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Resumo

O presente trabalho visou o estudo quimico da Arrabidaea brachypoda, uma espécie
pouco estudada, possuindo somente um registro de trabalho sobre o seu estudo
quimico na literatura. Primeiramente foi feito um trabalho de desreplicagdo dos
extratos etanolicos dos caules, das folhas e das inflorescéncias em HPLC-DAD
usando padrdes de xantonas isoladas da A. samydoides. Observou-se que a espécie
estudada nao possuia xantonas como seus principais constituintes. A fracdo AcOEt
do extrato etandlico das folhas forneceu dois flavonois derivados de quercetina
inéditos: arrabidosideo A e arrabidosideo B, além dos flavonois rutina e isoquercitrina.
A atividade antioxidante desses flavonéis frente ao radical DPPH foi avalidada e os
valores de Clso foram: isoquercetrina 15,10 uM, rutina 4,88 uM, arrabidosideo A 8,95
UM e arrabidosideo B 5,34 uM. Além disso, essas substancias foram ensaiadas para a
atividade inibitéria de mieloperoxidase (MPO). Os valores de Clso para essa atividade
foram: isoquercetrina 3,75 nM, rutina 3,60 nM, arrabidosideo A 1,80 nM e
arrabidosideo B 4,82 nM e mostraram o potencial antiinflamatério desses flavondis.



Abstract

The scope of this work was the phytochemical study of Arrabidaea brachypoda with
only one previous chemical study reported in the literature. Initially a dereplication
method was applied to the barks, leaves and flowers ethanolic extracts using
xanthones previously isolated from A. samydoides as standards. The crude extract of
A. brachypoda did not show xanthones as major constituents. The AcOEt fraction
obtained from leaves ethanolic extract yielded two new falvonols: arrabidoside A and
arrabidoside B, along with isoquercitrin and rutin. The antioxidant activity of these
flavonols was evaluated using DPPH and ICs, values obtained were: isoquercitrin
15,10 pM, rutin 4,88 pM, arrabidoside A 8,95 pM and arrabidoside B 5,34 pM.
Inhibitory activity of mieloperoxidase enzyme of the four flavonols was also evaluated.
The values of 1Cs, obtained were: isoquercitrin 3,75 nM, rutin 3,60 nM, arrabidoside A
1,80 nM and arrabidoside B 4,82 nM and showed de anti-inflammatory potential of
these flavonols.
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Simbolos e Abreviaturas

ACN — acetonitrila

DEPT - Diostortionless Enhancement by Polarization Transfer
DMSO-gs — dimetilsulfoxido deuterado

DPPH - 1,1 difenil -2-picril-hidrazila

ESI-MS — Electrospray lonization — Mass Spectrometry

Fra — fragdo acetato de etila folhas Arrabidaea bracypoda
gHMQC — Gradient Heteronuclear Multiple Quantun Correlation
gHMBC — Gradient Heteronuclear Multiple Bond Correlation
gCOSY 'H-"H — Gradient Correlated Spectroscopy

HAc — acido acético

HOMODEC - Homonuclear Decoupling

HPLC — High Performance Liquid Cromatography

MHz — megahertz

MPO — mieloperoxidase

NOESY 1D — Nuclear Overhauser Enhancement Espectroscopy
P.A. — para andlise

RMN de "H — ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN de '®C — ressonancia magnética nuclear de carbono

dy — deslocamento quimico de hidrogénio

dc — deslocamento quimico de carbono

d — dubleto

dd — duplo dubleto

sl — singleto largo

m — multipleto

J — constante de acoplamento

IV —infravermelho

UV — ultravioleta



Introducao

Mesmo com a falta de apoio das grandes industrias farmacéuticas, os produtos
naturais ainda mostram um impacto significativo no processo de descoberta de novos
farmacos. Nesse contexto, 23 produtos naturais e derivados de produtos naturais
foram langados no mercado na Europa, no Japao e nos Estados Unidos desde 2001 a
2005. Além disso, um total de 136 produtos naturais e seus derivados foi submetido a
vérios estagios de testes clinicos para diversas finalidades terapéuticas (LAM, 2007).

O Brasil, com aproximadamente 22% de todas as angiospermas, possui a
maior biodiversidade do planeta, mesmo contabilizando o alto indice de devastacédo
que vem ocorrendo em todos os seus biomas. Apesar dessa enorme variedade de
plantas, muitas das quais com aplicacdo medicinal, apenas uma pequena parcela teve
algum estudo quimico ou farmacoldgico. Assim, a exploragdo sustentavel da
biodiversidade brasileira, mesmo na era poés-gendémica, € um tema recorrente e
merece destaque na busca de novos farmacos (BOLZANI et al., 1999).

Desta forma, o estudo da flora paulista, em especial de espécies que
acumulam substancias bioativas ja caracterizadas torna-se importante e estratégico na
busca de modelos estruturais para o avanco da Quimica Medicinal (BOLZANI et al.,
1999).

Nos ultimos anos, o NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia
de Produtos Naturais) vem concentrando esforgos na busca por substancias com
atividades antitumoral, antifingica, antimalarica e antioxidante. Varias espécies
coletadas nos biomas do Estado de Sao Paulo foram selecionadas devido a alguma
atividade biolégica apresentada constituindo-se uma extratoteca bastante
representativa quanto ao nimero de extratos (aproximadamente 1780) (AGRIPINO et
al., 2004; BOLZANI et al., 1999; PAULETTI, YOUNG, BOLZANI, 2003). Dentre as
espécies selecionadas, Arrabidaea samydoides demonstrou especial interesse por
acumular xantonas com forte atividade antioxidante (PAULETTI et al., 2003) e
antimalarica (PAULETTI, 2004). Objetivando a continuidade das pesquisas com o
género Arrabidaea, o presente trabalho visou a identificagdo de outras classes de
metabdlitos secundarios na espécie Arrabidaea brachypoda de interesse do NuBBE.
As plantas de Bignoniaceae apresentam uma variagdo quimica muito grande e o
género Arrabidaea foi pouco estudado, tornando a busca de novos metabolitos
promissora.
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1.1 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae é representada por mais de 100 géneros e por volta de
800 espécies, é encontrada em regides tropicais € a maioria de seus membros
encontra-se dispersados pela América do Sul e Africa (CRONQUIST, 1981). As suas
espécies encontradas, principalmente, em regiées do Cerrado, ecossistema tipico do
centro e do sudeste do Brasil. O Cerrado, hoje, € um ecossistema ameacado devido a
introducdo de monoculturas e criagdes de gado nessa area durante as ultimas trés
décadas. Ele representa o segundo maior bioma da América do Sul depois da floresta
tropical e inicialmente cobria um quarto do territério brasileiro (BLATT et al., 1998).

Os exemplos mais representativos dessa familia sdo jacaranda (Jacaranda
brasiliana) e ipés amarelo e roxo (Tabebuia alba e T. avellanedaea) pois sao
empregados na construgéo civil, carpintaria e confec¢do de instrumentos musicais;
sendo também amplamente utilizados como ornamentais devido a beleza de suas
floragdes (LORENZI, 1988). Na América do Sul, o ipé roxo é amplamente usado na
medicina popular como fitoterapico na prevencdo e tratamento do céancer
(FUJIMOTO et al., 1991).

Os géneros da familia Bignoniaceae encontram-se agrupados em 7 tribos:
Tecomeae Endl., Bignonieae Dumort, Crescenticae G. Don., Oroxyleae,
Eccremorcarpeae Hogg, Tourrettieae G. Don. e Colleeaea. No Brasil ocorrem 56
géneros e cerca 338 espécies incluindo muitos taxons endémicos (GENTRY, 1980) e
estas se encontram nas trés primeiras tribos (VON POSER et al., 2000).

Os estudos quimicos com Bignoniaceae demonstram uma diversidade grande
de classes de metabdlitos especiais entre os quais se incluem lignanas, flavondides,
iridéides, triterpenos, xantonas, naftoquinonas, acidos cindmicos e benzdicos e seus
derivados. Os alcaléides sdo raramente encontrados, ndo se caracterizando como
marcadores quimiotaxondmicos deste taxon (OLIVEIRA et al., 1990).

Um ndmero de atividades biolégicas vem sendo experimentalmente observado
para os membros dessa familia. No Brasil, as plantas desta familia sdo usadas
popularmente como adstringentes, antitérmicas e para tratar reumatismos, diarréias,
cancer e infec¢des microbianas (OLIVEIRA et al., 1990; ROCHA et al., 2004).
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1.2 Género Arrabidaea

E o maior género da tribo Bignonieae, com aproximadamente 100 espécies.
Sua taxonomia é complexa, pois muitas caracteristicas diagnoésticas de Arrabidaea
sdo compartihadas com espécies de outros géneros. E caracterizado pela
inflorescéncia em panicula ou tirso multifloro, mas também podem ser encontradas
espécies com racemos paucifloros. As flores tém corola résea a roxa, raramente alva,
mas nunca amarela. O género mais préximo morfologicamente é Cuspidaria, que se
diferencia de Arrabidaea pelos lacinios do calice, mais alongados (SILVA & QUEIROZ,
2003).

Existem poucos relatos de estudos quimicos desse género na literatura e
abaixo estao listadas algumas substancias ja descritas (Tabela 1).

/ HO
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Tabela 1. Substancias isoladas do género Arrabidaea.

Substancia Nome Parte da Espécie Referéncia
planta
1 trans- - A. ADRIAN-
hidroxiprolinobetaina candidans ROMERO et al.,
2007
2 isoverbascosideo cascasdo  A. harleyi LIMA et al.,
caule 2003
3 verbascosideo cascasdo  A. harleyi LIMA et al.,
caule 2003
4 6,7,3",4'-tetraidroxi- folhas A. chica ZORN et al.,
5-metoxi-flavilium 2001
5 carajurona folhas A. chica ZORN et al.,
2001
6 carajurina folhas A. chica ZORN et al.,
2001
7 6,7,3 -trihidroxi-5,4’- folhas A. chica ZORN et al.,
dimetoxi-flavilium 2001
8 acacetina folhas A. chica ZORN et al.,
2001
9 alpinetina folhas A. LEITE et al.,
triplinervia 2006
10 crisina caules A. PAULETTI,
samydoides YOUNG,
BOLZANI, 2003
11 carajuflavona folhas A.chica TAKEMURA et
al., 1995
12 2-(2’-O-trans-cafeoil)-C- caules A. PAULETTI et
B-D-glicopiranosil- samydoides al., 2003
1,3,6,7-
tetraidroxixantona
13 2-(2’-O-trans-cinamoil)- caules A. PAULETTI et
C- B-D-glicopiranosil- samydoides al., 2003
1,3,6,7-
tetraidroxixantona
14 2-(2’-O-trans-cumaroil)- caules A. PAULETTI et
C-B-D-glicopiranosil- samydoides al., 2003
1,3,6,7-
tetraidroxixantona
15 2-(2’-O-benzoil)- caules A. PAULETTI et
C-B-D-glicopiranosil- samydoides al., 2003
1,3,6,7-
tetrahidroxixantona
16 muraxantona caules A. PAULETTI et
samydoides al., 2003
17 mangiferina caules A. PAULETTI et
samydoides al., 2003
18 acido ursélico folhas A. LEITE et al.,
triplinervia 2006;
A. PAULETTI et
samydoides al., 2003
19 acido pomdlico folhas A. LEITE et al.,
triplinervia 2006
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Continuicao da Tabela 1. Substancias isoladas do género Arrabidaea.

Substancia Nome Parte da Espécie Referéncia
Planta
20 3B, 16a-diidroxi-olean- caules A. PAULETTI,
12-eno samydoides YOUNG,
BOLZANI, 2003
21 eritrodiol folhas A. PAULETTI,
samydoides YOUNG,
BOLZANI, 2003
22 acido oleandlico folhas A. chica ZORN et al.,
A. 2001, LEITE et
samydoides al., 2006
23 uvaol folhas A. PAULETTI,
samydoides YOUNG,
BOLZANI, 2003
24 B-sitosterol caules A. PAULETTI,
samydoides YOUNG,
BOLZANI, 2003
25 lupeol caules A. PAULETTI,
samydoides YOUNG,
BOLZANI, 2003
26 estigmasterol caules A. PAULETTI,
samydoides YOUNG,

BOLZANI, 2003
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1.3 Espécie Arrabidaea brachypoda
A. brachypoda (Figura 1) pertence a tribo Bignonieae Dumort. E um arbusto

nativo do Cerrado de até 0,70 cm de altura. Caracteriza-se pelas folhas simples e
flores roseas-roxas em inflorescéncias terminais (SILVA & QUEIROZ, 2003).

Figura 1. Foto de um exemplar de Arrabidaea brachypoda.

A literatura descreve apenas um estudo quimico dessa espécie o qual relata a

composicao flavonoidica da cera epicuticular das folhas (ALCERITO et al., 2002):

OCH30

hispidulina
3', 4'-diidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona
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1.4 Flavonoides

O metabolismo fenilpropanoidico transforma fenilalanina em uma variedade de
micromoléculas importantes, incluindo lignanas, ésteres derivados do acido sinapico,
estilbenos e flavondides. Essas micromoléculas ddo origem a um grande nimero de
metabdlitos especiais das plantas, compostos esses ndo requeridos para o
crescimento e desenvolvimento normais, através de caminhos metabdlicos comuns a
todas as plantas. E esperado que exista entre 50.000 e 100.000 produtos de
metabdlitos especiais de plantas, e aproximadamente 20% do carbono fixado pela
fotossintese é direcionado para via dos fenilpropandides, gerando a maioria das
substancias fendlicas encontradas na natureza, incluindo os flavonoides. Os
flavondides constituem a maior classe de grupos de produtos naturais. Muito do
interesse crescente em flavondides deve-se as propriedades medicinais que eles
possuem com respeito a saide humana (VERVERIDIS et al., 2007).

1.4.1 Estrutura e biossintese de flavondides

A estrutura basica de um flavondide consiste de 15 atomos de carbono
arranjados em trés anéis (Cs — C3 — C¢), que sdo denominados A, C e B (Figura 2).
Entre as muitas subclasses de flavonéides estdo as flavonas, as flavanonas, as
isoflavonas, os flavonois, as flavan-3-6is, as antocianidinas, as biflavonas, as
chalconas, as auronas e as cumarinas. Taninos hidrolisaveis, proantocianidinas,
(oligbmeros de flavan-3-6is), derivados do &cido cafeico e lignanas sdo todos
compostos fendlicos e séo classificados separadamente (PIETTA, 2000).

Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides
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Dependendo da posigédo da ligacdo do anel B ao anel C, o grupo flavonéide

pode ser dividido em 4 classes:

Flavonoides principais
Isoflavondides

Neoflavonéides

YV V VYV V

Flavonéides minoritarios

O termo secundério é usado somente para distinguir casos em que a estrutura
béasica do flavondide ndo é mantida como nas chalconas (anel C aberto) ou auronas
(anel C substituido por um anel de 5 carbonos) (VERVERIDIS et al., 2007).

O \\\‘
: ‘n’ "OH
O
flavona flavonol flavan-3-ol

b)

O o} c)
O o
) O ¢) O Pz
isoflavona isoflavanona

neoflavenos
pterocarpanas
O O, OH Cl

(0]
auronol

chalcona 4-arilcumarina

Figura 3. Esqueleto quimico dos: a) flavondides principais; b) isoflavonoides; c)

neoflavondides e d) flavonéides minoritarios.
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A maioria desses grupos compartilha um precursor chalcénico comum e por
isso sdo biogeneticamente e estruturalmente relacionados. Eles diferem entre si pela
saturacao no anel C, na locacéo do anel B nas posigdes C-2, C-3, C-4 e no padrao de
hidroxilagdo. Flavonéides podem ser modificados por hidroxilagdo, metoxilagéo, ou O-
e C-glicosilacoes. Além disso, grupos prenila (isoprenilas, geranilas e farnesilas)
podem se ligar covalentemente ao flavondéide e anéis adicionais podem ser
conectados ao esqueleto basico do flavonéide. Flavondides glicosilados podem ser
acilados por moléculas alifaticas ou de &cidos arométicos (VERVERIDIS et al., 2007).

Em plantas, os flavondides apresentam-se glicosilados. O fato dos flavondides
serem encontrados em formas combinadas, geralmente como glicosideos, sugere que
a combinagdo com esses compostos € parte importante na economia da planta, pelo
menos porque os glicosideos possuem uma solubilidade maior e maior mobilidade que
as agliconas. O armazenamento desses fenoélicos na forma glicosidica pode bem ser
um método das plantas para que esses compostos nado interfiram em certos
mecanismos celulares vitais (VERVERIDIS et al., 2007).

Apesar de a forma glicosilada ser a mais comum, flavondides também séo
acumulados na forma de agliconas. Outro grupo de flavondides substituidos € o de
flavondides sulfatados, que €, aparentemente, restrito a certas espécies de plantas
(VERVERIDIS et al., 2007).

Esses compostos sdo biossintetizados a partir dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina, e também do malonato (HAHLBROCK, 1981). O anel B e parte
do anel heterociclico do esqueleto do flavonoéide provém de 4-cumaroil-CoA enquanto
que o anel A origina-se a partir de trés unidades de acetato-malonato. A enzima
chave para a formacao do esqueleto do flavondide é a chalcona sintetase, que catalisa
a etapa de condensacdo das trés unidades de acetado da via do malonato com 4-
cumaroil-CoA formando um intermediario com 15 atomos de carbono (2',4',6’,4-
tetraidroxichalcona) (HARBORNE, 1994).

1.4.2 Funcao dos flavondides nas plantas

Estas substancias tém papéis diferentes na ecologia das plantas. Devido a
suas cores atraentes, flavonas, flavondis e antocianidinas atuam como sinalizadores
visuais para agentes polinizadores. Por causa da adstringéncia, catequinas e outros
flavonois podem representar um sistema de defesa contra parasitas. Flavonéides
atuam como catalisadores na fase luminosa da fotossintese e/ou como reguladores do
canal de ferro envolvido na fosforilagdo (PIETTA, 2000). Eles também podem

funcionar como protetores contra o estresse oxidativo nas células das plantas
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seqlestrando espécies reativas de oxigénio (EROS) produzidas pelo sistema de
transporte eletrénico fotossintético (HARBORNE, 1994). Além disso, por causa de sua
capacidade de absorgdo na faixa do UV, flavondides protegem as plantas contra
radiacao solar e sequestra as EROS gerados por essa radiacéo (PIETTA, 2000).

Além disso, muitos flavondides como também outros fendlicos, sao
potencialmente citotéxicos e possuem atividade antimicrobiana. Por essas razoes, eles
sao estocados nas plantas ligados a agucares, sulfatos ou ambos, nos vacuolos como
formas hidrossoluveis (VERVERIDIS et al., 2007).

1.4.3 Propriedades medicinais dos flavonéides

Nos Ultimos anos, o interesse pelas propriedades farmacoldgicas destas
substancias tem crescido bastante. Estudos com flavondides mostraram um amplo
espectro de agbes biolégicas, como antiviral, antiinflamatéria, propriedades
antialérgicas, efeitos cardioprotetores e anticarcinogénicos. A maioria dessas
atividades esta relacionada a capacidade antioxidante e quelante dos flavondides
(PIETTA, 2000).

1.4.4 Capacidade antioxidante dos flavonodides

Dentre as atividades medicinais mais investigadas pela literatura, destaca-se a
capacidade dos flavondides de seqUestrar espécies reativas de oxigénio (EROS).
Apesar dessa atividade ser intensamente descrita, os flavondides vem ganhando
maior notoriedade devido aos impactos das EROS e dos processos de oxidacao na
espécie humana e no metabolismo e fisiologia das plantas (REDDY et al., 2007)

A oxidacao é a transferéncia de elétrons de um atomo para outro e representa
uma parte essencial da vida aerébica e do metabolismo, uma vez que o oxigénio
molecular é o ultimo receptor de elétrons no sistema de fluxo eletrénico que produz
energia na forma de ATP. Porém, podem surgir problemas quando o fluxo eletronico
se torna desacoplado (transferéncia de um Unico elétron desemparelhado), gerando
radicais livres. Exemplos de radicais livres conhecidos como espécies reativas de
oxigénio (EROS) séao o superoxido (O, 7), peroxila (ROO’), alcoxila (RO’), hidroxila
('OH) e 6xido nitrico (NO’) (PIETTA, 2000). Os radicais livres hidroxila e alcoxila sao
muito reativos e rapidamente reagem com moléculas em células proximas, e
provavelmente causam danos intensos nas estruturas celulares. Por outro lado, o
anion superoxido, lipideos hidroxiperoxidases e oxido nitrico sdo menos reativos. Além

disso, em organismos vivos existem outras EROS que nao sao radicais como oxigénio
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singlete ('0,), peréxido de hidrogénio (H.,O,) e &cido hipocloroso (HOCI) (PIETTA,
2000).

As EROS possuem diferentes papéis nos organismos vivos. Alguns sao
positivos e estao relacionados aos seus envolvimentos com a produgdo de energia,
fagocitose, regulagéo do crescimento da célula e sinalizagao intercelular, e sintese de
compostos biolégicos importantes. No entanto, as EROS podem ser muito prejudiciais
sendo que elas podem reagir com lipideos da membrana celular, proteinas e
consequentemente induzir danos nessas moléculas, carboidratos, DNA e
lipoproteinas. Essas injlrias oxidativas acreditam-se serem responsaveis pelo
envelhecimento precoce e muitas doencas degenerativas cardiolégicas, catarata,
deficiéncias cognitivas como Doencga de Alzheimer e cancer (PIETTA, 2000).

Uma definicdo ampla para o termo antioxidante é: “uma substancia que,
quando presente em baixas concentragdes, comparada ao substrato oxidavel (que
inclui varias substancias encontradas em tecidos vivos, incluindo proteinas, lipideos,
carboidratos e acidos nucléicos), impede ou previne, significamente, a oxidacdo desse
substrato” (VANNUCCHI, 1998).

Os principais meios bioldgicos de defesa antioxidantes podem ser divididos em
trés grupos: antioxidantes enzimaticos, antioxidantes ndo enzimaticos e proteinas
ligadoras de metais. Os sistemas enzimaticos envolvem as enzimas redutase e
oxidase da glutationa, particularmente a glutationa peroxidase, a superéxido dismutase
e a catalase, que converte perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. A
protecdo nao-enzimatica por pequenas moléculas, dentre as quais as mais utilizadas
sdo glutationa, ubiquinona, acido Urico, bilirrubina, NADPH e NADH, flavonéides,
vitamina C, vitamina E e carotendides. Entre as proteinas ligadoras de metais
podemos citar ceruloplasmina (cobre), metalotioneina (cobre), albumina (cobre),
transferrina (ferro), ferritina (ferro) e a mioglobina (ferro) (YEN et al., 2001).

Esta bem estabelecido que a capacidade que alguns flavondides exercem na
inibicdo de radicais livres depende do arranjo dos substituintes nas suas estruturas.
Algumas propriedades de protecdo contra o estresse oxidativo sdo reportadas como
sendo dependente da estrutura e relacionadas a presenga de um grupo catecol no
anel B (hidroxilagdo em C-3’ e C-4’, propriedade de doagao de préton), resultando na
estabilidade da espécie reativa; a quimica do anel C, particularmente a presenca do
grupo carbonila em C-4 em conjugacdo com uma insaturacao situada ente os
carbonos C-2 e C-3 ou a presenca de hidroxilas nas posicées 3 e 5 ou outro grupo
funcional na posicéo C-3 resultante da esterificagdo da hidroxila em C-3 com o acido
galico em conjugagao com a insaturagédo em C-2 e C-3 favorecendo a quelagéo de

metais e impedindo a catalise das reagdes dos radicais livres. Flavondis e flavonas
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possuem quase todas essas caracteristicas e sdo abundantes em plantas. Isto é
exemplificado pela quercetina que satisfaz todos os critérios acima, possuindo uma
das atividades antioxidantes mais potentes entre os flavondides. No entanto, se a
hidroxila em C-3 estiver glicosilada como no caso da rutina a atividade seqUestradora
de radicais livres é reduzida a 50%. Outros flavonéides candidatos a antioxidantes sao
0s galatos de catequinas e as hidroxiflavonas. Antocianidinas, precursores de
antocianinas, cianidinas e delfinidinas estruturalmente apresentam a maioria dos
critérios citados acima e desmonstraram possuir um grande potencial antioxidante
(VERVERIDIS et al., 2007).

1.5 Enzima mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase é uma enzima catidnica em pH fisiolégico e, desta maneira,
€ capaz de se ligar a estruturas bioldgicas anibnicas, tais como: fosfolipideos de
membranas celulares. Esta enzima, também, catalisa a geragdo de HOCI, biomolécula
que promove injuaria celular (WEISS, 1989; eq. 1, eq, 2).

Cr+ H0, ‘MPO ¢ 4+ H + H0(pH>pKa) eq.1

MPO
Cl + H.O, —3» HOCI + H,0 (pH < pKa) eq.2

O HOCI pode ser considerado como o agente oxidante mais abundante gerado
por leucocitos do sangue. O acido hipocloroso € um agente oxidante extremamente
reativo. Além de atacar biomoléculas de grande importancia fisiolégica, tais como:
tidis, tioéteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato, ele é capaz de gerar
outras ERQOS, tais como: oxigénio singlete e radical hidroxila, através de uma reagao
com perdéxido de hidrogénio e anion superoxido, respectivamente (WEISS, 1989).

A literatura correlaciona a injuria oxidativa promovida por MPO e HOCI com
inimeros processos inflamatérios, tais como: artrite reumatdide, fibrose cistica, doenca
inflamatoria intestinal, injdria pulmonar neonatal, etc (EDWARDS & HALLETT, 1997;
DHANESHWAR et al., 2006). A mieloperoxidase foi encontrada em lesbes de
aterosclerose humana (DAUGHERTY et al., 1994), sugerindo, assim, possuir fungcao
de agente oxidante clorado nos processos aterogénicos (LAPENNA & CUCCURULLO,
1996). Neste contexto, o HOCI pode modificar, por oxidacao, lipoproteinas de baixa
densidade para uma forma aterogénica, principal causa dos problemas vasculares.
Aparentemente, ocorre a oxidacdo de residuos de lisina da apoproteina B-100,
constituinte da lipoproteina (HAZELL & STOCKER, 1993; HAZELL et al., 1994).
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Apesar da MPO catalisar a formagdo de um importante microbicida (HOCI),
individuos deficientes em MPO nao apresentam maiores comprometimentos, a ndo ser
uma aparente susceptibilidade a infecgoes fungicas (SILVA, 2001). Dessa forma, a
busca por inibidores de MPO a partir de fontes naturais torna-se de grande valia na
descoberta de agentes antiinflamatérios, bem como no desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.

2. Objetivos

» avaliacdo do perfil de metabdlitos secundarios via High Performance Liquid
Cromatography (HPLC) das fracbes obtidas para posterior estudo de
desreplicacdo, uma das metas atuais do NuBBE.

» estudo quimico de A. brachypoda, visando o isolamento e a determinacao
estrutural de substancias fenodlicas polares para posterior avaliacdo do
efeito antitumoral, antimalarico, antioxidante e antifungico visando contribuir
com o projeto “Conservation and sustainable use of plant diversity from
Cerrado and Atlantic forest: chemical diversity and prospection for potential
drugs” (Programa Biota-FAPESP).

3. Metodologia

3.1 Instrumentacao

» Os solventes utilizados foram da marca Merck ou Synth de qualidade P.A. e
grau HPLC para as analises em HPLC;

» As concentracOes das solugdes foram efetuadas em rota-evaporador Blchi-
RE 121 sob pressao reduzida;

» Cromatografo liquido da marca Varian ProStar®, consistindo de uma
bomba ternaria modelo 240, um detector de arranjo de diodo modelo 330 e
um injetor automatico modelo 410, controlados pelo programa Star
Chromatography Workstation versdo 5.3. A coluna utlizada foi
Phenomenex LCyg 5 um, 250 x 4,6 mm;

» Cromatografo liquido da marca Varian ProStar® analitico, consistindo de
uma bomba ternaria modelo 310, um detector UV-visivel modelo 233
controlados pelo programa Star Chromatography Workstation versdo 5.3;
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injetor manual da marca Rheodyne modelo 7725i. A coluna utilizada foi
Synergi Hydro — RP, 4 um, 80A, 250 x 4,6 mm, fluxo de 1,0 mL/min;

» Cromatografo liquido da marca Varian PrepStar® preparativo, consistindo
de duas bombas modelo SD-1, um detector UV-visivel da marca ProStar
modelo 320, controlados pelo programa Star Chromatography Workstation
versao 5.3; injetor manual da marca Rheodyne modelo 7725i. A coluna
utilizada foi Synergi Hydro — RP Axia Packed, 4 pm, 80 A, 100 x 21,2 mm,
fluxo de 8,5 mL/min;

» Todas as analises nos cromatégrafos liquidos foram feitas com A = 254 nm,
exceto no cromatégrafo liquido com detector de arranjo de diodo;

> EspectrOmetro de massas de alta resolugao ESI-TOF, modelo ultrOTOFq
(Bruker Daltonics®, Billerica, MA, EUA), bomba de infuséo, fluxo de 100
pL/h. Fase mével utilizada para a solubilizagdo da amostra foi MeOH. Os
dados de massa foram adquiridos no modo negativo.

» Espectrometro de RMN Varian INOVA 500 (11,7 Tesla), operando em
frequiéncia de 500 MHz para os nucleos de hidrogénio e 126 MHz para o

carbono.
3.2 Coleta e identificagdao do material vegetal

O material boténico (folhas, caules e inflorescéncias) foi coletado em Assis —
SP em fevereiro de 2006, identificado pela Dra. Inés Cordeiro e sua exsicata ( col.
Brumati 40) foi depositada no Herbario do Instituto de Boténica de Sao Paulo, Séo
Paulo. Este material foi seco em estufa a 40°C, pulverizado em moinho de facas e
armazenado no NuBBE.

3.3 Preparo dos extratos etandlicos brutos

O material pulverizado foi submetido a extracdo exaustiva com etanol. Depois,
fez-se a concentracgédo do solvente a pressao reduzida obtendo o extrato etandlico das

folhas, dos caules e das inflorescéncias (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa do material seco e do extrato etandlico.

Parte da Planta Massa material seco (g) Massa extrato bruto (g) Rendimento
Folhas 39,9 6,00 15%
Caules 54,7 1,62 3%

Inflorescéncias 8,61 1,23 14%

3.4. Preparo das amostras para HPLC analitico

O pré-tratamento das amostras que foram analisadas em HPLC foi feito com
um cartucho de Cg da marca J.T.Baker®. As amostras foram solubilizadas em MeOH,
passadas pelo cartucho e secas. Depois, as amostras foram solubilizadas em MeOH
de modo a ter-se uma solugéo de concentragéo entre 1 a 5 mg/mL. Essa solugéo foi
fitrada em uma seringa adaptada com uma membrana de politetrafluoroetileno
(PTFE), didametro de poro de 0,45 pm da marca Gelman®, coletando o filtrado em
frasco de 1,5 mL.

3.5 Preparo da fracao AcOEt das folhas para analise em HPLC preparativo

Para o pré-tratamento da fragao, 1,00g da mesma foi solubilizada em MeOH e
depois eluida em um cartucho de Cig da marca J.T.Baker®. Depois de seca, a fragéo
foi solubilizada na fase mével utilizada na analise até concentragcdo de 100 mg/mL e
em seguida, foi feita uma filtracao utilizando um sistema constituido de uma seringa
adaptada com uma membrana de politetrafluoroetileno (PTFE), diametro de poro de
0,45 um da marca Gelman®.

3.6 Preparo de Fra3 e Fra8 para analise em HPLC preparativo

As duas fragdes foram solubilizadas na fase mével que foi utilizada na analise
de modo a se preparar um solucao 10 mg/mL. Em seguida, foram filtradas com
seringa adaptada com uma membrana de politetrafluoroetileno (PFTE), didametro de
poro de 0,45 um da marca Gelman®.

3.7 Atividade antioxidante

A solugao de DPPH (200 uM) foi preparada em metanol. Para as substancias

que foram testadas e para o controle positivo (quercetina) foram preparadas solugdes
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de 1 mg/mL em metanol e depois essas solugbes foram diluidas para as seguintes
concentragdes: 100, 80, 40, 20, 10 e 5 uM. Em uma placa de 96 pocos foi adicionada
uma aliquota de 100 puL de cada solugdo em ftriplicata e depois foi adicionado 200 pL
de DPPH. Essa placa foi mantida durante 30 min no escuro e depois a absorbancia foi
medida no espectrofotdmetro Bio-TEK® leitor de microplacas. A avaliagdo da forma
reduzida do DPPH gerado foi determinada através da diminuigcdo da absorbancia a
517nm:

Formula: % de sequestro do radical livre estavel DPPH.

_ (absorbancia do controle DPPH —absorbdncia da amostrateste ou controle positivo)
absorbanciado controle DPPH

%

3.8 Atividade inibidora da enzima mieloperoxidase (MPO)

O ensaio envolvendo a inibicdo de mieloperoxidase foi desenvolvido no
Laboratério de Bioquimica, Departamento de Bioquimica e Tecnologia do Instituto de
Quimica, UNESP-Araraquara, sob supervisdo da Profa. Dra. Olga Mascarenhas. O
ensaio de inibicado sobre mieoloperoxidase (MPQ) foi realizado em uma cubeta para
espectrofotdmetro, onde foram adicionados tampéao fosfato de sédio (50 mM, pH =
7,4), guaiacol (70 mM), as substancias dissolvidas em etanol e MPO (8 nM). A reagéo
enzimatica foi iniciada com a adigdo de peroxido de hidrogénio (0,3 mM) e logo
realizou-se a primeira leitura da absorbancia em 470 nm, sendo repetido esse
processo a cada 5 segundos durante um minuto, determinando-se a velocidade inicial
(vo). Para isso, v, foi calculada por meio da plotagem de um gréfico produto formado
versus tempo de reagao (v, = A/t) foi comparada frente a diferentes concentragbes das
substancias testadas por meio da construcdo de graficos que correlacionam
concentragao versus resposta. Esse ensaio tem como principio a oxidagdo do guaiacol
na presenca de peréxido de hidrogénio (CAPEILLERE-BLANDIN, 1998).
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Estudo quimico da A. brachypoda

Primeiramente foi feita uma analise exploratéria em HPLC com detector de
arranjo de diodos (DAD) do extrato etandlico das folhas, dos caules e das

inflorescéncias da A. brachypoda (Figura 4 — 6).

Figura 4. Cromatograma do extrato etandlico das folhas; gradiente MeOH:H,0O, 5-
100% MeOH em 50 min, solugdo 1 mg/mL, fluxo de 1 mL/min, coluna Phenomenex
LCyg 5 um, 250 x 4,6 mm, A = 254 nm, injecao de 20 pL.

Figura 5. Cromatograma do extrato etandlico da inflorescéncia; gradiente MeOH:H,O,
5-100% MeOH em 50 min, solugdo 1 mg/mL, fluxo de 1 mL/min, coluna Phenomenex
LCyg 5 um, 250 x 4,6 mm, A = 254 nm, inje¢do de 20 pL.
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Figura 6. Cromatograma do extrato etandlico do caule; gradiente MeOH:H,O, 5-100%
MeOH em 50 min, solugao 1 mg/mL, fluxo de 1 mL/min, coluna Phenomenex LCis 5
pm, 250 x 4,6 mm, A = 254 nm, , inje¢éo de 20 pL.

Observou-se que os perfis dos extratos do caule e da inflorescéncia eram muito
parecidos e que apresentavam dois picos significantes com os mesmos tempos de
retencao (34,1min e 38,9 min). O espectro de absor¢cdo no UV (Figura 7) indicou que

podiam ser as mesmas substancias.

AU AU
« Extrato etandlico da inflorescéncia K

1.50
. * Extrato etandlico do caule 15l

1.00
0.75
0.50

0.25

325 T225 250 275 300 325
nm nm

225 250 275 300

Figura 7. Espectros de absorcdo no UV dos picos com tempo de retencdo
tr = 34,1 min e tr = 38,9 min, respectivamente.

Logo em seguida, foram analisados em HPLC-DAD os padrées isolados da A.
samydoides (substancias 10, 12, 13, 14, 16 e 17) nas mesmas condicdes em que
foram obtidos os cromatogramas acima para que se pudesse comparar os espectros
de absor¢do no UV dos picos com mesmo tempo de retencdo dos extratos e dos
padrdes para analisar a composicao do extrato (Figuras 8 — 13). Se existissem picos
com mesmo tempo de retengédo e, os espectros de absorgdo no UV fossem iguais,
seria usada a técnica de espectrometria de massas para ver se as massas eram as
mesmas e assim concluir se eram as mesmas substancias, fazendo um pequeno

trabalho de desreplicagéo.
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Figura 8. Comparacdo entre os cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas
(vermelho), dos caules (amarelo) e das inflorescéncias (verde), e da substancia 10.

Minutes

Figura 9. Comparacdo entre os cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas
(vermelho), dos caules (amarelo) e das inflorescéncias (verde), e da substancia 12.
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Figura 10. Comparagéo entre os cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas
(vermelho), dos caules (amarelo) e das inflorescéncias (verde), e das substancias 13.

Minutes

Figura 11. Comparagéo entre os cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas
(vermelho), dos caules (amarelo) e das inflorescéncias (verde), e da substancia 14
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Figura 12. Comparagéo entre os cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas
(vermelho), dos caules (azul) e das inflorescéncias (verde), e da substancia 16.

Figura 13. Comparagéo entre os cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas
(vermelho), dos caules (azul) e das inflorescéncias (verde), e da substancia 17.
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Nenhum dos padrées injetados apresentou tempo de retengéo igual a algum
outro pico dos cromatogramas dos extratos etandlicos dos caules, das inflorescéncias
e das folhas da A. brachypoda, podendo-se afirmar a auséncia dessas substancias
nos extratos.

Comparou-se os espectros de absor¢do no UV das xantonas (Figura 14) com
0s espectros de absorcdo no UV (Figuras 15 — 17) dos picos mais intensos dos
cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas, dos caules e das inflorescéncias e
foi observado que os mesmos nao possuiam as xantonas como seus principais
constituintes. As xantonas apresentaram quatro bandas caracteristicas de
comprimentos de onda de absorcdo no UV: Apax = 230 — 240 nm; Apax = 250 — 265 nm;
Amax = 305 — 330 nm € Anax = 340 — 400 nm (MOREL et al., 2000).

Figura 14. Espectros de absor¢do no UV dos padrdes de xantonas.

O espectro de absor¢do no UV dos picos mais intensos do cromatograma do
extrato etandlico das folhas (Figura 4) apresentou duas bandas caracteristicas de
flavonas e flavonoéis indicando a presenca de flavonoides no extrato (Figura 15). A
banda | de comprimento de onda maximo entre 300 — 390 nm associada a extensao
de conjugacao do anel B e C e a banda Il de comprimento de onda méaximo entre 250
—280 nm associada ao anel aroméatico A em conjugacdo com a carbonila. Ja os
espectros de absorcdo no UV (Figura 16 e 17) dos picos mais intensos dos
cromatogramas do caule e da inflorescéncia (Figura 5 e 6) apresentaram bandas com
comprimentos de ondas maximos entre 240 — 280 nm indicando a presenca de anéis
aromaticos substituidos.
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Figura 15. Espectros de absorg¢éo no UV dos picos mais intensos
do cromatograma do extrato etandlico das folhas.

Figura 16. Espectros de absor¢do no UV dos picos mais intensos
do cromatograma do extrato etanélico dos caules.

Figura 17. Espectros de absor¢éo no UV dos picos mais intensos
do cromatograma do extrato etandlico das inflorescéncias.
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4.2 Estudo quimico do extrato etandlico das folhas da A. brachypoda

O cromatograma do extrato etanodlico das folhas mostrou-se mais complexo
comparado com o dos caules e das inflorescéncias (Figuras 4 — 6), por isso decidiu-se
comegar com estudo quimico deste.

O extrato etandlico das folhas foi, entdo, submetido a particdo liquido-liquido
(Figura 18) com solventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano e acetato

de etila.
Folhas

secas e moidas
m=239,9¢

1-  Maceragdo com EtOH
2-  Filtragao

v \ 4
Residuo Extrato Etandlico

l Descarte Concentragao
v

Extrato Etandlico
m =6,00g

Solubilizagdo em MeOH:H,0 (8:2)
v

Extrato Etandlico
solubilizado

Hexanos 3 x 200 mL

! v !

Fracao Hidroalcodlica Precipitado Frag&o Hexanica
m=0,279g

CHxCl, 3 x 200 mL \ Concentragao

Fragdo Hexanica

. v m=1,69g

Fragéo CH.Cl, Fragao
Hidroalcodlica

Concentragao 1- MeOH:H.O (1:1)
2-  AcOEt 3 x 200 mL

Fracdo CH.Cl,
m=2,05¢g

\ 4 \ 4
Fragdo AcOEt Fragao Hidroalcodlica

Concentragao

Concentragdo
v A

Fracdo AcOEt Fragao Hidroalcoolica
m=1,40g9 m=0,45¢

Figura 18. Particdo do extrato etandlico das folhas
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A primeira fragdo analisada foi a fragdo AcOEt, pois queria-se buscar os
compostos mais polares incluindo os flavonéides.

Fez-se, entdo, uma analise exploratoria em HPLC com detector de arranjo de
diodos da fracdo AcOEt. O espectro de absorcdo no UV dos picos mais intensos
confirmou a presenca de flavonéides nessa fragao (Figura 19).

Figura 19. Cromatograma da fracdo AcOEt; gradiente MeOH:H,0O, 5 -100% MeOH em
50 min, A = 254 nm. Espectro de absorcédo no UV dos picos 1 e 2.

Como a massa da fragdo era muito pequena optou-se pelo HPLC para se ter o
minimo de perda de massa possivel. Desse modo a fragdo foi analisada em HPLC
analitico e foi ajustado um modo de eluicdo isocratico para que os picos fossem
coletados em posterior analise em HPLC preparativo.

A melhor separagao foi obtida com fase mével MeOH:H,O 0,1%HAc (52:48)
(Figura 20). Na transposicdo da HPLC analitico para o preparativo teve-se que
diminuir a forca de eluicdo da fase mével para MeOH:H,0 0,1% HAc (48:52) para
melhor separacado dos picos (Figura 21), com isso a eluicdo cromatogréfica tornou-se
um pouco mais longa indo de 30 min para 45 min, tendo um gasto maior de solvente.
As fracOes foram coletas por tempo de retencéo (Tabela 3) e ndo por picos para maior
reprodutibilidade.
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Figura 20. Cromatograma da fragdo AcOEt, HPLC analitico, fase mével MeOH:H,O
0,1%HAc (52:48).

Figura 21. Cromatograma da fracdo AcOEt, HPLC preparativo, MeOH:H,O 0,1%HAc
(48:52).

Tabela 3. Fracbes obtidas na separacdo em HPLC preparativo da fracdo AcOEt das

folhas.

Fracao Tempo de retencéo (min) Massa fracao (mg)
Fra1 0-5 441 1
Fra2 5-8,15 86,4
Fra3 8,15-13 100,1
Frad 13-18 41,5
Fra5 18-24 32,6
Fra6 24 -29,5 10,1
Fra7 29,5 - 31 12,1
Fra8 31-35 27,6
Fra9 35-39,5 40,7
Final 39,5-45 20,0

Limpeza - 81,5
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Todas as frag6es coletadas foram analisadas em HPLC analitico com a mesma
fase mével usada para separacao no HPLC preparativo. Fra5 e Fra8 apresentaram 2
picos no cromatograma e Fra3 e Fra9 apresentaram somente um. Fez-se o espectro
de hidrogénio 'H dessas quatro fracdes (anexos 1 — 4) e observou-se que Fra9 estava
pura (substancia lll). As outras trés possuiam mistura de substancias e Fra3 e Fra8
foram purificadas em HPLC preparativo (Figura 22), desta vez usando ACN na fase
mével, pois proporcionou uma melhor separagdo dos picos com menor tempo de
retencao e consequentemente, uso de menor quantidade de solvente orgéanico. De
Fra3 (Figura 23) foram isoladas as substancias I e Il e, de Fra8 (Figura 24) foi isolada

a substancia IV e reisolada a substancia lll.

CLAE preparativa, coluna Synergi Hidro — RP
Axia Packed, 4y, 80 A, 100 x 21,2 mm, fase
moével ACN:H:20 0,1%HAc (18:82)

CLAE preparativa, coluna Synergi Hidro — RP
Axia Packed, 4y, 80 A, 100 x 21,2 mm, fase
moével ACN:H:0 0,1%HAc (24:76)

Figura 22. Purificagédo da fracdes Fra3 e Fra8.

Substancia ll

N

Substancia |

-
Y A

Figura 23. Cromatograma de Fra3 nas condi¢bes usadas para a purificacao
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Substancia IV

Substancia lll

Figura 24. Cromatograma de Fra8 nas condigdes usadas para a purificagao.

As substéncias foram elucidadas pela andlise dos espectros de IES-EM, RMN
de 'H e '°C e as técnicas bidimensionais gHMQC, gHMBC e gCOSY 'H-"H.

4.3 Caracterizacao espectrométrica das substancias de | - IV

4.3.1 Substanciaslell
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A andlise dos espectros de RMN de 'H e "*C (anexos 5-10 e 21-26) permitiu
caracterizar as substancias | e Il como pertencentes a classe dos flavondides
glicosilados.

Os espectros de RMN de *C de | e Il apresentaram os sinais em ¢
156,1/156,5, &; 133,3 e &¢c 177,3 atribuidos aos carbonos C-2, C-3 e C-4,
respectivamente, permitindo inferir que tais substancias pertenciam a subclasse dos
flavonois (AGRAWAL, 1989).

De uma maneira geral, os espectros de RMN de '*C dos flavonéis | e II
mostraram-se muito similares. Basicamente a diferenca notada referiu-se ao nimero
de sinais de carbonos carbindlicos apresentados pelo flavonol Il, sugerindo que o
mesmo apresentava mais uma unidade monossacaridica.

Pela analise dos espectros de RMN de 'H das substancias | e Il, observou-se a
presenga de um singleto largo em &y 12,6, o qual estava relacionado a um hidrogénio
pertencente a uma hidroxila capaz de estabelecer uma ligagdo de hidrogénio
intramolecular com o carbono carbonilico (HARBORNE, 1994).

O espectro de RMN de 'H da substancia | revelou a presenca de dois singletos
largos em dy 6,19 e &y 6,39, os quais foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8,
indicando um anel A tetrassubstituido. A substancia Il também apresentou o0 mesmo
padrao de substituicdo para o anel A, no entanto para os hidrogénios H-6 e H-8
atribuiu-se o par de dubletos em &y 6,19 (J= 2,0 Hz) e 8 6,38 (J= 2,0 Hz).

Além destes sinais, os espectros de RMN de 'H mostraram dubletos em &y
5,45 (flavonol 1) e dy 5,34 (flavonol 1), os quais foram atribuidos aos hidrogénios
anoméricos (H-1"), apresentando constantes de acoplamentos de 7,0 Hz e 7,5 Hz,
respectivamente. Estes valores destas constantes de acoplamento indicaram um
acoplamento do tipo axial-axial com H-2” e, consequentemente sugerindo uma
configuragéo B, para a unidade monossacaridica.

Outro fato que contribuiu com a idéia de que a diferenga entre os flavondis 1 e
era a existéncia de mais uma unidade de agucar foi a presenca de dois dubletos em &y
4,39 (J=1,0 Hz) e &4 1,00 (J = 6,0 Hz) no espectro de RMN de 'H da substancia Il
(anexo 11), sendo o primeiro referente a presenga de mais um hidrogénio anomérico e
o outro referente aos hidrogénios metilicos, tipicos de uma unidade de raminose. A
presenga de raminose pbde ser confirmada pelo sinal em 8¢ 17,7, o qual foi atribuido
ao carbono C-6 (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1994).

Paralelamente, os espectros de RMN de '°C das substancias | e Il revelaram
sinais em &¢ 61,0 e 8¢ 66,9 0s quais foram atribuidos ao carbono C-6” da unidade de
glicose. O aumento do valor de deslocamento quimico para o carbono C-6" da
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substancia Il, indicou que o mesmo esta envolvido com uma ligagéo interglicosidica do
tipo 6”— 1 (AGRAWAL, 1989).

O mapa de contornos do experimento de gHMBC para o flavondide I
(anexo 17) demonstrou a correlacao entre o sinal em &¢ 133,3 (C-3) e o hidrogénio
anomérico com sinal em dy 5,34 (d; J = 7,5 Hz), sugerindo que a glicosilagdo estava
localizada em C-3. Todos os deslocamentos quimicos dos carbonos foram
comparados com os da literatura confirmando as duas estruturas (AGRAWAL, 1989;
Tabela 4).

As substancias isoladas | e Il foram isoquercitrina e rutina, respectivamente.
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de '*C (125 MHz) dos flavonéis | e

Il (DMSO-dk).
Flavondide | Flavonéide Il
O¢ O ; o On;
Posicao multiplicidade; J (Hz) multiplicidade; J (Hz)

2 156,1 - 156,5 -

3 133,3 - 133,3 -

4 177,3 - 177,3 -

5 161,2 - 161,2 -

6 98,7 6,19; sl 98,6 6,19;d; 2,0
7 164,4 - 164,1 -

8 93,5 6,39; sl 93,5 6,38;d; 2,0
9 156,3 - 156,3 -

10 103,8 - 103,9 -

1’ 121,1 - 121,1 -

2 116,1 7,58;d;1,5 116,2 7,54; sl
3 144,8 - 144,7 -

4 148,5 - 148,4 -

5 115,2 6,84;d;9,0 115,2 6,84;d; 8,0
6’ 121,5 7,57;dd; 1,5; 9,0 121,5 7,55;dd; 1,0; 2
1” 100,9 5,45;d;7,0 101,8 5,34;d;7,5
27 76,5 3,00 -3,60; m 74,0 3,00 -3,60; m
3” 77,5 3,00 -3,60; m 75,9 3,00 -3,60; m
4” 69,9 3,00 -3,60; m 70,0 3,00 -3,60; m
5” 74,0 3,00 -3,60; m 76,4 3,00 -3,60; m
6” 60,9 3,00 -3,60; m 66,9 3,00 -3,60; m
17 - - 100.7 4,39;d; 1,0
2> - - 70.3 3,00 -3,60; m
3” - - 70.5 3,00 -3,60; m
4> - - 71.8 3,00 -3,60; m
5 - - 68.2 3,00 -3,60; m
6 - - 17.7 3,00 -3,60; m

Hidroxila - 12,6; sl - 12,6; sl

quelatogénica

2 O sinais do espectro de RMN 'H referentes a esses hidrogénios coaleceram.
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4.3.2 Substancias lll e |

ll: R =

IV:R =

Os flavondides lll e IV foram isolados na forma de solido amorfo de coloragao
amarela.

Os valores observados no espectro de RMN de 'H e RMN de '*C para a
substancia Ill (anexos 18 -24) indicaram tratar-se de uma substéncia da classe dos
flavonéis glicosilados. Entre outras fei¢cdes, os sinais em &¢ 156,5, dc 132,6 € dc 176,8
atribuidos aos carbonos C-2, C-3 e C-4, respectivamente, bem como os nove sinais
compreendidos entre &c 67,0 e d¢ 75,9, indicaram a presenca de duas unidades de
acucares (AGRAWAL, 1989).

Pela analise do espectro de RMN de 'H (anexo 20) foi constatada a presenca
de dois dubletos em &4 6,13 (J = 2,0 Hz) e & 6,30 (J = 2,0 Hz), 0os quais revelaram um
anel A tetrassubstituido. Por outro lado os sinais mais desblindados em &y 7,48
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(d, J=2,5Hz), 5, 6,84 (d, J=8,5 Hz) e &y 7,53 (dd, J = 2,5 e 8,5 Hz), atribuidos a H-2’,
H-5 e H-6’, respectivamente, indicaram a presenca de um anel B 1,3 4-
trissubstituido. Conjuntamente com os dados de RMN de '*C, permitiu-se inferir a
presenca de uma unidade de quercetina (HARBORNE, 1994).

Além destes sinais, o espectro de RMN de 'H mostrou dois sinais em 3 5,60
(d, J=8,0 Hz) e em &4 4,41 (sl), os quais foram atribuidos aos hidrogénios anoméricos
H-1" e H-1".

A posicao de O-glicosilacdo foi determinada a partir da analise do mapa de
contornos obtido pelo experimento de gHMBC (anexo 36), que revelou a correlagao
entre o sinal em &¢ 132,6 (C-3) e dy 5,60 (H-17).

Paralelamente, o espectro de RMN de '*C revelou um sinal em &¢ 67,0,
atribuido C-6” da unidade de glicose. Esse valor indicou que o mesmo esta envolvido

(21}

com uma ligagao interglicosidica do tipo 6”— 1", uma vez que o deslocamento
quimico para esse carbono geralmente é &c 62 (AGRAWAL, 1989).

O mapa de contornos obtido por gCOSY-'H-'H (anexos 40-43) conjuntamente
com gHMBC (anexos 30-39) e gHMQC (anexos 25-29) colaboraram com atribuigao
correta dos valores de deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono da
subunidade de rutinose. Os hidrogénios dos acguUcares foram atribuidos com ajuda do
experimento HOMODEC (anexo 46).

Dentre os sinais que levaram a caracterizacao parcial da estrutura molecular
de lll, como sendo um derivado do flavonol I, o valor de deslocamento quimico de H-
2” apresentou-se bastante elevado (54 4,90). Contudo, o espectro de RMN de '*C
apresentou mais nove sinais (anexo 21), os quais confirmaram a presenca de um
substituinte receptor de elétrons no carbono C-2”, capaz de gerar o incremento no
valor do deslocamento quimico do hidrogénio H-2”, significando uma desprotegao
deste nucleo.

Dentre estes sinais complementares, observou-se o sinal em 8¢ 165,7, o qual
pbde ser atribuido ao carbono de uma carbonila de um éster conjugado e oito sinais
em &c 111,1, 8¢ 114,6, 6¢c 115,5, &¢ 122,9, &6¢c 125,6, &c 145,1, &c 147,9 e &¢ 149,3
atribuidos aos carbonos sp®. Correlacionados a estes sinais, o espectro de RMN de 'H
apresentou mais cinco sinais, sendo um subconjunto de trés sinais: dois dubletos oy
7,28 (J=1,0 Hz), &4 6,80 (J = 8,0 Hz) e um duplo dubleto &, 7,09 (J= 1,0 € 8,0 Hz) e
outro subconjunto formado por dois dubletos &4 6,45 (J = 16,0 Hz) e &4 7,57 (J = 16,0
Hz). O primeiro subconjunto referiu-se a um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido e o
segundo conjunto referiu-se a uma olefina com configuracdo E. Assim, inferiu-se que
tal substituinte com acgéo eletron-receptora era compativel com uma unidade de

fenilpropandide (um derivado CgCs).
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O experimento de gHMBC (anexo 34) revelou uma correlagéo de &y 4,90 com
0 Oc 165,7. Desta maneira concluiu-se que a unidade de glicose estava ligada ao
derivado fenilpropanoidico através do oxigénio em C-2”.

O espectro de RMN de 'H (anexo 19) revelou um singleto em 34 3,83 (3H),
permitindo inferir a presenca de uma metoxila (3¢ 55,6). O mapa de contornos de
gHMBC (anexo 34) apresentou um contorno que correlacionou o sinal em &y 3,83 e ¢
147,9, sendo este pertencente a subunidade fenilpropanoidica. A fim de se determinar
a posicao de O-alquilagao, realizou-se um experimento de NOESY 1D (anexo 45), o
qual observou-se a correlagéo entre o sinal irradiado em &¢ 3,83 e o dubleto &4 7,28
(subunidade fenilpropanoidica). Esta observagdo permitiu inferir a interagcdo espacial
entre o grupo metoxilico e o hidrogénio H-2"”. Logo, deduziu-se que a substancia Il
(arrabidosideo A) encontrava-se acilada por uma unidade de 4&cido ferdlico
(FATTORUSSO et al., 2001; Tabela 5).

Uma vez caracterizados os dados espectrométricos de RMN mono e
bidimensionais da substancia lll, a elucidacao estrutural da substancia IV foi facilitada,
uma vez que essa apresentava grande similaridade estrutural com o flavonol il.

O espectro de RMN de 'H (anexo 49) revelou o desaparecimento do
subconjunto de sinais que foram atribuidos ao anel aromatico do grupo feruloila,
havendo apenas um singleto em &y 6,99 (2H), sugerindo um anel
1,3,4,5 tetrassubstituido e com um eixo de simetria capaz de revelar a equivaléncia
magnética dos hidrogénios H-2"” e H-6"". Qutro fato que contribuiu para confirmar
esta proposicao foi a diminuigao de sinais de carbonos do espectro de *C (anexo 50),
tendo este somente 4 sinais atribuidos a 6 carbonos, sendo estes d; 106,1 (C-2" e C-
6"), 8¢ 124,4 (C-1""), dc 138,3 (C-4"") e d; 148,0 (C-3"” e C-5"").

Além disso, observou-se a presenca de um singleto &4 3,81 (6H), o qual foi
atribuido a seis hidrogénios metilicos de dois grupos metoxilicos. O mapa de
contornos de gHMBC (anexo 62) indicou a correlacao deste singleto com o sinal em &¢
148,0, indicando que os dois grupos metoxilicos pertenciam a subunidade
fenilpropanoidica. Com o intuito de confirmar tal substituicdo realizou-se um
experimento de NOESY 1D (anexo 69), pelo qual observou-se a correlagdo entre o
singleto oy 3,81 e o singleto em &y 6,99 (H-2"” e H-6"").

Assim sendo, concluiu-se que a substancia IV (arrabidosideo B) apresentava-
se acilada por uma unidade de &cido sinapinico (TEWTRAKUL et al., 2002; Tabela 6).

A anélise do espectro de massas, RMN de °C (anexo 21 e anexo 50) e DEPT
(anexo 44 e anexo 68), conduziram a formula molecular C3;H35019 € C3gH40O02 para as
substancias Ill e IV respectivamente. O experimento de massas foi realizado no modo
negativo. O espectro das substancias Il apresentou o pico base em m/z = 785 e o da
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substancia IV, o pico base m/z = 815, que correspondiam ao ion molecular [M - HJ.
Ambos os ions quando submetidos ao MS-MS (Figura 25 — 26) apresentaram um
fragmento em m/z = 609, o qual foi atribuido a eliminagdo dos derivados ferulico e

sinapinico dos flavonois lll e IV, respectivamente.

6091495

7851057

8911152

824‘?890

Figura 25. Espectro de ESI-MS-MS do ion molecular 785 da substancia lll.

8091527
8240560

821 §H9

Figura 26. Espectro de ESI-MS-MS do ion molecular 815 da substancia IV.
Os espectros de absorgdo no UV das substancias Il e IV (Figura 27 e 28,

respectivamente) apresentaram duas bandas, caracteristicas de flavondis: banda | de

Amax = 333 € 337 nm e banda Il de Anax = 250 e 240 nm, respectivamente.

54



Figura 28. Espectro de absorgao no UV da substancia IV.

Pesquisas recentes na base de dados SciFinder Scholar, as quais
correlacionaram as propostas de férmulas moleculares das substancia lll e IV, com
férmulas estruturais ja descritas, indicaram que estas substancias sao inéditas na

literatura.
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (126 MHz) do
arrabidosideo A (DMSO-d5).

d¢ OH; gHMBC
Posicao multiplicidade; J (Hz)
2 156,5 - H-2', H-6’
3 132,6 - H-1"
4 176,8 - -
5 161,1 - H-6
6 98,9 6,13;d; 2,0 H-8
7 165,2 - H-6
8 93,7 6,31;d; 2,0 H-6
9 156,4 - H-8
10 103,5 - H-6, H-8
1 120,8 - H-6
2 116,0 7,48;d; 2,5 H-6
3 144,9 - H-2’, H-5”
4 148,7 - H-27, H-5", H6”
5 115,2 6,84;d; 8,5 -
6’ 121,7 7,53; dd; 2,5; 8,5 H-2
1”7 98,6 5,60d; 80 H-2”
2” 73,9 4,90; dd; 9,5; 9,5 H-3”
3” 74,1 3,49; dd; 9,5;9,5 H-2”, H-4"
4” 70,5 3,21;dd; 9,5;9,5 H-3”
5” 75,9 3,30;m H-6” a
6” 67,0 a: 3,35;d; 2,0 b: 3,76;d; 10,5 -
1”7 100,8 4,41; sl -
2 70,3 3,44;d; 3,0 -
3” 70,2 3,31;dd; 3,0;9,5 -
4 71,8 3,10; dd; 9,5; 9,5 -
5 68,3 3,29;d; 6,5 -
6’ 17,7 1,00; d; 6,5 H-4"
177 125,6 - H-5"", H-8"”
27 111,1 7,28;d; 1,5 H-6"", H-7""
3 147,9 - 37~ MeO
4 149,3 - H-2"", H-6""
57 115,5 6,80; d; 8,0 -
6" 122,9 7,09; dd; 1,5; 8,0 H-27", H-7""
7 145,1 7,57;d; 16 H-2"", H-6""
8’ 114,6 6,45;d; 16 H-7"”
97 165,7 - H-2”
3””’- MeO 55,6 3,83, s -
Hidroxila - 12,6; sl -
quelatogénica
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de '*C (126 MHz) do

Arrabidosideo B (DMSO-d5).

d¢ On; gHMBC
Posicao multiplicidade; J (Hz)

2 156,5 - H-2', H-6’

3 132,6 - H-1"

4 176,8 - -

5 161,1 - H-6

6 98,8 6,12;d; 1,5 H-8

7 165,1 - H-6

8 93,6 6,30;d; 1,5 H-6

9 156,4 - H-8

10 103,5 - H-6, H-8
1 120,8 - H-5

2 116,0 7,48;d; 2,5 H-6’

3 144,8 - H-2’, H-5
4 148,7 - H-2’, H-5’, H-6’
5 115,2 6,83;d; 8,5 -

6’ 121,7 7,53; dd; 2,5; 8,5 H-2°

1”7 98,6 5,61;d; 8,0 H-2”

2” 73,9 4,90; dd; 9,0; 9,0 H-3”

3” 74,1 3,49; dd; 9,0; 9,0 H-27, H-4”
4” 70,2 3,20; dd; 9,0; 9,0 H-3”

5” 75,9 3,35;m -

6” 67,0 a:3,37;m b:3,76;d; 10,5 H-4
1”7 100,8 4,41; sl -

2 70,3 3,44; sl H-3”
3” 70,5 3,31;dd; 3,0;9,5 -

4 71,8 3,10;dd; 9,5; 9,5 H-3, H-6"
5 68,2 3,28;d; 6,5 H-6"
6’ 17,6 1,00; d; 6,0 H-4"
17 124,4 - H-2", H-6"”, H-8"”
2 106,1 6,99; sl H-6"", H-7""
37 148,0 - 5””- MeO, H-2"
4 138,3 - H-2"”, H-6""
57 148,0 - 3""- MeO, H-6""
6" 106,1 6,99; sl H-27", H-7""
7 145,4 7,59; d; 16 H-2"", H-6""
8’ 115,1 6,51;d; 16 H-7"”
97 165,6 - H-27, H-7"”

3’ eb’”- 56,0 3,81,s -
MeO
Hidroxila - 12,6; sl -
quelatogénica
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4.4 Potencial antioxidante dos flavonéis | - IV

Foi testado o potencial antioxidante dos flavonois | — IV frente ao radical DPPH.

Os flavondides tém essa qualidade relacionada com sua estrutura e relata-se a
importancia da presenga de nucleos catecolicos na atividade antioxidante destas
substancias. A relagdo estrutura-atividade desse nicleo relaciona-se com a
capacidade de estabilizar os radicais livres formados ap6s a doagéo de hidrogénios
pelas substancias antioxidantes em potencial. A maior estabilidade relaciona-se com o
maior numero de estruturas mesoméricas formadas nesses novos radicais (BORS et
al., 1990). Nas substancias da classe dos flavonoides atribuiu-se aos trés anéis a
atividade antioxidante.

Os resultados observados no grafico (Figura 29) e na tabela abaixo corroboram
a importancia da presenga dos grupos catecélicos em antioxidantes potenciais. As
substancias com tal caracteristica estrutural mostraram os melhores resultados, com
Clso (concentracao necessaria para sequestrar 50% do radical livre DPPH) comparavel
ao da quercetina (Tabela 7). Os grupos feruloila e sinapicoila ndo aumentaram a
atividade antioxidante dos flavondides Ill e IV comparados com o controle positivo
quercetina. O valor discrepante do flavonol I foi atribuido ao fato dessa substancia nao
estar completamente pura.

100

90
80

N
a0
Q g0
8 |
o %
_§ 40 quercetina
T 304 isoquercetrina
\‘2 20 4 rutina
3 | J o
10 substancia 3

substancia 4

T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

concentragdo em uM

Figura 29. Grafico da curva de determinagao da % de sequestro de DPPH
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Tabela 7. Potencial antioxidante dos flavondis | — IV
frente ao radical DPPH

Substancias Clso (UM)
quercetina® 5,81
Isoquercitrina (1) 15,10
Rutina (Il) 4,88
arrabidosideo A (Ill) 8,95
Arrabidosideo B (IV) 5,34

& Controle positivo
4.5 Inibicao da enzima mieloperoxidase (MPO)

As substancias isoladas foram testadas frente a inibigho da enzima
mieloperoxidase (MPO) e comparadas ao controle positivo quercetina.

Péde-se observar que os valores de Cls, para as substancias | e Il foram muito
préximos e maiores que o do controle positivo, sugerindo que a hidroxila em C-3 é
importante para a atividade inibitéria. A presencga do grupo ferulico na substancia
aumentou a atividade inibitéria e a presenga do grupo sinapinico na substancia IV
diminui. Esse fato pode ser explicado pelo impedimento estérico no grupo sinapinico
da hidroxila em para pelas metoxilas, uma vez que nao ocorreu com o grupo ferdlico.

Esse ensaio foi realizado com os &acidos ferdlico e sinapinico e estes
apresentaram atividade inibitéria muito pequena em comparacdo com o controle

positivo quercetina.

Tabela 8. Atividade inibitéria dos flavonois
I — IV frente a enzima mieloperoxidase.

A MPO
Substéancias (nM)
arrabidosideo A (Il 1,80 £ 0,07
arrabidosideo B (IV) 4,82 + 0,06

isoquercitrina (1) 3,75+ 0,02
rutin (Il) 3,60 +0,02
guercetina @ 1,22 + 0,01
acido ferulico > 50
acido sinapinico > 50

& Controle positivo
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5. Consideracoes finais

O desenvolvimento do trabalho com o extrato etandlico das folhas da A.
brachypoda e a fragdo AcOEt resultou no isolamento de dois flavonodis inéditos:
arrabidosideo A e arrabidosideo B e também dos flavondis rutina e isoquercitrina,
contribuindo para a descricao dos constituintes quimicos dessa espécie, ainda pouco
estudada, mas com potencial para exploracao sustentavel.

O potencial antioxidante dos flavonois I, Il, 1ll, IV frente ao radical DPPH foi
testado e como era esperado, eles apresentaram Clsy parecidos e proximos ao do
controle positivo quercetina. O Unico que apresentou um valor muito discrepante foi a
isoquercitrina e esse fato foi atribuido a sua pureza.

A atividade inibitéria dos flavondéis I, Il, lll, IV frente a enzima mileoperoxidase
(MPQO) também foi testada e apresentaram valores de Cls, igual a 3,75, 3,60, 1,80,
4,82 nM. Esses dados mostraram o potencial antiinflamatério dessas substancias
tornando a busca por inibidores de MPO a partir de fontes naturais de grande valia na
descoberta de agentes antiinflamatoérios, bem como no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas.

Arrabidaea chica é utilizada pela industria de cosméticos e, essa pesquisa
indicou o potencial da A. brachypoda para esse fim, considerando sua constituicao
micromolecular rica em derivados fendlicos antioxidantes.

Outro fato interessante de destaque é a auséncia de xantonas nesta espécie,
tendo em vista que esta classe ocorre em outras espécies de Arrabidaea.
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Anexo 1. Espectro de RMN de 'H de Fra3 (500 MHz — DMSO-0d)

Anexo 2. Espectro de RMN de 'H de Fra5 (500 MHz — DMSO-aj)



Anexo 3. Espectro de RMN 'H de Fra8 (500 MHz — DMSO-ds)

Anexo 4. Ampliacao do espectro de RMN "H de Fra8 (6 6,0 — 7,7; 500 MHz, DMSO-
o3
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Anexo 6. Ampliagéo do espectro de RMN de 'H (5 0 — 4,0) do flavonol |
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Anexo 8. Espectro de RMN de ®C do flavonol | (126 MHz — DMSO-d)
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Anexo 10. Ampliacdo do espectro de RMN de *C (5 115 — 180) do flavonol |
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Anexo 11. Espectro de RMN de 'H do flavonol Il (500 MHz — DMSO-d)
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Anexo 12. Ampliacdo do espectro de RMN (5 2,5 — 4,0) de 'H do flavonol Il
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Anexo 13. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (5 4,0 — 7,6) do flavonol lI

Anexo 14. Espectro de RMN de *C do flavonol Il (126 MHz — DMSO-d)
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Anexo 16. Ampliacdo do espectro de RMN de *C (5 115 — 178) do flavonol Il
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Anexo 17. Ampliacdo do mapa de contornos do gHMBC do flavonol Il (500 MHz —
DMSO-as)
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Anexo 18. Espectro de RMN de "H do flavonol Il (500 MHz - DMSO-0dj)
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Anexo 20. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (5 6,0 — 7,7) do flavonol Il
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Anexo 21. Espectro de RMN de "*C do flavonol lll (126 MHz - DMSO-d)
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Anexo 22. Ampliacdo do espectro de RMN de °C (5 55 — 77) do flavonol lll
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Anexo 23. Ampliacéo do espectro de RMN de "*C (5 90 — 126) do flavonol llI
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Anexo 24. Ampliacao do espectro de RMN de "*C (5 130 — 180) do flavonol HlI
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Anexo 25. Mapa de contornos gHMQC do flavonol 1l (500 MHz - DMSO-dg)

Fulin Ddaarias g
Boivenll Dedd

Tomp, BO.B G s BE.1 K
RaT L RdeAl
[T R T TP

Bwbaw, dalay 1,668 ted
By b

Anexo 26. Ampliacao do mapa de contornos gHMQC (8 53 — 75) do flavonol 1lI
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Anexo 28. Ampliacao do mapa de contornos gHMQC (5 91 — 103) do flavonol Il
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Anexo 29. Ampliagdo do mapa de contornos gHMQC (6 110 — 145) do flavonol 11l
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Anexo 30. Mapa de contornos gHMBC do flavonol lll (500 MHz - DMSO-d;)
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Anexo 31. Ampliagdo do mapa de contornos gHMBC (& 14 — 23) do flavonol lll
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Anexo 32. Ampliagdo do mapa de contornos gHMBC (& 40 — 75) do flavonol lll
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Anexo 34. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (6 145 — 175) do flavonol lli
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Anexo 36. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (6 124 — 142) do flavonol lll

83



Fubis Bagedec g
Sotweatn (EEH
Taag. 0.8 € ¢ 5830 K
wrari  f=iah
- T

iza 128 124 iz 1z iis
Fl (ppa)

148 145 14
Fl (ppa)

Anexo 38. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (6 140 — 152) do flavonol llI
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Anexo 39. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (6 154 — 169) do flavonol llI
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Anexo 40. Mapa de contornos gCOSY flavonol lll (500 MHz - DMSO-dk)
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Anexo 41. Ampliacao do mapa de contornos gCOSY (& 0 — 3,8) do flavonol 1l
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Anexo 42. Ampliacdo do mapa de contornos gCOSY (0 4,0 — 7,8) do flavonol lll
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Anexo 43. Ampliacdo do mapa de contornos gCOSY (& 6,0 — 7,8) do flavonol lll
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Anexo 44. Espectro de DEPT 135 2 do flavonol lll (126 MHz - DMSO-d;)
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Anexo 45. Espectro de NOESY 1D &y 3,83 do flavonol lll (500 MHz - DMSO-a5)

Anexo 46. Espectro de HOMODEC (500 MHz — DMSO-d;) de & 5,60; 8 4,90, 5 4,41,
03,49, 0 3,31, 0 3,21 € 8 3,10 do flavonol lll
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Anexo 47. Espectro de RMN de "H do flavonol IV (500 MHz - DMSO-d)
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Anexo 48. Ampliacéo do espectro de RMN de 'H (5 3,0 — 5,0) do flavonol IV
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Anexo 49. Ampliacéo do espectro de RMN de 'H (5 5,6 — 7,7) do flavonol IV

Fuies Beawesce) siwsi

T
o BIN,NREFINT mEE
ANV ArErEES mmp

Anexo 50. Espectro de RMN de *C do flavonol IV (126 MHz - DMSO-d)
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Anexo 52. Ampliacéo do espectro de RMN de *C (5 90 — 140) do flavonol IV
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Anexo 53. Ampliacéo do espectro de RMN de *C (5 140 — 178) do flavonol IV

FREFRN Wi
BEELED MM

Fi [ppm)

Anexo 54. Mapa de contornos gHMQC do flavonol IV (500 MHz — DMSO-dk)
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Anexo 55. Ampliagdo do mapa de contornos gHMQC (6 66 — 77) do flavonol IV
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Anexo 56. Ampliagdo do mapa de contornos gHMQC (8 65 — 79) do flavonol IV
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Anexo 57. Ampliacdo do mapa de contornos gHMQC (5 90 — 130) do flavonol IV
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Anexo 58. Ampliacdo do mapa de contornos gHMQC (5 90 — 145) do flavonol IV
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Anexo 59. Mapa de contornos gHMBC do flavonol IV (500 MHz — DMSO-a5)

Anexo 60. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (8 62 — 75) do flavonol IV
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Anexo 62. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (& 130 — 170) do flavonol IV
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Anexo 63. Ampliacdo do mapa de contornos gHMBC (& 90 — 125) do flavonol IV
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Anexo 64. Ampliagdo do mapa de contornos gHMBC (5 135 — 170) do flavonol IV
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Anexo 66. Ampliacao do mapa de contornos gCOSY (& 3,0 — 5,8) do flavonol IV
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Anexo 67. Ampliacao do mapa de contornos gCOSY (& 6,0 — 7,8) do flavonol IV
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Anexo 68.

Espectro de DEPT 135 2 do flavonol IV (126 MHz — DMSO-ds)

99



Anexo 69. Espectro de NOESY 1D &4 3,80 do flavonol IV (500 MHz — DMSO-dg)
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