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RESUMO

Duas espécies da familia Mimosaceae, Mimosa paraibana Barneby e
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., foram submetidas a estudo fitoquimico. Através
de métodos cromatograficos, isolou-se da fase cloroférmica obtida a partir das
partes aéreas de Mimosa paraibana, seis constituintes quimicos, sendo eles [3-
sitosterol, estigmasterol, 15'-hidroxi-feofitina a, 5,7-dihidroxiflavanona, 3,4,5-
trihidroxibenzoato de etila e o acido p-cumarico, todos descritos pela primeira
vez na espécie em estudo. Das partes aéreas de Mimosa tenuiflora foram

isolados da fase cloroférmica sete constituintes quimicos, 4',5-dihidroxi-3,3',7-

trimetoxiflavona, 5,7-dihidroxi-3,4',6-trimetoxiflavona, 4' 5-dihidroxi-7-
metoxiflavanona, 4’ 5-dihidroxi-3’,6,7-trimetoxiflavona, 4’ 5-dihidroxi-7-
metoxiflavona, 4' 5-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona e 3'.4' 5-trihidroxi-7-

metoxiflavanona, também descritos pela primeira vez na espécie em estudo. A
identificacado estrutural dos constituintes quimicos isolados foi realizada através
de métodos espectroscopicos como Espectroscopia no Infravermelho por
transformada de Fourier e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono-13, com o auxilio de técnicas bidimensionais, HOMOCOSY, NOESY,

HMQC e HMBC.

Palavras-chave: Mimosa paraibana, Mimosa tenuiflora, constituintes quimicos
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Constituintes Quimicos das partes aéreas de Mimosa paraibana Barneby e Mimosa
tenuiflora (Willd) Poir.

NUNES, X. P. (2008)

thesis, CCS/LTF/UFPB

ABSTRACT

A phytochemical study was accomplished with two members of
Mimosaceae family, Mimosa paraibana Barneby and Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir. From the aerial parts of Mimosa paraibana six compounds were isolated
using chromatographic methods: B-sitosterol, stigmasterol, 15'-hydroxy-
phaeophytin a, 5,7-dihydroxyflavanone, ethyl 3,4,5-trihydroxybenzoate and p-
coumaric acid. All of these compounds were isolated for the first time from this
species. The pytochemical investigation of Mimosa tenuiflora led to the isolation
of five flavones: 4'5-dihydroxy-3,3',7-trimethoxyflavone, 5,7-dihydroxy-3,4',6-
trimethoxyflavone, 4°,5-dihydroxy-3’,6,7-trimethoxyflavone, 4°,5-dihydroxy-7-
methoxyflavone, 4',5-dihydroxy-6,7-dimethoxyflavone and two flavanones: 4',5-
dihydroxy-7-methoxyflavanone  and  3'.4',5-trihydroxy-7-methoxyflavanone,
reported here for the first time in the species under study. The structural
identification of all compounds was made by means of spectroscopic methods
such as Fourier-transform Infrared Spectroscopy and 1H and 13C Nuclear
Magnetic Resonance, with the aid of two dimensional techniques, suchar

HOMOCOSY, NOESY, HMQC and HMBC.

Keywords: Mimosa paraibana, Mimosa tenuiflora, chemical constituents
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doencgas através da ingestao de ervas
e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos
naturais. A historia do desenvolvimento das civilizacbes oriental e ocidental é
rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle
de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagédo
Egipcia, Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-
se com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e
preparados vegetais medicinais sao estudados na busca pelo entendimento de
seu mecanismo de acao e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS et al.,
2006).

A aplicagdo das plantas medicinais na terapéutica é vasta e abrange
desde o combate ao cancer até a microrganismos patogénicos (SILVA;
CARVALHO, 2004; CALIXTO, 2000). As plantas, além de seu uso na medicina
popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para
a obtencdo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica,
como a emetina, a vincristina, a colchicina e a rutina. A cada momento s&o
relacionadas na literatura novas moléculas, algumas de relevante acéao
farmacolégica como a forscolina, o taxol e a artemisinina (CECHINEL FILHO,
1998).

Até meados do século XX, as plantas medicinais e seus derivados
constituiam a base da terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica,
que teve inicio no final do século XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento
vertiginoso. Atualmente cerca de 50 % dos medicamentos utilizados sao de
origem sintética e cerca de 25 % sao de origem vegetal, isolados ou produzidos
por semi-sintese (CALIXTO, 2000). No entanto, durante os ultimos 20 anos, os
farmacos de origem natural que surgiram no mercado sdo, quase que na
totalidade, oriundos das pesquisas cientificas de paises como China, Coréia e
Japao, sendo que a contribuigdo dos outros paises € bem menor (YUNES;
CECHINEL FILHO, 2001).
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A pesquisa em produtos naturais € uma das areas mais tradicionais da
quimica no Brasil, devido a fatores historicos e a grande biodiversidade do
pais. A formagado cientifica dos pesquisadores e a infraestrutura dos
laboratérios sdo bastante adequadas para o desenvolvimento de pesquisa de
qualidade na area. A maioria dos trabalhos esta voltada para o isolamento e a
identificacdo de substancias, muitas vezes associada a ensaios biolégicos ou
estudos quimiotaxondmicos. Estes trabalhos tém gerado um numero
significativo de publicagbes em revistas indexadas internacionais e nacionais,
além de contribuir expressivamente para a formacdo de recursos humanos
competentes na area de produtos naturais (PUPO et al., 2007).

A pesquisa em produtos naturais tem se inserido tradicionalmente na
interface entre quimica e biologia. A maioria dos trabalhos em produtos
naturais envolve a busca de novas substancias e moléculas bioativas. Tais
trabalhos sempre terdo espaco, uma vez que muitas das fontes de produtos
naturais sao ainda pouco exploradas (PUPO et al., 2007).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes
quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca em tais espécies.
Quando néao se dispde de estudos quimicos sobre as espécies de interesse, a
analise fitoquimica preliminar pode indicar o grupo de metabdlitos secundarios
relevante da mesma. Caso o interesse esteja restrito a uma classe especifica
de constituintes ou as substancias responsaveis por uma certa atividade
bioldgica, a investigagdo devera ser direcionada para o isolamento e a
elucidagéo estrutural da mesma (SIMOES et al., 1999).

O panorama para a fitoquimica € muito mais importante e decisivo para
o Brasil, ao considerarmos sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo e as
possibilidades para o desenvolvimento de novos medicamentos. Torna-se,
portanto, necessaria a implantagdo de um programa comprometido, continuo e
eficiente, como o requerido para qualquer conquista de valor na area cientifico-
tecnoldgica (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).

Dentro deste aspecto, cabe ressaltar a necessidade de uma atuagao
multidisciplinar que o estudo com as plantas exige, incluindo desde o ponto de
vista fitoquimico, até estudos abordando os aspectos agrotecnoldgico,

microbiolégico, farmacologico e biotecnoldgico, de tal forma que esta
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integracdo possa propiciar uma ampliacdo nas possibilidades na busca de
novas moléculas ativas (FOGLIO et al., 2006).

Diante destas justificativas, evidenciamos a importancia do estudo das
plantas medicinais para a obtencdo de novas moléculas bioativas, obtendo-se,
portanto, prototipos para a sintese de novas moléculas ou para adaptar as
moléculas ja existentes, tornando-as mais potentes ou ativas.

Contribuindo com os estudos de plantas do Nordeste brasileiro para a
descoberta de novas substancias quimicas, tomou-se como objeto de estudo
as espécies Mimosa paraibana Barneby e Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret,
plantas pertencentes a Familia Fabaceae (Leguminosae) e a subfamilia
Mimosoideae. A espécie Mimosa paraibana é encontrada em varias areas do
estado da Paraiba e conhecida popularmente como “jurema”. N&ao foi
encontrado nenhum estudo quimico nem farmacoldgico envolvendo esta
espécie, justificando assim o estudo fitoquimico com a espécie em questéo. Ja
Mimosa tenuiflora, € conhecida na medicina popular como “jurema-preta”
(ANDRADE-LIMA 1989; LEWIS 1998), e as casca do caule desta espécie é
utilizada tradicionalmente para fins medicinais para tratamento de ulceras
externas e a casca de sua raiz usada nas cerimbnias religiosas para
elaboragcdo de um vinho (ALBUQUERQUE, 1997). Embora esta espécie ja
tenha sido submetida a alguns estudos fitoquimicos (DOMINGUEZ et al., 1989;
AMECKES-LOZOYA, 1990 ; LEON et al., 2004), sua grande utilizagdo pela
populagao, principalmente no Nordeste, justifica a importdncia de novos
estudos com o propdsito de se conhecer detalhadamente a composicao

quimica e possibilitar a seguranca e eficacia na utilizagao desta espécie.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Consideragoes sobre a familia Fabaceae, a subfamilia Mimosoideae e

o género Mimosa

A Fabaceae é uma grande familia de ervas, arbustos e arvores com
grande variedade de habitats, incluindo aquaticas, xerdfitas e trepadeiras. Tem
distribuicdo cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas
(HEYWOOD, 1996) e é constituida por 476 géneros e 13.855 espécies
(STEVENS, 2001).

Segundo Stevens (2001), a familia Fabaceae (Leguminosae) é dividida
nas subfamilias Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae (Papilionideae).
As espécies das subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sao encontradas
principalmente nas regides tropicais, enquanto que os representantes das
Faboideae estdo, preferencialmente, em regides temperadas (BARROSO,
1991).

A subfamilia Mimosoideae possui cerca de 82 géneros e mais de 4000
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, especialmente nas
areas aridas (STEVENS, 2001). Esta familia caracteriza-se botanicamente
como arvores, arbustos (principalmente) ou ervas (raramente), resinosas ou
nao resinosas. Suas folhas sdo verdes o ano inteiro, suas flores pequenas,
bissexuais ou raramente unissexuais e seu fruto é usualmente um legume
(NEILSON, 1992).

Dentre géneros desta subfamilia os mais conhecidos s&o Acacia,
Albizia, Calliandra e Mimosa. Numerosos membros desta familia sé&o
importantes economicamente, especialmente nas regides aridas e nos
continentes pouco desenvolvidos. Sdo usadas como fonte de madeira para
construgdo, forragem para ragdo animal e como ornamentais (NEILSON,
1992).

Do ponto de vista quimico, esta subfamilia é caracterizada pela
presenca de alcaldides, flavondides e terpendides.

Mimosa L. é um género de leguminosas pantropical, constando de cerca

de 480 espécies, com uma maior concentracdo na América do Sul (NEILSON,
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1992). As espécies deste género apresentam-se como ervas ou arbustos,
raramente arvores, com folhas bipinadas, frequentemente sensiveis ao toque,
flores pequenas, aglomeradas, hermafroditas, nas cores branca, résea ou
amarela, fruto em forma de vargem com 3 a 4 sementes. Na caatinga
nordestina este género esta representado por 40 espécies. Algumas espécies
como Mimosa pudica L., M. quadrivalvis L. var. leptocarpa (DC.) Barneby, M.
pigra L. e M. invisa Mart. var. invisa sdo conhecidas, na Malasia, como ervas
daninhas que infestam grandes areas agricolas, residenciais, recreacionais,
margens de estradas, areas abandonadas e terras de mineragcdo (UMI et al.,
2003).

Algumas espécies de Mimosa s&o bem conhecidas pelo homem devido
aos seus diversos usos, desde ornamentais até seu uso comercial. Varios
estudos farmacoldgicos também tém sido realizados, dando énfase aos seus
usos populares na medicina folclérica, na tentativa de elucidar os mecanismos
de agao responsaveis pelas propriedades curativas das plantas deste género.

Espécies deste género possuem grande importancia etnofarmacolégica,
como Mimosa ophthalmocentra Mart., espécie bastante difundida em todo o
Nordeste pelo seu uso em praticas mistico-religiosas e na medicina popular
como antisséptico e antiinflamatério (BATISTA, 1993).

Uma das espécies mais estudadas desde género tanto do ponto de vista
quimico como farmacolégico € Mimosa pudica L., conhecida como sendo uma
planta sensitiva, devido ao movimento rapido de suas folhas quando
estimulada pelas méaos e dedos. Este movimento notavel ja € bem conhecido
desde a era pré-cristd. O primeiro relato do movimento-folha de Mimosa foi
feito na era de Alexandre na Grécia. Este movimento periédico das folhas é
chamado de movimento nictinastico, cujo controle é realizado por um relogio
biolégico: as folhas abrem de dia e fecham a noite. Contudo, no comego do
século 18, um cientista descobriu que o movimento nictinastico continua
mesmo na escuriddao (MINORU; SHOSUKE, 1999). Suas folhas e cascas séo
usadas, na india, contra veneno de escorpiao e o extrato de suas raizes contra
picada de cobra. Em laboratério, o extrato aquoso das raizes desta espécie
apresentou atividade dose dependente em inibir a hialuronidase e proteases de

venenos de serpentes indianas (GIRISH et al., 2004). Ja o decocto das folhas
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apresentou atividade anticonvulsivante em camundongos (NGO BUM et al.,
2004). O extrato etanodlico das folhas mostrou efeito hiperglicemiante em
camundongos (AMALRAJ; IGNACIMUTHU, 2002). Desta espécie ainda sao
relatadas atividade diurética (PILLAI et al., 1978), antimalarica e citotoxica
(TRAN et al., 2003), antiespasmodica (BHAKUNI et al.,, 1969), bactericida
(SAMY et al.,, 1998), antiinflamatéria (AGRAWAL; KAPADIA, 1982), dentre
outras.

Podemos citar ainda Mimosa pigra, tradicionalmente usada na medicina
popular para o tratamento de diarréias e outras infeccbes. Seus extratos
metandlico e aquoso mostraram atividade antimicrobiana in vitro contra
Pseudomonas aeruginosa (ROSADO-VALLADO et al., 2000).

Ja Mimosa verrucosa Benth. é utilizada como agente antiinflamatério no
estado da Bahia e apresentou atividade antioxidante in vitro
(DESMARCHELIER et al., 1999).

De Mimosa caesalpiniaefolia, Mimosa pigra, Mimosa pudica e Mimosa
tenuiflora foram citadas atividades antitumoral (MORAES et al.,, 1997),
moluscicida (OKUNJI; IWU, 1988), diurética (PILLAI et al., 1978) e
antibacteriana (MECKES-LOZOYA et al., 1990), respectivamente.

Um levantamento bibliografico realizado no NAPRALERT (Natural
PRoducts ALERT, banco de dados da Universidade de lllindis) revelou a
presenca de varios tipos de compostos em espécies do género Mimosa. As
classes de maior ocorréncia no género sao: alcaldides, saponinas, terpendides

e flavondides e estdo apresentadas no Quadro 01 (pag. 29).
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QUADRO 01: Constituintes quimicos de algumas espécies do género Mimosa.

Classe/Composto

Derivado Proteico
N-acetil-acido djendlico

Albizina

Mimosina

Carotenoide
Beta-caroteno
Criptoxantina
Epodxido luteina
Luteoxantina
Neoxantina
Taraxantina
Violaxantina
Beta-zeacaroteno

Luteina
Fenilpropandide
Acido cindmico
Acido para-cumarico

Triterpeno
Acido morulico

B-amirina

Friedelina

Lupeol

Saponina
3-0O-alfa-L-arabinosideo

do acido morulico

Mimonosideo A

Mimonosideo B

Espécie/Parte utilizada

M. acanthocarpa (SE)

M. hemendyta (C)
M. palmeri (C)

M. pudica (NE)

M. biuncifera (F)

M. invisa (F)
M. biuncifera (F)
M. caesalpiniaefolia (F)

M. pudica (F)

M. caesalpiniaefolia (F)
M. rubicaulis (R)
M. rubicaulis (R)

M. tenuiflora (C)
M. invisa (PA)

M. caesalpiniaefolia (F)

M. tenuiflora (C)

M. hamata (R)

M. hamata (R)

Referéncias

GMELIN et al., 1962

GMELIN et al., 1959
GMELIN et al., 1959

TIWARI et al., 1967

KUDRITSKAYA et al., 1988

LARGO et al., 1997
KUDRITSKAYA et al., 1988
DE ALENCAR et al., 1976

KIRK et al., 2003

DE ALENCAR et al., 1976
KUMAR; SEN, 1975
KUMAR; SEN, 1975

ANTON et al., 1993
AGUIAR et al., 2007

DE ALENCAR et al., 1976

JIANG et al., 1992
ANTON et al., 1993
JIANG et al.,, 1991a
JAIN et al., 1997a

JAIN et al., 1997a
continua
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Continuacao

Mimonosideo C

Saponina A mimosa
3-O-L-arabinosil-D-
glicosil do acido
morulico

3-B-O-[a-L-
raminopiranosil(1,1)-6-
D-glicopiranosil(1,2)--
D-glicopiranosil(1,4)[a-
L-arabinopiranosil(1,3)]-
B-D-xilopiranosil]-21--
cis-trans-4-metoxi-
cinamoil-oxi, acido
oleano-12-en-28-o0ico

3-B-O-[a-L-
raminopiranosil(1,2)-6-
D-glicopiranosil(1,2)--
D-glicopiranosil(1,4)[a-
L-arabinopiranosil(1,3)]-
B-D-xilopiranosil[2-(-
trans-cinamoil-oxi acido
oleano-12-en-28-oico

campesterol  3-O-B-D-
glicopiranosideo-
estigmasterol 3-O-B-D-
glicopiranosideo-

Benzendide

Acido galico

Ester metilico do acido
galico

Eter-4-etilico do &cido
galico

M. tenuiflora (C)

M. hamata (R)
M. tenuiflora (C)

M. hamata (R)

M. pigra (CC)

M. pigra (CC)

M. tenuiflora (C)

M. hamata (PA)

M. hamata (PA)

M. hamata (FL)
M. rubicaulis (FL)

JIANG et al., 1992
ANTON et al., 1993
JAIN et al., 1997a
JAIN et al., 1997a
JIANG et al., 1992
ANTON et al., 1993
JIANG et al., 1991b

JAIN et al., 1997

ENGLERT et al., 1995

ENGLERT et al., 1995

ANTON et al., 1993

HUSSAIN et al., 1979

HUSSAIN et al., 1979

MEHTA et al., 1988
MEHTA et al., 1988

continua
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continuagao

Acido gentisico
Fenol,4-(24’-metoxi-24’-
metil-1’-oxo0-5-N-propil-

tetracosanil

Acido 4-hidroxi-3-metoxi
benzodico

Esterodide
Beta-sitosterol

Daucosterol
Estigmasterol
Campesterol
Sitosterol

Diterpeno
Labdano-8(17)-en-15-ol

Labdano-8-15-diol

Alcaléide
N,N-dimetil-triptamina

Hordenina

N-metil-triptamina

Triptamina

M. pudica (F)

M. pudica (F)

M. invisa (PA)

M. hamata (R)
M. rubicaulis (R)
M. pudica (F)
M. tenuiflora (C)
M. pudica (F)
M. tenuiflora (C)
M. tenuiflora (C

M. invisa (PA)

M. hostilis (F)

M. hostilis (F)

M. hostilis (R)

M. ophthalmocentra (R)
M. scabrella (C)
M. somnians (PI)
M. verrucosa (C)
M. tenuiflora (CC)

M. ophthalmocentra (R)
M. ophthalmocentra (R)
M. scabrella (C)

M. somnians (PI)

M. scabrella (C)
M. somnians (PI)

GRIFFITHS, 1959

JOSEWIN et al., 1999

AGUIAR et al., 2007

JAIN et al., 1997
KUMAR; SEN, 1975
JOSEWIN et al., 1999
ANTON et al., 1993

JOSEWIN et al., 1999
ANTON et al., 1993
ANTON et al., 1993

AGUIAR et al., 2007

FUKUYAMA et al., 1999

FUKUYAMA et al., 1999

PACHTER et al., 1959
WILLAMAN; LI, 1970
SMITH, 1977
BATISTA et al., 1999
DE MORAES et al., 1990
GUPTA et al., 1979
SMITH, 1977
AMECKES-LOZOYA, 1990

BATISTA et al., 1999

BATISTA et al., 1999
DE MORAES et al., 1990
GUPTA et al., 1979

DE MORAES et al., 1990
GUPTA et al., 1979
continua
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Continuacao
Nor-epinefrina

1,2,3,4-Tetrahidro-2-
metil B-carbolina

Bufotenina

N,N-Dimetil-5-metoxi-
triptamina

5-hidroxi-triptamina

Flavonol
Avicularina

Hiperosideo
Miricetina
Quercitrina
Isoquercitrina

Flavona
Cassiaocidentalina B
Cosmosina

4-Hidroxi maisina
Orientina
Isoorientina

2-O-raminosil-
isoorientina

2-O-raminosil-orientina

3',5,7-Trihidroxi-4’,5',6-

trimetoxi:3’-O-a-L-
raminopiranosideo,
flavona

4’,5',7’-Trihidroxi-3',5',6-

trimetoxi:7-O-a-L-

arabinopiranosil(1,6)-O-

B-D-glicopiranosideo,
flavona

3’4’ 7-trihidroxi-3,8-
dimetoxiflavona

Sesquiterpeno
Acido jasménico

M. pudica (PI)

M. scabrella (C)

M. somnians (PI)

M. somnians (PI)

M. somnians (PI)
M. tenuiflora (CC)

M. pudica (PA)

M. pudica (PA)

M. pudica (R)

M. rubicaulis (F)

M. rubicaulis (R)

M. pudica (F)

M. pudica (PI)

APPLEWHITE, 1973

DE MORAES et al., 1990

GUPTA et al., 1979

GUPTA et al., 1979

GUPTA et al., 1979
AMECKES-LOZOYA, 1990

LOBSTEIN et al., 2002

LOBSTEIN et al., 2002

ENGLERT et al., 1994

YADAVA et al., 1998

YADAVA; AGRAWAL, 1998

KIRK et al., 2003

TSURUM; ASAHI, 1985
continua
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Continuacao

Carboidrato
D-pinitol M. pudica (F) SCHILDKNECHT;
IYENGAR, 1975

Flavonéide

Cuculcanina A M. tenuiflora (C) DOMINGUEZ et al., 1989
Cuculcanina B

Cromonas

Tenuiflorina A M. tenuiflora (F) LEON et al., 2004

Tenuiflorina B
Tenuiflorina C
6-dimetoxicapilarisina
6-dimetoxi-4’-O-
metilcapilarisina

Legenda: C = Caule, CC = Casca do caule, F = Folhas, FL = Flores, NE = Nao especificado,
PA = Partes areas, Pl = Planta inteira, R = Raizes, SE = Semente.

FONTE: NAPRALERT (Natural PRoducts ALERT, banco de dados da Universidade de lllin6is)

2.2 Consideracoes sobre Mimosa paraibana Barneby

Mimosa paraibana Barneby é encontrada em varias areas do estado da
Paraiba e conhecida popularmente como “jurema”. Em levantamento
bibliografico feito no Chemical Abstracts, Biological Abstracts, banco de dados
NAPRALERT (NAtural PRoducts ALERT), bem como, em diversos “sites” de
busca na internet até o ano de 2008, n&o foi encontrado nenhum estudo
quimico envolvendo esta espécie. Portanto este estudo fitoquimico é pioneiro
com a espécie em questao.

Em relagdo a estudos farmacolégicos, a avaliagdo da bioatividade do
extrato etandlico bruto e das fases das partes aéreas de Mimosa paraibana foi
realizada frente a Artemia salina Leach por Nunes e colaboradores (2006) no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (Ver Apéndice). No mesmo ano
Siqueira e colaboradores observaram a acao dual de M. paraibana, relatando
um efeito espasmogénico e espasmolitico do extrato etandlico bruto em ileo

isolado de cobaia (Ver Apéndice).
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2.3 Consideragoes sobre Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret, sinonimia Mimosa hostilis (Mart.)
Benth., é conhecida na medicina popular como “jurema-preta”, “calumbi” ou
simplesmente “jurema”. E uma arvore tipica da caatinga (ANDRADE-LIMA
1989; LEWIS 1998), ocorrendo em quase todo o Nordeste brasileiro,
principalmente nos Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, sul do Piaui,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (LORENZI, 1998).

Além do Brasil, possui distribuicdo por outros paises da América, como
México, Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Panama, Coldmbia e
Venezuela (CAMARGO; LUCIA, 2000). No México é popularmente conhecida
como “Tepescohuite” sendo utilizada para o tratamento de lesbes de pele
(RIVERA-ARCE et al., 2007).

A casca do caule de Mimosa tenuiflora € utilizada tradicionalmente para
fins medicinais e a casca de sua raiz usada nas cerimdnias religiosas. Os
indios empregavam a “jurema-preta” na elaboracdo de um vinho, hoje
sacralizado nos sistemas de crenca afro-brasileiros. Entre os indigenas havia o
habito de beber “jurema”, o que pode ser, também, entendido como o ato de
inalar a fumaga por meio do cachimbo, que era feito com a raiz da propria
planta. Em relagdo a composi¢ao do “vinho da jurema”, a partir do momento em
que deixou o ambiente indigena, onde eram utilizadas apenas a casca do caule
e da raiz acrescida de mel, agora se sabe que nos novos ambientes onde esta
bebida se impde com seu valor sacral, outros ingredientes sdo acrescentados
(ALBUQUERQUE, 1997).

2.3.1 Consideragoes botéanicas de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

E uma planta de 4-6 m de altura, de ramos novos com pelos Vviscosos.
Tronco levemente inclinado, de 20-30 cm de didmetro, revestido de casca
grosseira que se desprende em laminas estreitas que se levantam nas
extremidades deixando mostrar em baixo uma superficie vermelha. Bem
adaptada para um clima seco, possui folhas pequenas alternas, compostas e

bipinadas com uma ou muitos pares de pinas opostas. Possui espinhos e
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apresenta bastante resisténcia as secas com grande capacidade de rebrota
durante todo o ano. As inflorescéncias s&o subterminais, em espigas isoladas
ou geminadas, de 4-8 cm de comprimento, com flores brancas. Floresce
durante um longo periodo do ano, predominando, entretanto, nos meses de
setembro-janeiro e os frutos amadurecem principalmente em fevereiro-abril
(BRAGA, 1976).

Possui uma madeira pesada que apresenta diferenca de cor entre rosa e
castanho, sem odor caracteristico e sabor ligeiramente amargo, brilho e textura
mediana e hilo entrecruzado, as zonas de crescimento estdo marcadas por
bandas de parénquima axial (BARNEBY, 1991). Essa madeira € muito utilizada
como fonte de energia (FARIA, 1984; OLIVEIRA, 2003), tendo assim um bom
potencial para a produgao de carvao vegetal (LORENZI, 1998), além de ser
também muito utilizada como forrageira (CARVALHO FILHO; SALVIANO,
1992).

2.3.2 Constituintes quimicos de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

Em relagcdo aos constituintes quimicos desta espécie ja foram isolados
esterdides, triterpenos, saponinas (ANTON et al., 1993; JIANG et al., 1991) e
flavondides (DOMINGUEZ et al.,, 1989) do caule, alcaldides (AMECKES-
LOZOYA, 1990) das cascas do caule e cromonas (LEON et al.,, 2004) das
folhas (Quadro 1, pag. 09).

2.3.3 Atividades farmacolégicas de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

Quanto a atividades farmacoldgicas desta espécie foi relatada atividade
antibacteriana frente a E. coli (HODGSON; KENNEDY 2005), Streptococcus
pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei e Staphylococcus aureus
(GONCALVES et al., 2005), antitumoral (LIMA et al., 2006), antifungica
(LOZOYA et al., 1989), antiinflamatéria (BORK et al., 1997), estimulante de
musculos lisos (MECKES-LOZOYA et al., 1990) e citotdxica (VILLARREAL et
al., 1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Contribuir para o estudo quimiotaxonémico da familia Mimosaceae e em
especial do género Mimosa, através do estudo quimico das espécies Mimosa

paraibana Barneby e Mimosa tenuiflora Will Poir.
3.2 Especificos

Analisar fitoquimicamente as partes aéreas das espécies Mimosa
paraibana e Mimosa tenuiflora, através de métodos de extragao, isolamento e

purificacdo dos constituintes quimicos.

Identificar e/ou elucidar as estruturas dos seus constituintes quimicos

presentes na fase cloroférmica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Mimosa paraibana Barneby e Mimosa tenuiflora
Willd foram coletadas separadamente no municipio de Serra Branca, Estado da
Paraiba, em abril de 2005. O material botanico foi identificado pela Prof. Dra.
Maria de Fatima Agra, do Setor de Botanica do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” (LTF/UFPB). Exsicatas de
M. paraibana e M. tenuiflora estdo depositadas no Herbario LTF, da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) sob o cddigo Agra et al 6460 (Figura

01) e Agra et al. 1751, respectivamente (Figura 02, p. 38).
|
A : B

C UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
FLORA DA PARAIBA
CARIRIS VELHOS

41 MIMOSACEAE

Mimosa paraibana Barneby

Det.:

BRASIL. Paraiba: Serra Branca, na base do afloramento.

COLETORES: M. F. Agra, E.A. Rocha, R. A. Pontes.

V.P.M. Coelho 6460
14/4/2005

OBS.: Arbustiva com folhas membrandcea. verdes.
Inflorescéncia roseas na extremidade dos ramos.

| Vanebatbaiea

Figura 01. Foto da exsicata de Mimosa paraibana Barneby (A), detalhes das

folhas e inflorescéncias (B) e do codigo de registro no Herbario LTF (C).
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FLORA DO BREJO PARAIBANO
MIMOSACEAE
Mimosa
BRE-PB, Proximo de Alagoa grande
= L . - Data: 12.X.1992
H""““”w‘ S DI f'{ﬂ"ﬂ- CW ﬁh ) Ft?f“ we M.F.Agra et J.Bhattacharyya WNo: 1751
Det.
(e )Q' -4 L{,a;.q,a. V/{555 FLORA DO BREJO PARATBANO

Figura 02. Foto da exsicata de Mimosa tenuiflora Willd. (A), detalhes das

folhas e frutos (B) e do codigo de registro no Herbario LTF (C).

4.2 METODOS DE ANALISE

4.2.1 Métodos cromatograficos

Na cromatografia de adsor¢ao em coluna (CC) foi utilizada silica gel 60,
ART 7734 da MERCK, de particulas com dimensdes entre 0,063-0,200 mm e
na cromatografia de exclusdo Sephadex LH -20. O comprimento e o didmetro

das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem
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utilizadas. Para cromatografia em camada delgada (CCD), foi usada silica gel
60 PF2s4, ART 7749 da MERCK.

As revelagbes das substancias nas CCD analiticas foram executadas
pela exposicdo das placas a lampada de irradiagao ultravioleta com dois
comprimentos de onda (254 e 366 nm) e/ou pela pulverizagdo com o reagente
anisaldeido sulfurico. Também foi utilizado como revelador camara saturada
com vapores de iodo. O grau de pureza das substancias foi evidenciado por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), determinando-se a
pureza quando observada uma unica mancha apés revelagao, em pelo menos
trés tipos de sistemas de elui¢cdo diferentes; como também pela determinagao
do ponto de fusdo das substancias (o critério de pureza adotado é que a
diferenca entre o inicio e o fim da fusdo n&o seja maior que 3 °C).

Como fase movel foram usados os solventes hexano, cloroférmio e
metanol, (MERCK ou VETEC) isoladamente ou em misturas binarias em

gradiente crescente de polaridade.

4.2.2 Métodos espectrométricos

Os espectros na regidao do infravermelho (IV) foram registrados em
pastilha de KBr, em espectrofotdmetro marca SHIMADZU.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de '*C), uni e bidimensionais
foram obtidos em espectrémetro VARIAN Mercury 200, operando na frequéncia
do hidrogénio a 200 MHz e do carbono a 50 MHz e espectrometro JEOL 400,
operando na frequéncia do hidrogénio a 400 MHz e do carbono a 100 MHz. As
amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se pequena quantidade
das mesmas em solvente deuterado da MERCK (CDCl3, MeOD e C3DgO). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
foram referenciados para RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos
hidrogénios pertencentes as fracdes nao deuteradas destes solventes:
cloroférmio (64 = 7,24), metanol (64 = 3,30) e acetona (64 = 2,04). Para os
espectros de RMN de "C, estes mesmos parametros foram utilizados:
cloroférmio (8¢ = 77,00), metanol (6¢c = 49,00) e acetona (6¢ = 29,80).

90



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

As multiplicidades das bandas de RMN 'H foram indicadas segundo as
convengdes: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), m
(multipleto).

4.2.3 Pontos de fusao

Os pontos de fusdo das amostras foram determinados em aparelho para
ponto de fusdo com bloco de platina em microscopio 6ptico tipo “Kofler”, marca
REICHERT, modelo R3279, com temperatura que varia de 0-350 °C. Os
valores obtidos nao foram corrigidos.

4.3 PROCESSAMENTO DAS PARTES AEREAS DE MIMOSA PARAIBANA
BARNEBY E MIMOSA TENUIFLORA WILLD.

As partes aéreas de Mimosa paraibana e Mimosa tenuiflora foram
secas, separadamente, em estufa com ar circulante a temperatura média de 40
°C durante 3 a 4 dias. Apos a secagem, o material vegetal foi submetido a um
processo de pulverizagdo em moinho mecanico, obtendo-se 8 kg de pé de

Mimosa paraibana e 1 Kg de pé de Mimosa tenuiflora.

4.3.1 Obtencao do extrato etandlico bruto (EEB) de Mimosa paraibana

Barneby e Mimosa tenuiflora Willd.

O material vegetal seco e pulverizado de cada espécie foi submetido a
maceragdo exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente de ago
inoxidavel. Foram feitos varios processos de extragdo em intervalo de 72 horas
entre eles, para garantir uma maxima extragdo dos constituintes quimicos. A
solugdo etandlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a evaporagéao do
solvente com o auxilio de um rotaevaporador a uma temperatura média de 50
°C. Apos esse processo de evaporagédo do solvente, obteve-se 829 g de EEB
de Mimosa paraibana (Fluxograma 01, p. 41) e 90 g de EEB de Mimosa
tenuiflora (Fluxograma 02, p. 41). Uma parte de cada extrato foi retirado para a

avaliacgao fitoquimica preliminar.
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FLUXOGRAMA 01. Obtencéao do extrato etandlico bruto de Mimosa paraibana
Barneby

Partes aéreas secas e pulverizadas (8 Kg)

Maceracao exaustiva com EtOH 95

0/

Solucéo extrativa etandlica

Filtragao
Concentragao em

Extrato etandlico bruto (829 g)

FLUXOGRAMA 02. Obtencéao do extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora
Willd.

Partes aéreas secas e pulverizadas (1 Kg)

Maceracao exaustiva com EtOH 95

0/

Solucéo extrativa etandlica

Filtragao
Concentragao em

Extrato etandlico bruto (90 g)

4.3.2 Avaliagao fitoquimica preliminar dos constituintes quimicos

Esta triagem procura sistematizar, ou rastrear os principais grupos de
constituintes quimicos que compdem um extrato vegetal. E um exame rapido e
qualitativo através de reagentes de coloragcédo ou precipitagdo que irdo revelar
ou nao a presenca de metabdlitos secundarios presentes em um extrato. A
triagem fitoquimica preliminar foi realizada com o extrato etandlico bruto de

cada espécie, utilizando a metodologia descrita por Matos (1997). Os

92



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

resultados da triagem fitoquimica encontram-se sumarizados no Quadro 02 e

03 abaixo.

QUADRO 02. Dados referentes a triagem fitoquimica realizada com o extrato

etandlico bruto das partes aéreas de Mimosa paraibana Barneby.

Grupos quimicos Testes aplicados Resultados
Alcaldides Bouchardat -
Mayer -
Dragendorff -
Acido silico-tungstico -
Esterdides e terpendides Lieberman-Buchard ++
Taninos Cloreto férrico 2 % ++
Flavondides Shinoda ++
Oxalo-bérico ++
Saponinas Teste de espuma -

(-) Reacao negativa; (+) reagdo fracamente positiva; (++) reacdo positiva; (+++) reacao

fortemente positiva.

QUADRO 03. Dados referentes a triagem fitoquimica realizada com o extrato

etandlico bruto das partes aéreas de Mimosa tenuiflora Willd.

Grupos quimicos Testes aplicados Resultados
Alcaldides Bouchardat ++
Mayer +
Dragendorff ++
Acido silico-tungstico +
Esterdides e terpendides Lieberman-Buchard +
Taninos Cloreto férrico 2 % +++
Flavondides Shinoda +
Oxalo-bdrico +
Saponinas Teste de espuma _

(-) Reacao negativa; (+) reacao fracamente positiva; (++) reagao positiva; (+++) reagao

fortemente positiva.
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4.3.3 Fracionamento do extrato etandlico bruto de Mimosa paraibana
Barneby

O extrato etandlico bruto foi solubilizado numa mistura MeOH : H,O (3:7
v/lv) sob agitagdo mecéanica por 60 minutos, obtendo-se a solugao
hidroalcodlica |. Esta foi submetida a uma extragao liquido/liquido, em ampola
de separagdo, sob agitagdo manual, de forma exaustiva com hexano,
cloroférmio e acetato de etila. As solugdes obtidas foram tratadas com Na;SO4
anidro e submetidas a filtracido sob vacuo. Apds esse processo, os solventes
foram evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °C,

fornecendo as fases: hexanica; cloroformica e acetato de etila (Fluxograma 03).

FLUXOGRAMA 03. Fracionamento do extrato etandlico bruto de Mimosa

paraibana Barneby

Extrato Etandlico Bruto (829 qg)
Solubilizagdo MeOH: H,0 (3: 7)
Agitacdo mecanica por 60

Solucédo Hidroalcodlica | (Sol. HA 1)

_ . Extragcdo com hexano
NaQSO4/F|ItraQaO DartirAn am fiinil Aa

Concentrarin em

Fase hexanica (156 g)* Solucéo HA Il

Extracdo com CHCI;
Particdo em funil de

Na,SOg4/Filtracao

C.oncentracin em

Fase cloroférmica (159 g) Sol. HA 1l
Extracao acetato de etila
Na,SO,/Filtracdo Particdo em funil de
C.oncentracin em |
Fase Acetato de Etila (165 g)* Sol. HA IV

* Fases reservadas para estudos posteriores
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4.3.4 Fracionamento do extrato etanélico bruto de Mimosa tenuiflora Willd

O extrato etandlico bruto foi tratado com acido cloridrico a 3 %, sob
agitacdo mecanica, e em seguida filtrado em celite, fornecendo um residuo e
uma solugcdo acida. A solucdo acida foi extraida varias vezes com CHCI;
fornecendo uma fase cloroférmica | e uma fase aquosa acida. A fase aquosa foi
alcalinizada, a frio, com uma solucéo de hidréxido de amdnio até pH 8,0, mas
ao inicio do processo o material resinificou e nao foi possivel a extracao dos
alcaloides.

O residuo retido na celite foi entdo extraido com CHCI; fornecendo uma
solugdo cloroféormica que foi seca com Na,SO4 anidro, filtrada e concentrada a
vacuo a 40 °C, originando uma fase cloroférmica Il, que entédo foi submetida a
cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria

(Fluxograma 04).

FLUXOGRAMA 04. Fracionamento do extrato etandlico bruto de Mimosa
tenuiflora Willd.

Extrato Etandlico Bruto (90 g)

Solubilizagao HCI (3
%)

7

Residuo Solucao Acida

Extracao com CHCl3 ~
p ~ Extracdo com
nncoantra ’;ao em

Fase CHCI3 Il (20 g) ' |

Fase CHCI; | Fase Aquosa

Basificacdo com

NI ML

Resina
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4.3.5 Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de Mimosa
paraibana Barneby

A fase cloroférmica (159 g) foi submetida a cromatografia de adsorgao
em coluna (CC), utilizando silica gel 60 (Artigo 7734 MERCK®), e como
eluentes, os solventes hexano, cloroférmio e metanol puros ou em misturas
binarias, em grau crescente de polaridade, obtendo-se 226 fragdes de 100 mL,
que foram concentradas em rotavapor e reunidas apés CCDA de acordo com
seu fator de retencao (Rf) (Quadro 04, Fluxograma 05, pag. 46).

As fragbes 25/29 foram reunidas e recristalizadas em hexano, resultando
em cristais brancos, que se apresentaram como uma unica mancha apos
analise de CCDA, sendo codificada como Mp-01.

As fragdes 64/91 foram reunidas e submetidas a cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP), resultando em um solido amorfo verde
que se apresentou como uma unica mancha apods analise de CCDA, sendo
codificada como Mp-02.

As fragdes 137/163 foram reunidas e cromatografadas em coluna de
Sephadex LH-20 eluidas com misturas binarias de cloroférmio e metanol,
obtendo-se um po fino amarelo escuro, que apos analise por CCDA mostrou-se
como uma unica mancha, resultando na substancia codificada como Mp-03.

As fragdes 180/198 foram reunidas e submetidas a CCDP, resultando
em um solido branco que se apresentou como uma unica mancha apés analise
de CCDA, sendo codificada como Mp-04.

As fragbes 199/212 foram reunidas e submetidas a CCDP, resultando
em um solido branco que se apresentou como uma unica mancha apés analise
de CCDA, sendo codificada como Mp-05.
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QUADRO 04. Procedimento cromatografico em coluna de silica gel da fase

cloroférmica do extrato etandlico bruto de Mimosa paraibana Barneby.

Eluente Proporgao Fragoes obtidas
Hex 100 01-09
Hex:CHClI3 90:10 10-18
Hex:CHCI3 80:20 19-24
Hex:CHClI3 70:30 25-29
Hex:CHClI3 50:50 30-48
Hex:CHClI3 20:80 49-63
CHCI3 100 64-91
CHCl3: MeOH 99:1 92-136
CHCl3: MeOH 97:3 137-163
CHCl3: MeOH 95:5 164-179
CHCI3: MeOH 90:10 180-198
CHCl3: MeOH 85:15 199-212
CHCl3: MeOH 75:25 212-226

FLUXOGRAMA 05. Particionamento cromatografico da fase cloroformica de

Mimosa paraibana Barneby

FASE CLOROFORMICA

- CC (Silica Gel)
- Hex; Hex:CHCI3; CHCI3; CHCI; :
MeOH
01/24  25/29  64/91 137/163 164/179 180/198 199/212 213/226
- CCDP - CC (Sephadex LH- - CCDP - CCDP

. - CHClj : 20) - CHCls : - CHClj :

| Mp-01(47mg) | [MeOH - CHCI; : MeOH MeOH MeOH

l ) /Q0-1\ /O07-2\

Mp-02 (41mg) || Mp-03(38mg) | | Mp-04 (74 mo) L Mp-05 83 mg) |
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4.3.6 Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica Il de Mimosa
tenuiflora Will.

A fase cloroférmica Il (90 g) foi submetida a cromatografia de adsorgéo
em coluna (CC), utilizando silica gel 60 (Artigo 7734 MERCK®) e como
eluentes, os solventes cloroférmio e metanol puros ou em misturas binarias, em
grau crescente de polaridade, obtendo-se 182 fragdes de 100 mL, que foram
concentradas em rotavapor e reunidas apés CCDA de acordo com seu fator de
retencao (Rf) (Quadro 05, Fluxograma 06, p. 48).

As fragbes 64/70 foram reunidas e recristalizadas com hexano e gotas
de cloroférmio, obtendo-se cristais amarelo claro, que apés analise por CCDA
mostrou-se como uma unica mancha, resultando na substancia codificada
como Mt-01.

As fragbes 71/85 foram reunidas e recristalizadas com hexano e gotas
de cloroféormio, obtendo-se um pdé amarelo, que apds analise por CCDA
mostrou-se como uma unica mancha, resultando na substancia codificada
como Mt-02.

As fragdes 88/94 foram reunidas e cromatografadas em coluna de silica
gel e eluidas com misturas binarias de hexano, cloroférmio e metanol
fornecendo 62 subfragbes. As subfragdes 26/51 foram reunidas e submetidas a
CCDP, obtendo-se cristais brancos, que apés analise por CCDA mostrou-se
como uma unica mancha, resultando na substancia codificada como Mt-03. As
subfracdes 52/62 foram reunidas e submetidas a CCDP, obtendo-se cristais
amarelo claro, que apds analise por CCDA mostrou-se como uma unica
mancha, resultando na substéncia codificada como Mt-04.

As fragbes 95/100 foram reunidas e cromatografadas em coluna de
silica gel e eluidas com misturas binarias de hexano, cloroformio e metanol,
fornecendo 43 subfracbes. As subfracbes 20/22 e 34/38 foram reunidas,
obtendo-se um pé amarelo e cristais brancos, que apds analise por CCDA
mostraram-se como uma unica mancha, resultando nas substancias

codificadas como Mt-05 e Mt-06, respectivamente.
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As fragbes 106/111 foram reunidas e recristalizadas com hexano e gotas

de cloroférmio, resultando em um pd branco que se apresentou como uma

unica mancha apos analise de CCDA, sendo codificada como Mt-07.

QUADRO 05. Procedimento cromatografico em coluna de silica gel da fase

cloroférmica Il do extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora (Will) Poir.

Eluente Proporcao Fragdes obtidas

CHCI3 100 01-70
CHCl3: MeOH 99:1 71-94
CHCl3: MeOH 97:3 95-142
CHCl3: MeOH 95:5 143-182

FLUXOGRAMA 06. Particionamento cromatografico da fase cloroférmica Il de

Mimosa tenuiflora Willd.

FASE CLOROFORMICA II

- CC (Silica Gel)

MeOH

- Hex; Hex:CHCl5; CHCI5; CHCl5 :

01/...64/70 71/85 88/94 95/100

- - -CC
Recristalizaca VRecristalizaca | - Hex, CHCl;,

|| Mt-02 (42,8 mg) || MeOH

106

111 112/...

Recristalizac

|| Mt-01 (2,2 mg) ||

|| Mt-07 (11,9 mg) |

|

v v

01/... 26/51 52/62 01/... 20/22
- CCPP - CCPP
- CHC|3 . - CHC|3 .

NM~ANHU
|| Mt-04 (1,1 mg) ||

l

34/38 39/...

|| Mt-06 (10,8 mg)

| mt-03 (146 mg) | || |
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Constituintes quimicos isolados da fase cloroféormica de Mimosa

paraibana Barneby

Da fase cloroférmica de Mimosa paraibana foram isolados e purificados,
por meio de técnicas cromatograficas, seis constituintes quimicos, sendo dois
esterdides, uma feofitina, um flavondéide, um derivado do acido galico e um
derivado do acido cinédmico (Fig. 03). A identificagédo estrutural das substancias
foi realizada por meio de métodos espectroscopicos, tais como IV e RMN de 'H

e "3C uni e bidimensionais.

Mp-03
0
0
HO c</
OCH,CH; X OH
HO HO
OH Mp-04 Mp-05

Figura 03 - Constituintes Quimicos de Mimosa paraibana Barneby
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5.2 Identificacao dos constituintes quimicos de Mimosa paraibana
Barneby

5.2.1 Identificagao estrutural de Mp-01

A substancia Mp-01 apresentou-se na forma de cristais brancos, soluvel
em cloroférmio.

O espectro de RMN "H (Fig. 04, p. 54) e suas expansdes (Fig. 05 e 06,
p. 55) de Mp-01 mostraram absorgbes simples e multiplas na regido entre &
0,65 e 6 1,49 caracteristicas de hidrogénios metilicos e metilénicos de carbono
sp® presentes em estruturas como triterpenos e esterdides (KOJIMA et al.,
1990). Em 6 3,48 (Fig. 04, p. 54) pdde-se verificar a presenga de um multipleto
que pode ser atribuido a hidrogénio da posi¢ao 3 de nucleo esteroidal (KOJIMA
et al., 1990), e um dupleto em & 5,32 tipico de hidrogénio olefinico na posi¢cao 6
de fitoesterdides (AHMED et al., 1992), juntamente com as absor¢gdes em &
0,65 e 6 1,49 possibilitou sugerir que Mp-1 possui o nucleo esteroidal (Tabela
01, p. 52).

A andlise espectral de RMN *C (Fig. 07, p. 56) e suas expansdes (Fig.
08 e 09; p. 57) demonstrou a presenga de metilas esteroidais ou triterpénicas
pelo conjunto de absorgbes entre 6 11,84 e & 21,20, caracteristicas destes
grupos, reforgando, portanto, a proposta de nucleo esteroidal, dada pelo
espectro de RMN 'H, para Mp-1. O nUimero de absor¢des presentes no
espectro de RMN "*C e seus respectivos deslocamentos quimicos (Tabela 01,
p. 52) permitiram propor que Mp-1 era composta por duas substancias distintas
que passaram a ser codificadas como Mp-01a e Mp-01b. Os sinais para
carbonos mais intensos em & 121,72 (2C) e & 140,73 (2C) s&o condizentes com
dupla ligacédo nas posicoes 5 e 6 do B-sitosterol e do estigmasterol, e as
absorcbées menores em & 129,22 e 6 138,32 sao pertinentes aos carbonos
olefinicos (C-23 e C-22) do estigmasterol.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "°C de Mp-
01a e Mp-01b com modelo da literatura (KOJIMA et al., 1990) (Tabela 02, p.

53) tornaram possivel identificar as substancias como sendo o (3-sitosterol (Mp-
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01a) e o estigmasterol (Mp-01b), cuja presenca € bem caracteristica em varias

espécies vegetais, sendo descrita pela primeira vez na espécie em estudo.

B-Sitosterol Estigmasterol

102



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

Tabela 01: Dados de RMN 'H e C-APT (5, CDCls, 200 e 50 MHz,

respectivamente) da substancia Mp-01a/Mp-01b

Carbonos Mp-01a

C dc OH

5 140,73 -

10 36,48 -

13 42,17 -

CH

3 71,78 3,48(m) | 71,78 3,48(m)
6 121,72  5,32(d) | 121,72 5,32(d)
8 31,89 - 31,89

9 50,11 - 50,11

14 56,83 - 56,83

17 56,01 - 55,90

20 36,12 - 40,50

22 - - 138,32

23 - - 129,22

24 45,78 - 51,22

25 29,09 - 29,09

CH;

1 37,22 - 37,22

2 31,63 - 31,63

4 42,27 - 42,27

7 31,89 - 31,86

11 21,05 - 21,05

12 39,73 - 39,65

15 24,27 - 24,34

16 28,23 - 28,91

22 33,90 - -

23 25,99 - -

28 23,02 - 25,40

CH3

18 11,96 0,65(s) | 12,03 0,67(s)
19 19,39 0,98(s) | 19,39 0,98(s)
21 18,76 - 21,20 -
26 19,81  0,89(d) | 21,09 0,89(d)
27 19,00 0,78(d) | 18,76 0,78(d)
29 12,25  0,81(%) 12,25 0,81(%)
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Tabela 02: Dados comparativos de RMN "*C da substancia Mp-01a/Mp-01b (3,
CDCl3, 50 MHz) com dados da literatura (5, CsDsN, 100 MHz), (KOJIMA et al.,

1990).
Carbonos Mp-01a Literatura (3- | Mp-01b Literatura
Sitosterol) (Estigmasterol)
c dc dc dc dc
5 140,73 140,7 140,73 140,7
10 36,48 36,5 36,48 36,5
13 42,17 42,3 42,17 42,3
CH
3 71,78 71,8 71,78 71,8
6 121,72 121,7 121,72 1217
8 31,86 31,9 31,86 31,9
9 50,11 50,1 50,11 50,1
14 56,83 56,8 56,83 56,8
17 56,01 56,0 55,90 55,9
20 36,12 36,1 40,50 40,5
22 - - 138,32 138,3
23 - - 129,22 129,2
24 45,78 45,8 51,22 51,2
25 29,09 29,1 29,09 *
CH;
1 37,22 37,2 37,22 37,2
2 31,63 31,6 31,63 31,6
4 42,27 42,3 42,27 42,3
7 31,89 31,9 31,86 31,9
11 21,05 21,1 21,05 21,1
12 39,73 39,8 39,65 39,7
15 24,27 24,3 24,34 24 4
16 28,23 28,2 28,91 28,9
22 33,90 33,9 - -
23 25,99 26,0 -
28 23,02 23,0 25,40 *
CH;
18 11,96 11,9 12,03 12,0
19 19,39 19,4 19,39 19,4
21 18,76 18,8 21,20 21,2
26 19,81 19,8 21,09 *
27 19,00 19,0 18,76 *
29 12,25 12,0 12,25 *

* Auséncia de dados na referéncia
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Figura 04 - Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCl;) de Mp-01
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21.81 20.72 (N
15.05 38.34

Figura 05 — Expansdo do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) de Mp-01

232
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i
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10.86 i 35,27 28.92

Figura 06 — Expansao do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCI;) de Mp-01
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Figura 07 - Espectro de RMN "*C (50 MHz, CDCI;) de Mp-01
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58



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

5.2.2 Identificagao estrutural de Mp-02

A substancia Mp-02 mostrou-se como um sélido amorfo verde, soluvel em
cloroférmio e apresentando ponto de fusao de 171 °C.

O espectro de IV (Fig. 10, p. 63) desta substancia mostrou bandas
caracteristicas de estiramento de CH, CH, e CHjs alifatico em 2955, 2925 e 2866 cm’
' bem como bandas em 3476 e 3414 cm”, as quais sugeriram tratar-se de
deformacéao axial de N-H de aminas ou OH. Uma outra banda, observada em 1347
cm™, fortaleceu a sugestdo da presengca de grupo amino, por tratar-se de
deformacéao axial de ligagdo C-N conjugada. Esta observagao, aliada a presenga de
uma banda em 1615 cm™, condizente com a absorgdo de ligagao dupla em sistemas
conjugados, esta de acordo com estruturas contendo nucleo porfirinico
(SILVERSTEIN et al., 1994). Em 1737 e 1638 cm™ observaram-se duas bandas de
absorcao que remetem a deformacdo axial de grupo carbonilico ndo conjugado e
conjugado, respectivamente (SILVERSTEIN et al., 1994).

Os espectros de RMN 'H e suas expansdes (Figs. 11, 12 e 13, p. 64 e 65,
Tabela 03, p. 61) de Mp-02 revelaram absor¢des referentes a trés metilas olefinicas
em & 3,21, 8 3,41 e & 3,74 nas posicoes 7', 2' e 12" respectivamente, um grupo de
hidrogénios vinilicos em & 7,92 (dd, J=18,0 e 12,0 Hz), 6 6,30 (dd, J=18,0 Hz) e &
6,15 (dd, J=12,0 Hz) e trés hidrogénios olefinicos em & 9,40, 6 9,70 e & 8,69,
condizentes com absorgdes dos hidrogénios 5, 10 e 20 do nucleo porfirinico das
feofitinas (MATSUO et al., 1996; DUAN et al., 2002) o que descartou a presenga de
O-H de alcool na molécula e corroborou para sugerir que as bandas em 3476 e 3414
cm™ observadas no IV fossem atribuidas a deformacao axial de NH, o que contribuiu
para a proposta de um nucleo porfirinico. Adicionalmente a esses dados, observou-
se um conjunto de deslocamentos quimicos para hidrogénios metoxilicos em 6 3,87.

O espectro de RMN "C utilizando a técnica APT e suas expansdes (Figs. 14,
15 e 16, p. 66 e 67, Tabela 03, p. 61) mostrou picos para 57 atomos de carbonos,
destacando-se dois carbonos vinilicos em ¢ 128,92 e § 122,70, tipicos dos carbonos

C-3' e C-3?, respectivamente, referentes ao grupo vinila terminal de nucleo
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porfirinico. Entre os carbonos metilicos, pode-se destacar um valor em & 53,67,

tipico de metoxila de éster.

O espectro de correlagdo homonuclear (HOMOCOSY) (Fig. 22, 23 e 24, p. 73,
74 e 75) de Mp-02 permitiu confirmar os deslocamentos observados no espectro
unidimensional de RMN 'H ao mostrar correlagdo entre os hidrogénios em & 7,92
(3" e 5 6,30 e & 6,15 (H-3%), caracterizando o grupo vinila terminal. Observou-se
ainda a correlagao entre os hidrogénios etilicos em & 1,67 (H-8%) e & 3,70 (H-8").

O espectro de correlacdo heteronuclear direta (J')-HMQC (Fig. 17, 18 e 19, p.
68, 69 e 70) revelou as correlagdes a uma ligagdo entre os hidrogénios H-5 (9,40 ),
H-10 (9,70 §), H-20 (8,69 &), H-3% (6,30 &) e H-P2 (4,43 §) com os carbonos C-5
(99,59 §), C-10 (104,05 §), C-20 (93,86 5), C-3% (122,70 &) e C-P2 (117,69 3),
respectivamente.

A analise do espectro de correlacdo heteronuclear a duas e trés ligagdes (J2,
JS-HMBC) (Fig. 20 e 21, p. 71 e 72), permitiu estabelecer o grupo vinilico na posigao
3 por mostrar a correlacdo J° entre H-3? (6,30 /6,15 §) e C-3 (136,46 §). Outras
correlacdes observadas foram: H-5 (9,40 §) com C-3 (136,46 ) e C-7 (135,98 &) (J°)
e H-10 (9,70 8) com C-11 (138,69 5) (J/*) e C-8 (145,50 &), C-12 (131,45 5) (J°).

Através da analise do espectro bidimensional NOESY (Fig. 25, p. 76) foi
possivel atribuir as posicdes dos substituintes na estrutura de Mp-02, que mostrou
as seguintes correlacdes espaciais: H-3" (7,92 8) com H-5 (9,40 &) e deste com CHs-
7' (3,21 8); H-10 (9,70 5) com CHs-12" (3,74 5); H-20 (8,69 8) com CH;-2" (3,41 ).

Os dados espectrais de RMN 'H e "*C de Mp-02 quando comparados com os
da literatura (MA L. e DOLPHIN, 1996) (Tabela 04, p. 62) permitiram fazer a maioria
das atribuicbes. As demais foram feitas com base na andlise dos espectros
bidimensionais, que deram suporte para caracterizar Mp-02 como sendo a 15
hidroxi-feofitina a. Esta substancia esta sendo descrita pela primeira vez na espécie

em estudo.
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15" hidroxi-feofitina a
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Tabela 03 - Dados de RMN "H e *C (200 MHz, CDCl3) de Mp-02
Hoo H ,
HMBC
S S
C SC 8H
1 141,18
2 131,45
3 136,46
4 135,98
6 155,71
7 134,75
8 145,51
9 149,49
11 138,70
12 131,45
13 131,45
13’ 166,30
14 149,94
15 111,29
15" 101,95
15° 170,87
16 161,06
17° 171,30
19 171,12
P3 142,86
CH
3 128,93 7,98 (dd, J=11,2 e 17,6 Hz) c-3
5 99,59 9,48 (s) C-4 C-3;C-7
10 104,10 9,71 (s) C-11 C-8; C-12
17 53,68 4,07 (m)
18 50,12 4,43 (m) C-20
20 93,87 8,70 (s) C-19 C-2
P2 117,70 5,13 (t, J= 7,4 Hz) C-P3', C-P4
CH,
3? 122,71 6,30 (d, J=17,8 Hz) e 6,15 (d, J=11,4 Hz)  C-3' c-3
8’ 19,51 3,69 (g, J=8,0e 15,6 Hz) C-8°
17" 29,69 1,24 (m)
172 31,29 1,87 (t, J= 7,2 Hz)
P1 61,45 4,43 (m) C-P2 C-P3
CH,
2 12,13 3,42 (s) C-2 C-1;C-3
7' 11,24 3,22 (s) c-7 C-8;C-6
8’ 17,58 1,68 (t, J =7,6 Hz) c-8' C-8
12 12,43 3,87 (s) C-12 C-11; C-13
15° 54,15 3,75 (s) C-15°
18’ 22,70 1,61 (f) C-17
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Tabela 04 - Dados comparativos de RMN '"H e "*C de Mp-02 (200 MHz,

CDCI3) com modelo da Ii@eratura (300 MHz, CDCls3)

Ho

<3

N4 g 7GHs

Mp-01
c Sf‘ 81—1 8(‘ SI-I
1 141,18 142,0
2 131,45 131,8
3 136,46 136,5
4 135,98 136,2
6 155,71 155,5
7 134,75 136,1
8 145,51 145,2
9 149,49 151,0
11 138,70 137,9
12 131,45 129,1
13 131,45 129,0
13" 166,30 189,6
14 149,94 150,0
15 111,29 105,2
15" 101,95 -
15° 170,87 -
16 161,06 161,3
17° 173,30 172,0
19 171,12 170,0
CH
3' 128,93 7,98 (dd, J=11,2 e 17,6 Hz) 129,0 7,95 (dd, J=15,19 e 11,39 Hz)
5 99,59 9,48 (s) 97,5 9,36 (s)
10 104,10 9,71 (s) 104,4 9,50 (s)
17 53,68 4,07 (m) - -
18 50,12 4,43 (m) 50,1 4,46 (m)
20 93,87 8,70 (s) 93,1 8,55 (s)
P2 117,70 5,13 (t, J = 7,4 Hz) -
CH;
- 6,15 (dd, J=11,39 e 2,28 Hz
32 122,71 6,30 (d, J=17,8 Hz) 122.8 6,25 (dc(J', J=15,19 e 2,29 Hz) :
6,15 (d, J=11,4 Hz)
8’ 19,51 3,69 (g, J= 8,0 e 15,6 Hz) 19,7 3,66 (q)
17" 29,69 1,24 (m) 29,8
17° 31,29 1,87 (t, J=7,2 Hz) 31,2
P1 61,45 4,43 (m) .
CH;
2 12,13 3,42 (s) 12,1 3,39 (s)
7' 11,24 3,22 (s) 11,2 3,15 (s)
8 17,58 1,68 (t, J=7,6 Hz) 17,3 1,68 (1)
12 12,43 3,87 (s) 12,2 3,65 (s)
15° 54,15 3,75 (s) 53,0 3,88 (s)
18’ 22,70 1,61 (m) 14,0 1,80 (d)
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5.2.3 Identificacao estrutural de Mp-03

A substancia Mp-03 apresentou-se na forma de p6 fino amarelo escuro,
soluvel em cloroférmio.

O espectro de RMN "*C (Fig. 29, p. 84) (Tabela 05, p. 79) utilizando a
técnica APT (50 MHz, CDCIs3) apresentou doze sinais. Os sinais em & 126,14 e
128,88 correspondem a dois e trés carbonos, respectivamente, totalizando 15
carbonos. Dos 12 sinais 7 foram atribuidos a carbonos metinicos sp? 1 a
carbono metinico sp®, 1 a carbono metilénico sp®> e 6 a carbonos nao-
hidrogenados. Os deslocamentos quimicos dos carbonos em & 79,21
(oximetinico) e 6 43,30 (metilénico) sdo compativeis com os dados descritos na
literatura para esqueleto de flavanonas (AGRAWAL, 1989). O sinal em &
195,81 é sugestivo da presenga de grupamento carbonila na molécula.

O espectro de RMN de 'H e suas expansées (Figs. 26, 27 e 28, p. 81,
82 e 83) mostrou sinais em ¢ 5,40 (dd, J=12,6 Hz e 3,2 Hz), 6 2,79 (dd, J = 3,2
Hz e 17 Hz) e em 6 3,07 ppm (dd, J = 12,6 Hz e 17 Hz) compativeis com
atomos de hidrogénios metinico e metilénico do nucleo C de flavanonas. Os
valores de constante de acoplamento (J) de 12,6 Hz, 17 Hz e 3,2 Hz referem-
se aos acoplamentos cis (H-2/H-3), geminal (H-3a/H-3b) e trans (H-2/H-3),
respectivamente, dos hidrogénios metinico e metilénicos do nucleo C de
flavanonas. O espectro HMQC (Fig. 33, p. 87), confirma esses assinalamentos
pelas correlagdes com os carbonos & 79,21 (C-2) e & 43,30 (C-3),
respectivamente. Absorgdes em & 7,44-7,38 (m, 5H) e 5,99 (s, 2H) ppm foram
atribuidos aos hidrogénios metinicos H-2’, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’, H-6 e H-8 e
confirmados pela correlagdo HMQC (Fig. 33, p. 87) com os carbonos 6 126,14
(C-2'/C-6"), 5 128,88 (C-3'/C-4'/C-5’), 5 96,75 (C-6) e 5 95,48 (C-8). A absorgcéo
em ¢ 7,44-7,38 ainda foi confirmada pelo espectro de correlagdo homonuclear -
COSY devido ao acoplamento vicinal dos prétons H-2', H-3', H-4’, H-5" e H-6’
(Figs. 30, 31 e 32, p. 85 e 86) sugerindo assim um anel B ndo-substituido.

O espectro de correlagdo homonuclear - COSY (Figs. 30, 31 e 32, p. 85
e 86) mostrou ainda o acoplamento entre o hidrogénio metinico em 5 5,40 com

os hidrogénios metilénicos em 6 2,79 e 6 3,07, e ainda que estes ultimos estao
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acoplando entre si com um J=17 Hz. Estes dados confirmam um esqueleto de
flavanona para a molécula.

No espectro de RMN "*C - APT (Fig. 29, p. 84), os deslocamentos
quimicos em & 164,72 e & 164,29 ppm sao compativeis com flavondides
oxigenados nas posigbes C-5 e C-7 (AGRAWAL, 1989). O deslocamento
quimico em & 12,02 ppm no espectro de RMN de 'H (Fig. 26, p. 81) compativel
com hidroxila quelada na posicdo C-5 do anel A de flavondides corroborou com
a localizagao de um substituinte oxigenado em C-5.

A auséncia de valores na regidao de hidrogénios metoxilicos no espectro
de RMN "H levou a proposta de uma hidroxila no carbono 7, ja que no espectro
de HMQC (Fig. 33, p. 87) foram observadas as correlacbes diretas entre os
carbonos 6 e 8 com seus respectivos hidrogénios.

Os dados discutidos acima a partir da analise dos espectros de RMN 'H
e C e dos experimentos bidimensionais HMQC e HOMOCOSY permitiu

sugerir para Mp-03 a seguinte estrutura:

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "°C de Mp-
03 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 06, p. 80) confirmaram
a identidade estrutural entre as substancias e permitiu a determinagao
inequivoca da estrutura proposta como sendo a 5,7-dihidroxiflavanona,
conhecida como Pinocembrina, descrita pela primeira vez na espécie em

estudo e também no género Mimosa.
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Tabela 05: Dados de RMN 'H e C-APT (5, CDCls, 200 e 50 MHz,

respectivamente) da substancia Mp-03.

H x Pc-HMQC
)
CH
c dc OH
4 195,81
5 164,29
7 164,72
9 163,14
10 103,14 -
1’ 138,24 -
CH
2 79,21 5,40 (dd, J=12,6 e 3,2 Hz)
6 96,75 5,99 (sl)
8 95,48 5,99 (s)
2’ 126,14 7,44-7,38 (m)
3 128,88 7,44-7,38 (m)
4 128,88 7,44-7,38 (m)
5 128,88 7,44-7,38 (m)
6’ 126,14 7,44-7,38 (m)
CH,
3 43,30 3,07 (dd, J=12,6 e 17 Hz)
2,79 (dd, J=3,2 e 17 Hz)
OH-5 - 12,02 (5)
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Tabela 06: Dados comparativos de RMN '*C da substancia Mp-03 (8, CDCls,
50 MHz) com dados da literatura (6, DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

Mp-03
Mp-03 Literatura
dc dc

C

4 195,81 195,80
5 164,29 163,60
7 164,72 166,60
9 163,14 162,70
10 103,14 101,90
1’ 138,24 138,00

CH
2 79,21 78,40
6 96,75 96,10
8 95,48 95,10
2 126,14 126,50
3 128,88 128,50
4 128,88 128,50
5 128,88 128,50
6’ 126,14 126,50
CH;
3 43,30 42,2
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Figura 26 - Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCI;) de Mp-03
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Figura 27 — Expansdo do espectro de RMN "H (200 MHz, CDCl3) de Mp-03
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Figura 28 - Expansdo do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) de Mp-03
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Figura 32 — Expansao do espectro de COSY (200 MHz, CDCl;) de Mp-03
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5.2.4 Identificagcao estrutural de Mp-04

A substancia Mp-04 apresentou-se como solido amorfo branco, soluvel
em metanol.

O espectro de RMN de 'H (Fig. 34, p. 91) mostrou um simpleto largo na
regidao de hidrogénios aromaticos em & 7,04, um quarteto em & 4,23 e um
tripleto em & 1,30. O espectro de RMN 'C (Fig. 35, p. 92, Tabela 07, p. 89)
utilizando a técnica APT revelou a presenca de sete sinais de carbono,
sugerindo tratar-se de uma substéncia com anel aromatico, possivelmente com
quatro substituintes, pelo fato de mostrar uma absor¢cao em 6 168,51 indicativo
de deslocamento quimico de carbonila de acidos aromaticos, bem como
absorgdes em 6 146,33 e 6 139,56, sugerindo carbonos com grupo substituinte
oxigenado (SILVERSTEIN et al., 1994). Além destas absorc¢des, observou-se
ainda outro valor referente a carbono nao hidrogenado (6 121,63) e um carbono
metinico (5 109,93/2C), o que refor¢ca a sugestdo de quatro substituintes no
anel.

Analisando-se o espectro de correlagao bidimensional HMQC (Fig. 36, p.
93) foi possivel observar as correlagdes diretas dos hidrogénios metinicos com
seus respectivos carbonos metinicos (H-2/C-2 e H-6/C-6). Também observou-
se as correlagdes dos hidrogénios alifaticos (H-1" e H-2') com seus respectivos
carbonos C-1" e C-2’. Estas interagdes nos permitiram sugerir que Mp-04
tratava-se de um anel aromatico tri-substituido, contendo um grupo carbonila,
conforme sugerido pelo espectro de RMN "*C/APT (Fig. 35, p. 92, Tabela 07, p.
89). As outras substituigbes seriam trés grupos hidroxilas, pois ndo se
observaram absorgbes referentes a hidrogénios e carbonos para metoxilas
elou outros substituintes no espectro de RMN 'H (Fig. 34, p. 91).

A partir dos dados discutidos acima foi possivel identificar a substancia
Mp-04 como sendo o 3,4,5-trihidroxibenzoato de etila ou éster etilico do acido
galico, descrito pela primeira vez na espécie em estudo. Comparagdes
realizadas entre os dados espectrais de RMN *C de Mp-04 com modelo da
literatura (SDBS Information, 2008) (Tabela 08, p. 90) confirmaram a identidade

estrutural entre as substancias.
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Tabela 07: Dados de RMN 'H e '™C-APT (5, MeOD, 200 e 50 MHz,

respectivamente) da substancia Mp-04

HO_ s . C//01' )
1 \OCHZCH3
HO™ 4 N4 ?
OH Mp-04
'H x *C-HMQC
J
CH
dc OH
C
1 121,63
3 146,33 .
4 139,56 -
5 146,33 -
CH
2 109,93 7,04 (s)
6 109,93 7,04 (s)
CH;
1’ 61,66 4,23 (q)
CH;
2 14,55 1,30 (1)
CcO 168,51
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Tabela 08: Dados comparativos de RMN "*C da substancia Mp-04 (8, MeOD,
50 MHz) com dados da literatura (3, DMSO-ds, 100 MHz), (SDBS Information,

2008).

Mp-04
Mp-04 Literatura
dc dc

Cc

1 121,63 119,72

3 146,33 145,57

4 139,56 138,34

5 146,33 145,57
CH

2 109,93 108,57

6 109,93 108,57
CH;

1 61,66 60,0
CH;

2 14,55 14,22
co 168,51 165,85
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Figura 34 - Espectro de RMN "H (200 MHz, MeOD) de Mp-04
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5.2.5 Identificagao estrutural de Mp-05

A substancia Mp-05 apresentou-se como solido amorfo branco, soluvel
em metanol, e apresentando ponto de fusdo 210-213 °C.

O espectro de RMN "H (200 MHz) (Fig. 37, p. 95) mostrou a presenca
de quatro sinais de hidrogénios. Na regido de hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos observou-se em oy 7,43 e 6,79 dois dubletos integrado para dois
hidrogénios cada, cujo valoros de J= 8,6 Hz sugere acoplamento orto entre os
dois pares de hidrogénios. A expansdo do espectro de RMN 'H (Fig. 38, p. 96)
mostrou também dois dubletos em 6y 7,59 e 6,27 exibindo acoplando trans (J=
16 Hz) referentes aos hidrogénios H-p e H-a, respectivamente. Comparacdes
entre os dados de RMN "H da literatura (MIHARA et al, 2004) com os dados de
Mp-05 (Tabela 09, p. 94) foram suficientes para identificar Mp-05 como sendo o

acido p-cumarico.

Mp-05

Tabela 09. Comparacdo dos dados espectrais de RMN de 'H de Mp-05 em
MeOD com os da literatura (MeOD) (MIHARA et al, 2004).

Mp-05 Literatura
OH OH
H-2 7,43 (d, J=8,6 Hz) 7,45 (dd, J=8,6 Hz)
H-3 6,79 (d, J=8,6 Hz) 6,81 (dd, J=8,6 Hz)
H-5 6,79 (d, J=8,6 Hz) 6,81(dd, J=8,6 Hz)
H-6 7,43 (d, J=8,6 Hz) 7,45 (dd, J=8,6 Hz)
H-a 6,27 (d, J= 16 Hz) 6,28 (d, J= 15,8 Hz)
H-B 7,59 (d, J=16 Hz) 7,53 (d, J= 15,8 Hz)

94



Nunes, X. P.
Resultados e Discussdes

bt Wy
16.70 33.2¢
33.74 16.27

Figura 37 - Espectro de RMN de 'H de Mp-05 (MeOD, 200 MHz)
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5.3 Constituintes quimicos isolados da fase cloroférmica de Mimosa
tenuiflora (Will) Poir.

Da fase cloroféormica de Mimosa tenuiflora foram isolados e purificados,
por meio de técnicas cromatograficas, sete constituintes quimicos, sendo todos
flavonoides (Fig. 39). A identificac&o estrutural das substancias foi realizada por

meio de métodos espectroscopicos de RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais.

OMe

Mt-05 OH Mt-06

MeO, O
O Mt-07

OH O
Figura 39 - Constituintes Quimicos de Mimosa tenuiflora (Will) Poir.
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5.4 Identificacdo dos constituintes quimicos de Mimosa tenuiflora (Will)

Poir.
5.4.1 Identificagao estrutural de Mt-01

A substancia Mt-01 apresentou-se na forma de cristais amarelo claro,
soluvel em cloroférmio e apresentando ponto de fusao entre 160,5-162,4 °C.

O espectro de RMN "H (Fig. 40, p. 103) e sua expansao (Fig. 41, p. 104)
de Mt-01 mostrou absorgdes na regidao de hidrogénios e metoxilas aromaticas
na faixa de & 6,36-7,70 e & 3,86-3,98, respectivamente, sugerindo natureza
aromatica para a molécula. Um absorcdo em campo baixo, localizada em &
12,63, corresponde ao valor tipico de hidroxila quelada, normalmente
observada em espectros de hidrogénio de flavonodides (KINOSHITA & FIRMAN,
1996), propondo a presencga deste grupo para Mt-01. A presenga na molécula
de um sistema ABX pode ser sugerida por um conjunto de sinais
correspondentes a um duplo dupleto em & 7,67 com acoplamento orto e meta,
um dupleto em & 7,04 com acoplamento orto e outro dupleto em & 7,70,
mostrando acoplamento meta (D’AGOSTINO et al., 1990). Este sistema pode
ser devido as provaveis substituicbes nos carbonos 3’ e 4’° do anel B de
flavonodides. A presenca de dois dupletos em 6 6,36 e 5 6,44 referem-se aos
hidrogénios 6 e 8, respectivamente, normalmente decorrentes de substituicao
por fungdes oxigenadas nos carbonos 5 e 7.

A andlise do espectro de RMN '*C (Fig. 42, p. 105, Tabela 10, p. 101)
mostrou 18 absorgcdes de carbonos, sendo trés carbonos metoxilicos, cinco
metinicos e dez carbonos nao hidrogenados. Observou-se que as absorgcdes
em 6 138,84, 6 146,35, 6 148,33, 6 162,02 e 6 165,44, atribuidos aos carbonos
3, 3, 4, 5 e7, respectivamente, sdo comumente encontrados em esqueletos
de flavonas penta-substituidas, particularmente as 3-hidroxiflavonas, que se
evidenciam principalmente pelo valor em 6 138,84, referente a substituicdo na
posicdo 3 (AGRAWAL, 1989).

O deslocamento da carbonila do C-4 (6 178,74) para campo baixo
corroborou com a proposta de uma hidroxila no C-5 do esqueleto flavonoidico

de Mt-01. A presenca desta hidroxila pode ser sugerida pela absor¢cdo em 6
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12,64 no espectro de RMN "H (Fig. 40, p. 103). Contudo, um grupo metoxila no
C-3 promove um deslocamento quimico da carbonila C-4 para campo alto, de
maneira que esta passa a absorver entre 6 178,5 e 6 179,0. Em Mt-01, esta
proposta de grupo metoxila em C-3 pode ser fortalecida, haja vista que o C-4
absorveu em 6 178,74. A absorcdo em 6 60,16 também corroborou com a
presenca de uma metoxila em C-3, valor comumente observado para tal
substituinte nesta posicao (ROITMAN & JAMES, 1985; RASHID et al., 1992).
Estas observagdes suportaram a sugestao da presenca de grupos hidroxila e
metoxila nas posi¢cdes 5 e 3, respectivamente, permitindo propor a estrutura

seguinte para os anéis A e C de Mt-01:

OCH;
OH O

O espectro de RMN "C (Fig. 42, p. 105) mostrou ainda duas outras
absorgdes referentes a metoxilas aromaticas, cujos picos se encontram em §
56,11 e & 55,81, de onde se pode inferir que as mesmas estariam
estericamente desimpedidas. Como foi observado nos espectros de RMN 'H
(Figs. 40 e 41, p. 103 e 104), a presenga de dois dupletos em 5 6,36 e o 6,44
com acoplamento meta, remetem a um padrao 5,7-dissubstituido para o anel A.
As outras absor¢des na regido de hidrogénios aromaticos, ao sugerirem um
sistema ABX, levaram a propor a presencga de dois substituintes oxigenados
nas posicdes 3’ e 4.

O espectro bidimensional NOESY (Figs. 43, 44, p. 106 e 107) mostrou a
correlagdo entre o hidrogénio H-2’ e a metoxila em C-3’, confirmando assim a
posicdo da metoxila em C-3’ do anel C, sendo portanto, o outro substituinte
oxigenado do anel C localizado na posi¢ao 4’, ja que como visto anteriormente,
este anel possui um sistema ABX nas posi¢cdes 5 e 6, restando apenas a
posicao 4’ para localizagdo deste substituinte oxigenado, que como visto pelo

espectro de RMN 'H, trata-se de uma hidroxila. O mesmo espectro também
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mostrou a correlagdo entre os hidrogénios 6 e 8 com a metoxila em C-7,

confirmando entdo a posicdo da metoxila em C-7 do anel A.

A proposta estrutural de localizacdo das metoxilas e hidroxilas da
molécula ainda teve sua confirmacao feita através do espectro de 'H x *C-
HMBC (Figs. 45, 46 e 47, p. 108 a 110, Tabela 10, p. 101), que mostrou
correlagdes entre carbonos e hidrogénios a duas e trés ligagbes. Por meio
deste espectro foi possivel observar que a metoxila estericamente desimpedida
(6 55,81) estaria na posicao 7, por ser evidente a correlagdo a trés ligagdes
entre os hidrogénios metoxilicos em 6 3,87 e o carbono 7 em & 165,44. A
metoxila no carbono 3’ foi entdo confirmada pela interagdo 3J dos hidrogénios
em 6 3,98 com o carbono 3’ (6 146,35). As confirmagbes de carbonos e
hidrogénios do anel A foram feitas através das seguintes interagdes: H-6 (&
6,36) a duas e trés ligagbes com os carbonos 5 (6 162,02) e 10 (6 106,03),
respectivamente; H-8 (6 6.44) com os carbonos 7 (5 165,44) e 9 (6 156,71) a
duas ligagdes e com o carbono 6 (5 97,84) a trés ligacdes. Para o anel B este
mesmo espectro mostrou as seguintes correlagdes: H-5" (6 7,04) a trés ligagdes
com os carbonos 1’ (8 122,46) e 3’ (5 146,35) e H-2' (5 7,70) a °J com os
carbonos 2 (6 155,91), C-4’ (6 148,33) e C-6’ (6 122,67). As atribuigdes de
carbono e hidrogénios da metoxila sugerida para a posicdo 3 foram
confirmadas a partir da correlagao a trés ligagcoes entre as absorgdes 6 3,85 e 6
138,84 (C-3). A proposta estrutural da molécula ainda teve sua confirmagao
feita através do espectro de 'H x "*C-HMQC (Fig. 48, p. 111, Tabela 10, p.

101), que mostrou correlagdes entre carbonos e hidrogénios a uma ligagéo.
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Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "*C de Mt-
01 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 11, p. 102)
confirmaram a identidade estrutural entre as substancias e permitiu a
determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 4',5-dihidroxi-
3,3',7-trimetoxiflavona, conhecida como pachipodol ou ainda quercetina-3,7,3'-
trimetil éter. Este composto esta sendo descrito pela primeira vez na espécie

em estudo.

Tabela 10: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-01 com base
nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma (‘Jen), duas (*Jen) e trés (Pcn) ligacdes (‘H x *C-HMQC e HMBC, 400
MHz) em CDCls.

OMe

8(; JCH
C
2 155,91 - H-2’; H-6’
3 138,84 - MeO-3
4 178,74 -
5 162,02 - HO-5; H-6
7 165,44 - H-6; H-8
9 156,71 - H-8
10 106,03 - HO-5; H-6; H-8
1 122,46 - H-5’
3 146,35 - H-2’ MeO-3’; H-5’
4 148,33 - H-5 H-2’; H-6’
CH -
6 97,84 6,36 (d, 1,8) HO-5; H-8
8 92,18 6,44 (d, 1,8) H-6
2’ 110,90 7,70 (d, 1,8) H-6’
5 114,58 7,04 (d, 8,4)
6’ 122,67 7,67 (dd, 8,4; 1,8) H-2’
MeO
3 60,16 3,85 (s)
3’ 56,11 3,98 (s)
7 55,81 3,87 (s)
HO-5 - 12,64 (s)
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Tabela 11: Dados comparativos de RMN "*C da substancia Mt-01 (5, CDCl,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

OMe

Mt-01
Carbonos Mt-01 Literatura
C 8(; 6(;
2 155,91 155,80
3 138,84 137,90
4 178,74 178,00
5 162,02 160,90
7 165,44 165,10
9 156,71 156,30
10 106,03 105,20
1’ 122,46 120,70
3 146,35 147,50
4 148,33 150,00
CH
6 97,84 97,80
8 92,18 92,40
2 110,90 112,10
5 114,58 115,70
6’ 122,67 122,30
MeO
3 60,16 -
3 56,11 -
7 55,81 -
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5.4.2 Identificacao estrutural de Mt-02

A substancia Mt-02 apresentou-se na forma de p6é amarelo escuro,
soluvel em cloroférmio e apresentando ponto de fusao entre 148,4 - 150,1 °C.

O espectro de RMN "*C (Fig. 51, p. 119) (Tabela 12, p. 115) utilizando a
técnica APT (100 MHz, CDCI3) apresentou dezesseis sinais. Os sinais em 3
114,06 e 130,17 correspondem a dois carbonos cada, totalizando 18 carbonos.
Dos 16 sinais 5 foram atribuidos a carbonos metinicos sp?, 10 a carbonos néo-
hidrogenados e 3 a carbonos metoxilicos. Semelhantemente a Mt-01, Mt-02
apresentou deslocamento quimico em & 138,40, compativel com carbono C-3
de esqueleto de flavonas que sustentam metoxila (AGRAWAL, 1989). A
absorcdo em 6 60,14 também corroborou com a presenga de uma metoxila em
C-3, valor comumente observado para tal substituinte nesta posicado (ROITMAN
& JAMES, 1985; RASHID et al., 1992). O sinal em & 179,18 é sugestivo da
presenca de grupamento carbonila na molécula.

O espectro de RMN de 'H e suas expansdes (Figs. 49 e 50, p. 117 e
118) de Mt-02 sugere um sistema AA'BB’ ao evidenciar a presenca de dois
dupletos em & 7,02 e 6 8,07 (J = 8,8) compativeis com os hidrogénios 3'/5" e
2’'/6’ do nucleo B de flavondides, sugerindo assim uma substituicdo em C-4’.
Um simpleto em & 6,55 € compativel com o hidrogénio 8 do anel A de
flavondides quando estdo substituidos nas posigbes 5, 6 e 7 (AGRAWAL,
1989). Trés simpletos em & 3,85, 3,90 e 4.04 sdo compativeis com a presenca
de trés metoxilas na molécula. Um absor¢gdo em campo baixo localizada em &
12,93, corresponde ao valor tipico de hidroxila quelada, normalmente
observada em espectros de hidrogénio de flavonodides (KINOSHITA & FIRMAN,
1996), propondo a presenca deste grupo para Mt-02. O deslocamento da
carbonila do C-4 para campo baixo corroborou com a proposta de uma
hidroxila no C-5 do esqueleto flavonoidico de Mt-02. Contudo, um grupo
metoxila no C-3 promove um deslocamento quimico da carbonila C-4 para
campo alto, de maneira que esta passa a absorver entre 6 178,5e 6 179,0. Em
Mt-02, esta proposta de grupo metoxila em C-3 pode ser fortalecida, haja vista

que o C-4 absorveu em 6 179,18.
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Estas observagdes permitiram propor as seguintes estruturas para Mt-

02:
OH OMe
MeO. 0.
MeO 0 O |
O | HO OMe
MeO OMe O O
OH O
A B C

O espectro de RMN "*C (Fig. 51, p. 119) (Tabela 12, p. 115) revelou uma
absorcdo em & 55,42 compativel com metoxila aromatica estericamente
desimpedida, e absor¢cées em, 6 60,14 e 6 60,89 compativeis com metoxilas
estericamente impedidas. A proposta B foi descartada, pois apenas a metoxila
localizada em C-3 seria compativel com metoxila estericamente impedida. A
proposta C foi confirmada pela correlagdo no espectro de HMBC (Figs. 56 e 57,
p. 124 e 125) a J*de H-3/H-5" (5 7,02) e J* de H-2'/H-6" (5 8,07) com C-4’ (&
161,70) confirmando assim C-4’. E a posi¢cao da metoxila em C-4’ foi entdo
confirmada pela interacdo 2J dos hidrogénios em & 3,90 com C-4’ (5 161,70). A
partir das correlagdes no espectro de HMBC discutidas acima a proposta A foi
entdo descartada.

O espectro bidimensional NOESY (Figs. 52 e 53, p. 120 e 121) mostrou
a correlagao entre os hidrogénios H-3’ e H-5" (6 7,02) e a metoxila em C-4’ (6

55,42), confirmando assim a posi¢ao da metoxila em C-4’ do anel B.
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O espectro bidimensional COSY (Figs. 54 e 55, p. 122 e 123) mostrou
as correlagdes entre os hidrogénios H-3'/H-5’ (5 7,02) e os H-2'/H-6’ (5 8,07),
confirmando mais uma vez as atribui¢gdes feitas para o anel B.

Pelo espectro de 'H x *C-HMBC (Figs. 56 e 57, p.124 e 125, Tabela 12,
p. 115) foi possivel observar também as correlacdes a J°> de H-8 (5 6,55) com
C-6 (6 129,95) confirmando assim C-6 e que a metoxila estericamente
impedida (6 60,89) estaria na posigao 6, por ser evidente a correlagéo J entre
os hidrogénios metoxilicos em 6 4,04 e C-6 (6 129,95). Ainda foram observadas
as correlagdes de H-8 (& 6,55) com C-7 (5 154,90) a J% OH-5 (& 12,93) com C-
5 (5 151,77) a J* e com C-6 (5 129,95) e C-10 (5 106,20) a J*; MeO-3 (5 3,85)
com C-3 (5 138,40) a J°.

A proposta estrutural da molécula ainda teve sua confirmacgao feita
através do espectro de 'H x "*C-HMQC (Figs. 58 e 59, p.126 e 127, Tabela 12,
p. 115), que mostrou as correlagdes entre H-8 e C-8; H2'/H-6’ e C-2/C-6’; H-
3'/H-5" e C-3’/C-5" a uma ligagao.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "*C de Mt-
02 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 13, p. 116)
confirmaram a identidade estrutural entre as substancias e permitiu a
determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 5,7-dihidroxi-
3,4',6-trimetoxiflavona conhecida como centaureidina ou santina. Este

composto esta sendo descrito pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 12: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-02 com base
nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma ('Jen), duas (Jen) e trés (3Jch) ligacdes (‘H x *C-HMQC e HMBC, 400
MHz) em CDCls.

OH 0 Mt-02
HMQC HMBC
dc S *Jen *Jen
C
2 156,11 - H-2'/H-6’
3 138,40 - MeO-3
4 179,18 -
5 151,77 - HO-5
6 129,95 - HO-5; MeO-6; H-8
7 154,90 - H-8
9 152,23 - H-8
10 106,20 - HO-5; H-8
1 122,76 - H-3'/H-5’
4 161,70 - H-3'/H-5 H-2'/H-6"; MeO-4’
CH
8 93,04 6,55 (s)
2'/6’ 114,06 8,07 (d, 8,8)
35’ 130,17 7,02 (d, 8,8)
MeO
3 60,14 3,85 (s)
6 60,89 4,04 (s)
4 55,42 3,90 (s)

HO-5 - 12,93 (s)
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Tabela 13: Dados comparativos de RMN *C da substancia Mt-02 (5, CDCls,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

Carbonos Mt-02 Literatura

C oc oc

2 156,11 155,10

3 138,40 137,60

4 179,18 178,10

5 151,77 152,20

6 129,95 131,30

7 154,90 158,00

9 152,23 151,70

10 106,20 104,30

1’ 122,76 122,40

4 161,70 150,20
CH

8 93,04 94,00
2'/6° 114,06 114,90/120,30
3'/5 130,17 146,40/111,90
MeO

3 60,14 -

6 60,89 -

4 55,42 -
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5.4.3 Identificagcao estrutural de Mt-03

A substancia Mt-03 apresentou-se na forma de cristais brancos, soluvel
em acetona e apresentando ponto de fusao entre 79,7 - 81,4 °C.

O espectro de RMN '3C (Fig. 64, p. 135) (Tabela 14, p. 130) utilizando a
técnica APT (100 MHz, C3DgQO) apresentou quatorze sinais. Os sinais em &
116,18 e 128,98 correspondem a dois carbonos cada, totalizando 16 carbonos.
Dos 16 sinais, 6 foram atribuidos a carbonos metinicos sp? 1 a carbono
metinico sp°, 1 a carbono metilénico sp® e 7 a carbonos nao-hidrogenados.
Semelhantemente a Mp-03, Mt-03 apresentou deslocamentos quimicos
compativeis com carbono oximetinico (5 79,98) e metilénico (5 43,42) descritos
na literatura para esqueleto de flavanonas (AGRAWAL, 1989). O sinal em &
197,60 é sugestivo da presenca de grupamento carbonila na molécula.

O espectro de RMN de 'H e suas expansdes (Figs. 60, 61, 62 e 63, p.
132 a 134) de Mt-03 mostraram o0 mesmo padréao de sinais que o apresentado
para Mp-03 compativeis com atomos de hidrogénios metinico e metilénico do
nucleo C de flavanonas (Tabela 14, p. 130). O espectro HMQC (Figs. 65, 66 e
67, p. 136 e 137), confirma esses assinalamentos pelas correlagcbes com os
carbonos oximetinico e metilénico e seus hidrogénios correspondentes. Um
sistema AA’BB’ pode ser observado para Mt-03 pela presencga de dois dupletos
em 6 6,89 e 6 7,37 (J = 8,4 Hz) compativeis com os hidrogénios 3'/5’ e 2’/6’ do
nucleo B de flavondides, sugerindo assim uma substituicdo em C-4’. Um
simpleto em & 3,83 é compativel com a presenga de uma metoxila na molécula.

Da mesma maneira como observado para Mp-03, o espectro de
correlagdo homonuclear - COSY de Mt-03 (Figs. 68, 69 e 70, p. 138 e 139)
revelou as correlagdes do hidrogénio metinico em 6 5,44 com os hidrogénios
metilénicos em & 2,73 e 6 3,18, e ainda que estes ultimos estdo acoplando
entre si com um J=16,8 Hz. Estes dados confirmam um esqueleto de
flavanona para a molécula.

No espectro de RMN *C - APT (Fig. 64, p. 135), os deslocamentos
quimicos em 6 164,91 e & 168,79 ppm sao compativeis com flavondides
oxigenados nas posicoes C-5 e C-7 (AGRAWAL, 1989). O deslocamento
quimico em & 12,13 ppm no espectro de RMN de 'H (Fig. 60, p. 132) é
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compativel com hidroxila quelada na posicdo C-5 do anel A de flavondides, o
que corroborou com a localizagdo de um substituinte oxigenado em C-5. A
posicao da hidroxila em C-5 foi confirmada pelas correlacdes no espectro de
HMBC (Fig. 71, p. 140) de OH-5 com os carbonos C-6 (6 95,45), C-10 (&
103,70) a trés ligagoes.

Estas observagbes permitiram propor as seguintes estruturas para Mt-
03:

A proposta A foi confirmada pelas correlagbes no espectro de HMBC
(Figs. 71, 72 e 73, p. 140 e 141) de H-8 (5 6,03) e H-6 (5 6,02) com C-7 (3
168,79) a J? confirmando assim C-7 e de C-7 com os hidrogénios da metoxila
em (5 3,83) a /.

Os dados discutidos acima a partir da analise dos espectros de RMN 'H
e ®C e dos experimentos bidimensionais HMQC, HMBC e HOMOCOSY

permitiram sugerir para Mt-03 a seguinte estrutura:

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "*C de Mt-
03 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 15, p. 131)
confirmaram a identidade estrutural entre as substancias e permitiu a

determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 4',5-dihidroxi-7-
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metoxiflavanona, conhecida como sakuranetina ou ainda 7-O-metilnaringenina,

descrita pela primeira vez na espécie em estudo.

Tabela 14: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-03 com base

nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma ("Jen), duas (Jen) e trés ((Jch) ligacdes (*H x *C-HMQC e HMBC, 400
MHz) em C3Dg0O.

oo Mt-03
HMQC HMBC
8(; SH 2-JCH 3JCH
C
4 197,60 - H-3
5 164,91 -
7 168,79 - H-6; H-8 MeO-7
9 164,12 -
10 103,70 - HO-5; H-6; H-8
1 130,50 - H-3'/H-5’
4 158,75 - H-3'/H-5’ H-2'/H-6’
CH
2 79,98 5,44 (dd, 13,2; 2,9) H-3 H-2’/H-6’
6 95,43 6,02 (d, 2,2) HO-5
8 94,54 6,03 (d, 2,2)
2’ 128,98 7,37 (d, 8,4)
3 116,18 6,89 (d, 8,4)
5 116,18 6,89 (d, 8,4)
6’ 128,98 7,37 (d, 8,4)
CH,
3 43,42 3,18 (dd, 16,8; 13,2)
2,73 (dd, 16,8; 2,9)
MeO
7 56,19 3,83 (s)
HO-5 - 12,13 (s)
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Tabela 15: Dados comparativos de RMN *C da substancia Mt-03 (5, C3DgO,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

Carbonos Mt-03 Literatura
C dc dc
4 197,60 197,90
5 164,91 164,90
7 168,79 169,10
9 164,12 164,30
10 103,70 103,80
1’ 130,50 130,70
4 158,75 158,70
CH
2 79,98 80,20
6 95,43 95,70
8 94,54 95,00
2 128,98 128,90
3 116,18 116,30
5 116,18 116,30
6’ 128,98 128,90
CH;
3 43,42 43,80
MeO
7 56,1 -

131



Nunes, X. P.

Resultados e Discussio

00L

0'09

0s

00y

0'0¢

00

001

J
=

1.0

Ty
i
o AHOT

R 1/

= [ omuﬁ.gmc.m

E8SLT

o 9T
Lo 9061

LT
m

,7 L sT08E
~1128€
m 668

LS

= =g0es

o ISU9
__6,_%_,.@

|
|
L 69889

- ....., Gﬂ........z 3
08069

f
| 6SYEL

= =08EL

- | Le8L

10.0

11.0

0

{ _0CETT]
~LSPT'TI

iz

Figura 60 - Espectro de RMN "H (400 MHz, C3D¢0) de Mt-03

132



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

081 O°LT

091 05T OFT 0€E1

H-3'/H-5’

©
I
N
h
T

0T 01T 001 06 08 0L 09 0% O0F 0E 0T 01

0

6.9

7.0

7.1

7.2

3

7.4

96L8°9
6988°9
£168°9
ST06'9
08069
€516

985€°L

SOLEL
PIREL
OLSEL
EF6EL

Figura 61 — Expans&o do espectro de RMN "H (400 MHz, C3D¢0) de Mt-03

H-2

H-6

(00)

I

0772 01T 0°07 0°6T 0°8T 0°LT 0'9F O°ST 0°FT O'ET O°TL O°IT 00T 0°6 0°8 O°L 0°9 08 00 O 0T OT 0

5.5

5.6

5.9

6.0

FETH'S
S0EF'S
SH'S
FISF'S
LE9F'S

9610°9
IST09
88709
TSE09

Figura 62 — Expansao do espectro de RMN "H (400 MHz, C3D0) de Mt-03

133



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0
=
w

200

H-3

10.0

3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 32 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7
o= W - ey
Srany RESS2E gRen
Q oo b B2 -~ -8 -
508 98 I~ = L o e e B il
5 03 o0 erh ori 00 0 e o) ol cicicie

Figura 63 — Expansdo do espectro de RMN "H (400 MHz, C3D¢0) de Mt-03

133



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

5000 6000 7000

400.0

3000
Ll ‘

2000

100.0

L it b P Y oty i e :-.-m'\i.w’m.hﬂ.mli-'-.‘r'«h‘.*\l.'#r-\‘r.-"!km‘h-"ff;!-."-\'-'r\t\'-'-\'.‘drhﬂww,I"-\'a\".*.'iﬂ-')l""_l'mf’-ulﬂ-"f-\\'alh‘.q}\!el-‘",,A:fhv.-.'&h"’ls'l\,m'h'W,-.v,m’r,'r’.-M.m\‘r.%'ﬂm)bm«h!qhﬂmﬁir'f:lm\’_v-'t\u%m-ﬁ,,l‘}L syt sl 1T Ay
] | | ﬂ |

0
T
S
3

-100.0

~200.0

40.0 30.0 20.0 10.0

210.0 200.0 190.0 180.0 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 S0.0 70.0 60.0 50.0

| | /
= == - = oo I~ - — s oo — ~ — = = un
=== = —~ = <3 =r o B~ = bt = = = o]
= = =Sl = o — =t ] - =X =
2 = it e ] = r wl -+ = = - -
—3 [=a) NS NS No LM o o — [ — uy - o o
b — — = v — — —

135



Nunes, X. P.

Resultados e Discussio

project X

®
L == > |- ..\/ i \\/ i \), _ ...Fz
I | .
|
| L L
1 7 T T
|
o
t
ﬁ ﬂ
| |
L, -
9
— £ o
I : - . e e e
I LS
,, ¥
W
”7 L8
, 0
|
J_. =
|
|
— -_ - O.
| e
| <
H..A | o
ﬁ, __m
S
| )
| i
|
:
| p= Q9
| - Q
L R R R A e s n s B T T T T T T T TS ,,,
0'0F 001 , 00T 007 005 0°0v 005 009 00L 0'08 0'06 0'00T 00TT 007 0°0ET 0'OFT 0'0ST 0'09T 0'0LE081

Figura 65 — Espectro de RMN "H x "*C-HMQC (400 MHz, C;D¢0) de Mt-03

136



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

10.0

X 1aafoad

80.0

H-2/C-2 ()

9.0

H-8/C-8 ()H-6/C-6

00.0

1

110.0

H-3'/H-5’
- C-3'/C-%’

20.0

0 H-2'/H-6’
C-2'/C-6’

130.0

7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 683 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 0 200.0

Figura 66 — Expansdo do espectro de RMN "H x "*C-HMQC (400 MHz, C3D¢0) de Mt-

03
=
| =

g
=
=,
2
£

=

=

H-3/C-3
| b {1
..-lrfl‘l._.
=
e
. OMe-7/C-7

= 0

s '

=

g . ]

4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 32 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 o 200.0

Figura 67 — Expansdo do espectro de RMN "H x "*C-HMQC (400 MHz, C3D¢O) de Mt-

03

137



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

| L}
=
=
= -
= - . | | .
=5 S S S S S S ]
1 - - - - i =
| =,
= | 2
— B
=
3 i
= - 9 0 >
oy
= 9 2 :@ 6 .
8 .
= @ _
= g =
—3
s
[ @ >
—
= 0 < =
= ¢ O — =
C
o 0 — =
[ —1
S 3
= 0 >
—29
= - '
= - .
— |
= - I
— 1
- 3 |
= i
= ¢ — =
=
= 3 I l
= |
e e ————— e P me————— —— e : : — e feeee———r
140 A13.0 12.0 11.0 10.0 o0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 L] 1

Figura 68 — Espectro de RMN 'H x 'H-COSY (400 MHz, C3;D0) de Mt-03

138



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

Con

100 200

x 1afoad

H-3"/H-5'
H-2'/H-6'

TH.776757473727.17.0 69 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.352 5.1 50

7.0 6.0 10.0

=
e

Figura 69 — Expansao do espectro de RMN "H x "H-COSY (400 MHz, C;Ds0) de Mt-

— 1
Wb

03 3
.%
H-3a/H-3b
o

) G 1

50

. H-3/H-2

[}
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 10,0
AN AR ATillian

Figura 70 — Expansao do espectro de RMN 'H x "H-COSY (400 MHz, C3D¢0) de Mit-

03

139



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

project Y

| S ——— S — — o~ ot I W
[
S T W : ok
=
=
—
=
=
-
=
=
[
4 ]
—
=
=
i ) T}
=
=
= ] 0 0
=
- o
— i f) oo
=
= ] 8 3
g 0: o ]
El
=
= - |
s
— O
! ' o .
= 7 :
= 0 0
p—
= -
= 1
=
oy =
= L1} ]
= -
=3
p—
L Ml
g i
=
[ — -
- =
o -
=
=
L] 1
G R 5 R — i e ——
13.0 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0

Figura 71 — Espectro de RMN 'H x "*C-HMBC (400 MHz, C3D¢0) de Mt-03

S

X 1afoxd

140



Nunes, X. P.

Resultados e Discussio

220.0 210.0 200.0 190.0 180.0 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 $0.0 70.0 60.0 50.0 40.0

project Y

@ MeO-7/C-7

5.0 4.0 3.0 2.0

v waload

(1]

Figura 72 — Expans&o do espectro de RMN "H x "*C-HMBC (400 MHz, C3D¢O) de Mt-

03

110.0 100.0 9.0 0.0

1200

400 1300

500

160.0 1

170.0

project ¥

0

O
H-8/C-7 H-6/C-7

e - . !
72 7.87.77.67.574737.27.17.069 6867 6.665646362616059 5857 5655545352 5.1 o

Figura 73 — Expansao do espectro de RMN "H x "*C-HMBC (400 MHz, CDCl;) de Mt-

03

142



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

5.4.4 Identificagao estrutural de Mt-04

A substancia Mt-04 apresentou-se na forma de cristais amarelo claro,
soluvel em acetona e apresentando ponto de fusio entre 203 — 206 °C.

O espectro de RMN 'H (Fig. 74, p. 146) e sua expansao (Fig. 75, p. 147)
de Mt-04 revelou uma absorcdo em & 12,96, corresponde ao valor tipico de
hidroxila quelada, normalmente observada em espectros de hidrogénio de
flavondides (KINOSHITA & FIRMAN, 1996), propondo a presenga deste grupo
para Mt-04. Semelhantemente a Mt-01, Mt-04 apresenta um sistema ABX para
o anel B, devido a presenga dos seguintes sinais: dd (6 7,63), d (6 7,01) e d (6
7,65) (Tabela 16, p. 144). A presenca de um simpleto em & 6,86 referente ao
hidrogénio 8 é sugestivo de substituicdo por fungdes oxigenadas nos carbonos
5, 6 e 7. Outro simpleto em & 6,75 foi atribuido ao hidrogénio 3. Observa-se
ainda no espectro de RMN 'H (Fig. 74, p. 146) trés simpletos (5 3,99, 3,98 e &
3,80) caracteristicos de metoxilas aromaticas.

A analise do espectro de RMN '*C (Fig. 76, p. 148, Tabela 16, p. 144)
mostrou 18 absorgdes de carbonos, sendo trés carbonos metoxilicos, cinco
metinicos e dez carbonos nao hidrogenados. Observou-se as absorgdes em &
104,23, 5 116,38, 5 151,70, & 154,59, &6 134,08 e 5 161,05, atribuidas aos
carbonos 3, 3, 4’, 5, 6 e 7, respectivamente, comumente encontradas em
esqueletos de flavonas tetra-substituidas, onde a posi¢gao 3 encontram-se nao
substituida, o qual se evidencia principalmente pelo valor em & 104,23,
referente a C-3.

O espectro de RMN 'C (Fig. 76, p. 148) mostrou ainda trés outras
absorgdes referentes a metoxilas aromaticas, cujos picos se encontram em &
60,53, & 56,81 e & 56,63. Como foi observado no espectro de RMN 'H (Fig. 74,
p. 146), a presenga de um simpleto em 6 6,86 remete a um padrdo 5,6,7-
trissubstituido para o anel A. As outras absor¢des na regido de hidrogénios
aromaticos, ao sugerirem um sistema ABX, levaram a propor a presencga de
dois substituintes oxigenados nas posi¢des 3’ e 4’. Os dados discutidos acima
levaram a sugerir a presenca de substituintes oxigenados nas posigdes 3’, 4,
5 6e7.
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A proposta estrutural de localizagdo das metoxilas e hidroxilas da
molécula teve sua confirmagao feita através do espectro de 'H x *C-HMBC
(Fig. 78, p. 150, Tabela 16, p. 144), que mostrou correlagdes entre carbonos e
hidrogénios a duas e trés ligagbes. Por meio deste espectro foi possivel
observar a correlagdo de H-8 (5 6.86) com C-7 (5 161,05) a J%e com C-6 (&
134,08) a J°, confirmando assim os deslocamentos para C-6 e C-7. A metoxila
em (8 56,81) foi confirmada na posi¢céo 7, por ser evidente a correlagéo a trés
ligagbes entre os hidrogénios metoxilicos em & 3,98 e C-7 (6 161,05). A
metoxila no C-3’ foi entdo confirmada pela interacdo °J dos hidrogénios em &
3,99 com C-3’ (5 148,81) e a metoxila no C-6 foi confirmada pela interagdo 3J
dos hidrogénios em & 3,80 com C-6 (6 134,08). As atribuicbes de carbonos e
hidrogénios do anel B foram feitas através das seguintes correlagdes: H-5" (5
7,01) a trés ligagdes com C-1° (5 123,98) e C-3’ (5 148,81) e H-2’ (5 7,65) a °J
com C-2 (5 167,58), C-4’ (5 151,70) e C-6’ (& 121,38). A atribuigdo da hidroxila
sugerida para a posigao 5 foi confirmada a partir da correlagao a 3J entre a
absorcdo & 12,96 e os C-10 (5 104,30) e C-6 (5 134,08) e a 2J com C-5 (&
154,59). O espectro de "H x "*C-HMQC (Figs. 79 e 80, p. 151 e 152, Tabela 16,
p. 144) mostrou as correlagdes entre carbonos e hidrogénios a uma ligagéo.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "*C de Mt-
04 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 17, p. 145)
confirmaram a identidade estrutural entre as substancias e permitiu a
determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 4°,5-dihidroxi-
3°,6,7-trimetoxiflavona, conhecida como anisomelina. Este composto esta

sendo descrito pela primeira vez na espécie em estudo.

Mt-04

144



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

Tabela 16: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-04 com base
nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma ('Jen), duas (Jen) e trés (3Jch) ligacdes (‘H x *C-HMQC e HMBC, 400
MHz) em C3D¢O. e

HMQC HMBC
dc S Jen *Jen
C
2 167,58 i H-3 H-2": H-6
4 - -
5 154,59 - HO -5
6 134,08 -
7 161,05 - H-8 MeO-7
9 154,59 - H-8
10 104,30 - H-3; HO-5; H-8
1 123,98 - H-3; H-5
3 148,81 - H-2’ H-5; MeO-3’
4 151,70 - H-2’; H-6’
CH
3 104,23 6,75 ()
8 91,04 6.86 (s)
2 110,52 7,65 (d) H-6’
5 116,38 7,01 (d, 8.4)
6 121.38 7.63 (dd) H-2'
MeO
3 56,63 3,99 (s)
6 60.53 3.80 (s)
7 56,81 3.98 (s)
HO-5 ; 12,91 (s)
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Tabela 17: Dados comparativos de RMN °C da substancia Mt-04 (5, CsDgO,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

Carbonos Mt-04 Literatura

C 8(; 6(;

2 167,58 163,90
5 154,59 152,00
6 134,08 131,70
7 161,05 152,50
9 154,59 158,50
10 104,30 105,20
1’ 123,98 121,30
3 148,81 148,00
4 151,70 150,80
CH

3 104,23 103,00
8 91,94 91,60
2 110,52 110,20
5 116,38 115,70
6’ 121,38 120,40

MeO

3 56,63 -

6 60,53 -

7 56,81 -
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5.4.5 Identificagao estrutural de Mt-05

A substancia Mt-05 apresentou-se na forma de p6é amarelo, soluvel em
acetona e apresentando ponto de fuséo entre 287,2 - 289,4 °C.

O espectro de RMN 'H (Fig. 81, p. 157) e suas expansdes (Figs. 82 e
83, p. 158) de Mt-05 mostrou algumas semelhangas com o observado para Mt-
04: uma absorgédo em 6 12,98 caracteristico de hidroxila quelada e um simpleto
em o 6,67 atribuido a H-3. Estas informag¢des sugerem um esqueleto de uma
flavona para Mt-05. Semelhantemente a Mt-02, Mt-05 revelou a presenca de
dois dupletos em & 7,03 e 6 7,96 com acoplamento ortfo, sugerindo assim um
sistema AA’BB’ no anel B correspondente aos hidrogénios 3'/5 e 2'/6’,
sugerindo uma provavel substituicdo em C-4’. O espectro ainda revelou dois
dupletos em 6 6,33 e &6 6,32 referentes aos H-8 e H-6, respectivamente,
sugerido substituicées por fungdo oxigenadas em C-5 e C-7 e um simpleto em
0 3,92 caracteristico de metoxila aromatica.

A analise do espectro de RMN '*C (Fig. 84, p. 159, Tabela 18, p. 155)
mostrou 10 absor¢des de carbonos, sendo um carbono metoxilico, cinco
metinicos e quatro carbonos n&o hidrogenados. Nao foi possivel observar
quatro valores para carbonos quaternarios pelo espectro de RMN de *C devido
a pequena quantidade de amostra. Os deslocamentos quimicos em 6 104,21, &
116,89, & 129,33, 5 98,71 e § 93,31 foram atribuidos a C-3, C-3'/5, C-2'/6’, C-6
e C-8, respectivamente, e sdo comumente encontrados em esqueletos de
flavonas di-substituidas, onde a posi¢cao 3 encontra-se nao substituida, o que
se evidencia principalmente pelo valor em & 104,21, referente a C-3. O
espectro de RMN '3C (Fig. 84, p. 159) mostrou ainda uma absorgdo em & 56,42
compativel com metoxila estericamente desimpedida.

Os dados discutidos acima levaram a sugerir a presencga de substituintes
oxigenados nas posi¢coes 4’,5e 7.

A proposta estrutural de localizagdo da metoxila da molécula teve sua
confirmacéo feita através do espectro de 'H x ">*C-HMBC (Figs. 85, 86 e 87, p.
160 e 161, Tabela 18, p. 155), que mostrou correlacbes entre carbonos e
hidrogénios a duas e trés ligagbes. Por meio deste espectro foi possivel
observar que a metoxila (6 56,42) estaria na posicdo 7, por ser evidente a
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correlacao a trés ligagdes entre os hidrogénios metoxilicos em 6 3,92 e o C-7 (6
164,00). As confirmagdes do anel B foram feitas a partir das seguintes
correlagdes: H-2'/H-6’ (5 7,96) a J* com C-2 (8 162,00) e H-3/5’ (5 7,03) a °J
com C-1’ (5 122,00).

O espectro de "H x "*C-HMQC (Figs. 88 e 89, p. 162 e 163, Tabela 18,
p. 155), mostrou as correlagdes diretas entre H-3 (6 6,67), H-6 (5 6,32), H-3'/5’
(5 7,03) e H-2'/6’ (8 7,96) com C-3 (5 104,21), C-6 (5 98,71), C-3'/5 (5 116,89) e
C-2'/6’ (6 129,33), respectivamente.

O espectro de 'H x 'H-COSY (Figs. 90 e 91, p. 164) mostrou as
interacdes entre os hidrogénios vicinais 3'/5 e 2’/6’, confirmando assim a
presenca do sistema AA'BB’ no anel B da molécula.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN '*C de Mt-
05 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 19, p. 156)
confirmaram a identidade estrutural entre as substancias e permitiu a
determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 4°,5-dihidroxi-7-
metoxiflavona, conhecida como 7-metilapigenina. Este composto esta sendo

descrito pela primeira vez na espécie em estudo.

Mt-05
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Tabela 18: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-05 com base

nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma ('Jen), duas (Jen) e trés (3Jch) ligacdes (‘H x *C-HMQC e HMBC, 400

MHZ) em C3D60.

HMBC
dc SH Jon *JeH

C

2 162,00 - H-2'/H-6’
4 183,23 -

5 - -

7 164,00 - MeO-7
9 - -

10 - -

1 122,00 - H-3'/H-5
4 ] .
CH

3 104,21 6,67 (5)

6 98,71 6,32 (d, 1,8)

8 93,31 6.33 (d, 1.8)

> 129,33 7.96 (d. 8.8)

3 116,89 7,03 (d, 8,8)

5 116,89 7,03 (d, 8,8)

6 129.33 7.96 (d, 8.8)

MeO
7 56,42 3,92 (s)
HO-5 i 12,98 (s)

155



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

Tabela 19: Dados comparativos de RMN °C da substancia Mt-05 (5, C3DgO,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

Carbonos Mt-05 Literatura
dc dc

C

2 162,00 164,60
4 183,23 182,30
5 - 157,70
7 164,00 165,60
9 - 161,80
10 - 105,00
1 122,00 121,60
4 - 161,80
CH

3 104,21 103,40
6 98,71 98,20
8 93,31 92,90
2 129,33 128,80
3 116,89 116,30
5 116,89 116,30
6’ 129,33 128,80

MeO
7 56,42 -
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5.4.6 Identificagcao estrutural de Mt-06

A substancia Mt-06 apresentou-se na forma de cristais brancos, soluvel
em acetona e apresentando ponto de fusdo entre 287,2 - 289,4 °C.

A substancia Mt-06 apresentou o mesmo padrdo de sinais no espectro
de RMN 'H (Figs. 92, 93 e 94, p.169 e 170) dos anéis A e C quando
comparado a Mt-04. (Tabela 20, p. 167). Foi ainda observado neste mesmo
espectro dois dupletos em &6 7,03 e 6 7,96 com acoplamento orto, atribuidos
aos hidrogénios 3'/5’ e 2'/6’, respectivamente, sugerindo um sistema AA'BB’
para o anel B de Mt-06 e dois simpletos em & 3,99 e 6 3,80 caracteristicos de
metoxilas aromaticas.

O espectro de RMN "*C (Fig. 95, 96 e 97, p. 171 e 172) mostrou uma
absorgao em o 56,79 compativel com metoxila estericamente desimpedida e
uma absorcdo em & 60,52 compativel com metoxila estericamente impedida.
Os dados discutidos acima levaram a sugerir as seguintes estruturas para Mt-
06:

A proposta B foi confirmada ao observar as correlagdes no espectro de
'H x "®C-HMBC (Figs. 98, 99 e 100, p. 173 e 174, Tabela 20, p. 167) de H-8 (5
6,84) com C-7 (5 160,06) a J? confirmando assim o deslocamento quimico de
C-7 e dos hidrogénios metoxilicos em 6 3,99 com C-7 (5 160,06). A metoxila
em C-6 também foi confirmada por este espectro ao observamos a correlagéao
de H-8 (5 6,84) com C-6 (5 133,54) a J* e dos hidrogénios metoxilicos em &
3,80 com C-6 (5 133,54). As confirmagdes do anel B foram feitas a partir das
seguintes correlagdes: H-2'/H-6" (8 7,96) a J com C-2 (8 165,29) e C-4’ (&
161,99); H-3'/H-5 (5 7,03) a ®J com C-1’ (5 123,27) e a 2J com C-4’ (5 161,99).
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Por este espectro também foi possivel observar a correlagao do H-3 (5 6,78)
com C-2 a 2.

O espectro de 'H x "*C-HMQC (Figs. 101, 102 e 103, p. 175 e 176,
Tabela 20, p. 167), mostrou as correlagdes diretas entre H-3 (6 6,78), H-8 (6
6,84), H-3'/H-5" (5 7,03) e H-2'/H-6" (5 7,96) com C-3 (5 103,90), C-8 (6 91,91),
C-3'/C-5’ (56 116,88) e C-2’/C-6’ (5 129,28), respectivamente.

O espectro de 'H x 'H-COSY (Figs. 104, 105 e 106, p. 177 e 178)
mostrou as interagdes entre os hidrogénios vicinais 3'/5’ e 2’/6’, confirmando
assim a presenca do sistema AA’'BB’ no anel B da molécula.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "*C de Mt-
06 com modelo da literatura (HASE, et al., 1995) (Tabela 21, p. 168) permitiu a
determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 4',5-dihidroxi-
6,7-dimetoxiflavona, conhecida também como circimaritina, cirsimaritina,
cirsitakaogenina, cirsumaritina, scrofuleina ou skrofuleina. Este composto esta

sendo descrito pela primeira vez na espécie em estudo.

Mt-06
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Tabela 20: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-06 com base

nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma ('Jen), duas (Jen) e trés (3Jch) ligacdes (‘H x *C-HMQC e HMBC, 400
MHZ) em C3D60.

HMQC HMBC
dc OH *Jon *JeH

C

2 165,29 - H-3 H-2’/H-6’
4 183,51 -

5 154,05 - HO-5

6 133,54 - HO-5; MeO-6; H-8
7 160,06 - H-8 MeO-7
9 153,95 - H-8

10 106,48 - H-3; HO-5; H-8
1 123,27 - H-3’/H-5’
4 161,99 - H-3’/H-5’ H-2’/H-6’
CH

3 103,90 6,78 (s

8 91,91 6.84 (s)

2’ 129,28 7,96 (d,

3 116,88 7,03 (d,

5 116,88 7,03 (d,

6’ 129,28 7,96 (d,

MeO
6 60,52 3,80 (s C-6
7 56,79 3,99 (s C-7
HO-5 ; 12,96 (s)
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Tabela 21: Dados comparativos de RMN °C da substancia Mt-06 (5, C3DgO,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (HASE, et al., 1995).

Carbonos Mt-06 Literatura
d¢ d¢c

C

2 165,29 163,20
4 183,51 182,10
5 154,05 152,70
6 133,54 131,30
7 160,06 157,20
9 153,95 152,40
10 106,48 104,10
1 123,27 122,80
4 161,99 162,20
CH

3 103,90 103,00
8 91,91 94,20
2 129,28 128,20
3 116,88 114,50
5 116,88 114,50
6’ 129,28 128,20

MeO

6 60,52 59,90
7 56,79 55,50
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5.4.7 Identificagcao estrutural de Mt-07

A substancia Mt-07 apresentou-se na forma de pd6 branco, soluvel em
acetona e apresentando ponto de fusao entre 79,7 - 81,4 °C.

A substancia Mt-07 apresentou o mesmo padrao sinais no espectro de
RMN 'H (Fig. 107, 108 e 109, p.183 e 184) para os anéis A e C quando
comparado a Mt-03. (Tabela 22, p. 181). Por meio deste mesmo espectro foi
possivel observar dois dupletos em 6 6,87 e 6 6,88 com acoplamento orto,
atribuidos aos hidrogénios 5 e 6’, respectivamente, e um simpleto em 5 7,03
atribuido ao hidrogénio 2’, sugerindo assim um sistema ABX para o anel B de
Mt-07. As observages acima permitiram propor a seguinte estrutura para Mt-
07:

Como o espectro de RMN "*C (Fig. 110, p. 185) revelou apenas uma
absorcédo em & 56,25 compativel com metoxila, foi proposto a seguinte

estrutura para Mt-07:

A proposta estrutural de localizagdo dos hidrogénios, carbonos e
metoxila da molécula teve a confirmac&o feita através do espectro de 'H x *C-
HMBC (Figs. 118, 119 e 120, p. 191 e 192, Tabela 22, p. 181), que mostrou

correlagdes entre carbonos e hidrogénios a duas e trés ligagdes. Por meio
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deste espectro foi possivel observar a correlagéo entre H-8 (6 6,04) e C-7 (6
168,85), confirmando assim o C-7 e que a metoxila (5 56,25) estaria na posi¢cao
7, por ser evidente a correlacdo a J°* entre os hidrogénios metoxilicos em § 3,84
e o C-7 (6 168,85). As confirmagbes do anel A foram feitas a partir das
seguintes correlacdes: H-8 (5 6,04) a J> com C-10 (5 103,76) e a J*> com C-9 (&
161,00); H-6 (5 6,02) a J* com C-7 (5 168,85) e C-5 (5 162,00) e a J* com C-8
(6 94,57). Ja as confirmagdes do anel B foram feitas a partir das seguintes
correlagdes: H-2’ (8 7,03) a J° com C-4’ (5 146,00), C-6' (5 119,27) e C-2 (&
80,07); H-5" (5 6,87) a °J com o C-1" (8 131,48); H-6’ (5 6,88) a J*> com C-2 (&
80,07). Por este espectro também foi possivel observar a correlagédo do H-3 (&
3,16) com o C-2 a J* e dos hidrogénios em § 3,16 e § 2,75 com C-4 a J°.

O espectro bidimensional de correlacdgo homonuclear 'H x 'H
(HOMOCOSY, Figs. 116 e 117, p. 189 e 190) mostrou o acoplamento entre o
hidrogénio absorvendo em & 5,42 (J=2,9 Hz e 12,3 Hz) com o hidrogénio
absorvendo em & 3,16, e mostra ainda que os hidrogénios em & 2,75 e 6 3,16
estao acoplando entre si com um J=17,0 Hz.

As correlagbes diretas entre os carbonos e hidrogénios da molécula
podem ser observadas no espectro de 'H x *C-HMQC (Figs. 113, 114 e 115,
p. 187 e 188, Tabela 22, p. 181).

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN "*C de Mt-
07 com modelo da literatura (AGRAWAL, 1989) (Tabela 23, p. 182)
confirmaram a identidade estrutural entre as substadncias e permitiu a
determinacao inequivoca da estrutura proposta como sendo a 3',4',5-trihidroxi-
7-metoxiflavanona. Este composto esta sendo descrito pela primeira vez na

espécie em estudo.
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Tabela 22: Dados de carbonos e hidrogénios da substancia Mt-07 com base
nos espectros de correlagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de
uma ('Jen), duas (Jen) e trés (3Jch) ligacdes (‘H x *C-HMQC e HMBC, 400
MHz) em C3DgO.

HMQC HMBC
Sc SH *JeH *Jen
C
4 198,00 - 2H-3
5 162,00 - H-6
7 168,85 - H-6; H-8 MeO-7
9 161,00 -
10 103,76 - H-6; H-8
1 131,48 - H-5
3 146,43 -
4 146,00 - H-2’
CH
2 80,07 5,42 (dd, 12,3; 2,9) H-2’; H-6’
6 95.43 6,02 (d, 2.4) H-8
8 94,57 6,04 (d, 2,4) H-6
> 114,76 7,03 (s)
5 116,06 6,87 (d, 8,2)
& 119,27 6.88 (d. 8.2)
CH; H-2’
3 43,57 3,16 (dd, 17,0; 12,3)
2,75 (dd, 17,0: 2,9)
MeO
7 56,25 3,84 (s)

HO-5 - 12,13 (s)
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Tabela 23: Dados comparativos de RMN *C da substancia Mt-07 (5, C3DgO,
100 MHz) com dados da literatura (DMSO-ds), (AGRAWAL, 1989).

Carbonos Mt-07 Literatura
dc dc
C
4 198,00 196,20
5 162,00 163,90
7 168,85 167,80
9 161,00 163,00
10 103,76 103,00
1’ 131,48 129,70
3 146,43 145,20
4 146,00 145,60
CH
2 80,07 79,20
6 95,43 94,80
8 94,57 94,00
2 114,76 113,90
5 116,06 115,60
6’ 119,27 118,10
CH;
3 43,59 43,00
MeO
7 56,25 -
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5.5 Consideragoes quimicas sobre flavonoéides

Dentre os treze compostos isolados e identificados neste trabalho oito
pertencem a classe dos flavondides, assim iremos abordar alguns aspectos
quimicos relevantes a estes compostos.

Flavondides sdo compostos fendlicos amplamente encontrados em
tecidos vasculares de plantas, incluindo frutas, pélen, raizes e caules (DI
CARLO et al., 1999; PIETTA, 2000; ANDLAUER e FURST, 1998). Com mais
de 8000 compostos individuais conhecidos, os flavonoides sao biossintetizados
pela combinagdo dos acidos chiquimico e acilpolimalonato. Um derivado do
acido cinamico (fenilpropano), sintetizado a partir do acido chiquimico, age
como precursor na sintese de um intermediario ao qual sdo adicionados trés
residuos de acetato com posterior ciclizagdo da estrutura (DI CARLO et al.,
1999) (Fig. 121). As subsequentes hidrolixacbes e redugdes produzem
diferentes formas de flavondides (PIETTA, 2000).

3HCCOOH + C I= -

| Chalcona

Flavonodide

FONTE: DI CARLO etal., 1999.
Figura 121 - Biossintese de flavonodides

A estrutura basica dos flavondides consiste num nucleo flavano,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6)

(DI CARLO et al., 1999), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um
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pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A (Fig. 122). Os anéis A e B
sao hidroxilados e podem conter substituintes metoxilicos (HERRMANN,
WILLEMS e JANKE, 2001).

Figura 122 - Estrutura Basica dos Flavondides

As varias classes de flavondides diferem no nivel de oxidacdo e no
modelo de substituicdo da cadeia heterociclica C. Algumas classes de
flavondides de interesse sao flavonas (1), flavondis (2), flavanonas (3), flavan-
3-ol (4), isoflavonas (5), antocianidinas (6) e flavanolol (7) (Fig. 123, p. 195) (DI
CARLO et al., 1999; PIETTA, 2000; PETERSON e DWYER, 1998).

Flavondides geralmente ocorrem em plantas como derivados
glicosilados, contribuindo para o brilho do azul, do vermelho e do laranja nas
folhas, flores e frutos. Também estdo associados com diferentes propriedades
biolégicas. Flavanonas sdo encontradas predominantemente em frutas citricas
e flavonas em ervas aromaticas e grdos de cereais, enquanto isoflavonas
ocorrem em legumes e sementes oleaginosas (como a soja). Antocianidinas e
suas formas glicosiladas (antocianinas) sao pigmentos naturais encontrados
em uvas. As flavan-3-ol (como as catequinas, epicatequina e seus galato-
ésteres) podem ser verificadas em frutas e folhas de cha. Ja os flavondis
ocorrem em todas as frutas e vegetais (DI CARLO et al., 1999; PIETTA, 2000;
PETERSON e DWYER, 1998; PARK et al., 2001abc; CARRAO-PANIZZI e
BORDIGNON, 2000). Tem-se ainda flavanolol como a taxifolina, encontrada
em frutas citricas (PIETTA, 2000). Todos esses flavondides podem ser isolados
mediante diferentes técnicas cromatograficas (cromatografia em coluna aberta,

cromatografia a liquido de alta eficiéncia, cromatografia em camada delgada de
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alta eficiéncia) e identificados por espectrometria de massas ou ressonancia
magnética nuclear (PARK e LEE, 1996).

OH @]
(7) Taxifolina

Figura 123 - Diferentes classes de flavondides

Apesar da abundéancia de flavondides em vegetais, o processamento
pode diminuir seu conteudo em até 50% pela lavagem ou remogao de partes
da planta. Tais compostos também estdo sujeitos a modificagbes quimicas e
enzimaticas de suas estruturas.

Muitos microrganismos s&o capazes de metabolizar flavondides e suas
estruturas modificadas tém sido encontradas. Flavondides podem ser
transformados por diferentes reacdes, sendo que hidroxilagdo, metilagao,

glicosilagédo e acetilagdo ocorrem com quase todas as classes de flavondides.
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Reacdes como, sulfatagcao e prenilagdo, sdo mais restritas a certos grupos de
flavonoides (HELLER e FORKMANN, 1988).

As transformagdes microbianas de flavondides ocorrem com frequéncia
e podem gerar produtos com maior interesse que seus precursores. Essas
transformacdes estdo associadas com diferentes enzimas (de origem
microbiana ou vegetal), ou ao metabolismo humano. S&o capazes de
transformar os flavondides utilizando diversos intermediarios de sua
biossintese, bem como alguns produtos finais (flavonas, isoflavonas, flavondis
e antocianidinas). As enzimas exibem, em geral, altas especificidades pelo
substrato, o que implica em um numero definido de reagdes. Algumas das
enzimas envolvidas nas transformacdes de flavondides sdo apresentadas na
Figura 124.

KM,S

Enzimas: (A) flavonéide 3'-hidroxilase, (B) flavondide 3',5'-hidroxilase, (C) flavonoide 3'-O-
metiltransferase, (D) flavonoide 7-O-glicosiltransferase, (E) flavonol 3-O-glicosiltransferase, (F)
flavonol 3-O-metiltransferase, (G) flavonol 3-O-glicosil-6"-maloniltransferase, (H) flavondide 7-
O-glicosil-6"-maloniltransferase, (I) antocianidina 3'-O- metiltransferase, (J) antocianidina 3',5'-
O-metiltransferase, (K) antocianidina 3-O-glicosiltransferase, (L) antocianidina 3-O-glicosil-5-
Oglicosiltransferase, (M) antocianidina 3-O-glicosil-aciltransferase, (N) flavonol 3-O-
sulfotransferase, (O) flavonol 4'-Osulfotransferase, (P) flavonol 7-O-sulfotransferase, (Q) 2-
hidroxiflavanona-C-glicosiltransferase, (R) flavanona 7-Oglicosil-2"-O-ramnosiltransferase e (S)
antocianidina 3-glicosil-aciltransferase.

FONTE: NARIKAWA et al., 1998.
Figura 124 - Esquema das posicbes de modificacbes freqlientes observadas em

flavonodides
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5.5.1 Hidroxilagao

Os grupos hidroxilicos do anel A nas posi¢des 5 e 7 sdo formados durante
a sintese do flavondide, embora outras hidroxilas nas posicdes 6 € 8 possam
ser encontradas (FORKMANN, 1991). A hidroxilagdo da posi¢ao 4' do anel B
ocorre pela acdo da chalcona sintase sobre 4-coumaril-CoA. Estudos
enzimaticos sobre plantas geneticamente modificadas tém revelado que a
hidroxilacdo no anel B nas posicdes 3' e 5' € possivel com enzimas especificas
(HELLER e FORKMANN, 1988). Flavonoide 3'-hidrolase e flavondide 3',5'-
hidrolase promovem a hidroxilagdo de naringenina e dihidrokaempferol nas
posicbes 3' e 3', 5, respectivamente. Outros flavondides passiveis de
hidroxilagdo na posi¢cao 3' sdo apigenina e kaempferol (STICK, EBERMANN e
FORKMANN, 1988). Enquanto a origem dos grupos hidroxilicos nas posicées
3', 4' e 5' do anel B € bem conhecida, o mecanismo que leva a hidroxilagdo na
posicao 2' de flavonas e flavondis ainda nao foi esclarecido (WOLLENWEBER
et al., 1989). O interesse de pesquisadores sobre a hidroxilagdo de flavondides
reside no fato da presencga de grupos hidroxilicos na estrutura do flavonodide
aumentar sua atividade antioxidante, principalmente na posicédo 3 (PIETTA,
2000).

5.5.2 Metilagao

A metilacdo, outra das transformagdes bioquimicas observadas em
flavondides, pode ser catalisada por enzimas como a O-metiltransferase, que
transfere o grupo metil da S-adenosilmetionina para grupos hidroxilicos de
flavondides (EBEL e GRISEBACH, 1988). No caso de flavonois e flavonas, O-
metiltransferases tém catalisado a metilacdo das posi¢cdes hidroxiladas do anel
A (posigbes 5, 6, 7, 8), do anel B (posigdes 2, 3’, 4, 5') e da cadeia
heterociclica C na posicdo 3. Além disso, as enzimas demonstram alta
especificidade pelo substrato. A metilagdo na posicdo 3 de flavonoides é
promovida pela flavonol-3-O-metiltransferase e na posicao 6 pela flavonol-6-O-
metiltransferase. Ja na posi¢cdo 7 tem-se a flavonol-7-O-metiltransferase e na

posicao 4’ a flavonol-4’-O-metiltransferase. Metiltransferases para a posicdo 3’
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de flavonoides tém sido isladas de Zea mays (LARSON, 1989). Outras
metiltransferases foram isoladas de Cicer arietinum e Medicago sativa
(HARBORNE, 1993). De Medicago sativa também foi isolada metiltransferase
especifica para a posicao 2’ de chalconas 2’,4’-dihidroxiladas, denominada
chalcona 2’-O-metiltransferase (MAXWELL, EDWARDS e DIXON, 1992).

Com as novas tendéncias de aplicacado dos flavondides na prevencao de
diferentes enfermidades, como tumores e doencgas ligadas aos processos
oxidativos na célula, torna-se cada vez mais frequente o estudo desses
compostos e suas transformagdes enzimaticas. Essas transformacgdes podem

formar muitas vezes flavondides com maior atividade bioldgica.
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico com a fase cloroférmica obtida das partes aéreas
de Mimosa paraibana Barneby resultou no isolamento e identificagdo de seis
compostos, dentre os quais, dois esterdides, um flavondide, uma feofitina a, um
derivado do acido galico e um derivado do acido cinamico.

Os esterdides Mp-01a e Mp-01b, sitosterol e estigmasterol foram
anteriormente isolados de M. invisa (AGUIAR et al., 2007) e M. tenuiflora
(ANTON et al., 1993), respectivamente, sendo esta a primeira vez em que tais
compostos séo relatados em M. paraibana.

Os compostos Mp-02, 15" hidroxi-feofitina a, Mp-03, 5,7-
dihidroxiflavanona, e Mp-04, 3,4,5-trihidroxibenzoato de etila estdo sendo
descritos pela primeira vez no género Mimosa.

O composto Mp-05, acido p-cumarico, mostrou-se presente nas folhas
de M. pudica (KIRK et al., 2003) e esta sendo relatado pela primeira vez em M.
paraibana.

O estudo fitoquimico com a fase cloroférmica obtida das partes aéreas
de Mimosa tenuiflora (Willd) Poir. resultou no isolamento e identificagéo de sete
compostos flavonoidicos, dentre os quais, duas flavanonas, 4'5-dihidroxi-7-
metoxiflavanona (Mt-03); 3'4'5-trihidroxi-7-metoxiflavanona (Mt-07) e cinco
flavonas, 4'5-dihidroxi-3,3',7-trimetoxiflavona (Mt-01); 5,7-dihidroxi-3,4',6-
trimetoxiflavona (Mt-02); 4°,5-dihidroxi-3°,6,7-trimetoxiflavona (Mt-04); 4°,5-
dihidroxi-7-metoxiflavona (Mt-05); 4'5-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona (Mt-06).
Este é o segundo relato de flavonéides em M. tenuiflora, sendo descrito antes
apenas o isolamento de dois flavondides por Dominguez e col. (1989).

O estudo quimico de Mimosa paraibana e Mimosa tenuiflora e o
consequente isolamento desses compostos contribuem para uma maior
compreensao da quimiosistematica do género Mimosa e da familia
Mimosoideae.

O estudo quimico com Mimosa paraibana é pioneiro e de grande
relevancia para o mapeamento dos metabdlitos especiais produzidos por
espécies de Mimosa. O isolamento de compostos pertencentes ao grupo dos

flavondides em Mimosa tenuiflora é bastante interessante ja que na literatura
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0os compostos maijoritarios para esta espécie sao pertencentes aos grupos dos
alcaloides.

Vale salientar que, provavelmente, as atividades farmacoldgicas ja
descritas para M. tenuiflora como antibacteriana (HODGSON; KENNEDY 2005;
GONCALVES et al.,, 2005), antitumoral (LIMA et al., 2006), antifungica
(LOZOYA et al., 1989), antiinflamatoria (BORK et al., 1997), estimulante de
musculos lisos (MECKES-LOZOYA et al., 1990) e citotoxica (VILLARREAL et
al., 1991) podem ser, em parte, devido aos flavondides isolados neste trabalho.

Estudos farmacolégicos, biotecnolégicos e biossintéticos subsequentes
devem ser realizados para maior apreciacdo das potencialidades clinicas e

industriais dos flavondides de Mimosa tenuiflora.
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Constituintes quimicos, avaliacédo da atividade citotoxica e
antioxidante de Mimosa paraibana Barneby (Mimosaceae)

Xirley P. Nunes,**? Rafael F. Mesquita,* Davi A. Silva,> Daysianne P. Lira,? Vicente
C. O. Costa,? Marianna V. B. Silva,? Aline L. Xavier,? Margareth F. F. M. Diniz,?
Maria de Fatima Agra®

'Colegiado de Medicina, Universidade Federal do Vale do S&o Francisco, Caixa Postal
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56306-205 Petrolina-PE, Brasil,
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Postal 5009, 58051-970 Jo&o Pessoa-PB, Brasil

RESUMO: Mimosa paraibana Barneby foi submetida a um estudo fitoquimico para o
isolamento de seus constituintes quimicos, através de métodos cromatograficos usuais, e
posterior identificagdo estrutural, utilizando-se métodos espectroscopicos de RMN 'H e
C uni e bidimensionais, além de comparacdes com modelos da literatura. Deste estudo
pioneiro foram isolados e identificados cinco constituintes da fase cloroférmica: uma
mistura dos esteroides, B-sitosterol e estigmasterol, a 15" hidroxi-feofitina a, a 5,7-
dihidroxiflavanona, o 3,4,5-trihidroxibenzoato de etila ¢ o acido p-cumarico. A
atividade antioxidante das fases hexanica, cloroformica e acetato de etila foi avaliada
utilizando o radical estavel DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) e os resultados
comparados com o padrao acido ascorbico. A avaliagdo da citotoxicidade das fases foi
realizada empregando-se o ensaio de letalidade contra Artemia salina.

Unitermos: Mimosa paraibana, Mimosaceae, Artemia salina, atividade antioxidante.

ABSTRACT: The phytochemical study of Mimosa paraibana Barneby led to the
isolation of its chemical constituents, through the usual chromatographic methods, and
further structural identification, using 'H and >C NMR spectroscopic methods based on
one and two-dimensional techniques, in addition to comparison with literature data.
From this pioneering investigation with M. paraibana five constituents were isolated
and identified from the chloroform extracts: a mixture of B-sitosterol and stigmasterol,
15'-hydroxy-phaeophytin a, 5,7-dihydroxyflavanone, ethyl 3,4,5-trihydroxybenzoate
and p-coumaric acid. The antioxidant activity of the hexane, chloroform and ethyl
acetate extracts of M. paraibana were measured using the 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay and the results compared with standard
ascorbic acid. The toxicity activity of the extracts were performed using the bioassay of
Artemia salina.

Keywords: Mimosa paraibana, Mimosaceae, Artemia salina, antioxidant activity.

* E-mail: xirleypn@gmail.com, Tel./Fax +55-87-38629394
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INTRODUCAO

A familia Mimosaceae possui cerca de 60 géneros distribuidos em mais de 4000
espécies encontradas nas regides tropicais e subtropicais, especialmente nas regides
aridas. As plantas desta familia sao principalmente arbustos que apresentam suas folhas
verdes praticamente o ano inteiro e seus frutos sdo geralmente legume. Mimosa ¢ um
género de leguminosas pantropical, constando de cerca de 480 espécies, com uma maior
concentragdo de espécies na América do Sul (Neilson, 1992).

Mimosa paraibana Barneby é encontrada em varios lugares do estado da Paraiba e
popularmente conhecida como “jurema”. Este estudo relata o primeiro estudo quimico e
farmacologico envolvendo esta espécie.

Desde o inicio da vida no planeta, a toxicidade do oxigénio atmosférico tem sido o
principal desafio a sobrevivéncia dos organismos vivos. As oxidagdes biologicas geram
espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres que podem provocar lesdes
celulares, muitas vezes irreparaveis (Gouvéa, 2004).

As plantas produzem uma grande variedade de substancias antioxidantes contra os
danos moleculares causados por ERO. Os compostos fendlicos compreendem o
principal grupo de compostos antioxidantes de origem vegetal. Entre os fenois, os
flavonoides constituem o grupo mais importante. Os antioxidantes naturais sdo bem
indicados para atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo celular. Estudos
recentes mostram que varios extratos de plantas exercem acgdo antioxidante. A partir da
perspectiva do valor potencial dos antioxidantes, as pesquisas buscam extratos e
substancias naturais com potente atividade antioxidante e baixa citotoxicidade (Gouvéa,
2004).

A fim de estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, muitos ensaios
podem ser utilizados, como o ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina,
que foi desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos vegetais (Meyer et
al., 1982; Nick et al., 1995), mas que também pode ser utilizado para expressar a
toxicidade de produtos naturais, como extratos de plantas e de produtos marinhos.
Adicionalmente, alguns trabalhos mostram uma boa correlagdo entre o ensaio de
letalidade com larvas de A. salina e a citotoxicidade em linhagens de células humanas
para esses produtos (McLaughlin, 1995; Carballo et al., 2002).

A avaliag¢do da bioatividade de extratos de plantas, medida pela toxicidade frente
Artemia salina, pode fornecer informagdes valiosas ao trabalho de quimicos de produtos
naturais ¢ farmacoélogos, indicando fontes vegetais com importantes atividades
bioldgicas. Neste contexto, a utilizacdo de bioensaios para o monitoramento da
bioatividade de extratos, fragdes e compostos isolados de plantas vem crescendo
consideravelmente nos laboratérios de pesquisa em nivel mundial como método
alternativo para o uso de animais de laboratorio. Artemia salina Leach é um
microcrustaceo amplamente conhecido como indicador de toxicidade em um bioensaio
que utiliza a CLs (concentracao letal média) como parametro de avaliagdo da atividade
bioldgica.

Este trabalho descreve os metabdlitos secunddrios da fase cloroférmica de M.
paraibana, a avaliacdo da citotoxicidade do extrato etanolico bruto e¢ fases sobre
Artemia salina Leach e a atividade antioxidante das fases através da metodologia do
radical livre estavel DPPH.

MATERIAL E METODOS
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Equipamentos

Os espectros de RMN ('H, '*C, HMQC, HMBC, COSY, NOESY) foram obtidos
em espectrometro Mercury Varian operando a 200 MHz (‘H) ¢ 50 MHz (*°C), no
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF), da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Os dados de RMN foram mensurados em CDCIl; ou MeOD e os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm com o sinal do solvente como referéncia.

Material vegetal

As partes aéreas de Mimosa paraibana Barneby foram coletadas no municipio de
Serra Branca, estado da Paraiba, em abril de 2005. O material botanico foi identificado
pela Prof. Dra. Maria de Fatima Agra. Uma exsicata da espécie esta depositada no
Herbario do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF), da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB) sob o c6digo Agra et al 6460.

Extracéo e isolamento

O material vegetal foi seco em estufa com ar circulante a temperatura média de 40
°C durante 4 dias. Apos a secagem, foi submetido a um processo de pulverizagio em
moinho mecanico, obtendo-se 8 kg de pd. Em seguida o p6 foi submetido & maceragdo
exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %. A solucdo etandlica obtida foi filtrada e evaporada
com o auxilio de um rotaevaporador a uma temperatura média de 50 °C, obtendo-se 829
g de extrato etanolico bruto (EEB). O EEB foi solubilizado numa mistura MeOH :H,0O
(3:7 v/v) sob agitagdo mecanica, obtendo-se uma solu¢dao hidroalcodlica I, que foi
submetida a uma extragdo liquido/liquido com solventes de polaridade crescente
fornecendo as fases hexanica, cloroférmica e acetato de etila.

A fase cloroformica (159 g) foi submetida a cromatogratia em coluna, utilizando
silica gel 60, como fase estaciondria, € como eluentes, os solventes hexano, cloroféormio
e metanol puros ou em misturas binarias, em grau crescente de polaridade. As fragdes
foram concentradas em rotaevaporador rotatério e reunidas apds cromatografia em
camada delgada analitica. As fragdes 25/29 foram reunidas e recristalizadas em hexano,
resultando em cristais brancos (1) (47 mg). As fracdes 64/91 foram reunidas e
submetidas a cromatografia em camada delgada preparativa (CCPD), resultando em um
solido amorfo verde (2) (41 mg). As fragdes 137/163 foram reunidas e cromatografadas
em coluna de Sephadex LH-20 e eluidas com misturas bindrias de cloroférmio e
metanol, obtendo-se um po6 fino amarelo escuro (3) (38 mg). As fracdes 180/198 e
199/212 foram reunidas e submetidas a CCDP, resultando em um sélido branco (4) (74
mg) e um s6lido amorfo branco (5) (83 mg), respectivamente.

Ensaio de letalidade com Artemia salina

A atividade citotoxica do extrato etanodlico bruto e das fases hexanica,
cloroféormica e acetato de etila de M. paraibana foi avaliada através do teste de
letalidade contra Artemia salina Leach, de acordo com o método proposto por Meyer et
al. (1982), com algumas modificagdes. Ovos de Artemia salina foram incubados em
agua do mar artificial a temperatura ambiente por 48 horas. Com a ajuda de uma fonte
de luz, as larvas foram atraidas e coletadas. Solugdes do extrato e fases foram
preparadas em Tween 80 ou DMSO (Dimetil sulfoxido) e 4gua do mar em
concentragdes variando de 20-1000 pg/mL. Cerca de 13 a 15 metanduplios foram
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transferidos para tubos de ensaio contendo 5 mL de cada uma das solugdes a serem
testadas. Um grupo controle foi preparado contendo apenas os solventes e as larvas. Os
ensaios foram realizados em triplicata. A contagem do numero de larvas mortas foi
realizada apos 24 horas e esse numero foi usado para o célculo da CLs utilizando-se o
programa Microcal Origin versdao 4.1. Os extratos com CLsy maiores que 1000 ppm
foram considerados inativos.

Dosagem da atividade antioxidante

A dosagem de atividade antioxidante das fases hexanica, cloroféormica e acetato de
etila de M. paraibana foi realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical
livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) obtido da SIGMA. Nesse método ¢
preparada uma solucao de 45 pg/mL de DPPH em metanol. As amostras sdo preparadas
adicionando-se 1 mL desta solu¢do de DPPH a 2,5 mL de solugdes das fases diluidas
em metanol a concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/mL. Como branco foi
utilizado 1 mL de DPPH e 2,5 mL de metanol. Como controle positivo foi utilizado o
acido L-(+)-ascorbico (Merck).

A solucao de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a acdo antioxidante de
um extrato ou fase pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solugdo, ao
final do qual a mesma torna-se amarelada. Quinze minutos apos a adigdo de DPPH as
amostras, ¢ feita a leitura em um espectrofotometro de Ultravioleta UV-Vis Shimadzu
UV 1601 em 517 nm. Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média
dos dados obtidos foi calculada a diferenca de absorbancia entre a amostra e o controle
negativo e as atividades antioxidantes percentuais foram obtidas por regressdo linear,
logaritimo ou exponencial para cada fase, chegando-se assim a concentracdo necessaria
para se obter 50 % do efeito antioxidante méximo estimado de 100 % (CE s¢) (Mensor
etal., 2001).

As atividades seqiiestrantes de DPPH das fases foram expressas em porcentagem,
segundo a equacao:

Atividade seqiiestrante de DPPH
(%0) = 100 — [(Ac — At) x 100]
Ac

Onde, Ac ¢ a absorbancia do controle, que ndo foi incubado com as fases e At a
absorbancia das amostras incubadas com diferentes concentragdes das fases.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dados espectrais e comparagdao com valores da literatura permitiram
identificar a substancia 1 como sendo uma mistura dos esterdides [-sitosterol e
estigmasterol (Kojima et al., 1990), a substincia 2 como a 15' hidroxi-feofitina a, a
substincia 3 como a 5,7-dihidroxiflavanona, a substancia 4 como o 3.4,5-
trihidroxibenzoato de etila e a substancia 5 como o 4cido p-cumarico (Fig. 1) (Mihara et
al, 2004).

15" hidroxi-feofitina a (2): RMN 'H (200 MHz, CDCl3) 8y (H; mult.; J em Hz):
7,98 (H-3'; dd, 11,2 e 17,6), 9,48 (H-5; 5), 9,71 (H-10; s), 4,07 (H-17; m), 5,13 (P2; t,
7,4), 8,70 (H-20; s), 6,30 (H-3% d; 17.8), 6,15 (H-3*; d; 11.,4), 3,69 (H-8'; q, 8,0 ¢ 15,6),
3,42 (2';s), 3,22 (7'; 9), 1,68 (8% t; 7,6), 3,87 (12'; 5), 3,75 (15%; 5), 1,61 (18; t; 7.,2).
RMN C (50 MHz, CDCI3) ¢c: 141,18 (C-1), 131,45 (C-2), 136,46 (C-3), 135,98 (C-
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4), 155,71 (C-6), 134,75 (C-7), 145,51 (C-8), 149,49 (C-9), 138,70 (C-11), 131,45 (C-
12), 131,45 (C-13), 166,30 (C-13"), 149,94 (C-14), 111,29 (C-15), 101,95 (C-15"),
170,87 (C-15%), 161,06 (C-16), 171,30 (C-17°), 171,12 (C-19), 142,86 (C-P3), 128,93
(C-3"), 99,59 (C-5), 104,10 (C-10), 53,68 (C-17), 50,12 (C-18), 93,87 (C-20), 117,70
(C- P2), 122,71 (C-3%), 19,51 (C-8"), 29,69 (C-17"), 31,29 (C-17°), 61,45 (C-P1), 12,13
(C-2Y, 11,24 (C-7Y), 17,58 (C-8%), 12,43 (C-12"), 54,15 (C-15°), 22,70 (C-18"). Todos
os valores estdo de acordo com os dados da literatura (MA L. e DOLPHIN, 1996).

5,7-Dihidroxiflavanona (3). RMN 'H (200 MHz, CDCls) 8y (H; mult.; J em Hz):
5,40 (H-2; dd; 12,6 ¢ 3,2), 5,99 (H-6; sl), 5,99 (H-8; sl), 7,44-7,38 (H-2’; m), 7,44-7,38
(H-3’; m), 7,44-7,38 (H-4’; m), 7,44-7,38 (H-5’; m), 7,44-7,38 (H-6’; m), 3,07 (H-3; dd;
12,6 e 17), 2,79 (H-3; dd; 3,2 ¢ 17). RMN C (50 MHz, CDCI3) &¢: 195,81 (C-4),
164,29 (C-5), 164,72 (C-7), 163,14 (C-9), 103,14 (C-10), 138,24 (C-1"), 79,21 (C-2),
96,75 (C-6), 95,48 (C-8), 126,14 (C-2’), 128,88 (C-37), 128,88 (C-4"), 128,88 (C-5"),
126,14 (6°), 43,30 (C-3). Todos os valores estao de acordo com os dados da literatura
(Agrawal, 1989).

3.,4,5-trihidroxibenzoato de etila (4). RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &y (H; mult.; J
em Hz): 7,04 (H-2; s), 7,04 (H-6; s), 4,23 (H-1’; q), 1,30 (H-2’; t). RMN "°C (50 MHz,
CDCI3) oc: 121,63 (C-1), 146,33 (C-3), 139,56 (C-4), 146,33 (C-5), 109,93 (C-2),
109,33 (C-6), 61,66 (C-1’), 14,55 (C-2°), 168,51 (CO). Todos os valores estdo de
acordo com os dados da literatura (SDBS Information, 2008).
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OCH,CH;4
HO

Figura 1. Constituintes quimicos isolados da fase cloroférmica de Mimosa
paraibana.

No ensaio de toxicidade com Artemia salina os valores médios de CLsy para o
extrato etanolico e fases hexanica, cloroférmica e acetato de etila de M. paraibana
foram de 602,5 pg/mL, 1054,0 pg/mL, 778,8 pg/mL e 293,4 pug/mL, respectivamente.
Portanto, das amostras testadas, apenas a fase hexanica apresentou baixa toxicidade
(CLso > 1000 ug/mL). A toxicidade com A. salina mostra boa correlagdo com atividades
antitumoral, inseticida (Meyer et al., 1982; Mclaughlin et al., 1995) e anti-Trypanosoma
cruzi (Alves et al., 2000) para substancias com CLso < 1000 ug/mL. Por outro lado, uma
baixa toxicidade pode ser considerada uma caracteristica interessante para utilizagdo de
extratos vegetais em ambientes naturais, por exemplo, para o controle da populagdo de
caramujos.

A andlise dos resultados da atividade antioxidante considera como valor de
referéncia a CEsp do 4acido ascorbico (2,910 pg/mL) para comparar a atividade
antioxidante das fases testadas. Foi escolhido o 4cido ascérbico como parametro porque
ele possui alta atividade antioxidante (Mensor et al., 2001).

A partir dos resultados apresentados na Figura 2 e Tabela 1 pode-se observar que a
fase cloroformica, quando comparada com o acido ascorbico, possui uma CEsg igual a
1,014 pg/mL, indicando uma atividade antioxidante (AAO) cerca de 2,87 vezes maior
do que a apresentada pelo padrdao acido ascorbico. Esse fato se deve provavelmente as
substancias fenolicas presentes nessa fase.

Acido Ascorbico- |-|

Fase Acetato de Etila< —

Fase Cloroformica

Fase Hexanica

L) L) L) L) L) L) L) L}
0 5 10 15 20 25 30 35 40
CEso (ug/mL)
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Figura 2. Comparacdo dos valores de CE50 das diferentes fases obtidas de Mimosa
paraibana. Os resultados sdo expressos como a média £ SEM (n = 3).

Tabela 1. Atividade antioxidante das diferentes fases de Mimosa paraibana utilizando o
radical DPPH.

[]ug/mL  Fase Hexdnica  Fase Cloroformica  Fase Acetato de Etila  Acido Ascorbico

5 26,036 + 3,830 12,633 +£2,126 66,379 + 4,256 71,855 + 3,737
10 35,447 + 2,465 22,697 + 2,215 65,872 + 4,287 78,082 + 1,678
25 58.555+2,198  53274+4,186 72,709 + 2,865 92,123 + 1,077
50 73,068 + 1,449 57,248 + 3,510 77,400 £ 2,766 93,796 + 0,744
125 71,334 + 1,231 54,073 + 3,893 85,062 + 1,791 93,711 +£1,133

250 67,108 £ 1,990 43,988 + 4,278 83,817 + 1,593 94,424 + 0,698

CEso 5,214 1,014 35,78 2,910

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a CAPES, CNPq e RENORBIO pelo apoio finaceiro.

REFERENCIAS

Agrawal PK 1989. Carbon-13 NMR of Flavonoids: Studies in Organic Chemistry 39.
Lucknov, India: Elsevier.

Alves TMD, Silva AF, Branddo M, Grandi TSM, Smania EFA, Smania A, Zani CL
2000. Biological screening of Brazilian medicinal plants. Mem Inst Oswaldo
Cruz 95: 367-373.

Carballo JL, Herndndez-Inda ZL, Pérez P, Garcia-Gravalos MD 2002. A comparison
between two brine shrimp assays to detect in vitro cytotoxicity in marine natural
products. BMC Biotechnol 2: 1-5.

Gouvéa CMCP 2004. Oxidagdes biologicas e atividade vegetal. In: Fitoterdpicos anti-
inflamatorios: aspectos quimicos, farmacologicos e aplicacdes terapéuticas.
Carvalho, J.C.T. coord. Ribeirdo Preto: Tecmedd, p. 101-124.

Kojima H, Sato N, Hatano A, Ogura H 1990. Sterol glucosides from Prunella vulgaris.
Phytochemistry 29: 2351-2355.

Ma L, Dolphin D 1996. Stereoselective synthesis of new chlorophyll a related
antioxidants isolated from marine organisms. J Org Chem 61: 2501.

Mclaughlin JL, Saizarbitori T-C, Anderson JE 1995. Tres bioensayos simples para
quimicos de productos naturales. Rev Soc Venez Quim 18: 13-18.

Mensor LL, Menezes FS, Leitdo GG, Reis AS, dos Santos TC, Coube CS, Leitdo SG
2001. Screnning of Brazilian plant extracts for antioxidant activity by the use of
DPPH free radical method. Phytother Res 15: 127-130.

Meyer BN, Ferrigni NR, Putnam JE, Jacobsen LB, Nichols DE, Mclaughlin JL 1982.
Brine shrimp, a convenient general bioassy for active-plant constituents. Planta
Med 45: 31-34.

57



Nunes, X. P.
Resultados e Discussio

Mihara R, Mitsunaga T, Fukui Y, Nakai M, Yamaji N, Shibata 2004. A novel acylated
quercetin tetraglycoside from oolong tea (Camelia sinensis) extracts.
Tetrahedron Lett 45: 5077-5080.

Neilson IC 1992. Mimosaceae (Leguminosae - Mimosoideae). Flora Malesiana. Vol. 11,
Part 1. Rijksherbarium, Leiden.

Nick A, Rali T, Sticher O 1995. Biologial screening of traditional medicinal plants from
Papua New Guinea. J Ethnopharmacol 49: 147-156.

Schwikkard SL, Mulholland A, Hutchings A 1998. Phaeophytins from Tapura fischeri.
Phytochemistry 49: 2391-2394.

Spectral ~ Database @ for  Organic ~ Compounds, = SDBS.  Acesso em:
http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi?lang=eng.

57



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

