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Resumo

7

A familia Leguminosae é composta por aproximadamente 19500 espécies
distribuidas em 770 géneros com grande ocorréncia no territorio brasileiro em
especial no bioma Caatinga. Apesar da familia apresentar nimero expressivo de
espécies brasileiras, ainda existem poucos estudos sobre a composi¢cao quimica
das mesmas. Espécies dos géneros Cenostigma, Canavalia e Clitoria séo
comumente encontradas no territorio brasileiro, algumas delas além de serem
endémicas, sdo exclusivas de ambientes territorialmente restritos e pouco
explorados tal como o Semi-arido brasileiro. Esse trabalho teve como objetivo
explorar a biodiversidade brasileira do ponto de vista quimico a partir de estudos
de Clitoria fairchildiana, Cenostigma pyramidale, Canavalia brasiliensis e
Cenostigma microphylla por meio de estudos fitoquimicos, analise do perfil
quimico, determinacédo estrutural dos metabdlitos isolados e de modificacédo
estrutural de alguns compostos bioativos. A partir das raizes de C. fairchildiana
foram isolados, por meio de técnicas cromatograficas, nove compostos, dentre
eles um novo derivado de acido benzoicoe o par de epimeros do 6-
desoxiclitoriacetal, um deles ainda néo relatado na literatura. Paralelamente, a
estereoquimica absoluta do anteriormente considerado (6aR,12aR)- 6-
desoxiclitoriacetal foi determinada a partir da analise de Dicroismo Circular
Eletronico (DCE) e comparado com os resultados do DC calculado para os dois
enantidmeros, que revelou estereoquimica absoluta oposta aquela relatada na
literatura. Além disso, a partir 6-desoxiclitoriacetal foram preparados trés
derivados quimicos, onde a reacdo com etanolamina levou a formacdo de um
derivado nédo usual com eliminacédo de uma unidade de floroglucinol. A partir das
folhas de Cenostigma pyramidale foi desenvolvida uma metodologia simplificada
para isolar agathisflavona com bons rendimentos, utilizando-se apenas duas
etapas. Nesse procedimento, além da agathisflavona, foram obtidos o lupeol, a
lupenona e a 5,7-dihidroxi-4-metil cumarina, sendo esta Ultima ainda néo
relatada em fontes vegetais. Na terceira parte desse estudo, com o intuito de
investigar o perfil quimico de Cenostigma pyramidale, Canavalia brasiliensis e C.
microphylla foi realizado um estudo metabolémico, utilizando-se UHPLC-HRMS
para a analise dos extratos metandlicos das folhas dessas espécies, que permitiu
a deteccao/anotacdo de aproximadamente 200 metabdlitos secundarios nos
diferentes extratos.

Palavras-chave: Clitoria, 6-desoxiclitoriacetal, Cenostigma, agathisflavona,

Canavalia, perfil quimico



DEVELOPMENT OF METHODOLOGIES FOR ISOLATION AND DETECTION
OF SPECIAL METABOLITES AND OBTAINING CHEMICAL DERIVATIVES
OF SUBSTANCES ISOLATED FROM BRAZILIAN LEGUMINOUS SPECIES

Abstract

The Leguminosae family has approximately 19,500 species distributed in 770
genera with a large occurrence in Brazilian territory, especially in the Caatinga
biome. Although the family has a significant number of Brazilian species, there
are still few studies on their chemical composition. Species from the genera
Cenostigma, Canavalia and Clitoria are commonly found in Brazilian territory,
some of them, in addition to being endemic, are exclusive to territorially restricted
and little explored environments such as the Brazilian Semi-arid. This work aimed
to explore Brazilian biodiversity from a chemical point of view based on studies
of Clitoria fairchildiana, Cenostigma pyramidale, Canavalia brasiliensis and
Cenostigma microphylla through phytochemical studies, chemical profile
analysis, structural determination of isolated metabolites and structural
modification of some bioactive compounds. Nine compounds were isolated from
the roots of C. fairchildiana using chromatographic techniques, including a new
benzoic acid derivative and the pair of 6-deoxyclitoriacetal epimers, one of which
has not yet been reported in the literature. In parallel, the absolute
stereochemistry of the previously considered (6aR,12aR)- 6-deoxyclitoriacetal
was determined from Electronic Circular Dichroism (DCE) analysis and
compared with the results of the DC calculated for the two enantiomers, which
revealed absolute stereochemistry opposite to that reported in literature.
Furthermore, three chemical derivatives were prepared from 6-deoxyclitoriacetal,
where the reaction with ethanolamine led to the formation of an unusual derivative
with the elimination of a phloroglucinol unit. From the leaves of Cenostigma
pyramidale, a simplified methodology was developed to isolate agathisflavone
with good vyields, using just two steps. In this procedure, in addition to
agathisflavone, lupeol, lupenone and 5,7-dihydroxy-4-methyl coumarin were
obtained, the latter of which has not yet been reported in plant sources. In the
third part of this study, with the aim of investigating the chemical profile of
Cenostigma pyramidale, Canavalia brasiliensis and C. microphylla, a
metabolomic study was carried out, using UHPLC-HRMS to analyze the
methanolic extracts of the leaves of these species, which allowed the
detection/annotation of approximately 200 secondary metabolites in different
extracts.

Keywords: Clitoria, 6-deoxyclitoriacetal, Cenostigma, agathisflavone, Canavalia,
Chemical profile
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Capitulo 1: REVISAO DA LITERATURA

Resumo

As espécies leguminosas apresentam usos diversos, sejam ornamentais, como
matéria-prima na fabricacdo de tintas, vernizes, corantes, mas também em
medicamentos e, especialmente em paises em desenvolvimento, sdo
importantes na alimentacdo e sao muito utlizadas em reurbanizacgéo.
Especialmente no territorio brasileiro, e especificamente no bioma Caatinga, a
familia Leguminosae é uma das familias que apresenta uma quantidade de
espécies expressiva. No entanto, ainda existem poucos registros de investigacao
quimica dessas espécies. Espécies dos géneros Cenostigma, Canavalia e
Clitéria sdo comumente encontradas no territorio brasileiro, algumas delas além
de serem endémicas, sdo exclusivas de ambientes territorialmente restritos e
pouco explorados. Assim esse capitulo aborda a revisdo da literatura sobre
ocorréncia, relatos da literatura relacionados a estudos quimicos, fitoquimicos e
bioatividade de modo a descrever as espécies estudadas neste trabalho. Parte
desse levantamento bibliografico resultou na publicacdo de uma revisdo na
literatura que trata da reclassificacdo taxondmica das espécies que pertencem

ao grupo Caesalpinia s.I.
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1.1 Introducgéo

A familia Leguminosae tem pelo menos 19500 registros de espécies
distribuidas nos 770 géneros pertencentes a essa familia (BFG, 2015; LPWG,
2017b). As espécies leguminosas apresentam usos diversos, sejam
ornamentais, como matéria-prima na fabricacdo de tintas, vernizes, corantes,
mas também em medicamentos e, especialmente em paises em
desenvolvimento, sdo importantes na alimentacao (LPWG, 2017b). No territério
brasileiro, especificamente no bioma Caatinga a familia Leguminosae é a que
apresenta a maior quantidade de espécies (BFG, 2015). Esse bioma apresenta
uma taxa de endemismo consideravel, cerca de 23% das espécies e 31 géneros
sao endémicos (QUEIROZ et al., 2017). Apesar da consequente biodiversidade
abundante, espécies dessa regido ainda sdo pouco exploradas (QUEIROZ,
2009; SILVA et al., 2020a).

Devido a baixa pluviosidade e a depreciacdo dos nutrientes do solo da
Caatinga (DE ALBERGARIA; DE OLIVEIRA; ALBUQUERQUE, 2021), espera-
se que espécies presentes nessa regido apresentem em sua COmMpOSICa0
quimica compostos que respondam a esses agentes externos, como 0S
fendlicos. Ao passar por estresse ambiental e por diferentes estagios
morfolégicos de desenvolvimento, a planta pode se adaptar a essas condi¢cdes.
Esse processo adaptativo pode ser evidenciado como alteracdo morfoldgica
(como a perda de folhas, por exemplo) e/ou fisiol6gica, onde mecanismos
biossintéticos podem levar a producéo de substancias antioxidantes, tais como
compostos fendlicos, como taninos e flavonoides (DE SOUSA ARAUJO et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2021).

Espécies pertencentes a familia Leguminosae apresentam em sua
composicdo compostos fendlicos, especialmente as espécies do género
Cenostigma apresentam um grupo de fendlicos especial, os biflavonoides.
Apesar disso, o isolamento de tais compostos quimicos séo relatados em poucas
espécies, a maior parte das espécies desse género ainda nao foram exploradas
do ponto de vista fitoquimico (DO NASCIMENTO; DAVID, 2023).
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Cenostigma pyramidale € considerada uma das espécies mais bem
adaptadas a esta regiao, o estudo de tolerancia desta espécie ao estresse salino
revelou que esta apresenta percepcéo precoce do estresse salino por meio de
mecanismos especificos que ainda podem ser explorados (FROSI et al., 2021).
Ademais, ha uma crescente preocupac¢do com a propagacao de espécies nativas
(SCALON et al., 2006), principalmente com o objetivo de recuperar e conservar
ecossistemas. Clitoria fairchildiana € uma dessas espécies, devido ao seu rapido
crescimento e a sua capacidade de nodular e fixar nitrogénio atuando como
adubo verde, essa espécie é amplamente utilizada em arborizacdo de areas

urbanas e cobertura de areas degradadas (ALVES et al., 2013).

Clitoria é género economicamente importante, mas muitas espécies sao
conhecidas apenas localmente (FANTZ, 1991). Clitoria fairchildiana é nativa da
regido amazonica, porém € encontrada em areas urbanas em regifes de Mata
Atlantica e é bastante utilizada em programas de reflorestamento (ALVES et al.,
2013). Apesar de ser uma leguminosa muito resistente a agentes externos e
ambientais, e algumas espécies do género Clitoria serem encontradas na
Caatinga, ndo ha relatos da presenca de C. fairchildiana nesse bioma. No
entanto, essa espécie também é rica em compostos fendlicos, especialmente
flavonoides e rotenoides (SANTOS, 2014).

As espécies pertencentes as género Canavalia, apresentam ampla
distribuicdo no territdrio brasileiro e sdo encontradas tanto em ambientes Umidos,
como na Mata Atlantica, até ambientes secos, como a Caatinga (SNAK;
QUEIROZ, 2013, 2016). Canavalia brasiliensis € utilizada como biossensor, no
controle de salvas, na adubacdo verde e na medicina (GUEDES; QUIRINO;
GONGCALVES, 2009).

Espécies dos géneros Cenostigma, Canavalia e Clitoria sdo comumente
encontradas no territério brasileiro, algumas delas além de serem endémicas,
séo exclusivas de ambientes territorialmente restritos e pouco explorados como

0 bioma Caatinga.
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1.2 Objetivos

Reunir informacdes bibliograficas gerais e sobre a composi¢cdo quimica

dos géneros Canavalia, Cenostigma e Clitoria;

1.2.1 Objetivos especificos

¢ Reunir informacgdes sobre estudos anteriores que tratam da ocorréncia

das espécies no territorio brasileiro;

e Reportar composicdo quimica, via identificacdo ou isolamento, e
atividades biologicas importantes sobre as espécies e sobre os géneros

estudados.
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1.3 Leguminosas dos géneros Cenostigma, Canavalia e Clitoria

No bioma Caatinga, a familia Leguminosae é a que apresenta a maior
guantidade de espécies, a Bahia é o segundo estado com o maior nimero de
espécies angiosperma abrigadas nessa familia, cerca de 1284 espécies
considerando somente as angiospermas (BFG, 2015). Este bioma é formado por
diversas plantas endémicas, e uma consequente biodiversidade abundante,
porém ainda pouco explorada (QUEIROZ, 2009; SILVA et al., 2020a).

O bioma Caatinga apresenta biodiversidade adaptada a temperaturas
elevadas e baixa umidade, um ambiente caracterizado por florestas secas, que
recobre 11% do territorio brasileiro (BARBOSA; GOMES FILHO, 2022). Apesar
disso, tem passado por um intenso processo de desertificacdo devido a
substituicdo da vegetacao nativa por monoculturas, extrativismo ilegal, pastagem
de ruminantes e queimadas (NOGUEIRA, 2022). Existe um grande esforco e
dedicacédo de diversos especialistas no que se diz respeito ao gerenciamento
das informacBes sobre a grande diversidade brasileira. Muitas estratégias e
desafios tém sido encontrados a fim de completar a lista de espécies que
compde a flora do Brasil (BFG, 2018).

As espécies de leguminosas apresentam usos diversos, sejam
ornamentais, como matéria-prima na fabricacdo de tintas, vernizes, corantes,
mas também em medicamentos e, especialmente em paises em

desenvolvimento, sdo importantes na alimentacdo (LPWG, 2017a).

1.3.1 Canavalia

O género Canavalia pertence a subtribo Diocleinae, tribo Phaseoleae,
pertencente a subfamilia Papilionoideae e possui aproximadamente 60 espécies.
No Brasil, existem 17 espécies, das quais 15 tém ocorréncia natural e duas sao
cultivadas (SNAK; QUEIROZ, 2013). A tribo Phaseoleae é uma das 28 tribos das
quais essa subfamilia foi dividida. Essa tribo foi segregada em oito subtribos,

dentre elas, Cajaninae, Phaseolinae, Clitoriae, Ophrestiinae, Kennediinae,
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Erythrinae, Diocleinae e Glycininae. Essa ultima subtribo abriga treze géneros,
dentre eles, o Canavalia. O género Canavalia é dividido em quatro subgéneros,

Catadonia, Wenswrothia, Maunaloa e Canavalia (Barbosa, 2013).

Das espécies pertencentes as género Canavalia, seis estao incluidas no
subgénero que leva o mesmo nome, Canavalia brasiliensis, C. dictyota, C.
ensiformis, C. gladiata, C. piperi e C. rosea, e apresentam ampla distribuicéo,
sdo encontradas tanto em ambientes Umidos como a Mata Atlantica, até
ambientes secos como a Caatinga (SNAK; QUEIROZ, 2013, 2016). No estado
da Bahia, Canavalia € composto por cinco espécies; C. brasiliensis, C.
dolichothysa, C. parviflora, C. cassidea e C. rosea (SNAK; QUEIROZ, 2016).

Os organismos vivos possuem proteinas de ligacao a carboidratos, as
lectinas ou aglutininas, esse grupo de substancias Uteis para investigacao de
carboidratos na superficie celular, particularmente nas células malignas, como
eritrocideos e linfécito. Espécies desse género, tais como, C. brasiliensis, C.
gladiata e C. maritim apresentam lectinas com efeitos vasodilatadores
(ASSREUY et al., 2009). A investigacdo do comportamento, especificidade e o
papel fisioldgico das lectinas de plantas ainda € objeto de muitos estudos
(MOREIRA; CAVADA, 1984).

1.3.2 Canavalia brasiliensis e fitoquimica de Canavalia

Canavalia brasiliensis (Leguminosae, Tribo Phaseoleae, Sub tribo
Diocleinae), conhecida popularmente como feijdo-de-porco, feijao bravo ou feijao
bravo do Ceara, € uma espécie predominante no continente americano de
ocorréncia no bioma Caatinga (QUEIROZ, 2009; BARBOSA, 2013). C.
brasiliensis € uma espécie trepadeira, que alcanca de 0,5 a 5m e apresenta
padrao de floracdo de longa duracdo com periodos de maior floracdo na estacao
seca. De maneira geral essa espécie € utilizada como biossensor, no controle
de saulvas, na adubacdo verde e na medicina (GUEDES; QUIRINO;
GONCALVES, 2009).

A lectina ConBr, extraida das sementes dessa espécie, apresenta funcdes
diversas, tais como, estdo envolvidas na ativacado/inducdo da apoptose em

linfécitos (TEIXEIRA et al., 2001), atividade antinociceptiva demonstrada pela
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ativacado do sistema opioide por via oral, apresentando efeito significante e dose
dependente (DE FREITAS PIRES et al., 2013), efeito antidepressivo (RIEGER
et al., 2014), efeitos renais constatados por meio do método de perfusao isolada
de rim de rato (TEIXEIRA et al., 2001), antiproliferativos em linhagens celulares
de leucemia humana (FAHEINA-MARTINS et al., 2012), efeito vasodilatador
(ASSREUY et al., 2009). Essa lectina também desempenha um papel importante
na neuroprotecdo contra o acido quinolinico, demonstrada em testes in vivo e
atua na diminuicdo da motilidade espermatica bovina sem afetar a viabilidade
celular ou a peroxidagéo lipidica (KAEFER et al., 2013). Ainda assim, C.
brasiliense € uma espécie pouco explorada, existem poucos relatos em relacéo
a aspectos biolégicos e morfolégicos (GUEDES; QUIRINO; GONCALVES,
2009), e nao ha relatos sobre estudos fitoquimicos ou de identificacdo de

metabdlitos secundarios.

Em estudos anteriores, do extrato bruto hidroalcéolico de C. rosea, foi
relatado o isolamento do flavonoide glicosilado, rutina (1) (KREUCH, 2003). Do
extrato MeOH de C. gladiata foi isolado um novo composto, nomeado gladiatina
(3) (DINDA; BANIK, 2014).

Os componentes bioativos das vagens de C. lineata (Thunb.) DC foram
investigados usando isolamento guiado por bioatividade, e as estruturas
quimicas dos flavonoides 1-3, derivados isoflavonoides 4-11 e compostos
fendlicos 12 e 13. Do extrato metandlico das vagens C. lineata foi isolado um
novo flavonoide identificado como (2R,3R)-3-hidroxi-7-O-B-D-glucopiranosidio-
6-metoxiflavanona (2), além de outros 12 compostos que ja haviam sido
anteriormente isolados de outras fontes: rutina (1), prunetina (4), 7,4-
dimetoxiisoflavona (5), ononina (6), cajanina (7), 7,4’-dimetil-3’-hidroxigenisteina
(8), medicarpina (9), homopterocarpina (10), pterocarpina (11), (+)-siringaresinol
(12) e (-)-siringaresinol-4-O-B-D-glucopirandsido (13) (HONG et al., 2022).
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Figura 1.1 Estruturas das substancias isoladas das vagens de C. lineata

O &cido 4-O-metilgalico (14) presente nas sementes de C. gladiata,
juntamente com um derivado do acido ferulico (15), inibe de forma potente a
invasdo de células endoteliais sem apresentar citotoxicidade para as células
sendo classificado como um composto com potencial para um agente
antiangiogénico (JEON et al., 2005).

COOH
\ (0]
0
N"Non
HO OH
OCHs HO
14 15

Figura 1. 2 Estruturas das substancias isoladas das sementes de C. gladiata

Uma nova substancia nitrogenada denominada canarosina (16) foi isolado
das partes aéreas de C. résea, além desse outros cinco compostos conhecidos,
B-sitosterol (17), estigmasterol (18), daucosterol (19), epi-inositol 6-O-metiléter

(20) e rutina (1) (PATTAMADILOK et al., 2008).
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Figura 1.3 Estruturas das substancias isoladas das partes aéreas de C. rosea

1.3.3 Cenostgma

O género Cenostigma pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinioideae. E importante salientar que o género Cenostigma terminou
sendo modificado em consequéncia da nova classificacdo genérica do grupo
Caesalpinia (AECYO et al., 2021). Isso implicou na reclassificacdo de algumas
espécies que antes pertenciam ao g@género Caesalpinia para o género
Cenostigma, a exemplo de Cenostigma pyramidale e Cenostigma microphyllum
(GAGNON et al., 2016; NASCIMENTO E DAVID, 2023).

Espécies do género Cenostigma apresentam diversas atividades
expressivas, a exemplo de C. macrophyllum Tul. var. acuminata cuja a avaliacéo
do efeito de uma emulséo 6leo em agua na cicatrizacao de feridas cutaneas em
ratos com Diabetes mellitus tipo 1 apresentou resultados promissores. Além

dessa, outras propriedades antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatorias,
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antibacterianas e antivirais, também ja reportadas foram atribuidas a
composicao quimica dos extratos dessa espécie (COELHO et al., 2013). Estudos
gue envolvem a determinacédo e quantificacdo dos principais metabdlitos de C.
macrophyllum revelaram a presenc¢a de compostos que apresentam bioatividade
acentuada, como atividade anti-inflamatéria e anticonceptiva. Foram
identificados e quantificados fendlicos bioativos como acido galico, galato de
metila, acido elagico e também biflavonoides, agathisflavona e amentoflavona
(Moreira et al., 2019).

Mais recentemente um estudo sobre a investigacdo demonstrou o
potencial antiviral dos extratos e fragbes de Cenostigma pluviosum var.
peltophoroides frente ao SARS-CoV-2 (PATTARO-JUNIOR et al., 2022).

1.3.4 Cenostigma microphyllum, C. pyramidale e fitoquimica de
Cenostigma

Muitas espécies endémicas do Brasil sdo usadas pelos nativos como
plantas medicinais, por exemplo, C. macrophyllum é utilizada no tratamento de
doencas estomacais e intestinais (MOREIRA et al., 2019), apresenta atividade
gastroprotetora (VIANA et al., 2013), além de estimular a cicatrizagcao gastrica
em ratos e culturas de células humanas (VIANA et al., 2021). Além do uso
tradicional, C. microphyllum é uma espécie que pode ser utilizada em
restauracdo de florestas sazonalmente secas, pois apresenta resisténcia a
deficiéncia hidrica aguda além de recuperacdo mais rapida do estado hidrico e
das trocas gasosas apo0s a reidratacao (PEREIRA et al., 2021).

Apesar de serem, em sua grande maioria, utilizadas para fins medicinais,
alguns aspectos associados a perdas reprodutivas também estdo ligados ao
consumo de Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis na sua forma
fenada mesmo em baixas doses. Foi concluido que o consumo de C. piramydale
fenada néo seria recomendado na dieta de ovelhas durante os primeiros 60 dias
de gestacao (REIS et al., 2020). Diferentemente do que ocorre em caprinos, o
consumo da C. pyramidale ndo possui efeito toxico sobre os parametros
testiculares, na verdade essa espécie € uma alternativa a alimentacéo para esta
categoria animal durante periodos de escassez, pois promoveu melhora no

desenvolvimento corporal dos animais (SANTOS et al., 2020).
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Cenostigma pyramidale apresenta funcao de protecao na aclimatacéo as
diferentes condicbes ambientais Caatinga. Tal caracteristica foi evidenciada
guando essa espécie foi investigada quanto a suas defesas fisicas e quimicas
frente a condi¢cdes xeromorficas e defesa contra herbivoros. Foi observada que
a concentragdo de compostos fendlicos totais foi maior em amostras que
apresentavam herbivoria, e em relacdo ao ambiente sérico foi observado que as
folhnas apresentaram resposta adaptativa observada por meio diminuicdo da
estrutura total e dos tecidos (RIBEIRO et al., 2021).

Cenostigma microphyllum (Mart. ex G.Don) E.Gagnon & G.P.Lewis € uma
espécie endémica do bioma Caatinga, popularmente conhecida como
Catingueira-rasteira, Catingueirinho, presente em uma area relativamente
restrita, encontrada somente no sul do Piaui, sul de Pernambuco e norte da
Bahia (QUEIROZ, 2009; AECYO et al., 2021).

Cenostigma microphyllum apesar de ser considerada uma espécie
adaptada a disturbios antropogénicos cronicos e mudancas climaticas, exibindo
maior formacdo de frutos e sementes em habitats menos aridos e mais
perturbados por intervencdo humana, por exemplo, sua producéo reprodutiva é
afetada negativamente quando enfrentam uma combinacdo de altos niveis de
aridez (OLIVEIRA et al., 2023).

A avaliagdo quantitativa do teor de fendlicos e taninos totais nas folhas e
casca dos caules de C. microphyllum sob diferentes volumes de chuva e niveis
de fertilidade do solo na Caatinga indica que ambas as partes tém alto teor
dessas classes de compostos, sendo um pouco mais expressiva nas folhas. Nao
foi observada relagdo entre fertilidade do solo e teor de taninos totais, porém o
teor de fendlicos totais foi afetado negativamente (DE ALBERGARIA; DE
OLIVEIRA; ALBUQUERQUE, 2021).

O extrato aquoso de C. microphyllum apresenta acédo antibiofiime né&o
biocida contra S. epidermidis e a analise fitoquimica preliminar revelou a
presenca de flavondides, terpendides, esterdides, aminas e polifendis (SILVA et
al., 2015).
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A investigacao do extrato aquoso das sementes de C. microphyllum por
LC-DAD-MS permitiu que possiveis compostos bioativos contra T. vaginalis
fossem determinados, pois as fracdes enriquecidas com taninos foram as que
apresentaram atividade anti-Trichomonas e nenhuma toxicidade no modelo in
vivo de G. mellonella. Neste trabalho, vinte e seis compostos foram detectados
nas fracdes de C. microphyllum, onde os principais compostos identificados
foram taninos hidrolisaveis, O-digalloil hexosideo, O-digalloil HHDP-hexosideo,
tri-O-galloil  HHDPhexosideo, O-galloii HHDP-DHHDP-hexosideo e seus
isbmeros, além desses o dimero de procianidina, epicatequina, o acido eldgico
e 0 acido O-(digalloil)quinico também foram identificados. No entanto, alguns
compostos ndo foram possiveis de identificar, assim dentre os vinte e seis,
somente doze foram identificados (SILVA et al., 2020Db).

Cenostigma pyramidale (Mart. ex G.Don) E.Gagnon & G.P.Lewis
conhecida por catingueira, catingueira verdadeira, € considerada uma das
espécies mais adaptadas ao clima seco (FROSI et al., 2021). Estudos sobre a
composicdo quimica das folhas de C. pyramidale indicam a presenca de
produtos naturais usuais como saponinas triterpénicas, flavonoides, derivados

cindmicos, e 0s principais compostos, os bioflavonoides.

Nessa espécie, a agathisflavona (21) é o biflavonoide que esta presente
em maior concentracao nas folhas, porém nao é encontrada nos caules (BAHIA
et al., 2010). Dentre os constituintes isolados das folhas de C. pyramidale, foram
reportados o0s biflavonoides agathisflavona (21), amentoflavona (22),
sequioflavona (23), podocarpusflavona A (24), caesalflavona (25), loniflavona
(26), 3’-O-metil-loniflavona (27) e 5’-hidroxi-amentoflavona (28), além dos
flavonoides taxifolina (29), apigenina (30) e kaempferol (31), foram também
reportados acido 4-O-B-glucopiranosil-7-hidroxicinamico (32), acido 4-O-p-
glucopiranosil-Z-8-hidroxicinamico (33), lupeol (34), B-sitosterol (17). Nas flores,
foram reportados galato de metila (35) a mistura de alcoois graxos a-amirina e
B-amirina (36 e 37) e a mistura de esteroides [3-sitosterol e estigmasterol (17 e
18). Dos caules foram isolados a 4,4-dihidroxi-2’-metoxichalcona (38), (-)-
siringaresinol (12) e galato de metila (35) (MENDES et al., 2000; BAHIA et al.,
2005, 2010; OLIVEIRA; DAVID; DAVID, 2016a, 2016b).
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Figura 1.4 Estruturas das principais substancias isoladas das folhas de C.
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Figura 1.5 Estruturas das substancias isoladas dos caules de C. pyramidale
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A investigacao fitoquimica do extrato bruto metandlico da casca das
raizes de C. pyramidale levaram ao isolamento de biflavonoides até entdo néo
reportado na natureza (+)-5,7-dihidroxi-4"-metoxiflavona-6a-2""",4"""-dihidroxi-
4" -metoxidihidrochalcona, (+)-5-hidroxi-7,4" -dimetoxiflavona-3a-2"""-hidroxi-
4" 4 -dimetoxidihidrochalcona, (-)-7-hidroxi-4’-metoxiflavona-3a-2"",4"""-
dihidroxi-4""-metoxidihidrochalcona, (-)-7,4 -dihidroxi-flavona,3-8"",5",4""-
trinidroxiflavona (39-42) (OLIVEIRA; DAVID; DAVID, 2016a, 2016b).

39
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Figura 1.6 Estruturas das substéncias isoladas das cascas do caule de

C. pyramidale

Extratos e substancias isoladas de outras espécies de Cenostigma
também apresentam atividades biolégicas expressivas. O extrato bruto da casca
do caule de Cenostigma pluviosa demonstrou fortes propriedades cicatrizantes.
Quando incorporado a um gel e aplicado em feridas cutaneas estimulou a

37



regulacdo de proteinas e ajudou a acelerar os processos envolvidos na
cicatrizacdo, promovendo a angiogénese precoce, isso levou a um aumento da
superficie reepitelizada, com significativa atividade mitética (BUENO et al.,
2016).

Foram reportados o isolamento de diversos compostos quimicos nas
espécies pertencentes ao género Cenostigma. Em C. macrophyllum foi
reportado o isolamento da bergenina (43) como composto quimico principal da
casca do caule. Nas folhas foram isolados acido galico (44), galato de metila
(35), acido elagico (45), quercetina (46), quercetina-3-O-B-D-glucopirandsido
(47), quercetina-3-O-( 6"-O-galoil)-p-D-glucopirandsido (telimosideo) (48),
guercetina-3-0O-(6"-O-E-p-cumaroil)-B-D-glucopirandsido(helichrisosideo) (49),
vitexina (50) e agathisflavona (21) (ALVES et al., 2012). Ainda de C.
macrophyllum dois compostos com potencial atividade inibitéria da
acetilcolinesterase foram isolados das folhas, os derivados peptidicos, N-
benzoilfenilalaninoil-fenilalaninolacetato (acetato de aurentiamida) (51) e N-
benzoilfenilalaninil-N-benzoilfenilalaninato (52) (ALVES et al., 2012).
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Figura 1.7 Estruturas das principais substancias isoladas de C.

macrophullum.

O fracionamento bioguiado do extrato da casca do caule levou ao
isolamento e identificacdo de compostos citotdéxicos em C. pluviosum. O extrato
bruto de C. pluviosum foi preparado a partir das cascas do caule por maceracao
foi submetido a um estudo bioguiado que indicou que a bioatividade estava
concentrada na fase em AcOEt, o fracionamento desse extrato e purificacao das
fracOes obtidas levou ao isolamento de um composto ainda néo relatado na
literatura nomeado caesalpinioflavona (53) (Figura 4) (ZANIN et al., 2015).
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Figura 1.8 Estrutura da caesalpinioflavona isolada das folhas de C. pluviosum

1.3.5 Clitoria

O género Clitoria é formado por aproximadamente 60 espécies, nas quais
29 podem ser encontradas no Brasil, na maioria das vezes em regides tropicais
e subtropicais. E um género caracterizado como lenhoso com flores vistosas de
calice infundibular com bractéolas persistentes e ovarios pedunculados com
estilo geniculado e barbudo de cores diversas com formatos semelhantes ao
clitéris (FANTZ, 1991; SANTOS, 2014). Clitoria € género economicamente
importante, mas muitas espécies sao conhecidas apenas localmente (FANTZ,
1991).Clitoria fairchildiana é nativa da regido amaz6nica, porém é encontrada
em éareas urbanas. E bastante utilizada em programas de reflorestamento
(ALVES et al., 2013).

A avaliacdo do contetdo de fendlicos e taninos totais de extratos das
vagens e das sementes de C. fairchildiana indicou que essa espécie possui uma
rica quantidade de antioxidantes naturais, nas continham alta concentragéo de
fendlicos e apresentaram altas capacidades antioxidantes em comparagcdo com
os extratos de sementes (ANNEGOWDA et al., 2013). Além disso, as vagens
também sado aplicaveis como biossorvente para remocdo de rodamina de

efluentes de corantes sintéticos de aguas residuais (DA SILVA et al., 2020).
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Sementes de C. fairchildiana séo refratarias a predacdo de insetos. A
avaliacao da atividade inseticida das sementes dessa espécie revelou que uma
proteina soltvel em propanol atua como uma toxina de insetos por meio de sua
capacidade de se ligar a estruturas de quitina presentes no intestino médio de
insetos (BERTONCELI et al., 2022a).

A avaliacao dos extratos brutos liofilizados e parcialmente purificados de
pétalas de Clitoria ternatea demonstrou que ambos extratos demonstraram
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio; inibicdo de cisdo da fita de
DNA, inibicdo da oxidacao do colesterol LDL; atividade antioxidante intracelular
contra espécies reativas de oxigénio. No entanto ndo apresentaram
citotoxicidade frente contra as linhagens celulares A549, HCT8 e IMR90.
Somente 0s extratos brutos apresentaram atividade antimicrobiana; efeito
protetor contra hemolise de eritrocitos; inibicdo de a-amilase, a-glicosidase e
enzimas conversoras de angiotensina-l (ACE-l); e inibicAo da peroxidacéo
lipidica (ESCHER et al., 2020).

Clitoria mariana, comumente utilizada para o tratamento da diarreia
(NGUYEN et al., 2020). C. ternatea produz um conjunto de peptideos ciclicos de
defesa de plantas chamados ciclotideos, esses compostos sdo responsaveis
pela atividade pesticida. Recentemente foi registrado um extrato de ervilha-
borboleta, nome popular dessa espécie, como pesticida ecologicamente correto
(Sero-X®) (OGUIS et al., 2020). Ja C. macrophylla contém em sua composicdo
quimica diversos rotenoides cujo o principal composto encontrado em maior
quantidade € o que demonstra atividades antipiréticas e antiinflamatorias
notaveis (PITAKPAWASUTTHI et al., 2019).

1.3.6 Clitoria fairchildiana

Clitoria fairchildiana (Howard) pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Faboideae (Papilionoideae) é uma espécie arborea presente em areas urbanas
(Gondim, 2005). Também conhecida como faveira, sombreiro ou palheteira,
Clitoria fairchildiana (Howard), sinonimia Clitoria racemosa Benth, € amplamente
utilizada em arborizacdo de &reas urbanas e cobertura de areas degradadas,
devido a sua copa larga, seu rapido crescimento e também devido a sua
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capacidade de nodular e fixar nitrogénio atuando como adubo verde (ALVES et
al., 2013). Apesar de ser uma leguminosa muito resistente a agentes externos e
ambientais, e algumas espécies do género Clitoria serem encontradas na

caatinga, ndo ha relatos da presenca de Clitoria fairchildiana nesse bioma.

Estudos quimicos anteriores descrevem que a partir dos galhos foram
isolados biochanina A (54), genisteina (55), prunetina (4) e narigenina (56)
(Gomes, 2005), das folhas foram isolados [-sitosterol (17), estigmasterol (18),
campesterol (57), lupeol (34), quercetina (46), isoquercitrina (58), astragalina
(59), canferol 7-O-D-glicopiranosideo (60), quercetina 7-O-D-glicopiranosideo
(61), nicotiflorina (62) e rutina (1) (GOMES et al., 2005).

54 R,= H, R,= CH; oH 0O
4 R1: H, R2: H R2

OH O

58 R,= O-D-glicose, R,= OH
59 R,= O-D-glicose, R,=H
Figura 1.9 Estruturas das substancias isoladas dos galhos de C.
fairchildiana

Rotenoides séo tetrahidrocromenos fundidos comumente encontrados no
género Clitoria spp. (SANTOS; DAVID; DAVID, 2016), aplicados como pesticidas
(MIYOSHI, 1998). Especialmente em C. fairchildiana. Relatos descrevem
isolamento de flavonoides, especialmente rotenoides (Figura 1.3.6.2), tais como:
clitoriacetal (63), 6-desoxiclitoriacetal (64), 9-demethyiclitoriacetal (65), 11-

deoxiclitoriacetal (66), stemonal (67), 6-desoxiclitoriacetal-11-O-3-D-
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glucopyranoside (68), clitoriacetal 1I-O-B-D-glucopyranoside (69) das raizes (DA
SILVA; BERNARDO; PARENTE, 1998; MACHADO et al.,, 1998) além da
stemonona (70) (SANTOS; DAVID; DAVID, 2016). Foram isolados 6-
desoxiclitoriacetal (64) e 11-deoxiclitoriacetal (66) (Mathias et. al, 1998) e 6-
hidroxi-2,3,9-trimetoxi-[1]-benzopirano[3,4-B][1]benzopiran-12(6H)-ona (71)
(MATHIAS et al., 2005) das sementes.

68 R= O-D-glivopiranosil

HsCO

Figura 1.10 Estrutura dos rotenoides isolados de C. fairchildiana
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A avaliagdo do perfil cromatografico dos extratos metanolicos indica que
existem rotenoides majoritarios (0 clitoriaceltal e o 6-desoxiclitoriacetal)
presentes nas diferentes partes da planta, raizes, galhos e sementes, cujo o
maior conteudo concentra-se nas raizes (SANTOS; DAVID; DAVID, 2016). Além
disso, a avaliacdo das atividades antifangicas dos rotenoides das sementes e
raizes revelou que dentre os rotenoides testados, o clitoriacetal apresentou
maior atividade e inibicdo de quatro leveduras Candida albicans, Candida
glabrata, Candida kruzei e Candida parapsilosis. Onde foi inferido que isso
ocorreu devido a jungéo cis do anel B/C uma vez que stemonal (67) e stemonona
(70) que ndo apresentam tal configuracdo apresentaram baixas atividades
(SANTOS et al., 2018).

De forma similar na avaliac@o da atividade anti-inflamatoria, o clitoriacetal
(63) demonstrou atividade inibidora semelhante a droga padrdo. Para essa
atividade também foi atribuido que a juncgéo cis do anel B/C desempenha papel
importante ja que o stemonal, que também foi avaliado, mostrou-se menos ativo.
O 6-desoxiclitoriacetal (64), que possui um grupo metileno no anel B, apresentou
atividade intermediaria, ja o 11-desoxiclitoriacetal (66) talvez devido a presenca
do grupo hidroxila fendlico em C-11 quelando a carbonila a atividade pode ter
sido reduzida. Outra observacédo feita foi a de que a auséncia de um grupo
metoxila no anel A diminui a atividade, ao comparar o resultado para o 9-
demetilclitoriacetal (65) (PEREIRA DA SILVA; PARENTE, 2002).

Dois rotendides, o 1l1la-O-B-D-glucopiranosilrotendide (72) e o 6-
desoxiclitoriacetal 11-O-n-glucopiranésido (73), foram isolados por meio do
estudo bioguiado das sementes de C. fairchildiana. Ambos apresentaram
toxicidade expressiva para o Aedes aegypti, levando a alteragcdes do
exoesqgueleto, descolamento da cuticula e perfuracdes no térax e abdome da
larva (BERTONCELI et al., 2022b).
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1.4 Consideracg0es finais

Das quatro espécies estudadas nesse trabalho, somente duas delas
apresentam dados relatados na literatura sobre composicdo quimica e
bioatividade de compostos isolados, Cenostigma pyramidale e Clitoria
fairchildiana.

Durante o periodo de doutorado, foi considerado oportuna a publicacéo
de um artigo de revisdo onde foi abordada a questao da reclassificagdo do grupo
Cesalpinia s.l, que gerou como consequéncia a migracdo de algumas espécies
do género Caesalpinia para o género Cenostigma. Este trabalho aborta a
reclassificacdo botanica de forma critica ja que ndo houve ponderacfes

relacionadas a quimiossistematica.

E muito importante avaliar estratégias de obtencdo de compostos
bioativos, por isso ainda existem muitos trabalhos relacionados ao tema. Dentre
as espécies escolhidas para este estudo, a Unica sem registros sobre
composicdo quimica € a Canavalia brasiliensis. Os capitulos seguintes
apresentam uma introducéo e justificativas para cada uma das estratégias de
estudo utilizadas, bem como os resultados de cada uma das investigacdes
propostas para cada uma das espécies presentes nesse estudo.
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Capitulo 2: Isolamento e identificacdo dos constituintes isolados de C.
fairchildiana por diferentes rotas de obtencdo para os componentes
majoritarios

Resumo

Em estudos anteriores, alguns metabolitos foram isolados e obtidos com
rendimento expressivo dos extratos das raizes de Clitoria fairchidiana. Apesar
da obtencdo de quantidade em bons rendimentos, a maior parte dos relatos
descrevem a obtencdo desses compostos majoritarios, clitoriacetal e 6-
desoxiclitoriacetal, ap0s pelo menos seis etapas cromatogréaficas. Este trabalho
teve como objetivo fazer a reinvestigagao fitoquimica das raizes dessa espécie
de modo a propor diferentes rotas metodolégicas para a obtencdo dos
componentes majoritarios da espécie em bons rendimentos e com uma
guantidade reduzida de etapas. No presente estudo, foi empregada uma
metodologia, a partir dos extratos metandlicos e em diclorometano das raizes de
C. fairchildiana que levou ao isolamento do 6-desoxiclitoriacetal, em apenas uma
etapa cromatografica com rendimento de 1% em relacdo ao material vegetal
seco. Para isso, o material vegetal foi macerado com diclorometano e apos
remogao das graxas com hexano, o extrato em diclorometano da partigdo foi
submetido a separagdo cromatogréfica flash de média pressao que permitiu a
obtencdo do rotenoide mencionado e mais duas isoflavonas em apenas uma
etapa cromatografica. Uma série de isoflavonas foram isoladas e identificadas
por da analise dos dados obtidos por meio de métodos espectrométricos,
biochanina A, prunetina, formononetina e santal, bem como todas as outras
substancias obtidas. Além dessas substancias conhecidas, ainda nao relatadas
nas raizes dessa espécie, um novo derivado de &cido benzoico e o par de
epimeros do 6-desoxiclitoriacetal, que foram obtidos separadamente, sendo um
deles ainda nao relatado na literatura foram isolados e tiveram suas estruturas

elucidadas.
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2.1. Introducéao

Neste capitulo estdo descritos os objetivos, metodologia, resultados e
discussdo e consideracdes finais sobre o estudo fitoquimico e modificacédo
estrutural dos principais compostos isolados de C. fairchildiana.

Conforme descrito no capitulo 1 deste trabalho, uma série de compostos
quimicos obtidos de diferentes partes dessa espécie foram relatados na
literatura. Porém faz-se ainda necessario avaliar as melhores rotas de obtencéo
de componentes majoritarios, tais como clitoriacetal e 6-desoxiclitoriacetal.
Relatos de isolamento de tais compostos revelam que eles foram obtidos apoés
no minimo 6 etapas cromatograficas e em uma delas estava envolvida a

separacao por cromatografia em camada delgada preparativa (SANTOS, 2014).

Na literatura esta relatada a obtencdo da biochanina A, genisteina,
prunetina e narigenina (Gomes, 2005). Outros flavonoides como quercetina,
isoquercitrina, astragalina, canferol 7-O-D-glicopiranosideo, quercetina 7-O-D-
glicopiranosideo, nicotiflorina e rutina foram observados apenas nas folhas
(GOMES et al., 2005).

J& os rotenoides foram observados apenas nas raizes e sementes dessa
espécie. O 6-deoxiclitoriacetal, foi relatado em ambas as partes, ja o Clitoriacetal
foi relatado apenas nas raizes. Bem como, 9-demethyiclitoriacetal, 11-
deoxiclitoriacetal, stemonal, 6-desoxiclitoriacetal-11-O-B-D-glucopyranoside,
clitoriacetal 1l-O-B-D-glucopyranoside nas raizes (DA SILVA; BERNARDO;
PARENTE, 1998; MACHADO et al., 1998).

Este trabalho teve como objetivo fazer a reinvestigacéo fitoquimica das
raizes dessa espécie de modo a propor diferentes rotas metodoldgicas para a
obtencéo dos componentes majoritarios da espécie em bons rendimentos e com

uma quantidade reduzida de etapas.
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2.2. Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento quimico das raizes de C. fairchildiana a partir do
isolamento de seus constituintes, preparacdo de derivados e elucidacdo

estrutural

2.2.2 Objetivos especificos

e Isolar componentes majoritarios de C. fairchildiana com bons rendimentos

empregando procedimentos simplificados;

e Preparar os extratos brutos em MeOH, em DCM e em cloroférmio das

raizes de C. fairchildiana;
e Particionar os extratos obtidos;

e Fracionar por meio de métodos cromatogréaficos os extratos obtidos por

particao;

e Realizar o isolamento, a purificacdo e a elucidacdo por métodos
espectroscopicos e espectrométricos a estrutura quimica das substancias
puras, semi-puras ou em misturas obtidas no fracionamento das fases

organicas existentes nos extratos.
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2.3. Parte Experimental

2.3.1 Equipamentos e solventes utilizados

O material vegetal foi seco em estufa com circulacdo mecéanica, modelo
320-SE e foi posteriormente moido utilizado moinho Thomas Wiley Laboratory
Mill-Model4.

Os solventes acetona, hexano, MeOH, CHCIs, AcOEt, DCM e BuOH
empregados no preparo dos extratos, nos processos de particdo, nas eluicdes
cromatograficas em placa e em coluna foram de grau analitico das marcas
Merck, Exodo cientifica e Tedia. Nas anélises por CLAE-EM e DAD foram
empregados solventes (metanol e acetonitrila) grau HPLC, procedéncia Tedia

Brazil e Baker.

Nas separacdes por cromatografia em coluna (CC) em bancada, os
adsorventes utilizados como fase estacionaria foram: gel de silica 60 (0,063-
0,200 mm) da Aldrich. Sephadex LH-20 da Pharmacia ou Sigma para permeacao
e gel de silica Flash com diametro de particula entre 0,040-0,063 mm da Merck.
Para evaporagdo dos solventes a pressao reduzida, foram utilizados os
evaporadores rotatérios das marcas BUCHI modelo 461, e IKA
LABORTECHINIK modelo HB4 basic.

Para a separacdo em coluna flash automatizada foi utilizado o
cromatografo de média presséo, Isolera One da marca Biotage (mod. Isolara
One System) usando colunas flash pré-empacotadas e um detector interno de

comprimento de onda (200—400 nm).

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram feitas utilizando
placas de aluminio pré-fabricadas 20x20 de gel de silica fluorescente PF 254-
366 60 F254 das marcas da Macherey-Nagel e Acros. As amostras submetidas
as placas de CCD foram reveladas com luz na regido do ultravioleta (254 e 365
nm) e reveladores quimicos: reagentes de Liebermann-Burchard (uma solucéo
0,2% de acido sulfarico concentrado em anidrido acético), Cloreto de Aluminio

(AICI3) e vapores de lodo.
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Os espectros na regiao do IV foram obtidos no equipamento IRAffinity-1
da Shimadzu, as leituras na regido UV-vis foram feitas no espectrofotometro de
UV-vis Varian Cary 50, disponiveis no Instituto de Quimica da Universidade

Federal da Bahia.

Os espectros de RMN e de massas foram obtidos da Central Analitica da
Universidade de Sao Paulo (USP) e também no Instituto de Quimica da UFG Os
espectros de RMN de 'H foram registrados a 500 MHz e os espectros de RMN
de 13C a 125 MHz em um equipamento Bruker mod Avance Il 500 (11,75T), os
desvios quimicos foram registrados em & (ppm) do pico do solvente residual em
relagdo ao TMS. As analises de massas foram realizadas no equipamento

Amazon Speed ETD da Bruker, quando infuséo direta.

2.3.2 Coleta do material e preparacao dos extratos

Os extratos das raizes de C. fairchildiana, coletadas no campus
universitario da UFBA no bairro Ondina, localizado na cidade de Salvador —
Bahia, foram preparados por diferentes estratégias metodoldgicas. Inicialmente
todo material coletado foi seco em estufas a 45 °C durante 72h, posteriormente
o material foi triturado utilizando moinhos obtendo-se 2,0 kg de material vegetal.
O material obtido foi condicionado em frascos apropriados e utilizados por partes

para preparacao dos extratos da forma descrita a seguir.

2.3.3. Obtencao dos extratos das raizes de C. fairchidiana e fracionamento

2.3.3.1 Obtencao do extrato em DCM

Foi obtido o extrato bruto em DCM, preparado por maceracdo durante o
periodo de 48h, a partir de 600g de raiz seca e moida, que, apos eliminacdo do
solvente resultou em 3,369 de extrato bruto seco. A partir desse extrato, foram
realizadas duas particbes sucessivas utilizando-se 95:5 MeOH:H20O/Hexano,
onde a fase em hexano foi descartada e a fase hidrometandélica foi seca (0,969)
e posteriormente ressuspendida com MeOH:H20 e particionada com DCM,

levando a obtencéo da fase solivel em DCM (0,724g).
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2.3.3.1.1 Fracionamento cromatografico da fracédo soluvel em DCM do
extrato DCM das raizes de C. fairchidiana

Toda a massa desse extrato foi submetida a cromatografia flash
automatizada, no equipamento de MPLC mod. Isolera (Biotage), usando um
cartucho de coluna flash pré-embalado com silica de fase normal de 100g, cuja
fase mével utilizada foi a mistura binaria em gradiente de Hexano/AcOEt num
fluxo de 12mL/min. Nessa etapa foram obtidas 14 fracdes (Tabela 2.1),
diferenciadas pelo registro de pelo no detector de comprimento de onda (Figura
2.1) em modo de coleta manual. Onde as fra¢cdes CFIF1, CFBF5 e CFBF9 foram
enviadas para analise de RMN. O tratamento desse extrato esta resumido no

esquema da figura 2.2.

Figura 2.1 Captura de tela do resultado da separacdo cromatogréafica do extrato
em DCM registrado pelo MPLC - Isolera.

51



Tabela 2.1: Fracbes obtidas da coluna do extrato em DCM submetido a
cromatografia flash automatizada no MPLC: cartucho de 100g, fase modvel
hexano:acetato, fluxo de 12mL/min.

Caodigo Massa obtida Sistema Hexano: Volume (mL)
acetato
CFDI1 116,2 8:2 300
CFDI2 7,2 8:2 200
CFDI3 7,4 8:2 200
CFDI4 10,9 8:2 200
CFDI5 22,5 8:2 200
CFDI6 211 8:2 150
CFDI7 27,8 8:2 130
CFDI8 1,4* 8:2 100
CFDI9 16,1 8:2 150
CFDI10 6,0 8:2 100
CFDI11 1,7 8:2 100
CFDI12 98,9 7:3 250
CFDI13 3,1 7:3 50
CFDI14 15,4 7:3 200
CFDI15 11,9 6:4 100
CFDI16 5,9 11 100

CFDI17 0,8 acetato 200
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O esquema a seguir resume o tratamento do extrato bruto em DCM e

fracionamento até a obtencéo das fracfes purificadas.

EXTRATO BRUTO
Maceracdo de 600g
de material vegetal

com DCM (3,36g)

Extrato hidrometandlico
7:3 MeOH:H,0

Particdo
com hexano

l i

Residuo em Fase
hexano hidrometandlica

Particdo
com DCM

l ‘,

Residuo Extrato em DCM
) 0,724g

i Coluna isolera

Hex:AcOET

CFDI1 (116,2 mg)
CFDI5 (22,5 mg)
CFDI9 (16,1mg)

Figura 2.2 Esquema de tratamento do extrato bruto em DCM

2.3.3.2 Obtencao dos extratos em MeOH, EBMA e EBMB.

A partir da maceracédo de 200 g das raizes secas de C. fairchildiana com
MeOH foi obtido um extrato MeOH de 15,04 g (EBMA). O extrato MeOH bruto
seco (EBMA), foi ressuspendido em MeOH:H20 7:3 e particionado com DCM (5x
200 mL), apés a remocao de todo DCM foi pesado, obtendo-se 3,46 g de extrato
em DCM-A.

Foram obtidas 7,77 g de extrato MeOH bruto seco (EBMB) por maceragao
com metanol de 100 g de material vegetal durante 48 h a temperatura ambiente.

Esse extrato foi particionado com 5x de 100 mL com DCM ao ser ressuspendido

53



em uma mistura de MeOH:H20 7:3 que resultou na obtencdo do extrato em
DCM-B de 1,60 g.
Os extratos em DCM obtidos por meio de cada uma das maceracoes

foram fracionados e levaram a obtencé&o de fracdes puras.

2.3.3.2.1 Fracionamento da fracéo soluvel DCM-A

Foram separadas 2,4 g da fracdo soluvel DCM-A que foi submetida a
separacdo cromatografica flash automatizada em coluna de fase normal em
equipamento MPLC (Isolera), utilizando como fase moével DCM:MeOH em
gradiente crescente de polaridade a fim de se obter fracOes purificadas (Tabela
2.2). Foi utilizado um cartucho de coluna flash embalado com silica de fase
normal de 100g, cuja fase mével utilizada foi a mistura binaria em gradiente de
DCM/MeOH num fluxo de 12mL/min.

Dessa primeira separacéo foram obtidas 13 fragcdes em modo de coleta

manual, cujos detalhes estdo descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Fragdes obtidas a partir do fracionamento de DCM-A

Cddigo FracOes Sistema Massa obtida
reunidas

CFEBMPD1 1-2 DCM 8
CFEBMPD2 3 DCM 40,1
CFEBMPD3 5-6 DCM 380,2
CFEBMPD4 7-8 95:5 646,9
CFEBMPD5 9 9:1 14,5
CFEBMPD6 10 9:1 37,4
CFEBMPD7 11 9:1 254,9
CFEBMPDS8 12 8:2 97,7
CFEBMPD9 13 8:2 62,3
CFEBMPD10 14 6:4 92,6
CFEBMPD11 15 11 26,2
CFEBMPD12 16 1:1 75,5
CFEBMPD13 17-19 3:7 123,1
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A fracdo CFEBMPD?2 foi submetida a analise de RMN enquanto que as
fracbes CFEBMPD3 (380,2 g) e CFEBMPD4 (645 g) foram, separadamente,
submetidas a uma nova separag¢ao em coluna.

A fracdo CFEBMPD3 foi submetida a separacdo cromatogréfica flash
automatizada em coluna de fase normal no Isolera, utilizando como fase movel
Hexano:AcOEt em gradiente crescente de polaridade num cartucho de coluna
flash embalado com silica de fase normal de 50g. As fracGes obtidas a partir

dessa separagdo cromatogréfica estdo descritas na tabela 2.3.

Tabela 2.3 FracOes obtidas da separacéo cromatografica da fracdo CFEBMPD3

Cadigo FracOes Sistema Massa obtida
reunidas (mQ)
BMF3Al 1-12 Hexano 23,4
BMF3A2 13-16 9:1 19,5
BMF3A3 17-37 9:1 49,4
BMF3A4 38-52 9:1 6,3
BMF3A5 53-86 9:1 49,7
BMF3A6 87-90 8:2 4,3
BMF3A7 91-139 8:2 177,6
BMF3A8 140-174 6;4 119

As fragcbes obtidas codificadas como BMF3A5 e BMF3A8 foram
submetidas separadamente a separacdo cromatografica em coluna CC
utilizando sistema isocrético. Da fracdo BMF3AS5 foram obtidas 4 fracfes, a partir
da separacao cromatografica em coluna de fase normal na qual a fase mével
utilizada foi um sistema isocratico de CHCI3:AcOEt 9:1, cujas massas das
fracOes obtidas estdo descritas na Tabela 2.4. Dessa separacdo em CC a fracao
BMF3A51 foi submetida a analise de RMN.
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Tabela 2.4 FragOes obtidas da separacdo cromatografica da fragdo BMF3A5

Caodigo FracOes reunidas Massa obtida (mg)
BMF3A51 1-2 4.7
BMF3A52 3-5 3,2
BMF3A53 6 1,6
BMF3A54 7 11,4

Assim como a fracdo anterior, a fracdo BMF3A8 foi submetida a uma
coluna CC feita em sistema isocratico CHCI3:AcOEt 9:1 onde foram obtidas 4

fracOes e a fracdo BMF3A82 foi submetida a analise de RMN (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 Fragdes obtidas da separacédo cromatografica da fracdo BMF3A8

Cadigo Fracdes reunidas Massa obtida (mg)
BMF3AS81 1-2 3,9
BMF3A82 3 17,2
BMF3A83 4-5 4.8
BMF3A84 4-8 5

Conforme mencionado anteriormente, a fracdo CFEBMPD4 (646,9 mg)
também foi submetida a separacdo cromatogréafica flash automatizada em
coluna de fase normal no Isolera, num cartucho de coluna flash embalado com
silica de fase normal de 50g utilizando como fase mével Hexano:AcOEt em
gradiente crescente de polaridade. As fracdes obtidas a partir dessa separacao
cromatografica estdo descritas na tabela 2.6. A fracdo BMF5A3 apresentou Rf
idéntico ao da fragcdo CFDI5, a fracdo BMF5AS8 foi submetida a anélise de RMN
e as fragbes BMF5A1 e BMF5A4 foram submetidas a mais uma separagéo

cromatografica.
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Tabela 2.6 Fracdes obtidas da separacao cromatogréafica da fragdo CFEBMPD4

Caodigo Fra(;.c”)es Sistema Massa obtida (mg)
reunidas

BMF5A1 1-52 Hexano 168,2
BMF5A2 53-59 95:5 17,1
BMF5A3 60-72 91 6,8

BMF5A4 73-76 9:1 160,1
BMF5A5 77-155 9:1 24,5
BMF5A6 156-168 91 208,2
BMF5A7 169-200 8:2 22,0
BMF5A8 100mL 7:3 35,2
BMF5A9 250mL 11 43,9

A Fracdo BMF5AL foi submetida a separacdo cromatografica em uma

coluna CC feita em sistema isocratico CHCIls:AcOEt em 9:1, onde foram

recolhidas 8 fracdes e a fracdo CF5A12 foi submetida a analise de RMN. A fracédo

BMF5A4 foi identificada como similar a CFDI1 por cromatografia em camada

delgada. A fracdo BMF5A3 foi também identificada como similar a fragdo CFDI5

(tabela 2.7).

Tabela 2.7 Fracdes obtidas da separacado cromatografica da fracdo BMF5A1

Cadigo FracOes reunidas Massa obtida (mg)
CF5A11 1 7,7
CF5A12 2 30,3
CF5A13 3 19
CF5A14 4 11
CF5A15 5-6 14,2
CF5A16 7-8 20,3

A Fracdo BMF5A4 foi submetida a separagdo cromatografica em uma

coluna CC feita em sistema isocratico CHCI3:AcOEt em 9:1, onde foram
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recolhidas 5 fracOes e as fragbes BMF5A22 e BMF5A23 foram submetidas a
analise de RMN, sendo esta ultima igual a fracdo BMF3A82 (tabela 2.8).

Tabela 2.8 FracOes obtidas da separacao cromatografica da fragdo BMF5A4

Caodigo FracOes reunidas Massa obtida (mg)
BMF5A21 1 7,0
BMF5A22 2-4 14,4
BMF5A23 5-8 21
BMF5A24 4 56
BMF5A25 5-6 26,1

O esquema da figura 2.3 ilustra a sequéncia de procedimentos para a
obtencao das fragcOes purificadas a partir desse primeiro extrato bruto obtido por
meio da maceracdo do material vegetal com metanol que foram submetidas a
analise de RMN. O extrato bruto em metanol EBM-A levou ao isolamento de

algumas estruturas conforme resumido no esquema a seguir.
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EXTRATO EBM-A
Maceragao de 200g
de material vegetal
com MeOH (15,0g)

v

Extrato hidrometandlico

7:3 MeOH:H,0
Parti¢do
com DCM
Residuo Extrato em DCM-A

3,36g

2,4¢g
Coluna isolera

13 fracBes obtidas
CFEBMPD?2 (40,1 mg)

Coluna frac3o 5 Fracionamento
da fracdo 3
no isolera
BMF5A3 (6,8 mg)
BMFSAS (24,5 mg) 8 fragbes obtidas
BMF3A7 = CFDI1 (117,6 mg)
Coluna Coluna
fracdo 3 fragdo 4 l Coluna fracdo 8
CF5A12 (30,3 mg) BMF5A22 (4,4 mg) BMF3A82 (17,2 mg)

BMF5A23 (21 mg)

Figura 2.3 Esquema de tratamento do extrato bruto em metanol EBM-A

59



2.3.3.2.2 Fracionamento da frac&o soluvel em DCM-B

A fase soluvel em DCM-B do extrato MeOH, (1,60q), foi submetida a
cromatografia flash automatizada, usando um cartucho de coluna flash com
silica de fase normal de 100g, cuja fase movel utilizada foi a mistura binaria em
gradiente de DCM/MeOH num fluxo de 15mL/min. Nessa etapa foram obtidas 15
fragcbes (Tabela 2.9), diferenciadas pelo registro de pelo no detector de
comprimento de onda em modo de coleta manual. Dentre as fragdes obtidas, a
analise por CCD comparativa resultou no agrupamento de algumas delas
levando a obtencéo de 9 fracGes distintas. Dentre as fracoes obtidas, as fracdes
CFIC1_2 e CFIC1_3 foram submetidas a uma nova separacao cromatogréfica.

Tabela 2.9 Fracdes obtidas da coluna do extrato em DCM-B

Cddigo FracOes Sistema Volume Massa obtida
reunidas (mg)
CFIC1_1 1 DCM 300 42,2
CFIC1_2 2-3 DCM 470 268,1
CFIC1_3 4 DCM 300 1921
CFIC1_4 5-6 9:1 450 32
CFIC1_5 7-9 8:2 900 800
CFIC1_6 10-12 8:2 700 102,8
CFIC1 7 13 7:3 200 100,2
CFIC1_8 14 6:4 100 30,6
CFIC1_9 15 6:4 100 7,2

A fracdo CFIC1_2 foi submetida a cromatografia flash automatizada,
usando um cartucho de coluna flash com silica de fase normal de 509, cuja fase
movel utilizada foi a mistura binaria em gradiente de Hexano/AcOEt em um
sistema gradiente num fluxo de 10mL/min (tabela 2.10). A fracdo F23l4
apresentou-se similar a fragcdo CFDI9 e foi submetida a analise de RMN. A frac&o
CFIC1_1 foi identificada como similar a CFDI1 por cromatografia em camada

delgada.
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Tabela 2.10 Fracdes obtidas da separacao cromatografica da fracdo CFIC1_2

Cddigo FracOes reunidas Sistema  Volume Massa obtida
(mg)
F2-311 1-4 DCM 60 4,1
F2-312 5-6 DCM 30 8,2
F2-313 7 DCM 15 8,5
F2-314 8-9 DCM 30 52
F2-315 10-16 99:1/95:5 90 4,7
F2-316 17-22 6:4/ 1:1 90 12,0

Coluna das fracdes F2-311 a F2-314 reunidas feita em bancada em sistema
gradiente de CHCIs:AcOEt. As fracdes obtidas e reunidas estdo descritas na
tabela 2.11

Tabela 2.11 Fracdes obtidas da separacdo cromatografica das fracées F2-3I1 a
F2-314 reunidas

Cddigo FracOes Sistema Volume Massa obtida
reunidas (mg)
CFC4F31 1-2 CHCIs 140 16,6
CFC4F32 3 CHCIs 100 14,5
CFC4F33 4 CHCIs 130 18
CFC4F34 5-7 9:1 100 37,1
CFC4F35 58-10 9:1 70 35,7
CFC4F36 11-12 8:2 210 22,4
CFC4F37 13 100% 70 5,7

O extrato bruto em MeOH levou ao isolamento de algumas estruturas

conforme resumido no esquema da figura 2.4.
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EXTRATO BRUTO EBM-B
Maceragao de 200g
de material vegetal

com MeOH (7,7g)

A4

Extrato hidrometandlico

7:3 MeOH:H,0
Particdo
com DCM
Residuo Extrato em DCM-B

1,60 g

l Coluna isolera

9 fragBes obtidas

Coluna fragdo 2 Fracionamento
da fracao 3

l 10 fragtes obtidas
F23114 = CFDI9 (52,0 mg) l

Coluna fracées
1 a4 reunidas

CFCAF36 (22,4 mg)

Figura 2.4 Esquema de tratamento do extrato bruto em metanol EBM-B
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Identificacao estrutural dos compostos isolados

Conforme descrito na metodologia, trés extratos brutos foram obtidos e
particionados de modo a separar os compostos por polaridade. Os compostos
de interesse desse trabalho foram, em sua maioria, isolados do extrato em DCM
obtido a partir da particdo do extrato bruto metandlico (SANTOS, 2014). Duas
diferentes formas de obtencdo desse extrato foram empregadas, a partir do
extrato bruto obtido diretamente com DCM e posterior particdo para obtencéo do
novo extrato em DCM e também de forma similar ao da literatura a partir do
extrato bruto em metanol, porém utilizando cromatografia flash automatizada.

Na literatura o isolamento do 6-desoxiclitoriacetal envolveu 7 etapas
cromatograficas em coluna de fase normal utilizando como eluente um gradiente
de mistura binaria de cloroférmio e metanol. Neste trabalho, tanto em
cromatografia de média pressdo quanto em coluna CC essa substancia foi obtida
em apenas uma etapa em bons rendimentos.

A obtengado do 6-desoclitoriacetal via extrato bruto em DCM e posterior
purificacdo em cromatografia automatizada foi uma forma rapida de obtencéo,
porém nao levou ao melhor rendimento, pois a massa de material vegetal
utilizada foi de 600g e foram obtidas somente 116,2 mg dessa substancia.

A identificacdo estrutural dos compostos isolados foi feita realizada por
meio da andlise dos espectros de RMN de 'H, 3C, HSQC, HMBC e

Espectrometria de Massas.
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2.4.1.1 Identificac&o do 6-desoxiclitoriacetal (CFDI1)

A substancia CFIF1 foi identificada a partir da andlise dos espectros de
RMN de H e 3C. O espectro RMN de H indicou a presenca um padréo de sinais
gue sugerem a presenca de dois grupos aromaticos (Figura 2.5). Os dubletos
integrando para 1 H registrados em & 5,96 (J = 2,3Hz) e 6,04 (J = 2,3 Hz) indicam
a presenca de hidrogénios aromaticos que acoplam entre si numa relacdo meta,
devido ao valor da constante de acoplamento. O deslocamento observado é
indicativo de hidrogénios caracteristicos de anel A de flavonoides. Os outros dois
sinais de hidrogénio em & 6,49 (s,1H) e 6,69 (s,1H) em regido de hidrogénios
aromaticos nao apresentam desdobramentos e estdo numa regido caracteristica
de anel B de flavonoides.

A presenca de um sinal desblindado em & 11,5 (s,1H) sugere ligacdo de
hidrogénio intramolecular, assim o anel aromatico vizinho a carbonila apresenta
um grupo hidroxila na posic¢ao 5. Os sinais em & 3,81 (s,3H), 3,76 (s,3H) e 3,74
(s,3H), na regido de hidrogénios metoxilicos, corrobora com natureza
flavanoidica da substancia. Adicionalmente, a presenca dos sinais de
hidrogénios alifaticos em regifes de maior desprotecao sugere a formacéo de
mais um anel na estrutura, comum em rotenoides ja isolados nessa espécie.
Assim a presenca dos sinais em 0 4,67 (dd, 1H, J=12,0 e 2,5 Hz), 4,54 (dd, 1H,
J=2,5¢e 0,9 Hz), 4,45 (dd, 1H, J= 12,0 e 0,9 Hz) caracteristicos de hidrogénios
diasterotopicos, devido a alternancia de acoplamento e multiplicidade de sinais
apresentados, indicam a formag&o de mais um ciclo na estrutura (Figura 2.6).

Rotenoides apresentam um quarto anel em sua estrutura e todas as
caracteristicas apresentadas sugerem que foi isolada uma estrutura desse tipo.
Adicionalmente o espectro de RMN de '3C (Figura 2.8) também apresentou
sinais que corroboravam com as informacgdes obtidas pelos dados do espectro
de RMN de *H.

Assim, o comparativo com dados da literatura (SANTOS; DAVID; DAVID,
2016; SANTOS et al., 2018) levou a confirmar essa estrutura como o rotenoide
6-desoxiclitoriacetal (1) (Figura 2.7), ja isolado anteriormente nas raizes dessa
espécie. Todos os sinais atribuidos foram enumerados bem como os dados

comparativos a literatura estao descritos nas Tabelas 2.13 e 2.14.
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H (s) B (d) D (dd) M (s)
6.49 5.96 4.45 3176
O (s) G (s) A (d) F (dd) Ulls)
11.51 6.69 6.04 4.54 3Bl
E (dd) N (s)
4.57 74
A Lt y!
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f1 (ppm)

Figura 2.5 Regido do espectro de RMN de 'H contendo todos os sinais atribuidos ao 6-desoxiclitoriacetal obtido da fragcdo CFDI1
[500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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12.07 2.52 12.12
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4.62 4.60 4.58 4.56 4.54 4.52 4.50 4.48 4.46 4.44 4.42 4.40
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Figura 2.6 Regido do espectro de RMN de 'H contendo sinais atribuidos a
hidrogénios alifaticos ao 6-desoxiclitoriacetal obtido da fracdo CFDI1 [500 MHz,
CDCls, 8(ppm)]

Figura 2.7 Estrutura do (6aS*12aS*)-6-desoxiclitoriacetal obtido da fracéo
CFDI1 (1)
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Figura 2.8 Regido do espectro APT de 13C contendo todos os sinais de carbonos atribuidos a estrutura do 6-desoxiclitoriacetal obtido

da fracdo CFDI1 [125 MHz, CDCls, 6 (ppm)]
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2.4.1.2 Elucidacao estrutural do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal obtido da
fracdo BMF3A82

A substancia BMF3A82 foi identificada a partir da analise de RMN de *H
e de 13C e comparacgéo com dados da literatura. O espectro em RMN de *H (Fig.
2.11) revelou um padréo de sinais muito similar ao da substancia identificada na
fracdo CFDI1. No entanto, além de se diferenciar no Rf, o sinal registrado em &
4,12 (s, 1H) sugeriu ndo havia correspondéncia entre as estruturas delas, apesar
do padrao idéntico dos demais sinais.

Os dubletos em 6 6,00 (1H, 2,2 Hz, H-8) e 6,08 (1H, 2,2 Hz, H-10), que
integram para 1 hidrogénio cada, estdo numa regido aromatica onde indicam a
presenca de hidrogénios acoplados em meta, devido ao valor da constante de
acoplamento e que eles estdo em um anel aromatico caracteristico de anel A de
flavonoides, devido ao deslocamento observado. Os outros dois sinais de
hidrogénio em & 6,52 (s) e 6,71 (s), em regido de hidrogénios arométicos nao
apresentam desdobramentos, o que sugere que eles estdo em uma relacao para
entre eles em um anel aroméatico também substituido em quatro posicoes.

A presenca de um sinal desblindado em & 11,5 (s,1H) sugere a presenca
de ligagéo de hidrogénio intramolecular na estrutura, o que leva a sugestao de
que um dos anéis aromaticos esta vizinho a uma carbonila que permite tal
interacdo. Os sinais em & 3,80 (s,3H), 3,78 (s,3H) e 3,84 (s,3H), na regiao de
hidrogénios metoxilicos ligados a anel aromatico, corroboram com os dados que
indicam a natureza flavonidica do composto.

A presenca de sinais de hidrogénios alifaticos em regibes de maior
desprotecao 4,61 (dd, 1H, J=12,0 e 2,5 Hz), 4,58 (dd, 1H, J=2,5 € 0,9 Hz), 4,48
(dd, 1H, J=12,1 e 1,0 Hz), sugerem a formac&o de mais um anel na estrutura,
comum em rotenoides ja isolados nessa espécie. Essa estrutura € muito similar
a do 6-desoxiclitoriacetal ja isolado na espécie e também descrito neste trabalho.
Porém vale destacar a presenc¢a do sinal em 4,12 (s, 1H), atribuido a o hidrogénio
da hidroxila ligado ao carbono 12a diferencia esses dois rotenoides.

Também foi obtido o espectro de RMN de 3C (Fig. 2.13), cujos sinais
corroboraram com a estrutura proposta e os dados apresentam grande

similaridade com os do comp6sto CFDFI e com os dados descritos na literatura.
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Na tabela 2.12 estdo descritos 0s sinais que apresentam maior
diferenciacédo em deslocamento em cada um dos espectros. E possivel observar
que tal diferenciacdo ocorreu entre os hidrogénios ligados aos carbonos
assimétricos da estrutura e os hidrogénios diasterotépicos, sendo mantido o
deslocamento observado para os carbonos.

A diferenciacdo mais evidente foi para o hidrogénio ligado ao carbono 6
gue provavelmente deve estar localizado em posicéo axial e consequentemente

localizado mais préximo a hidroxila ligada ao carbono 12a.

Tabela 2.12 Principais dados de RMN de 'H e de *3C [500 MHz (*H) e 75 MHz

(*3C), CDClz, & (ppm), J (Hz)] que evidenciam a diferenciacédo das estruturas

CFDI1 BMF3A82

13C 1H 13C 1H
6 63,6 4,67 (dd,1H,J=120e2,5 63,7 4,61(dd,1H,J=12,0e2,5
Hz), 4,45 (dd, 1H,J=12,1e Hz), 4,58 (dd, J=2,5e€ 0,9

1,0 Hz) Hz)
6a 75,6 4,54 (dd, 1H,J=2,5¢€0,9 75,6 4,48 (dd, J=12,1e 1,0 H2)

Hz)
12a 67,0 - 66,9 4,12 (s)
11- 100,1 11,5 100,1 11,5

OH

De modo complementar foi obtido o espectro de HRESIMS dessa
substéancia (Fig. 2.14 e 2.15) onde foi possivel determinar a estrutura e a massa
exata, cujo ion molecular que foi registrado em modo positivo em m/z 357,0966
permitiu determinar a férmula molecular Ci9H1707 [M + H]* (calculado para
357,0973), que quando comparada com a formula molecular da estrutura
identificada por meio da analise dos espectros de RMN de diferencia pela perda
de H20 e formagé&o de ligagéo dupla (Fig. 2.9).

O ion registrado em m/z 397,0887 permitiu determinar a formula molecular
C19H180s [M+ Na]* (calculado para [M+ Na]* 397,0899). Na ampliacdo do
espectro de HRESIMS é possivel observar o ion de abundancia relativa baixa
em m/z 375 que corresponde a formula molecular C19H180s [M + H]* (calculado
para 375,10797). Essa FM apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH)
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igual a 11, cujo valor ratifica a presenca de dois nucleos arométicos, a presenca
de uma ligacao dupla (correspondente a carbonila) e dois ciclos saturados.

Sendo a estrutura em questdo de mesma formula molecular e padréo de
RMN similar do 6-desoxiaclitoriacetal previamente isolado na espécie, foi
sugerido que o que poderia gerar a diferenciacao entre as duas estruturas, seria
a posicao da hidroxila que permitiria o registro do sinal em & 4,12.

A presenga do sinal em & 4,12 identificado n espectro de H dessa
estrutura, acrescido da facilidade de perda de agua, evidenciada pelo ion
molecular no espectro de HRESIMS séo indicios de que a hidroxila alifatica e o
hidrogénio vicinal nas posicoes 12a e 6a respectivamente, podem estar em lados
opostos na estrutura. Desde o seu primeiro relato (LIN et al., 1992), é descrito
na literatura que apenas o (6aR,12aR)-11,12a-dihidroxi-2,3,9-trimetoxirotendide
(6-desoxiclitoriacetal) foi isolado, ndo sendo registrado sinal atribuido ao
hidrogénio da hidroxila em 12a. Sugerir que a OH-12a e o H-6a estado para lados
oposto indica a possivel obtencdo de um dos dois enantiomeros (6aR,12aS) ou
(6aS,12aR) possiveis para essa substancia (Figura 2.10).

Diante dessa sugestéo, foram obtidos os espectros na regiao UV-Vis para
ambos (Figuras 2.16 e 2.17) os compostos isolados e o espectro de NOESY para
a estrutura em questdo, a fim de identificar correlacdes entre hidrogénios que
pudessem evidenciar interagdes entre os hidrogénios que estdo espacialmente
proximos (Figuras 2.18, 2.19 e 2.20).

Na figura 2.16 estd o registro do espectro UV-VIS obtido para o
(6aS,12aS)-6-desoxiclitoriacetal (1) (CFDIF1) e na figura 2.17, estd o do
(6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal (2). Nota-se que os espectros tém padrdes de
absorcao distintos entre si, sendo os maximos de absorbancia registrados para
substancia CFDI1 em 200,6 nm e 295 nm, enquanto que para a BMF3A82 um
dos maximos foram registrados somente em regido de menor energia, em 325 e
295 nm.
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OCHj
Massa exata: 375,108

+

OCH,

Massa exata: 397,090

HsCO

OCH,
Massa exata: 357,097

Figura 2.9 Principais fragmentos obtidos a partir das informacdes do espectro
de HRESIMS do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal obtido da fragdo BMF3A82

Na literatura, a rotacdo Otica do 6-desoxiclitoriacetal foi registrada em

[a]?2%p +219.9 (c 1.0, CHCI3), e comparado ao registrado para essa mesma

estrutura isolada da Stemona collinsae Craib [a]lo +233 (¢ 0.1,CHCIs)
(KHORPHUENG et al., 2006). Para estrutura em questdo foi registrado [a]%*p

+127,5 (c 1.0, CHCI3). Esse composto também foi obtido na fragdo BMF5A23.

OCHj

Figura 2.10 Estrutura do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal do (6aR*,12aS*)-6-
desoxiclitoriacetal obtido da fragdo BMF3A82 (2)
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Figura 2.11 Espectro de RMN de 'H contendo sinais atribuidos a estrutura do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal obtido da fracéo

BMF3A82 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.12 Expanséo de regido do espectro de RMN de 'H contendo sinais atribuidos a estrutura do (6aR*,12aS*)-6-
desoxiclitoriacetal obtido da fragdo BMF3A82 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.13 Regido do espectro RMN de 3C contendo todos os sinais de carbonos atribuidos a estrutura do (6aR*,12aS*)-6-
desoxiclitoriacetal obtido da fracdo BMF3A82 [125 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.14 Espectro de HRESIMS do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal obtido
da fracdo BMF3A82
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Figura 2.15 Ampliagéo do espectro de HRESIMS do (6aR*,12aS*)-6-
desoxiclitoriacetal obtido da fragdo BMF3A82
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Figura 2.16 Espectro na regido UV-VIS do (6aS*12aS*)-6-desoxiclitoriacetal
obtido da fracdo CFDIF1 em CHCls
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Figura 2.17 Espectro naregido do UV-VIS do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal
obtido na fracdo BMF3A82 em CHClI3
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Figura 2.18 Espectro de NOESY do (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal obtido na fragdo BMF3A82
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Figura 2.19 Ampliagdo do espectro de NOESY do (6aR*12aS*)-6-
desoxiclitoriacetal obtido na fragdo BMF3A82, correlacdo entre oHem 4,12 e o

Hem6,71
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Figura 2.20 Ampliagdo do espectro de NOESY do (6aR*12aS*)-6-
desoxiclitoriacetal obtido na fracdo BMF3A82, correlacdo entre o H em 11,52

comosHem 6,71 e em 6,08
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2.4.1.3 Identificag&o do clitoriacetal (CFC4F36)

A substancia CFC4F36 foi identificada a partir da analise dos espectros
de RMN de H e 3C. O espectro de RMN de *H revelou um padréo de sinais
duplicados com diferencas sutis de deslocamento quimicos em proporcdes
similares entre si, 0 que sugere que o composto isolado foi obtido como uma
mistura isomérica (Figura 2.22).

Os dubletos integrando para 1 H cada registrados em & 6,10 (d, 2H, 2,25
Hz), 6,02 (d, 1H, 2,26 Hz) e 6,00 (d, 1H, 2,23 Hz) estdo numa regido aromatica
onde sugerem a presenca de hidrogénios acoplados em meta, devido ao valor
da constante de acoplamento, sendo o primeiro desses sinais sobreposto. Tais
deslocamentos observados séo caracteristicos de anel A de flavonoides.

Os outros dois grupos de sinais de hidrogénio duplicados em & 6,72 (s,1H)
e 6,58 (s, 1H), 8 6,69 (s,1H) e 6,54 (s,1H) em regido de hidrogénios aromaticos
nao apresentam desdobramentos, o que sugere que eles estdo em uma relacao
para entre eles em um anel aromético caracteristico de anel B de flavonoides
(Figura 2.23).

A presenca de uma dupla de sinais desblindados em & 11,46 (s,1H) e
11,42 (s,1H) sugere a presenca de ligagdo de hidrogénio intramolecular na
estrutura, o que leva a sugestao de que um dos anéis aromaticos esta vizinho a
uma carbonila que permite tal interagao. Os sinais em 6 3,86 (s,3H), 3,85 (s,3H),
3,80 (s,6H), 3,78 (s,3H), 3,77 (s,3H), na regido de hidrogénios metoxilicos ligados
a anel aromético (Figura 2.24), corroboram a natureza flavanoidica da
substancia.

Adicionalmente a presenca dos sinais de hidrogénios alifaticos em regides
de maior desprotecao sugerem a formacao de mais um anel na estrutura, comum
em rotenoides ja isolados nessa espécie, assim os sinais em 0 4,73 (d, 1H, J=
2,26 Hz), 4,58 (d, 1H, J= 1,16 Hz), 5,75 (d, 1H, J= 7,21 Hz) e 5,64 (s, 1H)
pertencem aos anéis C e D. Tal diferenciacdo de deslocamento e
desdobramento dos sinais ocorre por conta de esses hidrogénios pertencerem a
dois carbonos quirais da estrutura, o que pode explicar o fato de que o composto

tenha se apresentado em uma mistura de dois epimeros na qual em uma das
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estruturas o H-6 encontra-se na posi¢ao equatorial (H-6eq) enquanto que na
outra estrutura, o H-6 encontra-se na posicao axial (H-6ax).

O espectro de RMN de 3C (Figura 2.25 e 2.26) também apresentou sinais
congruentes com o indicativo do sugerido pela interpretacdo do espectro de RMN
de 'H também apresentando duplicidade e diferencas sutis de deslocamento
para cada um dos sinais observados.

O comparativo com dados da literatura (SANTOS; DAVID; DAVID, 2016;
SANTOS et al., 2018) levou a confirmar essa estrutura como um rotendide, o
clitoriacetal (Figura 2.21), ja isolado anteriormente nas raizes dessa espécie
(Tabelas 2.13 e 2.14). A duplicidade para os sinais ocorre devido ao equilibrio
hemiacetal — acetal em decorréncia da presenca da hidroxila na posicéo 6.

A fracdo CFC4F45 (CFC4F412) também foi identificada como o clitoriacetal por
analise de RMN de *H.

OCH,

Figura 2.21 Estrutura do clitoriacetal (3) obtido da fracdo CFC4F36
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Figura 2.22 Regido do espectro de RMN de 'H contendo sinais atribuidos a estrutura do clitoriacetal obtido da fracdo CFC4F36

[500 MHz, CDCls, 8(ppm)]
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Figura 2.23 Expanséo da regido do espectro de RMN de 'H contendo sinais da
estrutura do clitoriacetal obtido da fracdo CFC4F36 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.24 Expansao da regido do espectro de RMN de 'H contendo sinais da
estrutura do clitoriacetal obtido da fracdo CFC4F36 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.25 Regido do espectro de RMN de *3C contendo todos os sinais
atribuidos a estrutura do clitoriacetal obtido da fracdo CFC4F36 [125 MHz,
CDCls, d(ppm)]
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Figura 2.26 Expanséo da regido do espectro de RMN de 3C contendo todos
0s sinais atribuidos a estrutura do clitoriacetal obtido da fragdo CFC4F36 [125
MHz, CDCls, 8(ppm)]
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Tabela 2.13 Dados de RMN de 'H do 6-desoxiclitoriacetal (1), (6aR*,12aS*)-6-desoxiclitoriacetal (2) e clitoriacetal (3) e [500 MHz,
CDCls, & (ppm), J (Hz)]

H CFDI1 (1) CFC4F36 (3) BMF3A82 (2) 6-desoxiclitoriacetal Clitoriacetal

1 6,69 (s) 6,69 (s,1H) € 6,72 (s,1H) 6,71 (s) 6,69 (s) 6,68 (s)

4 6,49 (s) 6,54 (s,1H) € 6,58 (s, 1H) 6,52 (s) 6,49 (s) 6,48 (s)

6 4,67 (dd, 1H, J= 5,75 (d, J= 7,21 Hz) e 4,61 (dd, 1H, J= 12,0 e 4,48-4,56 (dd, 1,1 e 12 5,54/5,75(d, 2)
12,0 e 2,5 Hz), 5,64 (s) 2,5 Hz), 4,58 (dd, J= 2,5 Hz)
4,45 (dd, 1H, J= e 0,9 Hz)
12,1 e 1,0 H2)

6a 4,54 (dd, 1H, J= 4,58 (d, J= 1,16 Hz) e 4,48 (dd, J= 12,1 e 1,0 4,55(d, 3) 4,56 (sl) e 4,72
2,5e 0,9 Hz) 4,73 (d, J= 2,26 Hz) Hz) (d, J=2,0 Hz)

8 596 (d, 1H, 2,27 6,02 (d, 1H, 2,26 Hz), 6,00 (d, 1H, 2,2 Hz) 5,97 (d, 2,5) 596 (d, J=2,3
Hz 6,00 (d, 1H, 2,23 Hz), Hz)

10 6,04 (d, 1H, 2,26 6,10 (d, 2H, 2,25 Hz) 6,08 (d, 1H, 2,2 Hz) 6,05 (d, 2,5Hz) 6,06 (d, J=2,3
Hz) Hz)

12a 4,12 (s)

2-OMe 3,81 (s) 3,80 (s) e 3,80 (s) 3,84 3,82 (s) 3,72 (s)

3-OMe 3,76 (s) 3,78 (s) e 3,77 (s) 3,80 3,77 (s) 3,76 (s)

9 OMe 3,74 (s) 3,86 (s) e 3,85 (s) 3,78 3,75 (s) 3,80 (s)

11-OH 11,5 (s) 11,46 (s) e 11,42 (s) 11,5 11,51 (s) 11,45 (s)

6-OH - - - - 4,40 (sl)

(SANTOS, 2014).
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Tabela 2.14 Dados de RMN de *3C do clitoriacetal (2) e 6-desoxiclitoriacetal (3)
[125 MHz, CDCls, d (ppm)]

Rotenoides isolados

Dados da literatura®

13C CFDI1 (1) 6- BMF3A82(2) CFC4F36 (3) 6- o
o o o clitoriacetal
desoxiclitoriacetal clitoriacetal desoxiclitoriacetal
1 109,4 109,2 109,0/ 108,75 109,2 108,9
la 108,3 108,3 107,77 / 107,45 108,2 107,6
1441 144,1 144,55/ 144,51 144,0 144,8
151,4 151,4 151,95/ 151,60 151,3 151,8
101,2 101,2 102,03 101,21 101,8
4a 148,4 148,3 148,05 148,3 147,9
6 63,6 63,7 91,61/90,47 63,6 91,4
6a 75,6 75,6 74,67 75,5 76,9
7a 161,6 161,6 / 161,02/ 160,4 161,6 160,8
94,5 94,6 94,79 /94,73 94,5 94,5
169,1 169,1 169,30/ 169,20 169,0 169,0
10 95,6 95,6 95,91/ 95,94 95,6 95,8
11 164.,4 164.,4 164,46 164,3 164,2
11a 100,1 100,1 101,21/ 99,90 100,1 99,9
12 195,0 194,9 194,25/ 193,23 195,0 194,1
12a 67,0 66,9 69,60/ 67,93 66,9 69,5
2- 56,4
56,4 55,91 56,3 55,8
OMe
3- 55,9
55,9 56,42/ 56,40 55,8 56,3
OMe
9 55,8
55,8 55,98/ 55,96 55,8 55,8
OMe

1(SANTOS, 2014).
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2.4.1.4 Identificac&o da biochanina A (CFDI5)

A substancia isolada e codificada como CFDI5 foi submetida a analise de
RMN de 'H e 3C e indicou que se tratava de uma isoflavona. Essa proposicéo
foi baseada no fato que o espectro de RMN de 'H revelou um padréo de sinais
gue sugerem a presenca de dois grupos aromaticos (Figura 2.27). Os dubletos
integrando para 2H cada em 6 7,48 e 7,01 sdo caracteristicos de anel B de um
flavonoides p-disubstituido. Os outros dois sinais de hidrogénio em regido de
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos apresentam constante de
acoplamento que sugere uma relacdo meta entre eles, em um anel A de
flavonoides tetrasubstituido. (Figura 2.28).

A presenca de um sinal desblindado em & 12,9 (s,1H) sugere a presenca
de ligagéo de hidrogénio intermolecular na estrutura, o que leva a sugestao de
gue um dos anéis aromaticos esta vizinho a uma carbonila que permite tal
interacdo. O sinal de uma metoxila em & 3,87 (s,3H), indica que esse grupo esta
ligado a um carbono aromatico devido ao deslocamento observado.

O singleto em & 7,88 € indicativo da presenca de hidrogénio olefinico de
isoflavonas pois encontra-se registrado em uma regido mais desprotegida.

Adicionalmente o espectro de RMN de 13C (Figura 2.29) também
apresentou sinais congruentes com o indicativo do sugerido pela interpretacao
do espectro de RMN de 'H. Para a determinacéo inequivoca dessa estrutura foi
necessario considerar os dados da literatura dos dois isdbmeros possiveis de
serem formados considerando que a hidroxila e a metila aromatica poderia estar
em qualquer um dos anéis aromaticos, dessa forma a estrutura pode ser a
biochanina A ou a prunetina.

Comparando-se os valores de RMN (Tabela 2.17 e 2.18) dos carbonos e,
principalmente, dos hidrogénios de CFDI5 com a Biochanina A e Prunetina,
pode-se sugerir que o composto isolado € a biochanina A (Figura 2.30), pois 0s
H-3'/5’ encontram-se mais desblindados que os mesmos hidrogénios da
prunetina. Como o grupo metoxila tem maior carater doador de elétrons, pode-
se considerar que que o C-4’ em CFDI5 encontra-se substituido por um grupo

OH. A substancia BMF5A3 também foi identificada como a Biochanina A.

87



F (s) B (d)
J 7.r812 6.Ef17
(s) (d (d) (d) QJ (s)

12.9416 7.4799 7.0073 6.3231 3.8699

| | JLJ‘MH JH P N

& 3 & & ) &

S - @ — N S ~

i ~— — o o o

T T T T T T T T T T T T T

13 12 11 10 7 6 5 4
f1 (ppm)

Figura 2.27 Espectro de RMN de 'H expandido contendo todos os sinais atribuidos a estrutura da biochanina A obtida da fracéo
CFDI5 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.28 Expansdo do espectro de RMN de 'H na regido de anéis aromaticos atribuidos a estrutura da biochanina A obtida da

fracdo CFDI5 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.29 Regido do espectro APT de *3C contendo os sinais atribuidos aos
carbonos da estrutura da biochanina A obtida da fragdo CFDI5 [125 MHz, CDCls,

S(ppm)]

OCH,

Figura 2.30 Estrutura da biochanina A (4) obtida da fracdo CFDI5
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2.4.1.5 Identificagcao da mistura de isoflavonas da fragdo CFDI9

A substéancia isolada e codificada como CFDI9 foi submetida a analise de
de RMN de H e 3C e indicou que se tratava de uma mistura de isoflavonas.
Foram observados quatro grupos de sinais na regido de hidrogénio aromatico,
cuja multiplicidade e integrais indicavam evidenciavam a presenga em mistura.
Os dubletos integrando para 2 hidrogénios 87,45 (J=8,74Hz), 67,40 (=8,61Hz),
06,98 (J=8,83Hz), 66,90 (J=8,71Hz) sdo caracteristicos de anel B de um
flavonoide p-disubstituido. Os sinais 66,40 (d, 1H, J=2,42Hz), 66,38(d, 1H,
J=2,26Hz), 86,36(m, 1H), 66,30(m, 1H) foram atribuidos a hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos apresentam constante de acoplamento que sugere uma
relacdo meta entre eles, em um anel A de flavonoides tetrasubstituido (Figura
2.32 e 2.33).

Além desses todos o0s outros sinais se encontravam duplicados com
deslocamentos proximos e integral equivalente 612,91 (s, 1H), 612,83 (s, 1H).
03,87 (s, 3H), 63,84 (s, 2H).

O espectro em *H RMN revelou um padrédo de sinais muito similar ao da
fracdo CFDI5, identificada como Biochanina A, que também foi obtida nessa
mesma etapa de purificacdo. A andlise dos espectros levou a concluir que tais
sinais correspondem a uma mistura de isoflavonas, cuja busca e comparativo
com a literatura levou a concluir que se trata da mistura da biochanina A e da
prunetina. A fracdo F2314 também foi identificada como uma mistura dessas

duas isoflavonas (Figura 2.31).

HO @)

OH @)
OR

4R=H
Figura 2.31 Estruturas da biochanina A (4) e da prunetina (5) obtidas da fragcéo
CFDI9
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Figura 2.32 Regido do espectro de RMN de 'H contendo todos os sinais atribuidos as estruturas da biochanina A (4) e da
prunetina (5) obtidas da fracdo CFDI9 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.33 Regido do espectro de RMN de H contendo sinais atribuidos a hidrogénios aromaticos e vinilicos da biochanina A (4)

e da prunetina (5) obtidas da fracdo CFDI9 [500 MHz, CDCls, &(ppm)]
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Figura 2.34 Regido do espectro de RMN de 'H contendo sinais atribuidos a
hidrogénios em ligacdo de hidrogénio intermolecular e metoxilas arométicas da

biochanina A (4) e da prunetina (5) obtidas da fracdo CFDI9 [500 MHz, CDCls,
o(ppm)]
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Figura 2.35 Regido do espectro de APT de 3C contendo todos os sinais
atribuidos a biochanina A (4) e a prunetina (5) obtidas da fracdo CFDI9 [125

MHz, CDCls, 8(ppm)]
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2.4.1.6 Identificagcéo da mistura de esteroides CFEBMPD2

Analise dos dados de RMN de *H (Figura 2.37) e 13C (Figura 2.38) e comparagéo
com dados da literatura (Tabela 2.15) permitiram identificar que essa fracao era
composta do sitosterol e estigmasterol (Figura 2.36), dois fitoesteroides muito
comuns em espécies vegetais (ALVES, 2012).

Tratando-se de uma mistura, é possivel determinar a porcentagem relativa dos
componentes da mistura a partir da integragdo dos hidrogénios olefinicos das
estruturas. O calculo tomou como base a integracdo dos sinais correspondentes
ao H-6 que é comum para ambas as estruturas, cuja intensidade relativa € 1,00
e a intensidade relativa dos hidrogénios H-22 e H-23 com valores de 0,38 e 0,25.
Como os sinais foram encontrados separadamente foi considerada a média das
intensidades desses H olefinicos, cujo valor de intensidade considerado para 0s
calculos foi de 0,31. Subtraindo-se este valor 0,31 de 1,00 obteve-se a
intensidade de 0,69 correspondente a um hidrogénio do [-sitosterol. Dessa
forma pode-se considerar que a mistura € composta aproximadamente por 69%

de B-sitosterol e 31% de estigmasterol.

Figura 2.36 Estruturas do -sitosterol e stigmasterol (6) obtidos na fragéo
CFEBMPD2
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Figura 2.37 Regido do espectro de RMN de 'H contendo todos os sinais atribuidos a mistura de esteroides obtidos na fracéo
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Figura 2.38 Regido do espectro de RMN de *C contendo todos os sinais atribuidos a mistura de esteroides obtidos na fracéo
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Tabela 2.15 Dados de RMN de 'H e de *3C [500 MHz (*H) e 75 MHz (*3C), CDCls,

o (ppm), J (Hz)] da mistura de esteroides

B-sitosterol/estigmasterol

13C CFEBMPD2
(ALVES, 2012)
1 37,27 37,2
2 31,68 31,6
3 71,83 71,8
4 42,34 42,3
5 140,77 140,7
6 121,74 121,7
7 31,92 31,9
8 31,68 31,9
9 50,15 50,1
10 36,53 36,5
11 21,10 21,1
12 39,79 39,8
13 42,32 42,3
14 56,78 56,7
15 24,38 24,3
16 28,93 28,2
17 56,07 56,1
18 11,87 11,8
19 19,41 19,4
20 36,15 36,1
21 19,04 19,0
22 33,96 33,9
23 29,17 29,1
24 45,85 45,8
25 26,09 26,1
26 18,79 18,8
27 19,83 19,8
28 23,08 23,0
29 12,06 12,0
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2.4.1.7 Identificagc&do da formononetina (BMF5A5)

A substancia BMF5A5 foi submetida a andlise de RMN de H, cujo
espectro obtido indicou que se tratava de uma isoflavona. Essa proposicao foi
baseada no fato que o espectro em RMN de *H que revelou um padréo de sinais
que sugerem a presenca de dois grupos aromaticos (Figura 2.39). Os dubletos
com integral para um hidrogénio cada 8,0 (J=8,7 Hz), 6,88 (J=2,2 Hz) acoplam
simultaneamente com o hidrogénio marcado como um duplodubleto em 6,95
(J=8,7 e 2,2 Hz) que estdo em regido caracteristica de anel A de flavonoides. Os
dubletos integrando para 2H cada em 7,5 (J=8,7 Hz), 6,9 (J=8,7 Hz), sdo
caracteristicos de anel B de flavondéides p-disubstituido. O singleto em & 8,34 é
indicativo da presenca de hidrogénio olefinico de isoflavonas (Figura 2.40).

A presenca de um sinal desblindado em & 10,79 (s,1H) foi atribuida a
presenca de ligagéo de hidrogénio intermolecular, apesar do espectro ter sido
obtido em metanol tal interagéo pode ser observada. O do singleto que integra
para trés hidrogénios em & 3,79 indica a presenca de hidrogénios metoxilicos na
estrutura ligados a anel aromatico devido ao deslocamento observado (Figura
2.40).

A busca por dados na literatura indicou que dois isbmeros sdo possiveis
de ocorrer: a isoformononetina e a formononetina, cuja diferenciacdo esta na
posicdo dos grupos hidroxila e metoxila aromaticos. A analise das correlacées
observadas no HMBC e atribui¢cdes inequivocas permitidas pelas correlacdes
diretas fornecidas pelo HSQC permitiram identificar a estrutura (Figura 2.41).

A correlagdo mais importante observada foi a do hidrogénio do grupo
hidroxila com os carbonos & 102,5 e & 116, 1 que se encontram no anel A,
conforme analise do espectro de RMN de tH. Outras trés correlagdes corroboram
com a presenca da hidroxila no anel A e consequente presenca da metoxila no
anel B, pois por meio do HMBC foi observada a correlagéo entre os hidrogénios
metoxilicos e o carbono em 6 159,3. Além disso os hidrogénios presentes nesse
anel também se correlacionam com esse carbono (Figura 2.42). Dessa forma,
tais sinais permitiram identificar que esse composto isolado se trata da
formononetina (Figura 2.43), uma isoflavona comum em produtos naturais,

porém ainda néo reportada nesse género (Tabela 2.17 e 2.18).
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2.4.1.8 Identificagcao do santal da fracdo BMF5A3

A substancia isolada e codificada como BMF5A3 foi submetida as
andlises de RMN de 'H, HMBC e HSQC que indicou que se tratava de uma
isoflavona. O espectro em RMN de *H revelou um padréo de sinais que sugerem
a presenca de dois grupos aromaticos (Figura 2.45). Os trés sinais integrando
para 1H cada em & 7,07 (d, J=8,2), 6,39 (m) e 6,42 (s) sdo caracteristicos de
anel B de flavonoides, a multiplicidade e integral dos sinais sugerem a presenca
de mais dois substituintes nesse anel. Ja os dubletos em & 6,38 e 6,57 com
integral para 1 hidrogénio séo caracteristicos de anel A de flavonoides e estao
em relacdo meta entre eles devido ao valor caracteristico de constante de
acoplamento (J= 2,2 Hz).

O singleto em & 3,91 com integral para 3 hidrogénios € indicativo de

metoxila aromatica. O singleto em & 8,08 € indicativo da presenca de hidrogénio
olefinico de isoflavonas pois encontra-se registrado em uma regido mais
desprotegida.
Os espectros em HSQC e HMBC foram determinantes para o assinalamento de
cada um dos sinais e determinacao da estrutura (Figuras 2.46 e 2.47). Os dados
relatados aliados ao espectro de HRESIMS para esta substancia (Fig. 2.48), cujo
ion molecular foi registrado em modo negativo em m/z 299,0489 permitiu
determinar a formula molecular C16H1206 [M-H] (calculado para [M-H] 299,0555
erro). O comparativo com os dados da literatura permitiu identificar essa
substancia como o santal, também encontrado nas folhas de Wyethia mollis
(KNIGTH et al, 2014)

H,CO

Figura 2.44 Estrutura do santal (8) obtido da fracdo BMF5A3
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Figura 2.45 Espectro de RMN de *H [500 MHz, MeOD, d(ppm)] contendo sinais atribuidos ao santal (8) obtido da fragdo BMF5A3
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2.4.1.9 Proposta de estrutura para a substancia da fracdo CF5A12

A substancia CF5A12 apresentou espectro de RMN de tH que revelou um
padrdo de sinais que sugerem a presenca de dois grupos aromaticos (Figura
2.50). Os dubletos com integral para um hidrogénio cada em & 6,46 (J= 2,2 Hz)
e 6,42 (J=2,2 Hz), estdo em regido caracteristica de anel aromatico e acoplados
em meta devido ao valor da constante de acoplamento. Os outros dois sinais de
hidrogénio em & 6,71 (s, 1H) e 8,47 (s, 1H), em regido de hidrogénios aromaticos
e ndo apresentam constante de acoplamento, padrdo caracteristico de anel
aromatico (Figura 2.51).

A presenca de um sinal desblindado em & 12,88 (s,1H) sugere a presenca

de ligagéo de hidrogénio intermolecular na estrutura, o que leva a sugestao de
que um dos anéis aromaticos esta vizinho a uma carbonila que permite tal
interacdo. Os singletos em & 3,98, 3,90, 3,65 e 3,94 indicam a presenca de
quatro grupos de hidrogénios metoxilicos na estrutura.
Por meio do espectro em HSQC (Figura 2.52) foram atribuidos, inicialmente, os
carbonos ligados diretamente aos hidrogénios da estrutura. Foi identificado pelo
espectro em HSQC que o sinal em 8 8,47 (s, 1H) numa regido mais desprotegida
esta ligado a um carbono em regido mais protegida, 6 109,6 e que o hidrogénio
em & 5,79 esta ligado a um carbono registrado em 95,98.

Correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 2.53) permitiram
gue fosse feita uma proposta para essa estrutura. O sinal em & 3,98 apresenta
correlagdo com um carbono em & 165,6 jA& a metoxila em & 3,65 apresenta
correlagdo com um carbono em & 95,98, enquanto os outros dois sinais
metoxilicos estéo correlacionados aos carbonos 6 144,6 e 149,6. Esse conjunto
de correlagdes distintas indicam que a metoxila que correlaciona com o carbono
em & 165,6 provavelmente € uma metoxila de éster, enquanto a que correlaciona
com o sinal mais blindado dentre estes esta ligada a um carbono alifatico e que
as outras duas sdo aromaticas.

Por meio das correla¢cdes observadas para os hidrogénios aromaticos foi
possivel identificar todos os carbonos ndo hidrogenados de ambos os anéis. A
presenca do grupamento éster e da metoxila em carbono alifatico e correlacao
do hidrogénio em & 5,79 permitiu que fosse proposto que essa estrutura se trata
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de um derivado de acido benzoico. Essa proposi¢do também permite explicar a
desprotecao do hidrogénio aromatico em 6 8,47, por cota deste estar no campo
de desprotecao da metoxila alifatica.

Devido as correlagdes dos hidrogénios em 6 6,46 e 6,42, foi proposto que
0 grupamento de éster estaria ligado ao anel A. Todas as correlagbes
observadas foram ilustradas na figura 2.49 bem como os sinais atribuidos aos

carbonos e hidrogénios.

H3CO 1446 149,6
3,98 OCH3

56,42 3,94
56,04

Figura 2.49 Correlagbes observadas no HMBC

Na literatura, derivados de acido benzoico apresentam caracteristicas
similares com a estrutura proposta. A exemplo do derivado da depsidona, a
hiperwightina A, isolado de Hypericum wightianum (YANG et al., 2019), onde o
hidrogénio vizinho a carbonila 11 apresentou sinal em regido mais desprotegida,
0 7,72, também desblindado quando comparado ao hidrogénio 9 da substancia
isolada.

Derivados de depsidona apresentam carbonila em sua estrutura e o anel
de 7 membros ligado ao anel A em carbonos adjacentes, diferentemente do
proposto para essa estrutura, cujo anel de sete membros esta ligado ao anel
aromatico por carbonos néo adjacentes. Apesar da congruéncia das informacdes
encontradas com a estrutura proposta, ainda é necessario do registo do espectro
de HRESIMS para determinacgéo inequivoca. Na figura 2.54 é possivel observar
a estrutura sugerida para a substancia obtida dessa fracao.

Todos os sinais atribuidos a estrutura, bem como todas as correlacdes

observadas estao descritas na tabela 2.16.

109



278

B (d) F (s)
6.46 3.90
I(s) J(s) A (d) C(s) H(s) E(s)
12.88 8.47 6.42 5.79 3.98 3.63
D (s) G (s)
6.71 3.94
1 l L of UL__A ~
{ i d £ d & £dn 4
& ) & &8 s N BY@m &
= - S e - - RN
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.0 12.5 8.5 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.C

8.0
f1 (ppm)

Figura 2.50 Regido do espectro de RMN de *H contendo sinais atribuidos ao derivado de acido benzoico obtido da fragdo CF5A12

[500 MHz, CDCls, 8(ppm)]
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atribuidos ao derivado de acido benzoico obtido da fracdo CF5A12 [500 MHz,
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Tabela 2.16 Dados de RMN de 'H e de 13C [500 MHz (*H) e 13C por meio de HSQC
e HMBC, CDCls, 6 (ppm), J (Hz)] do novo derivado de acido benzoico CF5A12 (9)

Ne BC H Correlagdes HMBC
1 106,3
la 165,6
2 162,9
98,4 6,42 (d, 2,3 Hz) 92,6; 106,3; 162,9; 165,6
156,8
5 92,6 6,46 (d, 2,3 Hz) 98,4, 106,3; 156,8; 165,6
5a 108,3
6 101,6 6,71 (s) 108,3; 142,8; 144,6; 149,6
144.6
149,6
109,6 8,47 (s) 142,8; 149,7
9a 142,8
10 -
11 95,98 5,79 (s) 55,98; 110,6; 142,8; 153,3
1lla 153,3
1’ - - -
2’ - - -
3’ - - -
4 - - -
2-OH - 12,88 (s) 98,4, 106,3; 162,9
7-OMe 56,42 3,98 (s) 144,6
8-OMe 56,04 3,94 (s) 149,6
11-OMe 55,98 3,65 (s) 95,98
la-OMe 55,83 3,90 (s) 165,6
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Tabela 2.17 Dados de RMN de 'H das isoflavonas isoladas CFDI5 (4), CFDI9 (5), BMF5A5 (7) e BMF5A3 (8) [500 MHz, CDCls, d
(ppm), J (H2)]

1H Prunetinat Biochanina A2 CFDI5 (4) CFDI9 (5) BMF5A5 (7) Formononetina®:  BMF5A3 (8)
2 8.41 (s) 8.37 (s) 7,88 (s) 7,88 (s) 8,34 (s) 8.34 (s) 8,08 (s)
8,0 (d, J=8,7
5 7.97 (d, J=8.5 Hz) -
Hz)
6.25 6,32 (d, 1H, 06,36(m, 0,5H), 6,95 (dd, J=8,7 6.94 (dd, 8.5, 1.8 6,57 (d,
6 6.41 (d, J= 2.1 Hz)
(d,J=2,0Hz) J=2,29H2z) 06,30(m, 0,5H), e 2,2 Hz) Hz) J=2,2 H2)
06,40 (d, 1H,
6.43 6,39 (d,1H, J=2,42Hz)/ 6,88 (d, J=2,2 6,38 (d, J=
8 6.66 (d, J= 2.1 Hz) 6.87 (d, 1.8H2)
(d,J=2:0Hz) J=2,26Hz) 06,38(d, 1H, Hz) 2,2 Hz)
J=2,26Hz)
7.39 (2H, d, J = 8.6, 7.50 (d, 7,48 (d, 2H, 7,45 (d, 7,5 (d, J=8,7
2 7.51 (d, 8.5H2) 6,39 (m)
H-2', 6 J=8,6Hz) 8,80H2z) J=8,74Hz)/ Hz)
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6.82 (2H, d, J = 8.6

Hz,

6.82 (2H, d, J = 8.6

Hz,

7.39 (2H, d, J = 8.6,

d H-2', 6Y)
5-OH 12.96
7-OH
OMe 3.86 (s)

7.01
(d,J=8,6Hz)

7.01

(d,J=8,6Hz)

7.50 (d,
J=8,6Hz)

3.86

7,01(d, 2H,
8,82Hz)

7,01(d, 2H,
8,82Hz)

7,48 (d, 2H,

8,80Hz)

12,9

3,87

56,98 (d, 1H,
J=8,83Hz)

06,90 (d, 2H,

J=8,71Hz)

57,40 (d, 2H,
J=8,61Hz)

012,91 (s,

0,5H)/ 512,83
(s, 1H)

53,87 (s, 3H)/

53,84 (s, 1,5H)

6,9 (d, J=8,7
Hz)

6,9 (d, J=8,7
Hz)

7,5 (d, J=8,7
Hz)

10,79 (s)

3,79 (s)

6.99 (d, 8.5 Hz)

6.99 (d, 8.5 Hz)

7.51 (d, 8.5Hz)

10.82 (s)

3.79 (s)

6,42 (s)

7,07 (d,
1=8,26 Hz)

3,91 (s)

L(HYUN et al., 2002), 2(LIN et al., 2011), 3(PAN et al., 2021)
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Tabela 2.18 Dados de RMN de 3C das isoflavonas isoladas CFDI5 (4), CFDI9 (5), BMF5AS5 (7) e BMF5A3 (8) [125 MHz, CDCls, & (ppm)],
e correlagdes (HSQC; HMBC) [125 MHz, CDsOD, & (ppm)]

Prunetinat Biochanina A2 CFDI5 (4) CFDI9 (5) BMF5A5 (7) Formononetinas: BMF5A3 (8) BMF5A3 (8)
13C (DMSO-d6, 1H-NMR (DMSO- Correlacoes

(100 MHz,
125 MHz) d6, 500 MHz).
DMSO-d6)

155,59 109,3/ 121,52/

2 154.4 154.6 - 152.7 153,9 153.7 158,05/
181,16

3 122.5 122.6 - 130,1 124,2 124.0 121,52

4 180.4 179.7 - 175,2 174.7 181,16

5 161.7 161.4 - 128,0 127.0 158,05

97,97/158,05/
6 98.0 98.6 99,5 98.2 116,1 115.6 91,84 166,08/
105,66

7 165.2 164.1 - 163,0 161.4 166,08
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8 92.4
9 157.4
10 105.4
1 121.0
2 130.1
K 115.0
4 157.5
5 115.0
6’ 130.1
OMe 56.1

94.0

157.8

104.4

121.8

130.3

1135

113.5

130.3

55.6

94,0

130,1

1141

1141

130,1

55,4

92.4

99,5

1155

130.3

1141

1141

130.3

55.8

102,5

158,1

119,1

124,0

130,0

1145

159,3

1145

130,0

56,2

103.4

159.0

118.4

124.1

1311

1145

161.0

1145

131.1

55.2

97,97

162,24

105,66

109,3

106,67

156,26

158,98

102,77

131,86

55,23

91,84/105,66/

166,08/
162,24

109,3/102,77

121,52
/156,26 /
158,98

166,08

1(HYUN et al., 2002), 2(LIN et al., 2011), 3(PAN et al., 2021), 4(ARTHAN et al., 2022)
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2.4.2 Estruturas isoladas de C. fairchildiana

Até o presente momento, apesar dos diversos relatos de isolamento de
compostos das raizes dessa espécie o reestudo da mesma revelou novas
estruturas ainda nao relatadas nessa espécie ou pelo menos néo relatadas nas
raizes dessa espécie. O clitoriacetal, apesar de identificado como composto
majoritario nas raizes (SANTOS; DAVID; DAVID, 2016), esse composto foi
isolado somente apds sucessivas etapas cromatograficas e uso de placa
preparativa nas raizes da espécie, bem como o 6-desoxiclitoriacetal, segundo
majoritario (SANTOS, 2014). O clitoriacetal também foi isolado somente apds
placa preparativa no seu primeiro relato de isolamento (TAGUCHI;
KANCHANAPEE; AMATAYAKUL, 1977).

Isoflavonas que foram relatadas apenas nos galhos dessa espécie, foram
isoladas nas raizes pela primeira vez. Neste trabalho uma série de isoflavonas
foram isoladas e identificadas. Biochanina A e prunetina foram isoladas como
mistura e também separadamente, formononetina, robustigenina e o santal.

E importante observar que isoflavonas, relacionadas a rota bioquimica de
obtenc&o de rotenoides, até 0 momento, foram observadas apenas nos galhos
dessa espécie. Na literatura esta relatada a obtencdo da biochanina A, e
prunetina (GOMES et al., 2005) nesse trabalho identificada nas raizes.

O 6-desoxiclitoriacetal foi o composto obtido com maior rendimento por
todas as metodologias testadas. Foi obtido dois epimeros possiveis dessa
substancia separadamente, um deles ainda nédo relatado na literatura.

Apesar de os rotenoides serem majoritarios nessa espécie grande parte
das estruturas isoladas foram isoflavonas. Como essas estruturas fazem parte
da biossintese de rotenoides pode ser um indicativo que esse espécime coletado
pode ser um espécime jovem e na ocasido da coleta grande parte dos rotenoides
ainda ndo haviam sido formados ou fatores externos interferiram na biossintese

das principais substancias desta.

118



2.5 Consideracg0es finais

Esse estudo revelou que a busca por diferentes rotas de isolamento para
0S compostos quimicos presentes em espécies ja estudadas foi oportuna ao
passo que foram obtidos resultados inéditos como o isolamento de uma nova
substancia e o relato de diversas outras ainda ndo isoladas na espécie, no
entanto buscar especificamente as substancias majoritarias foi um grande
desafio.

Ainda é preciso investigar se a dificuldade da obtencao do clitoriacetal por
metodologias classicas esta ligada a interacdo desse com a fase estacionaria ou
se esse espécime ainda ndo produziu tal composto em quantidade expressiva

para que este fosse isolado.
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Capitulo 3: Determinacédo da configuracao absoluta do 6-desoxiclitoriacetal
isolado de Clitoria fairchildiana por dicroismo circular, sintese de
derivados e modificac&o estrutural do principal composto isolado

Resumo

O 6-desoxiclitoriacetal, € um rotenoide do tipo 12a-hidroxirotenoide e é um dos
compostos mais abundantes presentes nas raizes de Clitoria farchildiana, que
tem estrutura inequivoca elucidada com base na analise de dados
espectroscopicos e espectrométricos. Apesar de comumente, as configuracdes
absolutas da maioria dos tipos de 12a-hidroxirotendides naturais serem
consideradas semelhantes as de (-)-rotenona, cis-(6aS,12aS), pelo comparativo
do desvio da luz polarizada. Onde o sistema de anel B/C é fundido em uma
configuracdo cis termodinamicamente favoravel, o que € evidenciado pelo
deslocamento quimico de RMN do *H (5 6,6-6,8) quando em solucédo de CDCls.
O primeiro relato do 6-deoxiclitoriacetal estabeleceu que a configuragéo absoluta
deste rotendide era (+)-(6aR,12aR), com base na comparacédo da rotacéo Optica
de outros 12a-hidroxirotendides. O estudo da estrutura cristalina do 6-
desoxiclitoriacetal descreve informacBes importantes sobre a estrutura e
tamanho de ligacdes, no entanto ndo ha dados que resultem na determinacgéo
da estereoquimica absoluta. Por meio do dicroismo circular € possivel
determinar a estereoquimica absoluta de estruturas quimicas, e apesar dos
deslocamentos quimicos do 6-desoxiclitoriacetal e tamanhos de ligacdes
coincidirem com as propostas para a rotenona, a determinacéo da configuracao
absoluta da estrutura por CD ainda se faz necessaria, dessa forma este trabalho
descreve a atribuicAo da configuracdo absoluta do 6-desoxiclitoriacetal
comparando-se dados experimentais de DC com calculos tedricos ECD. Ambos
0s espectros CD dos enantiomeros foram calculados juntamente com o0s
espectros no UV e IR. Os espectros de CD para rotendides geralmente mostram
multiplos CEs devido a varios cromoéforos com absorgéo relativamente forte na
faixa de 360-190 nm. A comparacao do CD e UV experimental com o CD e UV
calculados permitiu-nos concluir que a configuragdo absoluta do 6-
deoxiclitoriacetal € oposta a estabelecida na literatura. Assim, o rotendide isolado
de C. farchildiana é (6aS,12aS)-6-desoxiclitoriacetal. Esse trabalho, além de
investigar a estrutura de tal composto, propbés a realizacdo de reacfes de
modificacdes estruturais, como de acilacdo, condensacdo e reacao
multicomponente. Foram preparados trés derivados quimicos, sendo que a
reacdo com etanolamina levou a formacdo de um derivado ndo usual, com
eliminacao de uma unidade de floroglucinol.
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3.1 Introducéao

O 6-desoxiclitoriacetal foi isolado pela primeira vez das raizes de Clitoria
farchildiana (LIN et al., 1992) e é um dos compostos mais abundantes. Da
investigacao fitoquimica da C. fairchildiana realizada neste trabalho, por meio de
metodologias ja descritas no capitulo 2, foi possivel obter o 6-desoxiclitoriacetal
com rendimentos expressivos utilizando-se em poucas etapas, dessa forma viu-
se que seria possivel a investigacdo mais profunda dessa estrutura dada a
disponibilidade e facilidade de obtencéo. Além disso, presenca de centros quirais
destaca a necessidade de determinacao da configuragéo absoluta da estrutura.

Devido a similaridade de tal estrutura com compostos reportados na
literatura como o clitoriacetal e rotenona, sendo apontado na literatura que
alguns sinais caracteristicos que esse grupo de estruturas apresentam evidéncia
da estereoquimica em C-12a em rotenoides naturais esta baseada na relacéo
com a configuragao (S)' em C-6a (CARLSON; WEISLEDER; TALLENT, 1973),
muitos autores consideram que o0s substituintes nas posicdes C-12a e C-6a
estdo sempre apontando para 0 mesmo plano em estruturas com esse mesmo
esqueleto base.

O estudo da estrutura cristalina do 6-desoxiclitoriactal descreve
informacgdes sobre a estrutura e tamanho de ligagbes (ROENGSUMRAN et al.,
2003). No entanto, este estudo ndo menciona expressamente nada em relacdo
a configuracéo absoluta.

As configuracfes absolutas de grande parte dos rotendides naturais do
tipo 12a-hidroxirotendide conhecidos s&@o consideradas similares a da (-)-
rotenona, ou seja, cis-(6aS,12aS). Muitos autores justificam tal configuracao
devido aos rotendides naturais apresentarem uma conformacao onde o sistema
de anel B/C estd fundido em uma configuracdo cis termodinamicamente
favoravel, o que é evidenciado pelo deslocamento quimico do de H1 no espectro
de RMN de H na faixa de & 6,6-6,8 quando em solucdo de CDCIs. No entanto,
mesmo que considerada a estereoquimica cis, existe a possibilidade da
formacado do outro isbmero, o que foi observado quando o primeiro rotenoide,
(+)-eritinona, conhecido uma configuracéo absoluta cis-(6aS,12aS) foi isolado da
casca da raiz de Piscidia erythrina. Mas vale ressaltar que quando um grupo
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hidroxila est4 presente em C12, podem ocorrer tanto a geometria cis quanto a
trans, sendo que a trans é caracterizada pelo sinal do H1 no espectro de RMN
de 1H fortemente desblindado em d 7,6-7,9 em CDCIlz em relacdo ao isdmero cis
(Tahara,1990).

Esse composto tem apresentado diferentes atividades biologicas,
inclusive atividade anti-inflamatoria in vivo ((PEREIRA DA SILVA; PARENTE,
2002). Nesses estudos, foi verificado que a integralidade da juncdo dos anéis
B/C é importante para a existéncia da atividade biologica. Dessa maneira,
obtencdo de derivados quimicos sao importantes para obtencdo de novos
derivados bioativos.

Algumas estratégias de obtencéo de derivados foram adotadas baseadas
na andlise da estrutura de tal composto e disponibilidade de material. De modo
geral, substancias heterociclicas sdo predominantes entre as estruturas das
substancias que possuem acado terapéutica (CUNHA et al., 2015). Devido a
presenca da hidroxila fendlica na estrutura uma das metodologias empregadas
foi a proposta por Hans von Pechmann (1883), na qual ha a formacéo de mais
um ciclo na estrutura, nesse caso levando a formagao de uma cumarina, por
meio de uma reacgao de condensacéao entre o composto fendlico e um composto
dicarbonilado catalisada por acido.

A acilacdo orto-dirigida também foi realizada de modo a inserir na
estrutura mais um grupo carbonilico, o que possibilitaria a formacdo de outros
compostos a partir desse composto intermediario, onde foi empregada a
metodologia baseada na ortoacilacdo regiosseletiva de fenol catalisada por
FeCls em micro-ondas (NAEIMI; MORADI, 2007). De modo a obter o derivado
metoxilado, foi empregada as mesmas condi¢cdes utilizadas na sintese de
Williamson (DIAMANTI et al., 2021). Por fim, a reagdo multicomponente, também
conhecida como Reacéo de Mannich, foi empregada de modo a levar a obtencéo
de aminoderivados substituidos na posicao vizinha a hidroxila fenélica (JAIN et
al., 2014).
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo Geral

Preparar derivados quimicos e determinar a estereoquimica absoluta do 6-
desoxiclitoriacetal, bem como determinar a estrutura dos derivados obtidos por
meio de modificacao estrutural espécie C. fairchildiana.

3.2.2 Objetivos especificos

e Determinar a configuragdo absoluta do 6-desoxiclitoriacetal por meio de

dicroismo circular eletrénico

e Preparar derivados do 6-desoxiclitoriacetal por meio de reacdes de

modificacao estrutural

e Determinar a estrutura dos derivados obtidos por meio de analise de

RMN e espectrometria de massas
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3.3 Fundamentacéo tedrica
3.3.1 Determinacgao da configuracdo absoluta por dicroismo circular

Existem diversas técnicas comummente utilizadas para determinacdo da
configuracdo absoluta de moléculas e a escolha do uso de cada uma delas é
baseada em critérios minimos que sdo necessarios para sua aplicacdo. A
cristalografia de raio-X foi o primeiro método utilizado com tal finalidade, para
utiliza-lo € necessario obter cristais Unicos de alta qualidade. A RMN apesar de
ser uma técnica insensivel a quiralidade, ao combinar a estrutura em
investigagdo com um auxiliar quiral, essa técnica passa a ser util na
determinacdo da configuracdo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005). Outra
estratégia é realizar a sintese estereocontrolada, onde um dos enantidbmeros
seria obtido com grande pureza enantiomérica. Espectroscopia de massas
também pode fornecer informacgdes importantes relacionadas a determinacgéo da
configuragédo quando combinada com a espectroscopia rotacional, apesar de ser
menos comum essa aplicacdo (ALLENMARK; GAWRONSKI, 2008).

Muito tem se utilizado de comparacbes de rotacdo Otica para
determinacdo da configuracdo absoluta de moléculas sintetizadas somado ao
estudo de estrutura cristalina que descreve informacdes sobre conformagéo da
estrutura e tamanho de ligac6es (ROENGSUMRAN et al., 2003), no entanto ndo
€ possivel determinar expressamente nada em relacdo a configuracdo absoluta,
pois os dados ndo sdo suficientes. Além disso os produtos naturais podem ser
obtidos como misturas enantioméricas e consequentemente ndo apresentam
atividade o6tica (NOVAK; TRAUNER, 2020).

Métodos quirOpticos, sdo métodos espectroscopicos sensiveis a
quiralidade, que se baseiam na interacao diferencial de uma molécula quiral em
uma mistura ndo racémica com a radiagdo circularmente polarizada, nao
podendo apresentar elementos de simetria. Existem alguns tipos de métodos
quirépticos: Rotacdo Optica, Dispersao rotatéria Optica, Dicroismo circular
eletronico, Dicroismo circular vibracional, Atividade dptica raman (JAHNIGEN,
2023). De modo geral, a determinacgao da configuracao absoluta por meio desses
métodos ocorre em solugdo, sem necessidade de formacdo de cristais,
derivatizacdo da estrutura ou utilizagdo de croméforos (SLADE; FERREIRA;
MARAIS, 2005).
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3. 3.2 Determinacéo da configuracao absoluta do 6-desoxiclitoriacetal

O 6-desoxiclitoriacetal (1) faz parte do grupo dos 12a-hidroxirotendides e
foi isolado pela primeira vez nas raizes de Clitoria macrophylla (LIN et al., 1992).
E descrito na literatura que a confirmagéo da fus&o do anel cis B/C em rotenoides
ocorreu por meio da avaliagdo dos desvios quimicos nos sinais observados nos
espectros de RMN de 'H para uma série de rotendides. Estudos anteriores
afirmam que a evidéncia da estereoquimica em C-12a em rotendides naturais
esta baseada na relacdo com a configuracéo (S)' em C-6a.

Desde o primeiro relato de isolamento do 6-desoxiclitoriacetal é
considerado que essa estrutura apresenta uma conformacao determinada e uma
consequente estereoquimica pré-definida que provavelmente foi baseada em
uma série de dados de estruturas similares (LIN et al., 1992). Por exemplo, em
estudo anterior realizado por Crombie (CROMBIE, 1984) dados de biossintese
de rotenoides foram reunidos, nos quais todos apresentavam o mesmo padrao
conformacional e consequentemente mesma estereoquimica. A investigacao da
estrutura cristalina e molecular da rotenona apresentou resultados que
apontaram para as configuracdes 6aS, 12aS, 5'R deduzidas para essa estrutura
(ARORA et al., 1975). No entanto, para rotenona (2), o padrao de protons 6a ndo
é claro no espectro de RMN de 'H e o dubleto de prétons 12a coincide com o
sinal do grupo OMe, apesar de ter sido considerado o mesmo padrédo de
configuracdo (CARLSON; WEISLEDER; TALLENT, 1973).

Uma analise da estrutura cristalina do 6-desoxiclitoriactal revelou que a
molécula adota uma conformacéo em forma de telhado, onde foi evidenciada
que ambos os planos sao quase achatados com planos médios de minimos
quadrados de 0,0035 A e 0,0069 A, respectivamente (ROENGSUMRAN et al.,
2003).

Nesse estudo o plano basal é tido como referéncia para descricdo do
posicionamento dos atomos ou grupos de atomos na estrutura. Embora o anel
central B (Cla a Cl2a) e o anel C (Cl2a a C12) exibam uma conformacao
distorcida em forma de meia cadeira, os atomos C6 e Ol estdo apenas
ligeiramente deslocados em rela¢do ao plano basal, com valores de -0,303(3) A

e 0,023(3) A, respectivamente. Ja o atomo de oxigénio O2 no sistema de anéis
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de quinolina se encontra quase no mesmo plano basal, a uma distancia de
0,037(2) A fora desse plano.

Outro ponto analisado pelos autores é que devido a influéncia da ligacao
de hidrogénio intramolecular entre O7 e O6, a distancia da ligagdo Cl1la-C11,
1,430(2) A, é aumentada quando comparada as distancias das ligacées C-C nos
anéis de benzeno, que estdo na faixa esperada de 1,377(2)A a 1,414(2) A. A
analise da porcdo aromatica da estrutura revelou que todos os grupos metoxil
sdo aproximadamente coplanares aos anéis de benzeno.

Além das interagBes entre atomos adjacentes, a andlise da estrutura
cristalina também evidenciou interacbes entre as duas porcBes aromaticas,
anéis A e B. Foi visto que o anel dimetoxil fenil (anel A; C1 a Cla) € posicionado
exatamente acima do outro anel metoxil fenil (anel B) da molécula vizinha por
meio de interacdes de Van der Waals em vez de interagdes 1- 1T por conta do
atomo de hidrogénio hidroxila, H3, apresentar uma ligacdo de hidrogénio
bifurcada entre o O6 do sistema de anel de quinolina e o O1 do anel furano da
molécula vizinha (x -1, y, z). Como consequéncia hé a formag&o de uma pseudo
cadeia polimérica infinita ao longo do eixo a (ROENGSUMRAN et al., 2003).

Os rotenoides isolados da casca das raizes de Piscidia carthagenensis,
rotenona (2), miletone (3) e piscicartona (4) tiveram sua configuracao absoluta
determinada por dicroismo circular vibracional (DCV). A configuracdo absoluta
de uma das estruturas foi determinada por meio de comparagéo, considerado
gue os trés rotendides isolados por partilharem uma origem biogenética comum,
deveriam ter a mesma configuracdo absoluta. Uma vez que a as estruturas
moleculares de alguns rotenoides sugere estruturas moleculares rigidas e,
portanto, relativamente poucos conformeros de baixa energia, uma forma na
qual a configuracdo absoluta de alguns rotenoides foram determinadas foi por
meio da comparacdo da configuracdo experimental e espectros calculados de
dicroismo circular vibracional, onde foi confirmado o padrdo cis-(6aS,12aS)
normalmente encontrado (ORTEGA; PEREZ-HERNANDEZ; JOSEPH-NATHAN,
2019). No entanto, mesmo que considerada a conformacgédo cis, existe a
possibilidade da formacgao de outro conformero, o que foi observado quando o
primeiro rotendide, (+)-eritinona (5), de configuragédo absoluta cis-(6aR,12aR) foi
isolado da casca da raiz de Piscidia erythrina (TAHARA et al., 1990).
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Apesar de que para um de rotenoide isolado a posicdo relativa dos
substituintes em 12a e 6a indicarem comummente um padréo cis, vale ressaltar
gue quando um grupo hidroxila esta presente em C12, podem ocorrer geometrias
cis e trans, onde a geometria trans é caracterizada pelo H1l fortemente
desblindado no espectro de RMN de 'H registrado & 7,6-7,9 em CDCls
(YENESEW et al., 2003). Para os rotenoides isolados das raizes de Mirabilis
multiflora, o resultado da determinacao da configuracdo absoluta por dicroismo
circular eletronico (DCE) demonstrou que os dados obtidos para mirabijalona A
(6), boeravinona C (7) e 6-metoxiboeravinona C (8) evidenciaram a presenca de
um anel trans-B/C incomum. Adicionalmente os dados de RMN de 'H
apresentaram um valor do desvio quimico para H-1 [(dH 7,76 (6) 7,81 (7) e 7,84
(8) em metanol-d4)] fortemente desblindado, o que implicaria numa configuracao
absoluta (6aR,12aS) ou (6aS,12aR). Esses dados de RMN foram consistentes
com os dados dos espectros de ECD de 2, 5 e 6, que mostraram valores positivos
e negativos sequenciais em 300-330 e 348-360nm demonstrando consisténcia
com uma configuragéo absoluta trans (6aS,12aR) (SHARMA et al., 2021).

O espectro de dicroismo circular eletrénico (ECD) da multiferona A (9)
mostrou um efeito Cotton positivo (CE) em ca. 322 nm e um CE negativo em ca.
357 nm, consistente com uma configuracdo absoluta (6aS, 12aR), bem como o
espectro de ECD da multiferona B que forneceu um CE positivo em ca. 313 nm
e um CE negativo em ca. 348 nm, reminiscente de uma configuracao absoluta
(6aS,12aR) (SHARMA et al., 2021).
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6 R1=CH3, R2= OH, R3= H

7 R4=H, Ry= OH, Ry= H

8 R1:HY R2: OH, R3: OCH3

9 R1=CH3, R2= OH, R3= OCH3

Figura 3.1 Rotenoides isolados com configuragcéo absoluta determinada

3.3.3 Estratégias de obtencao de derivados

A condensagao de Pechmann foi descoberta em 1883 por Hans von
Pechmann (1883). A reacéo de condensacao de Pechmann envolve um fenol e
um éster/acido carboxilico que contenha um grupo B-dicarbonilico e que na
presenca de um catalisador acido leve a formacéo de um produto condensado.
Esse tipo de reacdo € um dos métodos classicos de obtencdo de cumarinas e
dependendo dos substituintes (CUNHA et al., 2015). Que além de fornecer bons
rendimentos de cumarinas 4-substituidas, fornece conversao rapida, sendo o
tempo de reacdo para alguns reagentes de apenas 10 minutos (POTDAR,;
MOHILE; SALUNKHE, 2001).

Reacbes de acilacdo em compostos aromaticos, especificamente a
reacao regiosseletiva em compostos fendlicos leva a obtencdo de compostos
ceto-derivados muito uteis na formacao de intermediarios de sintese. Uma das
rotas mais comuns de obtencao desses derivados é por meio da reacéo classica
de acilacdo de Friedel-Crafts de derivados fendlicos na presenca de acidos de
Lewis (Moradi, 2007).

A reacdo de acilagdo de fendis pode ser promovida ao passo que O

derivado fenolico é posto em contato com acidos carboxilicos na presenca de
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alguns &cidos de Lewis sob irradiagdo de microondas. Na literatura é relatada a
obtencdo de derivados orto-substituidos com o composto nafitol (10) quando
compostos hidroxiarilicos reagem com acido acético na presenca de FeCls sob
irradiacéo de micro-ondas (NAEIMI; MORADI, 2007).

A sintese de Williamson € empregada d modo a se obter o produto de O-
alquilacao ou o produto O-metoxilado. Essa reacdo envolve um haloalcano (ou
haletos de alquila) e um alcool em que na presenca de uma base forte tem como
resultado a formacdo de um éter e um sal como produtos secundarios
(DIAMANTI et al., 2021).

Uma das estratégias utilizadas na obtencdo aminoderivados € por meio da
reacdo multicomponente, também conhecida como Reacédo de Mannich. Tal
metodologia permite a obtencdo de aminoderivados substituidos na posicao
vizinha a hidroxila fendlica, sendo assim também € uma reacgéo regiosseletiva
(JAIN et al., 2014).
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3.4Metodologia

3.4.1. Isolamento do 6-desoxiclitoriacetal de C. farchildiana

Conforme descrito no capitulo 2 deste trabalho, o 6-desoxiclitoriacetal foi
obtido do extrato das raizes de C. fairchildiana Depois de obtido o extrato bruto
em DCM, preparado por maceragado durante o periodo de 48h, a partir de 600 g
de raiz seca e moida., particionada com DCM, apés a remogéo de graxas com
hexano, foi obtido o extrato em DCM (0,7249). Toda a massa desse extrato foi
submetida a cromatografia flash automatizada num equipamento MPLC
(Biotage, mod. Isolera) usando um cartucho de coluna flash pré-embalado com
silica de fase normal de 100g, cuja fase movel utilizada foi a mistura binaria em
gradiente de Hexano/AcOEt num fluxo de 12 mL/min. Nessa etapa foram obtidas
14 fracdes onde a fracdo 1 correspondeu ao 6-desoxiclitoriacetal (116 mg e

16,02%, em relacdo a fragdo em DCM e 1,93% em relagédo ao material vegetal).

3.4.2. Célculos tedricos de Dicroismo Circular Eletronico

Os célculos foram realizados usando DFT wb97xd/6-311++g(d,p) em
metanol (para a geometria das duas moléculas). E o ECD: TD DFT wb97xd/6-
311++g(d,p) em etanol. O solvente foi usando modelo PCM (Polarizable
Continuum Model). Também foram simulados os espectros no IV e UV. Os
calculos foram realizados no Instituto de Fisica da UFAL com colaboracédo do

Prof. Dr. Vinicius Manzoni.

O espectro de DC foi registrado a partir de uma solucéo de 0,01 mg/mL
num equipamento Espectropolarimetro de Dicroismo Circular JASCO J-815com
um detector de PTM no modo fotométrico, num range de medidas de 500 — 190

nm.

3.4.3. Reagdes de modificagéo estrutural
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3.4.3.1 Reagao de Pechmann com o 6-desoxiclitoriacetal

Foi preparada uma solucdo equimolar entre 37,4 mg de 6-
desoxiclitoriacetal em 15 mL de acetoacetato de etila em banho de gelo. Apés a
total solubilizacdo foram adicionados 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado
também gelado lentamente. Durante o gotejamento ja foi possivel observar a
formacédo de um sdlido laranja, mas o meio tornou-se homogéneo no decorrer
do tempo. O conjunto foi mantido sob agitacdo durante 30 minutos.
Posteriormente o material de sintese foi posto em 4gua gelada havendo entdo a
formacéo do precipitado, PR6DEO. O sélido obtido (27,3 mg, 91 %) foi filtrado e

lavado com agua gelada.

3.4.3.2 Acilacao orto-dirigida do 6-desoxiclitoriacetal

A ortoacilacdo do 6-desoxiclitoriacetal foi realizada na presenca de FeCls
sob irradiacdo de microondas. Uma mistura de 0,18 mmol do substrato (33,6
mg), 0,062 mmol de cloreto de ferro (lll) e 11,4 mL de acido orgéanico foi irradiada
num forno de microondas durante 3 minutos. O progresso da reacao foi
monitorizado por TLC. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, a mistura
foi dissolvida em 10 ml de DCM e a solucgéo foi lavada com aproximadamente 20
mL de agua e, posteriormente 20 mL de NaHCOs3 para remocédo do excesso de
acido organico, filtrada e evaporada. O material obtido, AO6DEO, foi purificado
por CC utilizando o éter de petrdleo como eluente obtendo-se 17,4 mg do produto
(58%).

3.4.3.3 Obtencéao de derivados do 6-desoxiclitoriacetal com iodeto de metila

Para obtencdo do derivado metoxilado, 0,055 mmol do 6-
desoxiclitoriacetal foi solubilizado em 5 mL de DMSO, juntamente com 0,8 mmol
de K2COs (37,3 mg) e 0,8 mmol de lodeto de metila (35 pL). O progresso da
reacao foi monitorizado por TLC e apds 2 horas nao foi identificada a presenca
de reagente no meio, dessa forma foram adicionados ao meio 30 mL de agua,

no entanto como né&o foi observada a formacgéo de precipitado, a mistura foi
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concentrada em evaporador rotativo e o produto, RM6DEO, obtido por particdo

com cloroférmio fornecendo assim 15,6 mg do produto (52%).

3.4.3.4 Reacao multicomponente do 6-desoxiclitoriacetal com etanolamina e
formaldeido

Foram utilizadas 30 mg do 6-desoxiclitoriacetal, o que corresponde a 0,08
mmol, solubilizada em metanol. A quantidade equivalente da etanolamina
utilizada foi de 0,008 mol, 4,9 L. A quantidade de formaldeido utilizada foi de 35
puL. A solucdo foi agitada a 40 °C por 8 h, e o progresso da reacédo foi
monitorizado por TLC, sendo necessario adicionar quantidade equivalente do
aminoderivado mais uma vez, mantendo em meio reacional por mais 16h. A
mistura foi concentrada e submetida a separacdo cromatogréafica CC em coluna
isocratica CHCI3:MeOH 9:1 fornecendo 8,3 MG do produto REF6DEO (27,6%).

3.4.4. Obtencao dos espectros

Os espectros na regiao do IV foram obtidos no equipamento IRAffinity-1
da Shimadzu, as leituras na regido UV-vis foram feitas no espectrofotometro de
UV-vis Varian Cary 50, disponiveis nos laboratorios do Instituto de Quimica da
UFBA.

Os espectros de RMN e de massas foram obtidos da Central Analitica da
Universidade de Séo Paulo (USP) e também no Instituto de Quimica da UFG, as
analises de massas de alta resolucao foram realizadas no equipamento Amazon
Speed ETD da Bruker (LTF-UFPB), quando infusédo direta, e as analises de RMN
nos equipamentos de RMN de 300 MHz e 500 MHz também da Bruker.

3.5. Resultados e discusséao

3.5.1. Dicroismo circular

O 6-desoxiclitoriacetal, cujo numero de registro no CAS é de 146163-05-

5, tem estereoquimica dos carbonos 6a e 12a assinaladas como R. A literatura
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referenciada ndo se refere a determinagdo de configuragdo absoluta dessa
estrutura e sim a uma configuracao relativa.

Dessa forma neste trabalho foi realizada a atribuicdo da configuracéo
absoluta do 6-dexilitoriacetal pelo calculo do DCE. Ambos os espectros DC dos
enantiomeros foram calculados (Figuras 3.2 e 3.3), juntamente com 0s espectros
UV e IV (Figuras 3.4 e 3.5, respectivamente). Os espectros de DC para
rotenoides geralmente mostram multiplos CEs devido a varios croméforos com
absorcao relativamente forte na faixa de 360-190 nm.

ECD Spectrum
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Figura 3.2 Espectro de EDC calculado para os enantiomeros 6aR12aR (azul) e
6aS,12aS (vermelho)
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Figura 3.3 Espectro experimental e espectros tedéricos calculados usando DFT
wb97xd/6-311++g(d,p) em metanol (para a geometria das duas moléculas). E o
ECD: TD DFT wb97xd/6-311++g(d,p) em metanol.
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Figura 3.4 Espectro UV-VIS do 6-desoxiclitoriacetal calculado para o

enantibmero 6aS,12aS
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Figura 3.5 Espectro IV do 6-desoxiclitoriacetal calculado para o enantiomero
6aS,12aS

Nota-se um pequeno deslocamento no espectro tedrico para o
enantibmero em questdo, no entanto esta dentro da precisdo do método pois a
energia tedrica obtidas das primeiras bandas estdo um pouco acima do valor
experimental. A convolucédo do valor tedrico foi obtida utilizando uma largura dos
picos a meia altura de 2685.83 cm ou 0.333eV.

A comparacdo do DC e UV experimental (Figura 3.6) com o CD e UV
calculados permitiu-nos concluir que a configuracdo absoluta do 6-
deoxiclitoriacetal € oposta a estabelecida na literatura. Assim, o rotenoide isolado

de C. farchildiana € o (6aS,12aS)-6-desoxiclitoriacetal.

5 % 40
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50,0 2008
a5 |
25,0 =00
125
}
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E 1Y 18 U RV —— ————————r——————
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Figura 3.6 Espectro na regido UV-VIS do 6-desoxiclitoriacetal obtido

experimentalmente
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3.5.2. Reagbes de modificagéo estrutural

O primeiro indicativo de que a reagao de Pechmann ocorreu foi constatado
por meio do comparativo dos espectros do reagente e do produto na regido do
IV indica que houve reacéo por conta da supressao do sinal da hidroxila fenélica
e surgimento do sinal em 1722 cm! que seria correspondente a carbonila do
anel lactona. Sinal que foi observado nos espectros de ambos os produtos.
Notou-se também que o sinal atribuido a carbonila do reagente também
permanecia no produto, apesar de um pouco deslocado, para uma regido de
mais baixa energia. No reagente ele foi observado em 1633 e ja no produto foi
observado em 1656 cm (Figuras 3.10 e 3.11).

Obtidos os espectros de RMN de *H (Figura 3.12), foi observado que tanto
o produto da reacdo de Pechmann quanto o produto de acilacdo orto-dirigida
apresentavam o mesmo padrédo espectral de deslocamento e multiplicidade de
sinais, 0 que indicou que o mesmo produto foi obtido apesar de aplicadas
metodologias distintas. Pela andlise dos dados de RMN pode-se concluir que

nao houve formacao do derivado esperado.

No espectro de RMN de 'H foi observada a presenca de um singleto em
0 4,48 com integral para dois hidrogénios, que corresponde no produto aos
hidrogénios anteriormente assinalados como diasterotdpicos no substrato o que
sugeriu que houve uma desidratacao da espécie, levando a formacédo de uma
ligagdo dupla, onde o hidrogénio do centro quiral anteriormente presente no
reagente foi removido, o que explica a nova multiplicidade dos hidrogénios

vizinhos, pois eles passaram a ser quimicamente equivalentes.

Outros dados observados corroboram com o fato de que houve apenas a
desidratacdo do substrato. Todos os sinais de hidrogénios aromaticos com
mesma multiplicidade e integrais também foram observados no produto. Além
disso observa-se que o hidrogénio ligado ao carbono 1 para uma regido mais
desprotegida, o que foi atribuido ao efeito anisotrépico da carbonila, pois a
estrutura passa a ser planar, o que resulta numa maior proximidade desse
hidrogénio com os pares de elétrons néo ligantes do oxigénio da carbonila, o que

resulta numa maior desprotecdo quando comparado ao substrato. Outro efeito
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observado foi o deslocamento do hidrogénio da hidroxila fendlica para uma
regido de maior desprotecéo. Esse fato também pode ser atribuido a planaridade
do produto, o que resulta numa interacado mais forte dessa ligacéo de hidrogénio
intramolecular. Desse modo, para ambas as metodologias o produto obtido foi o
10 (Figura 3.8).

Por fim, nota-se que o estiramento observado em 1722 cm corresponde
na verdade a carbonila ja existente no reagente e observa-la, no produto, numa
regido de mais baixa energia pode ser explicado pelo fato de que a presenca da
ligacdo dupla numa posicdo a, 3 em relagéo a essa carbonila resulta em hibridos
de ressonancia que demonstra que a ligacdo C=0 nesse produto apresenta um
maior carater de ligacdo simples do que quando comparado ao reagente (Figura
3.7). E o estiramento em 1656 cm™! corresponde na verdade ao estiramento C=C
da nova ligag&o dupla na estrutura. Os produtos foram obtidos com 91% e 58%
respectivamente para cada uma das metodologias empregadas.

Figura 3.7 Estruturas de ressonancia do produto de desidratacéo

Conforme afirmado, ambas as reacdes resultaram no mesmo produto, o

que foi atribuido ao fato de que ambas foram realizadas em meio acido.
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OCH,

10

Figura 3.8 Estrutura do produto de desidratacao (10)

De modo a avaliar a reatividade da hidroxila fendlica. Foi entdo preparado
o derivado metilado, por meio da sintese de Williamson, devido as condi¢cdes
para essa reacao ser o meio basico. O produto dessa reacéao foi obtido com 52%
de rendimento, e o maior indicativo de formacdo do derivado metoxilado foi a
presenca de mais um sinal com integral para 3 hidrogénios na regiao de grupo
metoxila ligado a anel aromatico, evidenciado no espectro de RMN de *H (Figura
3.14). O grupo de sinais caracteristicos dos hidrogénios disterotopicos
permaneceram no espectro do produto bem como todos os outros sinais de

hidrogénios aromaticos.

Figura 3.9 Estrutura do produto de metilagéo (11)
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Tabela 3.1 Dados de RMN de 'H e RMN de ¥C (125 MHz, CDCIls) das
substéancias obtidas [500 MHz, CDCls, & (ppm), J (Hz)]

H Composto 10 Composto 11
H 13C H 13C
1 8,28 (s) 110,9 6,54 (s) 109,3
la - 109,7
2 - 156,6 151,8
3 - 157,3
4 6,56 (S) 106,2 6,49 (s) 101,1
4a - 149,2
6 4,98 (m) 64,8 4,59 (dd, J=12,0e
2,5Hz) 4,46 (dd, J=
12,1 e 1,0 Hz)
6a - 146,3 4,53 (m) 75,6
8 6,38 (M) 92,6 6,05 (d, J= 2,2 Hz, 93,3
1H)
9 165,3 167,3
10 6,38 (M) 98,4 6,03 (d, J=2,2 Hz, 144,1
1H)
11la - 100,6
12 - 179,2 189,9
12a - 144,2 151,8
2-OMe 3,96 (s) 56,4 3,91 (s) 56,4
3-OMe 3,87 (s) 55,9 3,81 (s) 55,8
9-OMe 3,88 (s) 55,8 3,78 (s) 56,2
11-OH 12,93(s) 162,8 - -
11-OMe - - 3,74 (s) 55,6
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Figura 3.10 Espetro do 6-desoxiclitoriacetal na regidao do IV feito em ATR
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Figura 3.12 Regido do espectro de RMN de 'H contendo todos os sinais atribuidos ao produto de desidratacdo 11 [500 MHz,

CDCls, d(ppm)]
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O produto da reagéo de Mannich com o rotenoide foi submetido a analise
de RMN de 'H e 3C (Figuras 3.23, 3.24 e 3.25). A andlise dos dados do espectro
de RMN de 3C (Figura 3.25) permitiu identificar a presenca de 14 sinais de

carbonos no espectro possiveis de serem atribuidos a estrutura.

O espectro em RMN de H revelou um padréo de sinais aromaticos similar
ao anel B do substrato, onde os sinais registrados em & 6,83 (s, 1H) e 6,47 (s,
1H) em regido de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos ndo apresentam
multiplicidades, o que sugere que eles estdo em uma relacéo para entre eles em
um anel aromético também substituido em quatro posi¢cées. Comparativamente
ao substrato, o 6-desoxiclitoriacetal, foi identificada a presenca de trés sinais de
hidrogénio em & 4,43 (m, 1H), 4,19 (m), 3,96 (m, 1H) (Figura 3.24), que devido a
complexidade de acoplamento e multiplicidade de sinais apresentados, foram
atribuidos aos hidrogénios alifaticos também presentes no substrato, porém a
multiplicidade diferenciada pode ser atribuida a uma provavel mudanca de
planaridade da estrutura apds a derivatizacao.

O sinal em & 3,68 (t, 2H) e o sinal em & 3,43 (m, 2H) com integrais
correspondentes a 2 hidrogénios cada um na regido onde é comum a presenca
de hidrogénios ligados a carbonos desblindados indicam a presencga de mais
dois hidrogénios ligados a carbonos alifaticos na estrutura. Considerando que na
reacdo de Mannich é esperada a condensacdo dos reagentes, tais sinais
sugerem a insercao da etanolamina a estrutura.

O espectro de RMN de *3C registrou 14 sinais que podem ser atribuidos
a estrutura. Por outro lado, o composto precursor apresenta 19 carbonos.
Considerando que os trés sinais de hidrogénios observados como similar ao da
estrutura do substrato permanecem no produto, foi sugerida a permanéncia do
anel D na estrutura e que a modificacdo ocorreu no anel C. No espectro de RMN
de 13C o sinal mais desblindado observado ocorreu em dc 174,4, 0 que sugere a
presenca de um carbono acila caracteristico de esteres, acidos e amidas. Tendo
em vista que foi observada a diminui¢géo e 5 carbonos a estrutura, tal defasagem
poderia sugerir que ocorreu a perda do anel aromatico A da estrutura do
substrato, que continha 7 carbonos, 0 que resultaria na presenca de apenas 12

carbonos, porém a insercao da etanolamina, sugerida por conta da presenca dos
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dois sinais em & 3,68 (t, 2H) e © 3,43 (m, 2H), garantiu o aumento de dois
carbonos na estrutura coincidindo com o observado no espectro de RMN de *3C.

O espectro na regido do IV (Figura 3.22) evidenciou vibracdes de
estiramento e dobramentos que permitiram ratificar a formacdo do produto
aminoderivado. Baseado na evidencia da formacao de uma amida ou éster por
conta do sinal atribuido a carbonila estar numa regido menos desprotegida
guando comparado ao substrato, o estiramento observado no espectro na regido
do IV em 1643 cm™ é um importante indicativo de formagdo de uma amida na
estrutura, j& que o estiramento C=0O de grupamento carbonila em amidas é
observado na regido de menor energia quando comparada a de carbonila de
éster que ocorre em torno de 1735 cm™.

Além disso, é observado o estiramento N-H na banda registrada em 3371
cm?, indicativo de estiramento N-H de amidas secundarias nesse espectro
também foi possivel observar o estiramento N-H em 1512 cm™. E possivel
também observar os estiramentos assimétrico e simétrico atribuidas a
grupamento metileno da por¢cdo amino proveniente da etanolamina, registrado
em 2924 e 2854 cm™.

Os dados relatados aliados ao espectro de HRESIMS para esta
substancia (Figura 3.28), cujo ion molecular foi registrado em modo positivo em
m/z 296,1124 permitiu determinar a formula molecular C14H17NOs + H (calculado
para 294,1134), bem como o ion registrado em m/z: 336,1043 que permitiu
determinar a férmula molecular Ci14H17NOs + H20 + Na (calculado para
336,1059). Essa FM apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a
7, cujo valor ratifica a presenca de um nucleo aromatico, a presenca de mais de
uma ligagéo dupla ou um ciclo insaturado e refere-se também a inser¢do de uma
parte ciclica na estrutura.

O espectro em HSQC (Figura 3.26) permitiu correlacionar os hidrogénios
ligados a carbonos. Foi possivel correlacionar todos os hidrogénios identificados
no espectro de *H RMN com os carbonos respectivos: 61 6,47 e dc 100,25, OH
6,83 e 6c 110,98, dn 4,43 € 4,19 com dc 66,4, dH 3,94 e dc 70,2, dH 3,68 (2H) e
Oc 60,39, on 3,44 e Oc 41,3. O espectro em HMBC (Figura 3.27) permitiu
identificar diversas correlagfes entre os hidrogénios e carbonos hidrogenados e
nao hidrogenados. As correlagdes observadas entre os hidrogénios e carbonos
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da estrutura obtidas pela analise do espectro em HMBC foi esquematizada na
figura 3.18.

Figura 3.19 Estrutura da substancia obtida a partir da reacdo multicomponente

Reacdes multicomponentes séo realizadas de modo a se obter produtos
de condensacdo, nos quais ha a insercdo de mais carbonos na estrutura. Na
reacdo multicomponente de Mannich um aldeido ou cetona, reage com uma
amina nao terciaria e um aldeido nao enolizavel, levando a obtencdo de aminas
alquiladas que s&o conhecidas como bases de Mannich (ROGERIO et al., 2016).
A reacdo da berginina com diversas aminas secundarias substituidas por meio
da reacdo de Mannich levou a obtencédo de diversos produtos de substituicdo
eletrofilica, no anel aromatico dessa estrutura na posi¢cao alfa a hidroxila, com

rendimentos que variaram de 80 a 95% (JAIN et al., 2014).
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Nesse trabalho, de acordo com a interpretacdo dos espectros de RMN e
massas obtidos do derivado, foi visto que a estrutura obtida foi diferente da

esperada.

Figura 3.20 Esquema da formacao do produto da reacdo multicomponente

Foi sugerido um mecanismo para formacdo do produto da reacdo
multicomponente (Figura 3.21). Devido a eletrofilicidade do carbono carbonilico
foi sugerido que o nitrogénio da etanolamina reage com esse centro levando a
obtencdo de um intermediério tetraédrico. Devido a carga positiva no nitrogénio
apos o ataque, no reestabelecimento da ligacdo dupla da carbonila foi sugerido
que h& a quebra da ligacdo com o carbono aromético levando a abstracao de
um dos prétons ligado ao nitrogénio. Na etapa seguinte devido a eletrofilicidade
do carbono ligado a hidroxila na etanolamina, da densidade de elétrons no
oxigénio ligado ao anel aroméatico e a possibilidade de formacdo de um anel de
7 membros, foi sugerido o ataque nucleofilico pelo oxigénio mencionado ao
carbono eletrofilico e estabilizacdo das cargas pela presenca do formaldeido e
também pelo meio ser o metanol. Todavia, aparentemente, este é o primeiro
relato de uma reacao que ocorre eliminacdo de um derivado do fluoroglucinol
através de uma reacédo de substituicdo nucleofilica. H& necessidade de estudar
a reatividade dessa molécula com outros reagentes e sem a presenca do

formaldeido.
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OCHs

Figura 3.21 Mecanismo de formacgé&o do produto da reacdo multicomponente

Tabela 3.2 Dados de RMN de 'H [500 MHz, CDClIz, & (ppm), J (Hz)] e RMN de
13C (125 MHz, CDCI3) do composto 12 [500 MHz, CDClz, & (ppm), J (Hz)]

la

4a

6a
12
12a
1
Py

1H
6,83 (s)
6,47 (s)
4,19 (m) e
4,43 (m)
3,94 (m)

3,43
3,68

13C
110,9

149,26
1435

150,65
100,2
73,4
66,4

70,2
174,4
113,8

41,3

60,3
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Figura 3.23 Regido do espectro de RMN de H de 13 [500 MHz, CD3OD, &(ppm)]
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Figura 3.28 Espectro de HRESIMS do produto da reacdo multicomponente
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3.6 Consideracgoes finais

Este trabalho evidenciou que € plausivel a investigacao estruturas de
compostos ja conhecidos cujos dados relatados foram deduzidos de acordo com
dados comparativos. Técnicas como o DCE sao ferramentas importantes na

determinacao da configuracédo absoluta de uma estrutura.

Reacdes de obtencéo de derivados de produtos naturais sao desafiadoras
e podem envolver mecanismos distintos dos usualmente esperados em reagdes
classicas, como a de Mannich. E importante que sejam realizadas investigacdes
futuras e realizacéo de ensaios biolégicos para acrescentar mais informacdes ao

composto obtido.
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Capitulo 4: Métodos de isolamento da agathisflavona de Cenostigma
pyramidale e obtengc&o de outros constituintes

Resumo
Agathisflavona € uma biflavona natural com ocorréncia restrita em plantas. Essa

biflavona apresenta diversas atividades biolégicas e pode ser de grande
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos. A obtencdo dessa
molécula em larga escala para testes in vivo é um desafio. Até o momento, ndo
ha relatos sobre sua sintese; portanto, € de extrema importancia aprimorar e
desenvolver métodos para a purificacdo desse composto bioativo a partir de
fontes naturais. Estudos anteriores indicaram que as folhas de Cenostigma
pyramidale (Leguminosae) continham predominantemente agathisflavona. No
entanto, a obtencdo deste composto requer algumas etapas de procedimentos
cromatograficos e extracdo com solventes organicos. Neste trabalho, foram
comparados quatro procedimentos de purificagdo da agathisflavona de suas
folhas, dois utilizando técnicas cromatograficas tradicionais e dois por meio de
complexacdo com bases inorganicas. A purificacao realizada pela cromatografia
flash automatica em duas etapas proporcionou uma extracao de alto rendimento;
os dois procedimentos utilizando extracdo alcalina e o método tradicional
reduzido a trés etapas forneceram o composto com rendimentos semelhantes.
A biflavona foi identificada por TLC, e a andlise por HPLC mostrou que ela foi
isolada com uma pureza superior a 99%. Assim, as metodologias aplicadas
permitiram a purificacdo deste composto empregando um menor volume de
solventes e um numero menor de procedimentos em coluna cromatogréfica,
tornando o processo mais eficiente e rapido, com maiores rendimentos. Nesse
procedimento, além da agathisflavona foram obtidos o lupeol, lupenona e 5,7-

dihidroxi-4-metil cumarina, ainda néo relatado em fontes vegetais.
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4.1Introducéo

A agathisflavona (1) € um biflavonoide formado pela juncéo de duas flavonas,
que foi primeiramente isolada da espécie Agathis palmerstonii (Araucariaceae)
(PELTER et al., 1969), apresenta ocorréncia ainda restrita a algumas outras
familias de plantas como Anacardiaceae, Burseraceae, Clusiaceae,
Leguminosae e Ochnaceae. Em Cenostigma pyramidale este composto
apresenta diferentes atividades biolégicas, e € importante para o
desenvolvimento de novos farmacos devido diversas atividades biol6gicas e
farmacoldgicas, incluindo a neuroprotetor, modulando a resposta de leséo
astrocitica e glial formacéo de cicatriz, estimulando a recomposicéo neural (DOS
SANTOS SOUZA et al., 2018; ISLAM et al., 2019; DE AMORIM et al., 2020).
Além disso, in vivo e estudos in vitro indicam a auséncia de toxicidade para esta
biflavona (LOPES ANDRADE et al., 2019). Além de sua importancia na
descoberta de farmacos, a obtencdo deste biflavonoide em quantidades
substanciais para testes in vivo ainda é um desafio. Até hoje ndo existem estudos
reportando a sua sintese. Uma Unica tentativa de sintese total levou a um
derivado totalmente metilado e apresentando baixos rendimentos(MORIYAMA;
OKIGAWA; KAWANO, 1974). Consequentemente, a Unica maneira de obté-lo é

de fontes naturais.

Cenostigma pyramidale (Leguminosae) € uma planta medicinal brasileira
planta conhecida popularmente como “catingueira”, devido a sua predominancia
a vegetacdo de “caatinga” da regidao nordeste do Brasil (Kirmse et al., 1987;
Queiroz, 2009). Esta planta foi anteriormente nomeada como Caesalpinia
pyramidale, e, apds a segregacdo do género Caesalpinia, esta espécie passou

a pertencer ao género Cenostigma (GAGNON et al., 2016).

Estudos que tratam com as folhas de composi¢ao quimica de C. pyramidale
indicaram que contém produtos naturais usuais, como saponinas triterpénicas,
flavondides, derivados cinamicos, e os principais compostos, os bioflavonoides
(Bahia et al., 2005; Mendes et al., 2000).

Uma analise LC-APCI-MS do extrato de folha demonstrou que apenas 0s

espécimes coletados no estado da Bahia mostraram coletivamente a presenca
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predominantemente de agathisflavona (1) com concentra¢fes variando de 0,01
a 1% (massa seca), além de mentoflavona (2), sequoiaflavona (3) e
podocarpusflavona A (4) (Figura 4.1) (Bahia et al., 2010). Nesses estudos, a
agathisflavona foi obtida de C. pyramidale apo6s alguns procedimentos
cromatograficos apds extracdo das folhas da espécie com solventes organicos
(Bahia et al., 2005, 2010).

Figura 4.1 Biflavonoides isolados das folhas de C. pyramidale

Em geral, a obtencdo metabdlitos de fontes naturais requer uma analise
demorada e laboriosa procedimentos nas etapas de extracdo e isolamento
devido ao baixo concentragcdo desses metabodlitos presentes nos tecidos
vegetais (Zhang et al., 2018). Apesar a variedade de métodos usados para obter
compostos de fontes, ainda ha uma necessidade urgente de melhorar e
desenvolver alto rendimento, métodos seletivos e rapidos para purificar
compostos bioativos de organismos. Este trabalho compara quatro
procedimentos para a purificacéo de agathisflavona das folhas de C. pyramidale,
dois por técnicas cromatograficas tradicionais e duas por complexacdo com

bases inorganicas.
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4.2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Obter a agathisflavona das folhas de Cenostigma pyramidale com bons

rendimentos e em poucas etapas

2.2 Objetivos especificos

Comparar diferentes procedimentos para a purificagdo de agathisflavona
das folhas de C. pyramidale;

e Calcular o rendimento do produto obtido por meio de cada uma das

metodologias testadas;
e Avaliar a pureza do produto obtido;

e Investigar a presenca de outros compostos presentes na metodologia de

extracao e purificagcdo empregadas
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4.3 Metodologia

4.3.1 Procedimentos gerais

O MeOH e o DCM foram fornecidos pela TEDIA, e o acido cloridrico e o
hidréxido de calcio foram fornecidos pela Vetec e Sigma-Aldrich. Os
procedimentos de isolamento foram monitorados por placas de silica CCD
(Macherey-Nagel ou Fluka) através da visualizacédo de lampada UV de 254 nm
(Cabinet Spectroline). A agathisflavona também foi purificada por equipamento
Biotage totalmente automatizado de cromatografia flash (mod. Isolara One
System) usando colunas flash pré-empacotadas e um detector interno de
comprimento de onda (200-400 nm). Os espectros de RMN de H foram
registrados a 500 MHz e os espectros de RMN de 3C a 125 MHz em um
equipamento Bruker mod Avance IIl 500 (11,75T), os desvios quimicos foram
registrados em & (ppm) do pico do solvente residual em relagdo ao TMS. A
avaliacdo da pureza dos biflavonoides isolados foi realizada pelo equipamento
HPLC-DAD Shimadzu®© (mod. Nexera XR) com faixa de varredura de 200 a 400
nm. Uma coluna comercial de grupo octadecil (C18) (Shim-pack PREP-ODS (H)
KIT; 250,0 x 4,6 mm ID, 5 ym, Shimadzu) foi empregada.

4.3.2 Preparacdo do material vegetal

As folhas de C. pyramidale foram coletadas nos arredores de Feira de
Santana (12°15'55.1" S 38°56'54.7" W) e Valente (11°25'49.8" S 39°29'53.1" W),
Bahia, Brasil. O comprovante foi depositado no Herbario Alexandre Leal da
Costa do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia sob o nimero
240291. Os autores obtiveram autorizacdo para acessar a planta através do
Sistema Brasileiro de Gestdo do Patriménio Genético e Conhecimento
Tradicional Associado — SISGEN (# A55D19D).

4.3.3 Extracao e Isolamento
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As folhas de C. pyramidale foram secas em estufa a 45 °C por 72 h e
depois moidas em misturador. Todos os métodos descritos utilizaram o extrato
MeOH obtido por maceracéo por 48 h em temperatura ambiente das folhas secas

e moidas.

4.3.3.1 Método A: Purificacdes cromatograficas

4.3.3.1.1 Isolamento por particdo e cromatografia em coluna A.1

Este procedimento é considerado a técnica tradicional para isolamento
fitoquimico e purificagdo de metabdlitos especializados. A maceracdo em MeOH
(2x 1 L) de 200 g de folhas do material vegetal forneceu 20,8 g de extrato
metandlico. O extrato MeOH foi submetido a particdo entre hexano, sendo que
a fracdo soluvel alcodlica foi diluida com 30% de agua e posteriormente
fracionada com CHCI3 (759 mg). A fase hidrometandlica foi concentrada no
rotaevaporador para retirar o excesso de MeOH e, sequencialmente, foi extraida
com EtOAc, fornecendo 1,58 g de fracdo soluvel em EtOAc. Essa fracdo foi
cromatografada em coluna sobre silica gel (Sigma-Aldrich, tamanho de particula
de 40-63 um) e eluida com misturas de CHCI3:MeOH. As fragdes eluidas com
CHCI3:MeOH (9:1) forneceram 428,0 mg de agathisflavona com rendimentos de

0,21% das folhas secas e 26,4% da fracdo soluvel em EtOAc do extrato MeOH.

4.3.3.1.2 Cromatografia liquida de média pressédo automatizada (MPLC) - A.2

A partir de 25 g de folhas secas e moidas, 1 g de 2,5197 g do extrato de
MeOH obtido por maceracao foi submetido a cromatografia flash automatizada
usando um cartucho de coluna flash pré-embalado C-18 de fase reversa de 25
g (Figura 4.2a). A amostra diluida em MeOH (15 mL), ap6s a adsor¢éo para a
mesma fase C-18, foi adicionada ao espac¢o amostral do cartucho (Figura 4.2b),
e entdo o cartucho foi conectado ao equipamento (Figura 4.2c). A eluigdo com
misturas binarias de H20:MeOH de 9:1; 6:4, 1:1 e 100% MeOH resultaram em
quatro fragdes de 300 mL cada, coletadas no modo manual com vazao de 50 mL
min-1. O monitoramento desta eluicdo através do detector UV em 254 nm

permitiu a identificacéo da fragédo rica em componentes fendlicos; neste caso, a
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terceira fracdo foi eluida em 1:1 (Figura 4.2d). A fragdo eluida com MeOH:H20
1:1, apds a remocao do metanol no rotaevaporador, foi particionada com EtOAc,
fornecendo 244 mg de fracdo solivel em EtOAc. Sua placa de TLC comparativa

empregando um padrédo revelou a presenca de agathisflavona.

. lend
{4-° 3
» A

mAU

| Collect:254 nm (28 mAU) 3
m Collect:280 nm (14mAU) m Threshold: 20 mAU

Vi

Figura 4.2 Esquema de obtencéo da fracao rica em agathisflévona pelo método
A2. A- Cartucho de 25 g com fase reversa C-18, B- A adicdo da amostra seca
adsorvida em C-18 na amostra do cartucho, C- O cartucho conectado ao
equipamento e D- A tela do equipamento com separacao monitorada em 254 nm
indicando o sinal alto na terceira fracdo que corresponde a fracdo rica em

componentes.

Portanto, esta fase foi submetida a um flash de silica gel CC utilizando
misturas de CHCI3:MeOH em polaridades crescentes (sete fragcbes de 30 mL
cada) que permitiram obter 14,8 mg de agathisflavona na fracao eluida com 9:1
com rendimentos de 1,48%. referente ao extrato bruto e 0,0592% referente ao

material vegetal seco.

4.3.3.2 Método B: Extracdo alcalina de biflavona
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4.3.3.2.1 Tratamento direto do extrato com base B.1

O extrato metandlico (2,5 g) obtido de 25 g de folhas foi solubilizado em
50 mL de solucdo aquosa de hidréxido de calcio a 10%, e a mistura foi deixada
durante a noite em temperatura ambiente, resultando em uma suspensao que
foi filtrada sequencialmente através de um funil contendo uma camada fina de
Celite no filtro de papel. O filtrado amarelo obtido foi lentamente acidificado com
acido cloridrico concentrado até o pH atingir 4-5. Ap6s alguns minutos, esses
procedimentos forneceram um precipitado, e o TLC indicou que é agathisflavona
comparado com um padréo puro. O sdlido foi entdo filtrado e lavado com agua
destilada. Esta técnica permitiu a obtencédo de 3,5 mg de agathisflavona com
rendimento de 0,0136% em relagéo ao material vegetal e 0,136% em relacdo ao
extrato bruto.

4.3.3.2.2 Tratamento do extrato particionado com base B.2

A partir de 50 g de material vegetal, 3,5 g de extrato bruto foram obtidos
por maceracao com MeOH. O extrato foi solubilizado em MeOH:H20 (7:3) e
submetido a particdo com CHCI3, fornecendo 857 mg de fragdo soluvel de
CHCI3. Na sequéncia, esta fracdo também foi submetida ao mesmo
procedimento aplicado ao extrato metandlico bruto descrito no item B1l. Este
procedimento forneceu 6,5 mg de agathisflavona, 0,013% de rendimento em
relacdo ao material vegetal, 0,185% em relacdo ao extrato bruto e 0,758% em
relacdo a fracéo soltvel de CHCls.

4.3.3.3 Tratamento do material residual do filtro da metodologia B.2

No material residual insoltvel do filtro do tratamento com base B.2 foram
escoados 300 mL de metanol, que levou a obtencdo de um material solavel na
fase orgéanica. Esse material foi seco levando a obtencao de 450g de um material
intermediario. Esse material foi submetido a separacdo em CC no sistema
gradiente de polaridade CHCI3:AcOEt, onde foram obtidas 11 fracdes

proveniente do agrupamento das 27 fragcoes obtidas, descritas na Tabela 1
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Tabela 4.1 Resumo das etapas e rendimentos da purificacdo de agathisflavona

por extracbes cromatograficas (A) e de base direta (B)

Fracbes  Massa obtida

Caodigo ' Sistema Volume (mL)
reunidas (mg)
PPEAFM1 1 1211 CHCls 50
PPEAFM2 2 19,6 CHCls 80
PPEAFM3 3-6 36,2 CHCls 80
PPEAFM4 7 138,6 CHCls 50
PPEAFM5 8-11 46,9 CHCIs 200
PPEAFM6 12 40,2 CHCIs 125
PPEAFMY7 13 58,2 95:5 100
PPEAFMS8 14-19 24,5 95:5 120
PPEAFM9 20-23 6,9 9:1 50
PPEAFM10 24 14,3 8:2 50
PPEAFM11 25-27 32,3 11 100

Apbs a analise por CCD verificou-se que as fracdes PPEAFM1, PPEAFM4
e PPEAFM11 aparentavam estar puras. Aa amostras foram enviadas para

analise de RMN de carbono 13 e hidrogénio.

4.3.4 Andlise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para
agathisflavona

Para avaliar a pureza da agathisflavona obtida, o biflavonoide isolado
pelos quatro métodos foi submetido a analise HPLC-DAD usando o seguinte

método: 10 min de tempo de corrida, eluido em gradiente, 0-8 min, 90-100%,
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0,1% acido acético aquoso:MeOH como fase mével (v/v) e 2 min 100% MeOH,

0,5 mL min-1 de vazao e 2 ul de cada inje¢cao de amostra (Figura 4.3).

PDA Multi 1 254nm 4nm{ PDA Multi 1 254nm,4nm|
Method A1 Method A2
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75+
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Figura 4.3 Cromatograma das diferentes amostras de agathisflavona obtidas por

meio de cada um dos métodos aplicados

4 4. Resultados e discussao

4.4.1 Métodos de extracao da agathisflavona de Cenostigma pyramidale

Como estudos anteriores indicaram que agathisflavona era o principal
composto no contetdo de biflavonas em diferentes espécimes de C. pyramidale
(Bahia et al., 2010), outras estratégias foram aplicadas para obter esse composto
com altos rendimentos e poucas etapas de purificacdo. Anteriormente, 0s
melhores resultados para isolar agathisflavona, entre outros bioflavonoides, de
folhas de C. pyramidale eram obtidos apos pelo menos trés colunas
cromatograficas convencionais. Apos a particdo do em MeOH obtido das folhas
com hexano, a fase hidralcdlica residual foi particionada com cloroférmio,

fornecendo as fragdes soluveis de CHCIs submetidas a CCs de silica gel e uma
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coluna de permeacdo Sephadex LH-20 usando uma mistura de diferentes
solventes. Esses procedimentos forneceram fracGes fendlicas enriquecidas e
permitiram a obtencdo de 0,015% de agathisflavona referente as folhas (Bahia
et al., 2010). Neste estudo, foi levada em consideracéo que a forte interacdo da
agathisflavona com a fase estacionaria normal em separacdes cromatogréficas
CC devido a presenca de seis grupos hidroxila fendlicos dificultava a sua eluicéo,
esperava-se, entdo, que no emprego da coluna de fase reversa este biflavonoide
poderia ser isolado mais rapidamente. Posteriormente, sem utilizar nenhum pré-
tratamento ou particdo, o extrato foi submetido a coluna de fase reversa. Com
isso, uma fase com esse composto impuro obtido exigiu apenas mais uma etapa

rumo a purificacao final.

Porém, neste procedimento, poucas etapas foram empregadas para
obtencdo do biflavonoide puro. Também foi desenvolvido um procedimento
cromatografico tradicional com menos etapas; neste caso, a fracdo solavel
EtOAc do extrato MeOH foi empregada (A.1), e o rendimento foi menor que a

pré-concentracdo com a fase reversa de silica (A.2).

O tratamento alcalino para obtencéo de flavonoides como precipitado é
conhecido, mas comumente empregado para cascas de frutas citricas e aboeto
(Lo Curto et al., 1992). No entanto, para extratos de folhas, esse procedimento
€ incomum. O tratamento com Ca(OH)2 remove os hidrogénios &cidos dos
grupos fendlicos das flavonas, e o sal resultante pode ser solivel em meio
aguoso. Essas duas metodologias aplicadas forneceram uma réapida forma de
isolamento de agathisflavona com rendimento semelhante ao procedimento

cromatografico tradicional (Tabela 4.1).

A agasthiflavona obtida foi identificada por analise de TLC e HPLC comparada
com o padréo previamente isolado. Além disso, os espectros de UV obtidos do
detector DAD (200-400 nm) na analise de HPLC também foram comparados
(Figura 4.4).
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Figura 4.4 Espectros ultravioleta de agasthiflavona obtidos a partir dos

procedimentos isolados (A) e padrao (B)

Tabela 4.2 Resumo das etapas e rendimentos da purificacdo de agathisflavona
por extracBes cromatogréficas (A) e de base direta (B)

Método A Método B

Literatura 1 2 1 2
Particdo de + ++ - - +
extratos brutos
Tratamento - - - + +
com base
colunas +++ + ++ - -
Total de etapas 4 3 3 1 2
(I?)/e)ndimento 0.015 0.014 0.060 0.014 0.014

0

Os isolados também foram identificados por dados de RMN (técnicas
mono e bidimensionais), e os dados obtidos sdo semelhantes aos publicados
anteriormente. 1H NMR € mais especifico para identificar compostos organicos,
mas a analise HPLC ou GC é comumente empregada para determinacdo de
pureza organica, especialmente para compostos naturais. A analise por HPLC
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da agathisflavona isolada por meio dos quatro procedimentos indicam que essa
biflavona foi obtida pelos procedimentos A.1, B.1 e B.2 com 99,838%, 99,302%
e 99,088% de pureza, respectivamente. Além disso, o procedimento A.2 permitiu
obté-lo com > 99,9% de pureza. Esses dados foram obtidos relativamente pela
integral dos picos exibidos na analise cromatografica.

O material residual retido no filtro em conjunto com a celite apresentava
alguns pontos brancos que levaram a pensar que poderia ser algum outro
composto extraido seletivamente por meio da particdo e ndo solavel tanto na
solucéo alcalina quanto em agua. Entéo foi adicionado metanol diretamente ao
filtro e o material residual apds apenas uma purificacdo em coluna forneceu 3
fracGes puras, cujos espectros obtidos foram interpretados e aqui descrito na

sequéncia.

4.4.2 Identificacdo estrutural de PPEAFML.

A fracdo PPEAFM4 isolada do material residual do filtro do MPLC
insolavel no meio utilizado, foi identificada a partir da anélise dos dados de RMN
de 'H e 13C. A andlise dos dados de RMN de 3C (Figura 4.9) permitiu comprovar
a natureza triterpénica desta substancia por conta da presenca de trinta sinais
de carbonos caracteristicos registrado no espectro. Os sinais em &c 109,41 e
150,90 referentes a uma de ligacdo dupla (Figura 4.10), é sugestivo que o
triterpeno seja da classe dos lupanos. Sendo que o sinal em &¢c 218,26 foi

atribuido ao carbono carbonilico de uma cetona ndo conjugada (C-3).

Os dois sinais em &n 4,57 (1H; d, J= 2,43) e 4,69 (1H, dd, J=2,5 e 1,3)
registrados no espectro de RMN de !H (Figura 4.6) corroboraram com a
presenca de hidrogénios olefinicos geminais, confirmando a presenca de uma
ligacdo dupla terminal. A andlise do espectro em HSQC confirma tal hipétese ja
gue é possivel identificar a relacdo entre ambos hidrogénios mencionados com
o carbono em &c 109,41. Além disso, pode ser verificado a presenca de sete
singletos em &1 0,82; 0,95; 0,98; 1,05; 1,09 (s, 6H) e 1,71 (Figura 4.7) atribuidos
a sete grupos metilas ligados a carbonos quaternarios que também indicaram

gue a estrutura apresenta um esqueleto lupano (Figura 4.8).
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Dessa maneira, comparando-se os deslocamentos quimicos obtidos por
meio dos espectros de RMN de '3C e de 'H, principalmente da dupla ligagdo e
das metilas presentes nos espectros com os dados da literatura permitiram
identificar a substancia como a lupenona (Figura 4.5). Apesar de ser um
triterpeno comum, esse € o primeiro relato do isolamento dessa estrutura nas

folhas de Cenostigma pyramidale.

Figura 4.5 Estrutura da lupenona

RMN de 13C [125 MHz, CDCls, & (ppm)]: 39,63 (C-1), 34,18 (C-2), 218,26 (C-3),
47,35 (C-4), 54,94 (C-5), 19,69 (C-6), 33,58 (C-7), 42,91 (C-8), 49,81 (C-9), 36,90
(C-10) 21,48 (C-11), 25,17 (C-12), 38,18 (C-13), 43,01 (C-14), 27,44 (C-15),
35,53 (C-16), 43,01 (C-17), 48,26 (C-18), 47,97 (C-19), 150,90 (C-20), 29,84 (C-
21), 40,80 (C-22), 26,66 (C-23), 21,05 (C-24), 15,80 (C-25), 15,99 (C-26), 14,49
(C-27), 18,03 (C-28), 109,41 (C-29), 19,32 (C-30). RMN de 'H [500 MHz, CDCls,
5 (ppm)]: 1,91 (H-1), 1,94 (H-1), 2,51 (H-2) e 2,44 (H-2), 1,09 (H-4), 2,38 (H-18),
1,95 (H-19), 1,04 (H-21), 0,95 (H-25), 1,09 (H-26), 0,98 (H-27), 0,82 (H-28), 4,71
(H-29), 4,59 (H-29).

RMN de 13C [CDCls, & (ppm)]: 39,61 (C-1), 34,1 (C-2), 218,22 (C-3), 47,33 (C-4),
54,91 (C-5), 19,67 (C-6), 33,55 (C-7), 42,88 (C-8), 49,78 (C-9), 36,87 (C-10)
21,46 (C-11), 25,17 (C-12), 38,16 (C-13), 42,99 (C-14), 27,42 (C-15), 35,51 (C-
16), 42,99 (C-17), 48,23 (C-18), 47,95 (C-19), 150,87 (C-20), 29,82 (C-21), 40,77
(C-22), 26,64 (C-23), 21,03 (C-24), 15,78 (C-25), 15,97 (C-26), 14,47 (C-27),
18,01 (C-28), 109,39 (C-29), 18,31 (C-30). RMN de *H [CDCls, & (ppm)]: 1,25 (H-
5), 1,35 (H-5), 1,68 (H-6) , 2,14 (H-18), 1,02 (H-21), 0,94 (H-25), 0,95 (H-27),

0,79 (H-28), 4,57 (H-29), 4,69 (H-29) (TAVARES DE OLIVEIRA et al., 2019).
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4.4.3 ldentificagao estrutural da substancia PPEAFMA4.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.12) de PPEAFM4 revelou um padréo
de sinais muito similar ao da fragdo PPEAFM2. Os sinais registrados em & 4,71
(d, 1H, J=2,5Hz) e 84,79 (dd, 1H, J= 2,6 e 1,4Hz) sugerem a presenca de ligacao
dupla terminal. O conjunto de seis sinais 60,78(s, 3H), 0,81(s, 3H), 0,85(s, 3H),
0,97(s, 3H), 0,99(s, 3H), 1,05(s, 3H) com integrais correspondentes a 3
hidrogénios na regiao entre 0,7 e 1,1 indicam a presenca de grupamentos
metilicos ligados a carbonos sp3 Apesar da baixa diferenciacdo de
deslocamentos quimicos entre os sinais atribuidos a esta estrutura quando
comparados com o0s sinais atribuidos a um esqueleto triterpeno da série dos
lupenos, o sinal em & 3,21 (dd, 1H, J=11,4 e 4,7 Hz) pode ser atribuido ao H-3
na estrutura, o que sugere a presenca de uma hidroxila em equatorial na
estrutura ao invés de uma carbonila como na anterior. Assim, sendo considerado
gue seu esqueleto base poderia ser similar ao da estrutura atribuida a fracao, a

lupenona, foi feita a comparacado com dados da literatura de forma direcionada.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos obtidos por meio dos
espectros de RMN de *H, principalmente da dupla ligacdo, das metilas presentes
e do sinal desblindado em & 3,21 (d, 1H, J= 11,4 e 4,7 Hz), cujo deslocamento
quimico foi atribuido como consequéncia da presenca de hidroxila ligada a esse
mesmo carbono, com os dados da literatura permitiram identificar a substancia
como sendo o lupeol, metabdlito previamente isolado nas folhas dessa espécie
(MENDES et al., 2000).

180



-
-
-

Figura 4.11 Estrutura do lupeol

RMN de IH [500 MHz, CDCls, & (ppm)]: 8 4,71 (d, 1H, J=2,5Hz) e & 4,59 (dd, 1H,
J= 2,6 e 1,4Hz), 8 3,21 (d, 1H, H-3), 5 2,40 (m, 1H, H-19), 51,94 (m, 1H, H-21),
51,68 (t, 1H, H-13), 51,70 (s, 3H, H-30), & 1,63 (d, 2H,H-14), 51,38 (d, 1H, H-6),
5 1,31 (t, 1H,H-21), 51,28(d, 1H, H-12), 81,24 (s, 1H, H-9), 51,05 (s, 1H, H-23),
50,99 (s, 3H, H-23), 5 0,97 (s, 3H, H-27), 5 0,85 (t, 1H, H-18), 50,81 (s, 3H, H-
25), 50,78 (s, 3H,H-28), 50,71 (d,1H, H-5)

RMN de 'H: 8n 4,71 (s, 1H, H-29), & 4,56 (s, 1H, H-27), & 3,21 (d, 1H, H-3), &
2,37 (m, 1H, H-19), 51,91 (m, 1H, H-21), 51,69 (s, 3H, H-30), & 1,67 (t, 1H, H-
13), 81,61 (s, 3H, H-2A), 5 1,54 (s, 3H, H-30), & 1,53 (t, 1H, H-11), & 1,42 (d,
1H,H-14), 51,39 (g, 1H, H-6), 8 1,33 (s, 1H,H-21), 51,29(q, 1H, H-12), 51,28 (s,
1H, H-9), 81,04 (s, 1H, H-23), 51,01(d, 1H,H-15), 5 0,98 (s, 3H, H-23), 0,97 (s,
3H, H-27), 8 0,91 (t, 1H, H-18), 50,84 (s, 3H, H-25), 50,79 (s, 3H,H-28), 50,69
(d,1H, H-5) (TAVARES DE OLIVEIRA et al., 2019).
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4.4 .4 ldentificagcdo do composto PPEAFM11

A fracdo PPEAFML11 foi também identificada a partir da analise dos dados

de RMN de 'H e 3C. A andlise dos dados do espectro de RMN de 'H (Figura
4.16) indicou presenca de apenas 4 sinais de hidrogénio, dentre eles, os dois
sinais em © 6,24 (d, J=2,2 Hz, 1H) e 6,25 (d, J=2,3Hz, 1H), com deslocamento
quimico numa regido indicativa de hidrogénio ligado a anel aromatico cuja
constante de acoplamento de ambos indica que eles acoplam em meta.
Além desses foram registrados um quarteto referente a um hidrogénio olefinico
registrado em & 5,86 (J=1,4 Hz) e um dupleto de uma metila registrado & 2,60
(J=1,4 Hz, 3H), pelo valor da constante de acoplamento € indicativo que acoplam
a trés ligagoes.

O espectro de RMN de 3C (Figura 4.17) forneceu 10 sinais que
confirmaram a presenca de um grupo aromatico na estrutura. Além disso, esse
espectro permitiu corroborar com a presenca de uma dupla ligacéo conjugada a
um carbono acilico, caracteristico de grupo éster conjugado. Esses dados
permitiram identificar a substancia como uma 3-metil cumarina, uma vez que o
hidrogénio em & 5,86 ¢é caracteristico de hidrogénio alfa em carbonilas
conjugadas Tal espectro € caracteristico de uma cumarina comumente

sintetizada, a 5,7 dihidroxi 4 metil cumarina.

HO o.__0O
=

OH
Figura 4.15 Estrutura da 5,7 dihidroxi 4 metil cumarina

RMN de H [500 MHz, CDsOD, & (ppm)]: & 6,24 (d, J=2,2 Hz, 1H), 6,25 (d,
J=2,3Hz, 1H), 5 5,86 (d, J=1,4 Hz, 1H) e & 2,60 (d, J=1,2 Hz, 3H). RMN de 13C
[500 MHz, CD30D, & (ppm)]: 162,67 (C-2), 108,25 (C-3), 102,74 (C-4), 158,22
(C-5), 98,92 (C-6), 161,61 (C-7), 94,42 (C-8), 156,94 (C-9), 156,71 (C-10), 22,76
(C-11).

RMN de 1H: 84 RMN de 1H: & 6,23 (d, J=2,2 Hz, 1H), 6,25 (d, J=2,3Hz, 1H), &
5,83 (s, 1H) e 5 2,57 (s, 3H) (Aguiar, 2023).
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185



156.94

—
©
-
©
-

L e e L
164 163 162 161 160 159 158 157 156

f1 (ppm)
n
N o 9
0 0 .
+
S AN ©
~
N
- &
No QY
o R <
W ~N
(NI t
o 0 o n
— o ™M
| Fl - o
L | :
|
"

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Figura 4.17 Regido do espectro de RMN de 13C contendo todos os sinais atribuidos a estrutura [125 MHz, CD30OD, &(ppm)]

186



4.5 Consideracgdes finais

O emprego dessas metodologias com etapas reduzidas mostrou que a
purificacdo de agathisflavona de extratos metandlicos de folhas de C. pyramidale
na cromatografia automatica RP flash proporciona maior rendimento, em apenas
duas etapas. No entanto, este tipo de equipamento nem sempre esta disponivel.
A extracao alcalina com Ca(OH)2 é uma opc¢éo, visto que o rendimento com ou
sem particdo apresentou-se em torno de 0,014% de rendimentos, semelhante a
estudos anteriores. A vantagem das bases em meio aquoso € a reducao do
emprego de mais solventes e silica, que € mais verde. Assim, as metodologias
aplicadas mostraram vantagens sobre o isolamento de agathisflavona menos
solvente empregado devido ao numero de procedimentos de coluna
cromatografica, menos demorado e o rendimento do produto acabado foi

aumentado.

Este trabalho evidenciou a necessidade de se reestudar metodologias de
isolamento, principalmente para obtencdo de compostos com bioatividades
promissoras como a agathisflavona. Além disso, a investigacdo mais minuciosa
do material obtido levou a obtencédo de mais trés compostos, um ja isolado na

espécie, e outros dois ainda nao relatados na literatura.
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Capitulo 5: Untargeted phenolic profiling workflow

Abstract

This study explores the chemical diversity and metabolomic profiles of three plant
species, namely Cenostigma pyramidale, Cenostigma microphylla, and
Canavalia brasiliensis, native to the Caatinga biome in Brazil. The Caatinga
biome, characterized by dry forests, houses a unique biodiversity adapted to high
temperatures and low humidity. The Leguminosae family, particularly the genus
Cenostigma, plays a prominent role in this region, with species such as C.
pyramidale and C. microphyllum demonstrating adaptation to the harsh
environmental conditions. The investigation focuses on the phytochemical
composition of these plants, highlighting the presence of various flavonoids,
isoflavonoids, and other secondary metabolites. Specifically, the biflavonoid
agathisflavone is identified as a key compound in C. pyramidale, exhibiting
neuroprotective properties. Additionally, the study provides the first report on the
chemical composition of Canavalia brasiliensis, revealing the presence of
flavonols, anthocyanins, and lignans, including the rare occurrence of schisandrol
in the Leguminosae family. Metabolomic profiling through UHPLC-QTOF-MS
analysis is employed, allowing for a comprehensive comparison of the three
species. Multivariate data analysis, including PCA and OPLS-DA, highlights both
similarities and differences in the metabolomic profiles. The results indicate
distinct metabolic signatures for each species, emphasizing the importance of
considering the chemical diversity within the Caatinga biome. The findings
contribute valuable insights into the chemotaxonomy of Cenostigma species and
the lesser-known Canavalia brasiliensis. Moreover, the study underscores the
potential of UHPLC-QTOF-MS as a powerful tool for the rapid and detailed
characterization of plant metabolomes, paving the way for future investigations
into the ecological and pharmaceutical applications of these unique plant species

in the Caatinga biome.
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5.1 Introduction

The Brazilian Caatinga biome covers about 11% of its territory and
presents biodiversity adapted to high temperatures and low humidity, it is an
environment characterized by dry forests (Barbosa & Gomes Filho, 2022). This
biome is characterized by many endemic plants, and a consequent abundant
biodiversity, but still little explored (Queiroz, 2009; Silva et al., 2020a). The
Leguminosae family presents the largest number of species and the genus
Cenostigma is an endemic genus in this region (BFG et al., 2015). Leguminous
species have diverse uses, whether ornamental, as a raw material in the
manufacture of paints, varnishes, dyes, but also as folk medicines and, especially

in developing countries, they are important in food (Azani et al., 2017).

Some species are present exclusively in this biome such as Cenostigma
microphyllum (Mart. ex G.Don) E.Gagnon & G.P.Lewis, popularly known as
Catingueira-rasteira, Catingueirinho, and is present in a relatively restricted area,
found only in southern Piaui, southern Pernambuco and northern Bahia States
(Aecyo et al., 2021; Queiroz, 2009). Cenostigma pyramidale (Mart. ex G.Don)
E.Gagnon & G.P.Lewis known as catingueira, catingueira-verdadeira, is
considered one of the species most adapted to the dry climate densely found in
this territory (Frosi et al., 2021).

Although they are mostly used for medicinal and food purposes, some
aspects associated with reproductive losses are also linked to the consumption
of Cenostigma pyramidale in its hay form even at low doses. It was concluded
that the consumption of C. pyramidale would not be recommended in the diet of
ewes during the first 60 days of pregnancy (Reis et al., 2020). Unlike what occurs
in goats, the consumption of C. pyramidale has no toxic effect on testicular
parameters, in fact this species is an alternative to feed this animal category
during periods of scarcity, as it promoted improvement in the animals' body

development (Santos et al., 2020).

Cenostigma pyramidale has a protective function in acclimatization to the

different environmental conditions of the Caatinga. This characteristic was
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evidenced when this species was investigated regarding its physical and
chemical defenses against xeromorphic conditions and defense against
herbivores. It was observed that the concentration of total phenolic compounds
was higher in samples that showed herbivory, and in relation to the xeric
environment, it was observed that the leaves presented an adaptive response
observed through a decrease in the total structure and tissues (Ribeiro et al.,
2021). In addition to its traditional use, Cenostigma microphyllum is a species
that can be used in restoration of seasonally dry forests, as it is resistant to acute
water deficiency, in addition to faster recovery of water status and gas exchange

after rehydration (Pereira et al., 2021).

Another species also found in the caatinga biome is Canavalia brasiliensis
(Leguminosae, Tribe Phaseoleae, Sub tribe Diocleinae), popularly known as
black bean, wild bean or wild bean from Cear4, it is a predominant species in the
American continent occurring in the biome of the caatinga (Perrazo de Souza
Barbosa, n.d.; Queiroz, 2009). C. brasiliensis is a climbing species, which
reaches 0.5 to 5 m, has a long-lasting flowering pattern with periods of greater
flowering in the dry season. In general, this species is used as a biosensor, in the
control of ants, in green manure and in medicine (Guedes, 2009). Several
chemical compounds have been isolated in this genus, including terpenoids,
flavonoids and alkaloids, but there are no reports on secondary metabolites of C.
Brasiliensis (Hong et al., 2022; Jeon et al., 2005; Pattamadilok et al., 2008).

From the chemical point of view, Cenostigma is characterized by the
presence of bioflavonoids (do Nascimento & David, 2023), and, in general
species from Caatinga region presents in their composition a large amount of
phenolics compounds (de Albergaria et al., 2021). Studies on the chemical
composition of C. pyramidale leaves indicate the presence of usual natural
products such as triterpene saponins, flavonoids, cinnamic derivatives, and the
main compounds, less common in nature, the bioflavonoids (Bahia et al., 2005,
2010; J. C. S. de Oliveira et al., 2016; J. C. S. D. Oliveira et al., 2016). In this
species, agathisflavone is the biflavonoid that is present in higher concentration
in the leaves, but is not found in the stems (BAHIA, 2010). This compound, in
addition to not causing toxic side effects (Andrade, 2019), has a neuroprotective

190



effect and stimulates neural recomposition and is considered a promising
compound in the development of new drugs (Souza, 2018, Islam 2019, de
Amorim, 2020). To date, there are no reports regarding its synthesis of this
compound but there is a report describing an extraction with Ca(OH)2 in just one
step showed that the applied methodology has advantages over the
agathisflavone isolation because it requires less solvent employed, less time-
consuming, and good yield when compared with the traditional methodology (do
Nascimento & David, 2022).

Perhaps due to its presence in a restricted environment, there are few
chemical studies on Cenostigma microphyllum. The investigation of the aqueous
extract of C. microphyllum seeds by LC-DAD-MS allowed the determination of
possible bioactive compounds against T. vaginalis, since the fractions enriched
with tannins were those that showed anti-Trichomonas activity and no toxicity in
the in vivo model from Galleria mellonella. In this work, twenty-six compounds
were detected in the fractions of C. microphyllum, where the main compounds
identified were hydrolysable tannins, O-digalloyl hexoside, O-digalloyl HHDP-
hexoside, tri-O-galloyl HHDPhexoside, O-galloyl HHDP-DHHDP -hexoside and
its isomers, in addition to these, procyanidin dimer, epicatechin, ellagic acid and
O-(digalloyl)quinic acid were also identified. However, some compounds were not
possible to identify, so among the twenty-six, only twelve were identified (Silva et
al., 2020Db).

Plants exhibit complex responses to external and internal factors such as
environmental conditions, and the study of the Metabolic profiling permit to
monitor and analyze the responses in a molecular level. The identification of
specific metabolites associated to the defense of dryness provides valuable
insights about the resilient and adaptable form of the species in a specific place.
For example, phenolic compounds, commonly found in plant, contribute to the
color, taste, and aroma, are a large and diverse group of secondary metabolites
that can play essential roles in the defense against herbivores, but also contribute
to the protection against environmental stresses, as dryness (Melgarejo et al.,
2022).

191



The metabolic fingerprints can add a lot of information about the
identification and determination of plant varieties (Pilon et al., 2020), and can
provide insights about the expectation of the type of metabolite is expected in
different species from the same biome, for example. Based on this, we profiled
the different extracts of three species from the Caatinga biome and compared the

variability of one of them collected in different locations.

5.2. Material and methods

5.2.1. Plant material

The leaves of Cenostigma pyramidale were collected in the surroundings
of Feira de Santana (12°15'55.1 “S 38°56’54.7 “W) and Valente (11°25'49.8 “S
39°29’53.1 “W), Bahia, Brazil. The voucher was deposited at Herbario Alexandre
Leal da Costa of Instituto de Biologia of Universidade Federal da Bahia under
number 240291. The authors obtained the authorization to access the plant
through the Brazilian System for the Management of Genetic Heritage and
Associated Traditional Knowledge — SISGEN (#A55D19D). The species
Cenostigma microphylla was collected in the Campo Experimental Caatinga —
Embrapa Semiarido — Petrolina-PE (9°05'12.6"S 40°19'30.1"W) and Canavalia
brasiliensis was also collected in the university campus. The voucher was
deposited at Herbario Alexandre Leal da Costa of Instituto de Biologia of

Universidade Federal da Bahia.

5.2.2 Extraction

The leaves of all species were dried in an oven at 45 °C for 72 h and then
grounded in a mixer. The extracts were obtained using MeOH as solvent by
maceration for 48 h at room temperature of 25g of the dried and grounded leaves,

in triplicate for each species. For analysis on UHPLC-QTOF-MS solutions of the
extracted material were prepared with 1mg of extract in 1mL of methanol.

5.2.3. Instrumental conditions
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The samples were analysed in an Agilent ultra-high-performance liquid
chromatography equipment (mod. Xxx) coupled to a quadrupole-time-of-flight
mass/mass spectrometer (UHPLC-QTOF-MS; Agilent Technologies, Stevens
Creek Blvd, Santa Clara, CA, USA), equipped with an electrospray ionization
(ESI) source. The chromatographic separation was performed in reverse phase
on an Agilent Poroshell 120 PFP column (100 mm x 2.1 i.d., 1.9 um) and the
injection volume was 6 puL for each sample (1 mg mL-1). The mobile phase
consisted of ultrapure water (A) and acetonitrile (B), both acidified with formic
acid (0.1 % v/v). A gradient elution mode was employed starting from 6 % to 94
% B in 32 min. The electrospray conditions and the HRMS acquisitions were
previously optimized. The MassHunter Qualitative Analysis software (version

B.06.00, Agilent Technologies) was used for chromatogram processing.

5.2.4. Data processing

Raw data generated from the LC-MS analysis were further processed by
the MassHunter Profinder 10.0 software (Agilent Technologies) using the “find-
by-formula” algorithm. The metabolomics workflow included peak finding,
retention time and mass alignment, and peak annotation using a mass tolerance
of 5 ppm. For feature detection, a filter for data reduction was applied, which
consisted of removing features not detected in at least 80 % of replications within
the same sample group. The feature annotations were based on accurate mass
obtained from the full-scan MS data with a 5-ppm tolerance for mass accuracy.
The annotation process considered the isotope pattern, including monoisotopic
mass, isotopic spacing, and isotopic ratio.

5.2.5. Statistical Analysis

Data normalization was performed using the Mass Profiler Professional
15.1 software (Agilent Technologies). Briefly, features were filtered (area
threshold > 10,000 counts), Log2-transformed, normalized at 75th percentile and

baselined against the median of all samples. Then, unsupervised hierarchical
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cluster analysis (HCA) and principal component analysis (PCA) were carried out

using the same software.

The resulting peak areas of phenolic metabolites highlighted in the
samples were exported for multivariate data analysis by SIMCA version 16
software (Umetrics, Malmo, Sweden). Then, supervised orthogonal partial least
square discriminant analysis (OPLS-DA) was performed. The performance of the
model was evaluated by the following parameters: the goodness-of-fit (R2Y) and
the goodness-of-prediction (Q2), establishing a Q2 predictive ability > 0.5 as an
acceptable threshold. The statistical model was comprehensively validated by
permutation tests (N=100) to exclude model overfitting.

The variable importance in projection (VIP) approach was then used to
select the most discriminant metabolites from the OPLS-DA model considering a
VIP score threshold > 1. Fold change (FC) analysis, expressed as Log2(FC)
values, was also carried out using the Mass Profiler Professional 15.1 software

with a cut-off value of FC > 1.0 for each possible comparison.

5.3. Results (untargeted approach)

5.3.1 Metabolomic profiling

The comprehensive phenolic profiling of the different specimens of C.
pyramidale were investigated using UHPLC-QTOF-MS untargeted metabolomic
analysis. The same was applied to C. microphylum and to Canavalia brasiliensis.
This analysis revealed a total of 212 metabolites putatively annotated across
samples, some of them common to all species included in this study. This
approach confirmed the diverse phenolic profile of this species, that included a
variety of anthocyanins, flavones, flavanols and flavonols but did not confirm the
presence of the expressive number of bioflavonoids in the leaves of the
Cenostigma species already related. A detailed list of all the compounds
annotated is reported in the table (supplementary material, file excel dataset

untargeted), together with their raw abundance and exact mass.

194



5.3.2 Multivariate data analysis following phytochemical profiling

Thereafter, multivariate statistics based on both unsupervised and
supervised methods were carried out in order to group samples according to their
similarity and differences regarding to their metabolomic composition. Firstly,
Principal component analysis (PCA) was carried out to inspect (Fig. 1) the
dispersion of each sample according to the sample classification and the
corresponding score plot of the first PCs (i.e., PC1 vs PC2). The separation
occurs along the first principal component and the higher distance was detected
between Canavbras (C. brasiliensis) and the other samples, with Canavbras
samples that are generally at positive values on PC1. This result was expected
since Canavbras is a species from a different genus of the other two species of
Cenostigma. Regarding PC2, another cluster can be observed, with Cenomicro
(C. microphyllum) samples that are grouped together in the positive region, far
away from the Cenopyra-based leaf samples (C. pyramidale). Despite Cenomicro
and Cenopyra are from the same genus, Cenostigma, they present some
differences. It's worth to mentioned that the different specimens of C. pyramidale,
however they are from different locations, they are very similar indicating small

edaphic influence in the metabolism of this plant.
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Figure 5.1 Principal component analysis of Leguminosae species
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Furthermore, similar results can be observed from the unsupervised
clustering analysis (HCA) based on the fold-change variations of each metabolite
detected in all the samples. The same untargeted results of PCA were
reproduced by HCA analysis (Fig. 5.3.2.2). Canavbras presents different
metabolic profile respect to the other and this is the first main cluster option
dividing (or separating) your samples. As can be observed, six main clusters were
obtained, with Canavbras leaves that are grouped together respect to the other
samples in the left part of the plot. It is important to mention that species of the
same genera, as all Cenopyra has similar metabolite profile, they are plotted
together, as expected. Another information extracted is that Cenomicro, also from

Cenostigma genera, possesses a metabolite profile most similar to all Cenopyra

species then Canavbras that is from another genera.
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Figure 5.2 Unsupervised hierarchical cluster analysis (HCA) built according to

the fold-change heatmap based on phenolics in the extracts from different

specimens of C. pyramidale, C. microphyllum and C. brasiliensis.
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Therefore, LC-MS analysis demonstrated to have a good ability in
highlighting the chemical fingerprint provided by the leaf species, thus justifying
the further application of a supervised statistical approach. Then, OPLS-DA
models were built with the six different leaf species as factor for sample
classification. Interestingly, unsupervised statistics showed excellent goodness
of fitting (R2 = 0.977) and prediction ability (Q2 = 0.936). Then, the variable
importance in projection (VIP) combined with Fold-change analysis were used to
select the most significant metabolites and to find information about their
abundance in each factor. A comprehensive list containing all the discriminant
metabolite (having a VIP score >1) collected in chemical classes (according to
the classification provided by the Phenol database) for each class of information

is reported in the Table 5.1.

Table 5. 1 VIP marker compounds (organized in metabolic classes) following
OPLS-DA discriminant modelling, together with Log Fold-Change values for

comparison of the species with the most expressive log FC value.

Class Subclass VIP metabolites VIP Log FC Log FC Log FC
scor ([Canav ([Cenomicr ([Cenopyr
es Bras] vs 0] vs aFSA] vs

[Cenomi [Cenopyra [Cenopyra
cro)) FSA]) W])
Flavon  Anthocyanins Cyanidin 1,05 15,0479 - -12,8576
oids 8 + 54 0,9506178
0,26
-
Pelargonidin 3- 0,99 15,4390 - 0,736235
O-glucosyl- 5 + 44 0,9506175
rutinoside 0,48

5
Delphinidin  3- 0,99 13,8168 - -15,0545
O-galactoside 1 + 88 0,9506175

0,26

6
Cyanidin 3-O- 0,97 15,4857 - 0,736235
(6"-p- 4 + 855 0,9506175
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Flavanones

Flavanols

coumaroyl-
glucoside)

Naringin  4'-O-

glucoside

7,34
Trihydroxyflavo
ne

Hispidulin

Tetramethylscu
tellarein

Cirsimaritin

Pebrellin

Apigenin  7-O-
apiosyl-

glucoside

Apigenin  7-O-
(6"-malonyl-
apiosyl-
glucoside)

Gardenin B

(+)-Catechin

0,75

0,98
6 *
0,29

1,09
1 =
0,32

1,06
5 *
0,26

1,02

0,17

1,00
4 +
0,41

0,99
8 =+
0,17

0,99
8 +
0,51

0,97
6 +
0,60

0,97
5 *
0,83

1,07

0,08688
778

16,0775
01

18,6849
29

4,13895
6

21,5613
33

0,29930
78

16,8728
89

16,7970
6

0,08688
778

14,8133
45

0,9506175

-2,056827

2,9629357

16,123545

4,114708

17,735567

0,9506175

15,759556

0,9506175

13,77584

-14,8699

0,696837

21,34659

0,736234

17,14536

-8,3104

0,736235

0,736235

0,736235

-10,0618
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Isoflavonoids

Rhamnetin

Kaempferol

Isorhamnetin 3-
O-rutinoside

Kaempferol 3-
O-rutinoside

3,7-
Dimethylquerce
tin

Kaempferol 3-
O-xylosyl-
rutinoside

Quercetin

Kaempferol 3,7-
O-diglucoside

7-Hydroxy-4'-
methoxyisoflav
anone

7,8,34"-
Tetrahydroxyis
oflavone

0,29

1,18
9 =+
0,38

1,09
9 =+
0,37

1,01
3 +
0,40

1,00
6 *
0,39

1,00
3
0,45

1,00
3
0,42

1,00
1 =
0,22

0,98
0,71

1,16
3 +
0,23

1,09
9 =+
0,37

14,1250
48

1,73662
04

0,08688
778

19,7114
03

15,7465
55

18,4010
85

17,7461
28

16,5480
48

0,08688
761

1,73662
04

0,9506175

-4,388574

16,374666

0,9506175

14,70905

0,9506175

5,7581444

0,9506175

17,184492

-4,388574

0,736235

0,096214

16,16028

0,736235

0,736235

0,736235

-12,7936

0,736235

16,97011

0,096214
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Lignan

Lignan

Lignan

Lignan

Lignan

Lignans

Lignans

Lignans

Lignans

Lignans

Glycitein

2',7-Dihydroxy-
4'5'-
dimethoxyisofla
vone

Dihydroglycitein

Formononetin

Violanone

Tigloylgomicin

H

Conidendrin

1-
Acetoxypinoresi
nol

Schisanhenol

Enterolactone

1,00
5
0,42

1,00
4 *
0,41

1,00
3+
0,44

0,99

0,27

0,98
7 %
0,28

1,13
5 *
0,45

1,09
1 =
0,18

1,02
7 %
0,47

1,01
4 +
0,37

1,01

0,41

20,9801
64

21,5613
33

18,3629
99

4,54622
6

0,08688
778

0,08688
761

15,7165
03

15,5420
01

0,08688
778

0,08688
778

19,94266

4,114708

17,325495

1,1993068

0,9506175

-16,65109

14,678997

14,504496

0,9506175

0,9506175

0,736235

17,14536

0,736235

-9,61417

-15,0414

16,43671

-13,6646

0,736235

0,736235

0,736235
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Non-
phenoli
c

Other
phenoli
Ccs

Phenoli
c acids

Non-phenolic

Tyrosols

Phenolic
terpenes

Other
polyphenols

Phenolic
terpenes

Alkylphenols

Curcuminoids

Hydroxyphenylpr

opanoic acids

Hydroxybenzald
ehydes

2-
Hydroxyenterol
actone

Vanilloylglycine

Oleuropein-
aglycone

Carnosol

Pyrogallol

Thymol

4-Vinylphenol

Curcumin

Dihydroferulic
acid 4-0O-
glucuronide

Vanillin

0,98
9 =
0,57

1,07
8 =+
0,94

1,06
7 *

1,02
1 =
0,42

1,00
3 +
0,26

0,99
9 =+
0,50

0,99
5
0,37

0,98

0,33

1,09
1 =
0,18

1,07
3 %
0,68

14,2962
04

0,08688
761

0,08688
761

4,53473
76

5,41053
87

16,4466
57

4,94610
07

0,08688
778

15,7165
03

0,08688
761

13,258698

19,791487

15,015316

10,619989

-7,015702

0,9506175

0,9506175

0,9506175

14,678997

16,413446

0,736235

19,57711

14,80093

14,85346

0,764381

0,736235

0,736235

-14,1877

-13,6646

16,19906
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Hydroxyphenylpr
opanoic acids

Hydroxycinnami
C acids

Hydroxyphenylpr
opanoic acids

Hydroxybenzoic
acids

Hydroxycinnami
c acids

Hydroxyphenyla
cetic acids

Hydroxycinnami
c acids

Dihydrocaffeic
acid 3-0O-
glucuronide

Rosmarinic acid

3,4-
Diferuloylquinic
acid

Dihydroferulic
acid

Ellagic acid

glucoside

Punicalin

Avenanthramid
e2c

4-
Hydroxymandel
ic acid

p-Coumaroyl
malic acid

Avenanthramid
ez2p

1,02
8 =
0,16

1,02
3 =
0,16

1,01
8 =+
0,42

1,01
2 =
0,46

1,01

0,19

1,00
3 +
0,39

1,00
3
0,45

1,00
3
0,24

1,00
1 =
0,22

1,00
1 %
0,47

3,93313
05

15,3711
19

0,08688
778

0,08688
778

14,1231
12

16,2413
54

17,9470
08

1,03766
29

17,7461
28

17,7335
43

16,100805

0,9506175

0,9506175

0,9506175

2,0147347

15,20385

16,909504

14,471459

5,7581444

16,69604

0,736234

0,736235

0,736235

0,736235

-0,56141

0,736235

0,736235

0,736235

-12,7936

0,736235

202



Hydroxybenzoic  Galloyl glucose 0,98 - - -15,0414

acids 7 + 0,08688 0,9506175
0,28 778
6
Hydroxyphenylp  5-(3',5'- 0,98 - - -14,1877

entanoic acids dihydroxypheny = 0,08688 0,9506175
[)- alerolactone 0,33 778
3-0O- 5
glucuronide

Hydroxyphenylpr Dihydroferulic 0,97 -
opanoic acids acid 4-sulfate 4 + 0,08688
0,22 761

-9,850993  -4,97996

The OPLS-DA score plot clearly showed the few distinct phytochemical
signatures across the different specimens of Cenostigma. It was expected that
these species, from the same genera, presents more similarities than differences.
However, it is possible highlight some interesting different contribution of VIP

metabolites in the comparison under investigation.

The selection of the discriminant variables in the orthogonal projection
(VIP) was conducted, and a comprehensive summary of this selection is
presented in Table 1. In general, the 57 VIP marker compounds that were
identified can be regarded as the variables that make the most significant
contributions to the observed class discrimination. The discriminant variables
were combined with Log FC values obtained from fold change (FC) analysis. The
FC analysis involved examining potential pairwise comparisons between C.
brasiliensis and C. microphyllum, C. microphyllum and C. pyramidale and two
specimens from different places of C. pyramidale, because the Log FC between

each of them was more expressive to differentiate the species.

In general, upon closer examination of the marker compounds identified
by VIP, the Cenostigma pyramidale, Cenostigma microphyllum and Canavalia
brasiliensis were mostly represented by flavonoids, almost with the same
contribution with VIP higher than 1.0 including 7-hydroxy-4'-methoxyisoflavanone
(VIP score 1.163), kaempferol (VIP score 1.099), 7,8,3',4'-tetrahydroxyisoflavone
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(VIP score 1.099), 7,3',4'-trihnydroxyflavone (VIP score 1.091). They highlight the
diversity of chemical structure present in this species, because they are
isoflavonoids, flavonols and flavones. Rhamnetin (VIP score = 1.189) is the first
most discriminant VIP compound, the 7-O-methyl quercetin derivative also
identified with a VIP marker 1.001. In the comparison Canavbras vs Cenomicro,
a positive value iso observed, it means that this compound explains more
Canavbras respect to Cenomicro because you have a positive Log FC value.
Otherwise, a negative value in the comparison Cenomicro vs CenopyraFSA,
means that is more abundant in the CenopyraFSA samples respect to the other.

In previous study dealing with the leaves of Cenostigma macrophyllum
(Alves et al., 2013; Moreira et al., 2019), quercetin and quercetin derivatives,
including quercetin-3-O-B-D-glucopyranoside, quercetin-3-O-(6"-O-galoyl)-B-D-
glucopyranoside  (telimoside), quercetin- 3-O-(6"-O-E-p-coumaroyl)-B-D-
glucopyranoside (helichrisoside) were also described . However in Cenostigma
pyramidale there are reports about the isolation of apigenin and kaempferol, also
identified in all Cenostigma spp, but with no expressive VIP value (Bahia et al.,
2005, 2010), presents the same nucleus of quercetin. Despite the difference of
abundance of quercetin that differentiate the species, they are structure that

involves the same structural nucleus in some species of this genus.

Besides structural complex compounds, considered the chemotaxonomic
markers of the genus Cenostigma, identified with expressive amount in
Cenostigma pyramidalle species, formed from the union of two units of
flavonoids, called biflavonoids (do Nascimento & David, 2023; Kim et al., 2008),
are derived from the main compounds identified in this study. Agathisflavone, the
biflavonoid reported in the literature as the main compoud of C. pyramidalle
(Bahia, 2010) is a biflavonoid derivated from the union of two apigenin units, just
like amentoflavone. Other bioflavonoids isolated in this species as sequioflavone,
podocarpusflavone A, loniflavone, 3'-O-methyl-loniflavone and 5'-hydroxy-
amentoflavone (Bahia et al., 2005, 2010) are also derivate from two units linked

of this type of chemical structure.
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A serie of isoflavonoids were identified and classified as maker
compounds according the VIP such as, 7-Hydroxy-4'-methoxyisoflavanone (VIP
score 1.163), 7,8,3",4'-tetrahydroxyisoflavone (VIP score 1.099), Glycitein (VIP
score 1.005), 2',7-Dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (VIP score 1.004) and
dihydroglycitein (VIP score 1.003). They are most likely to be found in
Cenostigma than in Canavalia, and all of them are most likely present in C.
microphyllum than in C. pyramidale. This result is importante because the unique
study with C. microphyllum describes only the identification of hydrolysable
tannins in the aquous extract of this species (Silva et al., 2020c).

Regarding Canavalia brasiliensis, due to the metabolic composition
similarities, perhaps in consequence of its presence in Caatinga biome (Snak,
2013, 2016), as the other two species here studied, it was expected that this
species presented some chemotaxonomic similarities between them.
Considering the VIP marker compounds with the most significant contributions to
the observed class discrimination, it was found that anthocyanin, such as cyanidin
(1.058 VIP marker), the flavonols rhamnetin (1.189 VIP marker), caempferol 3-
O-rutinoside (1.006 VIP marker), Kaempferol 3-O-xylosyl-rutinoside (1.003 VIP
marker), and quercetin (1.001 VIP marker), for this last one structure, to all
comparisons possible, it was highlighted that it is more abundant in all cases for
this species. This result showed that in the leaves of this species flavonols can
be found. However, further studies are required to confirm the presence of more
type of structural compounds, this is the first report of chemical composition of C.

brasiliensis leaves.

Although there are descriptions of lignans in legumes, they are rare.
Compounds as dehydrodiconiferyl alcohol, lariciresinol, isolariciresinol and
pinoresinol isolated in the leaves of Caesalpinia bonduc, were also identified as
phytochemicals from some genera in the Leguminosae Family (THI et al., 2022).
There are no reports on the occurrence of schisandrol in this Family, this

idetification is the first report.
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5.4 Conclusions

The UHPLC-QTOF-MS metabolomic profile of different species from the
Caatinga biome revealed some similarities between their phytochemical profiles.
In addition, the metabolic profile of Canavalia brasiliensis and Cenostigma
microphyllum furnished information about the chemical composition of these two
species, specially to C. brasiliensis, it was the first report about chemical
composition. However, more studies are required, this study highlighted the
evaluation of different species considering the presence of them in the same

biome can provide a worthful information about the chemical diversity.
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