,4-dioxano
foi deduzida por experimentos de HMBC. Todas as posi¢des dos grupos metoxilas e
hidroxilas foram determinadas de forma inequivoca por experimentos de HMBC e
NOESY (Espectro74). A comparacdo dos dados espectrais obtidos com aqueles
descritos na literatura (JANG et al., 2003) indicaram que a estrutura de Re-7 esta
intimamente relacionada a de uma isoflavonolignana, 5-metoxixantocercin A, com
excecdo da rotacdo especifica, [a]*°, — 47,62° (c 0,02, CHCI3-MeOH, 1:1), (Lit. para
5-metoxixantocercin A: [0]*°, +11° (¢ 0,1, CHCI;-MeOH, 1:1), JANG et al., 2003),
indicando que Re-7 trata-se do enancibmero de 5-metoxixantocercina A. A
constante de acoplamento (J= 6,0 Hz) entre H-2 e H-3 indica claramente uma
configuracdo trans dos centros quirais do anel dioxano. Portanto, a estrutura desta

nova isoflavonolignana, Re-7, foi elucidado como 2-(S),3-(S)-trans-3-(4"-hidroxi-
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3”,5”-dimetoxifenil)-8-(3’-hidroxi-4’-metoxifenil)-2-hidroximetil-5-metoxi-2,3-di-hidro-

7H-1,4-dioxino [2,3-h] cromen-7-ona (Figura 15). Os dados espectrais de RMN desta

substancia sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Dados de RMN 1D e 2D de *H e *C (300 e 75 MHz, acetona-ds,
respectivamente) da isoflavonolignana Re-7 obtida da resina de A. cearensis.
Deslocamentos quimicos () em ppm.

Hx ®C HSBC Hx ®C HMBC
(Re-7) (Re-7)
C 57°C 5™H[m, J 2 en en *5 *§'H[m,J
(H2)] C | (H7)]
CH,OH 60,4 3,45 (m) 59,8 342 m
3,69 (dl, J= 3,67 (dl, J=
12,3) 12,2)
2 78,4 4,4 (m) 77,8 4,44 (m)
3 77,2 5,02 (d, J= H-27; H-6” 76,6 | 5,01(d,J=6,9)
6,0)
4a 138,6 H-6 138,0
4b 133,2 132,6
5 147,3 OCH;(3,86) | 146,6
6 96,3 7,13 (s) 95,7 7,16 (s)
6a 117,6 116,9
6b 1417 H-9; H-6 141,1
7 174,6 H-6; H-9 1411
8 125,2 H-2’; H-6’ 124,6
9 153,4 8,44 (s) 152,8 8,45 (s)
1 123,6 H-2";H-6’ H-9;H-5 123,0
2 116,9 7,07 (sl) H-6' 116,4 7,13 (sl)
3 147,2 H-2’ H-5 146,0
4 148,0 H-5 H-2’;H-6’; 147,5
OCHj; (3,81)
5 112,4 6,99 111,9 6,98
(sobreposicéo) (sobreposicao)
6’ 120,3 6,98 H-5 119,7 6,98
(sobreposicéo) (sobreposicao)
1” 126,1 H-6 H-2" 125,5
27/6” 106,2 6,78 (s) H-2”/H-6"; H-3 | 105,6 6,70 (s)
3”/5” 148,5 H-2"/6” OCH;(3,78) | 147,9
4” 136,8 H2"/H-6” 136,2
OMe-5 56,16 3,81 (s) 55,58 3,89 (s)
OMe-4’ 56,21 3,86 (s) 55,61 3,80 (s)
OMe-3”/5” | 56,6 3,78 (s) 56,0 3,78 (s)
CH,OH 5,07 5,08
OH-3’ 9,07 9,05
OH-4” 8,62 8,60

*(JANG et al., 2003)
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Na tabela 15 sdo apresentadas algumas propriedades fisicas das substancias

isoladas neste trabalho.

Tabela 15. Propriedades fisicas das substancias isoladas da resina de Amburana

cearensis.

Substancia | Forma obtida Ponto de | Ponto de fuséo da literatura (°C)
fuséo (°C)
Re-1 Cristais brancos 261-262 Nao encontrado
Re-2 Sélido branco 148-149 145-146
(SOCORRO et al., 2003)
Re-3 Cristais salmao 206-207 Nao encontrado
Re-4 Cristais brancos 239-240 240-242
(KUROSAWA, et al., 1978)
Re-5 Cristais incolores 208-209 210-211
(HAYASHI & THOMSON, 1974)
Re-6 Soélido amorfo 204-205 211-212
amarelo (PRACHAYASITTIKUL et al., 2008)
* Re-7 Sélido branco 169-170 Para o enancidmero:173-174
(JANG et al., 2003)
Re-8 Sdlido laranja 200-202 196-198
(BANDEIRA et al., 2011)
* Re-9 Soélido marrom 188-189 -
Re-10 So6lido amarelo 139-140 182-183
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2008)
Re-11 So6lido amarelo 200-201 N&o encontrado
Re-12 Soélido marrom 163-164 168-170
(MURTHY et al., 1986)

*Substancias inéditas

4.3 Determinacéo do teor de fendlicos totais

A determinacao do teor de fenolicos totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau (SLINKARD & SINGLETON, 1977). Trata-se da reducao do reagente

(acidos fosfotungstico e fosmomolibdico) pelos compostos fendlicos formando um



69

complexo azul (6xido de tungsténio e molibdénio). A intensidade da coloracéo
permite a determinagdo da concentragcdo das substancias redutoras, que nao
precisam ter, necessariamente, natureza fenolica (HUANG et al, 2005; SOUSA et al.,
2007).

O resultado obtido na determinacdo de fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau foi expresso em equivalentes de acido galico (mg de acido galico/g de
extrato MeOH = 205,614 + 3,162). Tendo em vista a quantidades de compostos
fendlicos isolados da resina de A. cearensis € justificavel o alto teor de fendlicos
apresentado pela mesma. N&o foi encontrado na literatura nenhum relato a respeito
do teor de fendlicos totais com a resina de A. cearensis, sendo este resultado

inédito.

4.4 Atividade antioxidante

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de
atuacdo nos organismos vivos, ndo existe um método simples e universal pelo qual
a atividade antioxidante possa ser medida precisamente e quantitativamente. Assim,
a busca por testes mais rapidos e eficientes tem gerado um grande numero de
métodos para avaliar a atividade antioxidante de produtos naturais pelo uso de uma
grande variedade de sistemas geradores de radicais livres (ALVES, et al., 2010). O
potencial antioxidante do extrato MeOH da resina de Amburana cearensis foi
analisado através dos testes antiradicalares, com o radical ABTS e DPPH' e teste
antioxidante, com o sistema B-caroteno/acido linoleico.

O extrato MeOH da resina de Amburana cearensis apresentou um valor de
CEso de 6,1 £ 0,06 pug/mL, frente ao teste da atividade sequestradora de radical livre
DPPH'. Considerando que a resina contém diversas substancias e que o acido
ascorbico, uma substancia pura, apresentou CEsg de 3,4 + 0,02 pg/mL, o resultado
encontrado é bastante promissor. Para o teste com o cation radical ABTS™, o extrato
MeOH da resina apresentou um valor de CEsy de 10,42 + 0,11. Este resultado é
considerado bom, visto que o trolox (padréo positivo) apresentou CEsp = 2,27 + 0,02
png/mL. Os resultados evidenciam o potencial antirradicar da resina de Amburana

cearensis.
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O potencial antioxidante do extrato MeOH da resina foi avaliado através do
teste com sistema B-caroteno/acido linoleico. Como pode ser observada na Figura
16, no tempo de 60 minutos (tempo médio de analise) a resina apresentou atividade
inibitoria (69,09 £ 0,7%) quando comparado com o controle positivo Trolox (90,29 +
1,1 %). Este mostrou capacidade de inibicAo da oxidacdo do [-caroteno,

demonstrando assim, seu potencial antioxidante.

9 ~ v
n ' N A g
o & & & 7 &
100+ s & 3 & A o _
& & 2 2 o ¥ Wl Resina (50 ug/mL)
m* N
804 ~»°N & $ M & » EA Trolox (16 ug/mL)
o ;}'\ ‘g)\ @\ ‘gj '\"\: Q?
lg, ‘fo\, @ "(’a*
F 609
£
¥ 404
X
204

O - - N - <
& & & & & €
PN & & & F

Tempo (min)

Figura 16. Atividade antioxidante (Sistema B-caroteno/acido linoléico) do trolox (16 ug/mL) e do

extrato metandlico da resina de Amburana Cearensis (50 pg/mL).

A atividade antioxidante apresentada pela resina pode ser atribuida a
presenca das chalconas, isoflavonas, quinona e isoflavonolignana isoladas neste
trabalho, visto que diversos estudos ja demonstraram o potencial antioxidante de
chalconas (DOAN & TRAN, 2011; CAI et al.,, 2005; SIVAKUMAR et al., 2011;
NARSINGHANI et al., 2013), incluindo isoliquiritigenina (Re-10) (VAYA et al., 1997),
homobuteina (Re-11) (KOZLOWSKI et al., 2007) e buteina (Re-6). Esta ultima
mostrou atividade frente aos radicais DPPH e hidroxila, além de atividade inibidora
da peroxidacéo lipidica em figado de rato (Wang et al., 2009).

A capacidade antioxidante de fendlicos, como isoflavonas, é relacionada ao

namero de grupos hidroxila presente na sua estrutura quimica e decresce com a
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glicosilacdo ou a substituicdo do grupo hidroxila pelo grupo metoxila (NAIM et al.,
1976). Compostos desta subclasse podem inibir a peroxidacgéo lipidica in vitro por
acao de sequestro de radicais livres ou por atuar como agentes quelantes de metais
(COOK & SAMMAN, 1996). As isoflavonas odoratina (Re-5) e calicosina (Re-4) ja
sao relatadas na literatura como antioxidantes (SHIRATAKI et al., 1997).

Estudos também propdem que compostos com nucelo quinona atuam como
antioxidantes primarios por adicdo do radical lipidico para formar um radical
estabilizado, interrompendo a reacdo de cadeia de auto-oxidacdo (WENG &
GORDON, 1992; PRASETYO et al., 2012). As substancias da classe de
flavonolignanas, como isoflavonolignanas também podem atuar como antioxidantes,
em virtude da sua natureza fendlica (DEWICK, 2008).

Tendo em vista a quantidade de compostos fendlicos isolados neste trabalho
e com base nos dados supracitados € justificavel, portanto, a atividade antioxidante

apresentada pela resina de A. cearensis.
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5 CONCLUSAO

A analise do perfil cromatografico por CLAE-DAD da resina de Amburana
cearensis mostrou que a mesma € rica em compostos fendlicos. O teor de fendlicos
totais mostrou que a resina apresenta em sua constituicdo uma consideravel
quantidade de compostos fendlicos, como pdde ser comprovado pelo isolamento
das substancias.

O estudo da resina de Amburana cearensis resultou no isolamento de doze
flavonoides, compreendendo um com nucleo quinona, trés chalconas, sete
isoflavonas e uma isoflavonolignana.

A isoflavona 3’- Hidroxi- 7,8,4’-trimetoxiisoflavona (Re-9) e a isoflavonolignana
(Re-7) merecem destaque por serem inéditas.

Os testes antirradicalares (radical livre DPPH e cation radical ABTS™)
evidenciaram o potencial da resina de A. cearensis de sequestrar radicais livres e 0
teste antioxidante (Sistema B-caroteno/acido linoléico) mostrou seu potencial de
inibir a oxidac&o do B-caroteno.

Deve-se ressaltar também que até o momento ndo haviam sido relatados na
literatura dados sobre teor de fendlicos totais da resina de A. cearensis.

Além da relevancia dos resultados supracitados pode-se destacar ainda a
contribuicdo dada para o conhecimento da composicdo quimica tanto da resina
como da espécie de A. cearensis, assim como para aumentar o acervo de

substéancias isoladas de produtos naturais.
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ANEXO A

(Cromatogramas das substancias isoladas da
resina de Amburana cearensis)



Chalconas (Re-6, Re-11 e Re-10)
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Cromatograma 1 - Cromatograma (CLAE-DAD, 320 nm) e UV da substancia Re-6

mAU
J254nm,4nm (1.00)
40— mAU
] 124.00
354 175
1 E: =
1 3 3
30 150 2
] 125
25—7 i
1 100
20 3
] 75+
15 1\
] 50
10 254
o1
-:Lo"“ — — — ]

10 (o} 15 o 20 o 25 o 30 o 35.0

Cromatograma 2- Cromatograma (CLAE DAD, 254 nm) e UV da substancia Re-10.
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Cromatograma 3- Cromatograma (CLAE DAD, 254 nm) e Uv da substanma Re-11.
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Cromatograma 4 - Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) e UV da substancia Re-8.
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Cromatograma 5 - Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) e UV da substancia Re-1.
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Cromatograma 6 - Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) e UV da substancia Re-2.
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Cromatograma 7 - Cromatograma CLAE-DAD (254 nm) e UV da substancia Re-3.
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Cromatograma 8 - Cromatograma obtido por CLA-DAD (254nm) da substancia Re-4.
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Cromatograma 9 - Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) e espectro UV da substancia Re-5.
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Cromatograma 11 - Cromatograma (CLAE-DAD 254 nm) e espectro UV da substancia Re-12.
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Cromatograma 12 - Cromatograma (CLAE-DAD 254 nm) e espectro UV da substancia Re-7.
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« Espectros das Chalconas (Re-6, Re-11 e Re-10)

» Chalcona Re-6
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Espectro 1 - Espectro de IV (pastilha de KBr) da substancia 6
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(A). Expanséo (B).
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» Chalcona Re-11
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Espectro 51 - Espectro de HMBC em acetona (300 MHz) de Re-4 (A). Expansao (B, C).
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Espectro 52 - Espectro de massas (ESI no modo positivo) de Re-4.
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Espectro 53 - Espectro de IV (pastilha de KBr) da substancia Re-5.
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Espectro 54 - Espectro de RMN 1H em acetona-ds (300

MHz ) de Re-5 (A). Expanséo (B, C).
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Espectro 55 - Espectro de COSY em acetona-dg (300 MHz) de Re-5 (A). Expansao (B).
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Espectro 56 - Espectro de APT em acetona-ds (75 MHz) de Re-5 (A). Expanséo (B,C)
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Espectro 58 - Espectro de HMBC em acetona (300 MHz) de Re-5 (A). Expansao (B).
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Espectro 64 - Espectro Espectro de APT em acetona-ds (75 MHz) de Re-2 (A). Expanséo (B, C).
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144

% Espectros daisoflavonolignana Re-7

©
©
<Q
~
o
o]
il

1063.896

%Transmittance

1518.930

©
I}
]
o
~
<
-

1208.358

50

3395.752
3310.683
1603.883
1134.703

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4

Espectro 68 - Espectro de IV (pastilha de KBr) da substéancia Re-7.



o (= O M0 HASANMSET~N O OO 000 M W0 o
~ o~ < o M~ O O ™~ O~ MOWOW—HOVOWWOSTO O OO o
A S @3 S933~ KOS 3 S8SYIRXIRREIIMhbanT 3
o 0 © M~~~ O oo OO T<TOMOMOMMOMOOMOMMANNNNN o
Tt Iy Mt B VN
|
|
I
I I | i I
o B J il \
1.1 0.91.0 09 1.1222.1 1.31.11.2283.26.21.31.0
) 11‘.0 ) 10‘5 ) 10‘.0 ) 9,‘5 ) 9.b ) 8‘5 ) 8.b ) 7,‘5 ) 7.‘0 ) 6‘5 ) 6.b ) 5‘5 ) 5.‘0 ) 4,‘5 ) 4.‘0 ) 3.‘5 ) 3,‘0 ) 2‘5 ) 2,‘0 ) 1.‘5 ) l.‘D ) 0.‘5 ) U‘ )
Chemical Shift (ppm)
o o - — - o ™M ©
~ o < ™ I~ @ © ~
S © < a4 o oo ~
= B oo =) ~o~ © © ©
| | [ == |
H-9 !
|
H-6 H-2 H-5'/6" H-2"/6"
— — 0w m [ee]
™ ~ o © ~
< o & % ~
~ ~ w0 O ©
| I~
OH OH
| | |
|
09 1.1 2.2 2.1
T e A e
7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75
Chemical Shift (ppm)
Ak M
1.1 0.9 1.0 0911 2.2 2.1
T T o e T e T P P e PP PP ey e e e e e e
9.1 9.0 8.9 88 87 86 85 8.4 83 82 8.1 8.0 79 7.8 7.7 7.6 75 7.4 73 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7
Chemical Shift (ppm)
N~ AN M <~ 0 - O n N~
oN~MOo © n O w o © o O
C |Z#cece S K AN N O SN ®
TP T TRT T RTT
H-3
|
OH |
i H-2
m
1.3 1.1 1.2 2.83.26.2 13 1.0
S
51 50 49 .8 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34

Chemical Shift (ppm)

Espectro 69 — Espectro de RMN *H em DMSO-ds (300 MHz) de Re-7 (A). Expanséo (B, C).

145



146

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

F1 Chemical Shift (ppm)

6.5

7.0

1|

7.5

ppm

% N 5.0
E
55 &
=
B ' £
[%2)
60 ©
S
£
2
65 ©
» - b
-
-
" - 75
E = -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45
ppm

L
P’

] ' 70 __
[ 1) g
8
. g
7.5
19 3
w

3 it L L

ppm

Espectro 70 - Espectro de COSY em DMSO-ds (300 MHz) de Re-7 (A). Expanséo (B).



147

EV'6€
¢L'6E
00°0v—F
wm.ov%
SS°0v
9199
mw.omW
S€'09—

8T'LL
wm.me

12°96—

ON@S
sl
Y6'9TT
mq_hﬁLr
ze0eT
wm_mﬁw
9T'52T~
90921/
STEET~
LL9ET~
09'8ET~
69TV~
12197
9z LYT
Y0'8YT
6v'8YT

8€'€ST

09V.LT—

T
88

o
3

(ppm)

[ e
£
g

5
£ 3
£
Ey 2
-0

G€'09—

8T L.~
8€'8L—

12'96—

02'90T—

v etT—

Y6 9TT~
SyiTTY
28021
85'E€CT~
9T'S2T—
909217/

STEET—

LL'9E€T~
09'8ET—

69 TYT—

HN.ZH
9z svT L
v0'8vT/
6v'8YT

8E'EGT—

09v.1—

95 90 85 80 75 70 65

100

155

160

170

175

Chemical Shift (ppm)

9T'95—
1295—

€9'95—

Bianibaaniasanstasssinsna)
560 559 558
Chemical Shift (ppm)

56.1

Espectro 71 - Espectro de APT em DMSO-d¢ (75 MHz) de Re-7 (A). Expanséo (B, C).



148

20

40

60

1
L]
1

80

100

T
]

120

F1 Chemical Shift (ppm)

OCH3

L L L o e B L L o L s o S B e s
10 9

ppm

H-5'/6"
H-2"/6"

H-2'

H-3
U H-2
L . W . WY

70

80

90

110

120

F1 Chemical Shift (ppm)

130

140

150

R o o o o o L L o o L SR RAE R
9.5 .0 .5 8.0 . .0 .5 .0 5. 5

ppmM

: -

59

60

61

F1 Chemical Shit(ppm)

62

57.0

F1 Chemical Shift (ppm)

, — ——— —
3.85 3.80 3.75
pPPM

Espectro 72 - Espectro de HSQC em DMSO-ds (300 MHz) de Re-7 (A). Expanséo (B, C, D)



149

20

40

60

I

80

100

T

120

140

F1 Chemical Shift (ppm)

L \“

-

160

180

200

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

H-9 H-2'/6"

H6  Hl

80

100

120

140

160

F1 Chemical Shift (ppm)

180

9.0 85 8.0 75 7.0 6.5
ppm

144

3

F1 Chemical Shift (ppm)

0
L&
.
&

150

Espectro 73 - Espectro de HMBC em DMSO-dg (300 MHz) de Re-7 (A). Expansao (B, C)



150

A
A
- -2
s
1 . R~ B F, =
- ] L g ﬁ
- - - E @
o g
'_-F' - _-‘" ; 6
- =
5—10
\\\\\\H\l‘omw\\H\\8‘\\\\\\\\\6‘\\\\\\\\\“1\\ \\\\\\2‘\\\\\\\\\(‘)\\\\\\\\\_‘27
.o ppm
H-5'/6’ H-2"/6"
H-6
: |
™ |
| i
. ._,-Jl'.\__-'lk..,_J | ) S ppm
= e i
— . i}

H2 &

- 4.8
H-3 32 ] 5.0
: "'I"'""''I"'"""I"'""''I"'"""I"'""''I"'"""I"'""''I"'""''I"'""''I"'""''I"'""''I"'"'"'I'""'"'I'""'"'I'""'"'I"_5'2

75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 ppm
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