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RESUMO

Tephrosia toxicaria Pers. (Fabaceae) popularmente conhecida como “timbd de
caiena”, € utilizada na lavoura como defensivo agricola e na pesca para paralisar peixes,
devido sua atividade ictiotoxica. Este trabalho relata o estudo quimico de 7. toxicaria e
avaliacdo das atividades antioxidante e larvicida sobre Aedes aegypti. O estudo quimico
permitiu o isolamento de dez flavonoides (TTP-1 — luteolina, TTP-3 — 6a,12a-desidro-
a-toxicarol, TTP-4 — a-toxicarol, TTP-5 — obovatina, TTP-6 — deguelina, TTP-8 —
villosinol, TTP-9 — 12a-hidroxi-o-toxicarol, TTP-10 — sumatrol, TTP-11 -
12a-hidroxirotenona e TTP-12 — tephrosina) — sendo oito deles rotenoides — uma
cromona (TTP-13 — 6,7-dimetoxicromona) e a mistura dos esteroides sitosterol e
estigmasterol, nas suas formas simples e glicosiladas. Ensaios larvicidas e antioxidantes
foram realizados com diversos extratos, particoes € com alguns dos metabdlitos
secunddrios isolados. Devido a presenca de rotenoides, compostos que tém sido
utilizados no controle de pragas agricolas desde o século XIX, o estudo de 7. toxicaria
se mostrou bastante promissor, com diversas amostras ativas, apresentando atividade
comparavel a da rotenona, composto utilizado como padrao positivo do ensaio larvicida.
Os resultados dos ensaios antioxidantes sugerem 7. foxicaria como uma fonte potencial
desses agentes, provavelmente devido a presenca de flavonoides. As substancias
isoladas foram identificadas por métodos espectrométricos e espectroscopicos (IV, EM,
RMN 'H e RMN C), incluindo RMN bidimensional (HMBC, HSQC e COSY) e por
comparacdo com dados da literatura.



ABSTRACT

Tephrosia toxicaria Pers. (Fabaceae) popularly known as "timbé de caiena" is
used as pesticide and fishing poison, because its activity icthyotoxic. This work reports
the chemical study of 7. toxicaria and its larvicidal and antioxidant activities evaluation.
Phytochemical investigation led to the isolation of ten flavonoids (TTP-1 — luteolin,
TTP-3 — 6a,12a-dehydro-a-toxicarol, TTP-4 — a-toxicarol, TTP-5 — obovatin, TTP-6 —
deguelin, TTP-8 — villosinol, TTP-9 — 12a-hydroxy-a-toxicarol, TTP-10 — sumatrol,
TTP-11-12a-hydroxyrotenone and TTP-12 — tephrosin) — eight of them rotenoids — one
cromone (TTP-13 — 6,7-dimethoxychromone) and the mixture of steroids sitosterol and
stigmasterol, in their simple forms and glycosylated. Antioxidant and larvicidal assays
were performed with several extracts, partitions and with some of the secondary
metabolities isolated. Due to the presence of rotenoids, compounds have been used to
control in agricultural pest since the XIX century, the study of 7. foxicaria was quite
promising, with several active extracts, with activity comparable to that of rotenone,
compound used as a positive test. Its antioxidant activity tests shown 7. toxicaria as a
potential source of these agents, probably due to the presence of flavonoids, compounds
characteristic for presenting various types of biological activities. The substances were
isolated and its structures determined by spectroscopic and spectrometric methods (IR,
EM, 'H NMR and "*C NMR), including two-dimensional NMR (HMBC, HSQC and
COSY) and by comparison with literature data.



SUBSTANCIAS ISOLADAS

5
/\ sitosterol

522
JAN estigmasterol

OCH,

Luteolina Sitosterol e estigmasterol 6a,12a-desidro-a-toxicarol
(TTP-1) (TTP-2) (TTP-3)

OCH;

ol-toxicarol Obovatina Deguelina
(TTP-4) (TTP-5)

5
/\ sitosterol

522
JAN estigmasterol

R = Glicose

Sitosterol e estigmasterol
glicosilados Villosinol 12a-hidroxi-o-toxicarol
(TTP-8) (TTP-9)

OCH3

Sumatrol 12a-hidroxirotenona Tephrosina
(TTP-10) (TTP-11) (TTP-12)

6,7-dimetoxicromona
(TTP-13)




LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — ROLENONA .....ccoeiiiiiiiiiiieciie ettt et et e e e e aa e e saraeeenaeesaaeeas
Figura 02 — Grafico das publicagdes envolvendo o género Tephrosia ..........................

Figura 03 — Desenho técnico de partes de plantas caracteristicas da subfamilia

Papilionoid@ae ..........ccceeeviieiiiieeiiiecieeeiee e

Figura 04 — Folhas, flores e fruto caracteristicos de plantas da subfamilia

Papilionoideae ..........ccceeeiiiieiiieeiiie e
Figura 05 — Foto de cultivo de T. toxicaria Pers. em Guaraciaba do Norte - CE ..........
Figura 06 — Esqueleto das principais classes de flavonoides ...........ccceeeveeeceveencieeennnenn.
Figura 07 — Rotenoides isolados das plantas do género Tephrosia .............cccceeeuuennnn.
Figura 08 — Rota biossintética de formacé@o dos rotenoides deguelina e rotenona .................
Figura 09 — Estrutura de TTP-13 (6,7-dimetoXiCromona) ............ccceeueeeevveeecuveescreeenenenn
Figura 10 — Espectro de RMN 'H (500 MHz / CDCls) de TTP-13 ....ovveveeeeeeeane.
Figura 11 — Espectro de RMN "°C (125 MHz / CDCl3) de TTP-13 .....cc..ccoocvvvvvrerrennne.

Figura 12 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H — COSY

e TTP-13 ettt st
Figura 13 — Espectro de massa de TTP-13 .......cccoioiiiiniieeeeceeeee e

Figura 14 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x C - HSQC

de TTP-13 .ot

Figura 15 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x “C - HMBC

e TTP-13 ettt et
Figura 16 — Estrutura de TTP-1 (3°,4°,5,7 - tetrahidroxiflavona / luteolina) .................
Figura 17 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD30D) de TTP-1 ...oovvvvvvviiiiiieeenen,
Figura 18 — Expansao do espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de TTP-1 ...........
Figura 19 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CD30D) de TTP-1 .....oovvvveeeeeereenne.
Figura 20 — Espectro de massa de TTP-1 .......cccccoooiiiiiiiiiiiieeee e
Figura 21 — Espectro no infravermelho de TTP-1 ........ccccoooiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeen
Figura 22 — Espectro de RMN "°C - DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de TTP-1 .........

Figura 23 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '*C — HSQC

de TTP-1 oo

Figura 24 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '>C — HMBC

e TTP-1 ettt sttt
Figura 25 — Expansao do espectro bidimensional - HMBC de TTP-1 ..........................
Figura 26 — Sistema 6°,6’"- dimetilCromenoO ...........ccceeervieerieeerieeenieeeeeeeireeeiee e

Figura 27 — Acoplamento da hidroxila fendlica com o carbono hidrogenado nas

estruturas angular € lNEAT ..........cccveeeiiiieeiieeeiie e
Figura 28 — Estrutura de TTP-5 (0bOVAtina) .......ccccevviieiiiieiiieeieecee et
Figura 29 — Representacao conformacional do anel C de TTP-5 .......ccccccevvevivviiennnnen.
Figura 30 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-5 ........ccooveviiiiiiniieinienne
Figura 31 — Espectro de massa de TTP-5 .......cccocvieiiiiiiieeceeeeeeeeeeee e
Figura 32 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-5 ...ovvvvveieeeeieeeeeee,
Figura 33 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCL3) de TTP-5 ....oovuvveveeeeeeerrennne.
Figura 34 — Espectro no infravermelho de TTP-5 ........ccccooiiiiiiiiiiiiieeeeee

Figura 35 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H — COSY

de TTP-5 oo

Figura 36 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x '*C — HSQC

de TTP-5 oo



Figura 37 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '>C — HMBC

e TTP-5 ettt ettt s nae e 63
Figura 38 — Unidade estrutural de TTP-6 ..........cccovviriiiiiiiieieecee e 65
Figura 39 — Estrutura do anel aromatico 2,3,5,6 - tetrassubstituido de TTP-6 ................. 66
Figura 40 — Estrutura de TTP-6 (deguelina) ..........ccccceeviiiieniiieeniiecciee e 66
Figura 41 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-6 .........ccccoevveviienieniieniennen. 67
Figura 42 — Espectro de massa de TTP-6 .........cccciieiiiiiiiiiie e 68
Figura 43 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-6 .....oevveveeeeeeiirieeeeeeeenn. 68
Figura 44 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de TTP-6 ............... 68
Figura 45 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCL3) de TTP-6 .......vveveveeeeeeeeereeeene. 69
Figura 46 — Espectro no infravermelho de TTP-6 .........cccoociiiiiiiiiiiiniineceeeee 69
Figura 47 — Espectro de RMN "°C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de TTP-6 ............... 70
Figura 48 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H — COSY

AE TTP-6 .ottt sttt s 70
Figura 49 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x '*C — HSQC

AE TTP-6 .ottt 71
Figura 50 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '*C — HMBC

AE TTP-0 .ottt sttt s 71
Figura 51 — Unidade estrutural de TTP-4 ........coooiiiiiiiieee e 73
Figura 52 — Estrutura de TTP-4 (0-tOXICarol) ........cccvuviiiiiiieeiieecieeeeiee e 74
Figura 53 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-4 .........ccccoevieiiiienieniienieen. 75
Figura 54 — Espectro de massa de TTP-4 .........cccvieriiiiiiieeeeeeee e 75
Figura 55 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-4 ....ovvvveeeeeeeeiirieeeeeeeen, 76
Figura 56 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de TTP4 ................ 76
Figura 57 — Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) de TTP-4 .......cooovvmvvevreerresrnnne. 77
Figura 58 — Espectro de RMN °C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de TTP4 .............. 77
Figura 59 — Espectro no infravermelho de TTP-4 ..........cccoooiiiiiiiiiiiieeeeeeen 78
Figura 60 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H — COSY

e TTP-4 .ottt sttt ettt s nae e 78
Figura 61 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x '*C — HSQC

e TTP-4 .ottt ettt ettt et saee i 79
Figura 62 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '>C — HMBC

e TTP-4 .ottt ettt st nbe e 79
Figura 63 — Unidade estrutural de TTP-12 ......cccoiiiiiiiiiiieeeee e 81
Figura 64 — Estrutura de TTP-12 (tephrosina) .........ccccceeeueevieeiiienieniienie e 82
Figura 65 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-12 .......ccccoveeviiiieiiieenieecieens 83
Figura 66 — Espectro de massa de TTP-12 ......ccccoooiiiiiiiiiiiiieeee e 83
Figura 67 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-12 ...oevvvveeeiiiiiveeeeeeeeen, 84
Figura 68 — Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) de TTP-12 .....coooovvmvvereerrrenene. 84
Figura 69 — Espectro de RMN °C — DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de TTP-12 ........... 85
Figura 70 — Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H - cosY

e TTP-12 ettt ettt ettt saeenaeens 85
Figura 71 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x C - HSQC

e TTP-12 ettt et sttt ettt saee e ens 86
Figura 72 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x “C - HMBC

e TTP-12 ettt sttt ettt saee st ens 86
Figura 73 — Estrutura de TTP-9 (12a-hidroxi-0-toXicarol) ...........ccceceevieriiienieenieenieennenn 88

Figura 74 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-9 .......ccccoviviiiiniiniincnnenen. 89



Figura 75 — Espectro de massa de TTP-9 ..o,
Figura 76 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-9 ....ovveveeieeereeieeeeen,
Figura 77 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCl3) de TTP-9 ......ooveuveueereeeeeen
Figura 78 — Espectro de RMN "°C — DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de TTP-9 ............

Figura 79 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H — COSY

de TTP-O oo

Figura 80 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x '*C — HSQC

de TTP-O oo

Figura 81 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '>C — HMBC

dE TTP-O ettt st
Figura 82 — Estrutura do anel aromadtico 2,3,5,6 - tetrassubstituido de TTP-3 ...............
Figura 83 — Estrutura de TTP-3 (6a,12a-desidro-o-toxicarol) ..........ccceeevveeeeveeeceveeennnenn.
Figura 84 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-3 ........cccooceeiiiniiinieniiieeens
Figura 85 — Espectro de massa de TTP-3 ......ccocooiiiiiiiiiiieeeeee e
Figura 86 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-3 ....ooveveeiieeiieieeeeeen,
Figura 87 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de TTP-3 ..............
Figura 88 — Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) de TTP-3 .......ccoccovvvvveeerrerneen.
Figura 89 — Espectro no infravermelho de TTP-3 .........ccccoooiiiiiiiinieecee e,
Figura 90 — Espectro de RMN "°C - DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de TTP-3 .............

Figura 91 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x '*C — HSQC

de TTP-3 e

Figura 92 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x '>C — HMBC

de TTP-3 o

Figura 93 — Expansdao do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear

HMBC de TTP-3 ..ot
Figura 94 — Sistema iSoprenilfurniCo .......coccceeeviieriiieiiiieeciieecee e
Figura 95 — Correlacdes de HMBC dos hidrogénios metilénicos (H-4") .......cccccueenneenne
Figura 96 — Estrutura de TTP-10 (SUMAtrol) .........coocvieeiiiieriiieeriie et
Figura 97 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-10 ........ccccoeeieviienieniiieneens
Figura 98 — Espectro de massa de TTP-10 .......ccccveeiiieiiiieiieeeeeeee e
Figura 99 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-10 ...ooevveveeeeirieeeeneenn,
Figura 100 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCl3) de TTP-10 .......ovvvveeveeeerennee.

Figura 101 - Espectro de RMN "°C — DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de

TTP-10 e

Figura 102 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'Hx 'H-COSY

de TTP-10 oo

Figura 103 - Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x Bc_HSQC

e TTP-T0 oo

Figura 104 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x Be -

HMBC de TTP-10 .eeiieiieeeeee et
Figura 105 - Estrutura de TTP-11 (12a-hidroXirotenona) ............ccceeeeeeveeecrveescneeennneen.
Figura 106 — Propostas de fragmentagdes de massa de TTP-11 .......cccoeevivviieencnennnnnn.
Figura 107 — Espectro de massa de TTP-11 .......ccoooiiiiiiiiiiiieeeee e
Figura 108 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-11 ...vvvvvveeiiieeiinneen,
Figura 109 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCl3) de TTP-11 .....coovvvvverrrnenne.

Figura 110 — Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H — COSY de

TTP-T1 ettt ettt
Figura 111 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x *C — HSQC de
TTP-11 ettt sttt e



Figura 112 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x °*C — HMBC de

TTP-11 ettt sttt st 112
Figura 113 - Estrutura de TTP-8 (villosinol / 12a-hidroxisumatrol) ..........cccccceevveennen. 114
Figura 114 - Proposta de fragmentacdes de massa de TTP-8 .........ccccoeoieviiiiieniiieneens 115
Figura 115 — Espectro de massa de TTP-8 .......cccciiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 116
Figura 116 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-8 ......cvvvveeeeeeeenvreeenn. 116
Figura 117 - Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCl3) de TTP-8 .....coovveueereeeerenen 116
Figura 118 — Espectro de RMN °C — DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de TTP-8 ......... 117
Figura 119 — Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H — COSY de

TTTP-8 ettt sttt et sttt 117
Figura 120 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x °C — HSQC de

TTTP-8 ettt et ettt ettt sttt 118
Figura 121 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x °C - HMBC de

TTTP-8 ettt ettt ettt et sttt 118
Figura 122 - Estruturas dos componentes da mistura TTP-2 .........cccccevvviiiiiiiiennieennnn. 120
Figura 123 — Espectro de RMN " (500 MHz, CDCl3) de TTP-2 .....cvvvveeeeeeeeeirreeen. 121
Figura 124 — Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TTP-2 ............. 121
Figura 125 — Espectro de RMN °C (125 MHz, CDCl3) de TTP-2 ......ovoveveeeeeeeeeeennn 122
Figura 126 — Espectro de RMN °C — DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de TTP-2 .......... 122
Figura 127 — Estruturas dos componentes da mistura TTP-7 ..........cccccoooiiniiinnniinneen. 124
Figura 128 - Espectro de RMN "H (500 MHz, CsDsN) de TTP-7 ..cooovvvvveeiiieeeieneeee. 125
Figura 129 - Espectro de RMN °C (125 MHz, CsDsN) de TTP-7 ......ccocvvevvvvveerrrrrnnn. 125
Figura 130 — Expansdo do espectro de RMN '°C (125 MHz, CsDsN) de TTP-7 ............ 126
Figura 131 - Espectro de RMN °C — DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de TTP-7 ........... 126
Figura 132 — Sistema SOXNIEt .........coooiiiiiiiiiiieeeee e e e 137
Figura 133 — Cromatograma de CLAE de TTRASEC (5)/(50-79)/(3-14) ....ccccevuveneene. 145
Figura 134 — Cromatograma de CLAE de TTRASEC (8-14)/(14-26) .....cevevveevveeennnenn. 147
Figura 135 - Cromatograma de CLAE de TTRASEC (16-17)/(69-74) ....cccceevveevceveenen. 149
Figura 136 — FOto dO Aedes QeQYPL .......ccueeecueeeeiieeieeeieeeeee et 152
Figura 137 — Estruturas do Ternephos® € DDT oo 153
Figura 138 — Fotografia da cromatofolha do teste antioxidante utilizando o

BCATOLEIO ...utieiiiiiieeiieetie ettt et et e et e et e et esabe et e sateenbeesnseebeesnneenseanes 156
Figura 139 - Estruturas do B-caroteno, Trolox®, DPPH e vitamina C ........cccvvvuuuveeeeeecs 157

LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Relacdao dos rotenoides isolados do género Tephrosia, suas fontes

botanicas (espécie) e as correspondentes referéncias ..........ceeceeeevveerniveennne. 34
Tabela 02 — Dados de RMN C dos rotenoides isolados de plantas do género

TEPRFOSIA oottt et e e e e e e e et e e e e s atseeeennsbeaeesnsaaaeens 37
Tabela 03 — Relacao das atividades biol6gicas demonstradas por rotenoides .................. 42
Tabela 04 — Dados espectroscopicos de TTP-13 (CDCl3) comparados com a

literatura (ROMUSSI, CIARALLO, 1976 — DMSO-dpg) ..ccceevveveeiieienieeens 45

Tabela 05 — Dados espectroscopicos de TTP-1 comparados com a literatura
(AGRAWAL, 1989) / CD30D ...cutiiiiiiiiiieieeeesieeeee st 51



Tabela 06 — Dados espectroscépicos de TTP-5 comparados com a literatura

(ANDREI ez al., 2000) / CDCIl3 .....cccuiiiiniiiiiiiiiiiiiiiciiciccicccie e

Tabela 07 — Dados espectroscépicos de TTP-6 comparados com a literatura

(ANDREI ez al., 1997) / CDCIl3 .....ccouiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiciiciccicccccce

Tabela 08 — Dados espectroscépicos de TTP-4 comparados com a literatura

(ANDREI ez al., 1997) / CDCIl3 .....cccuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiicieciccciccce

Tabela 09 — Dados espectroscépicos de TTP-12 comparados com a literatura

(AHMAD et al., 1999) / CDCIl3 .....cocuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiciiciccicccccee

Tabela 10 — Dados espectroscépicos de TTP-9 comparados com a literatura

(ANDREI ez al., 1997) / CDCl3 .....cccuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiccicicciccccce

Tabela 11 — Dados espectroscépicos de TTP-3 comparados com os da literatura

(ANDREI ez al., 1997) / CDCIl3 .....cccuiriiiiiiiiiiiiiiiiiicciiciccicccccen

Tabela 12 — Dados espectroscopicos de TTP-10 comparados com os da literatura /

CDCI3 e

Tabela 13 — Dados espectroscépicos de TTP-11 comparados com os da literatura

(PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2002) / "CDCI3 «.evvoeereeeeeeeeererereenn.

Tabela 14 — Dados espectroscépicos de TTP-8 comparados com a literatura

(KRUPADANAM et al., 1977)/DMSO-dg ......cccoeeviviiviiiiiiiiiiiiiicnenne,

Tabela 15 — Comparacdo dos dados de RMN "°C - BB de TTP-2 com os dos

esteroides sitosterol e estigmasterol (GOAD, 1991) .......ccccovieiiiiiniiennnne.

Tabela 16 — Comparacdo dos dados de RMN "°C - BB de TTP-7 com os dos
esteroides sitosterol e estigmasterol nas formas glicosiladas (ALAM

CE AL, 1O00) oot
Tabela 17 — Dados da obtencao dos extratos etandlicos de 7. foxicaria ........................
Tabela 18 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTTE ...................
Tabela 19 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRE ...................
Tabela 20 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVE ..................
Tabela 21 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEA ................
Tabela 22 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEA -4 ..........
Tabela 23 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEC ................

Tabela 24 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75)

Tabela 25 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75)

F(23-83) ettt st
Tabela 26 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRAFA ..............
Tabela 27 — Fra¢des resultantes do tratamento cromatografico de TTRAFA ................

Tabela 28 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRAFA

(25-43) e

Tabela 29 — Fra¢des resultantes do tratamento cromatografico de TTRAFA (25-43)

Tabela 30 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRAFA

(25-43) 1 (14-30) oottt s
Tabela 31 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRASE .............
Tabela 32 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRASEC ..........
Tabela 33 — Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC .......
Tabela 34 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRASEC (5) .....

Tabela 35 — Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC

(B oot



Tabela 36 — Fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC

(5) 7 (50-79) et e 145
Tabela 37 — Dados referentes ao fracionamento por CLAE de TTRASEC (5) /

(50-79) 1 (B-14) ettt ettt st ettt s 146
Tabela 38 — Fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC

(B1d) ettt ettt et et e e beeeatean 147
Tabela 39 — Dados referentes ao fracionamento por CLAE de TTRASEC

(B-14) / (14-26) ettt ettt ettt et e e s 147
Tabela 40 — Fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC

(10-17) et ettt ettt e b et e e et eaeean 148
Tabela 41 — Dados referentes ao fracionamento por CLAE de TTRASEC (16-17) /

(09-T4) e et ettt ettt e eatean 148
Tabela 42 — Resultados dos testes larvicida sobre Aedes aegypti .........ccceeeevveeecvveeeneenns 154
Tabela 43 — Resultados do teste antioxidante utilizando o DPPH ................ccoooceiie 157

LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 01 — Isolamento de TTP-1 ......ccccooiiieiiiieeeeeeee e 133
Fluxograma 02 — Isolamento de TTP-2 € TTP-3 .....cccooooiiiiiiiee e 136
Fluxograma 03 — Isolamento de TTP-4 ........cccooooiiiiiiiiiieeeeee e 137
Fluxograma 04 — Isolamento de TTP-5 € TTP-6 .......cccccociiiiiiiiiiieeee e 141
Fluxograma 05 — Isolamento de TTP-7, TTP-8, TTP-9, TTP-10 e TTP4 ..................... 146
Fluxograma 06 — Isolamento de TTP-8, TTP-9, TTP-11, TTP-12 e TTP-13 ................. 149

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

CAC Cromatografia de adsor¢cao em coluna

CCDh Cromatografia em camada delgada

CENAUREMN  Centro Nordestino de Aplicacao e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLs Concentragdo letal capaz de matar 50 % das larvas

COSY Correlation Spectroscopy

Da Dalton

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

DDT Dicloro-difenil-tricloroetano

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

DL, Dose letal capaz de matar 50 % dos ratos

EUA Estados Unidos da América

EM Espectrometria de massa

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Connectivity

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence

ClIs Concentragdo inibitéria 50%



1A%

J

L

m/z

ppm
RMN
RMN 'H
RMN ¢
TTFE
TTFEM
TTRAF
TTRAFA

TTRAFE
TTRAS
TTRASA
TTRASE
TTRASEA
TTRASEC
TTRASEH
TTRASEM

TTRE
TTREA

TTREC
TTREH
TTREM
TTTE
TTTEA

TTTEC
TTTEH
TTTEM
TTVE

TTVEA

TTVEC

TTVEH
TTVEM

Infravermelho

Constante de acoplamento

Comprimento

razao massa carga

Partes por milhao

Ressonancia Magnética Nuclear

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono - 13

Extrato etandlico das folhas de T. toxicaria

Particdo metanol do extrato etandlico das folhas de T. toxicaria
Extrato aquoso obtido por extragdo a frio das raizes de T. toxicaria
Parti¢do acetato de etila do extrato aquoso obtido a frio das raizes
de T. toxicaria

Extrato etandlico obtido apds extracdo aquosa a frio das raizes de
T. toxicaria

Extrato aquoso obtido por extracdo em Soxhlet das raizes de
T. toxicaria

Parti¢do acetato de etila do extrato aquoso obtido em Soxhlet das
raizes de T. toxicaria

Extrato etandlico obtido apds extracdo aquosa em Soxhlet das
raizes de T. toxicaria

Particdo acetato de etila do extrato etandlico obtido apds extracao
aquosa em Soxhlet das raizes de T. toxicaria

Particdo cloroférmio do extrato etandlico obtido apds extracdo
aquosa em Soxhlet das raizes de T. toxicaria

Particdo hexano do extrato etandlico obtido apds extragdo aquosa
em Soxhlet das raizes de T. toxicaria

Particdo metanol do extrato etandlico obtido apds extracdo aquosa
em Soxhlet das raizes de T. toxicaria

Extrato etandlico das raizes de T. toxicaria

Particdo acetato de etila do extrato etandlico das raizes de
T. toxicaria

Parti¢do cloroférmio do extrato etandlico das raizes de T. toxicaria
Particdo hexano do extrato etandlico das raizes de T. toxicaria
Parti¢do metanol do extrato etandlico das raizes de T. toxicaria
Extrato etandlico dos talos de T. toxicaria

Particdo acetato de etila do extrato etandlico dos talos de
T. toxicaria

Particdo cloroférmio do extrato etandlico dos talos de T. toxicaria
Parti¢ao hexano do extrato etandlico dos talos de 7. toxicaria
Particdo metanol do extrato etandlico dos talos de 7. foxicaria
Extrato etandlico das vagens de T.toxicaria

Particdo acetato de etila do extrato etandlico das vagens de
T. toxicaria

Particdo cloroférmio do extrato etandlico das vagens de
T. toxicaria

Particdo hexano do extrato etandlico das vagens de T. toxicaria
Parti¢cdo metanol do extrato etandlico das vagens de 7. foxicaria



TTP-1
TTP-2
TTP-3
TTP-4
TTP-5
TTP-6
TTP-7
TTP-8
TTP-9
TTP-10
TTP-11
TTP-12
TTP-13
tr

p.f.

UV

¢
d

Luteolina

Sitosterol e estigmasterol
6a,12a-desidro-o-toxicarol
a-toxicarol

Obovatina

Deguelina

Sitosterol e estigmasterol glicosilados
Villosinol
12a-hidroxi-o-toxicarol
Sumatrol
12a-hidroxirotenona
Tephrosina
6,7-dimetoxicromona
Tempo de retengao

Ponto de fusao
Ultravioleta

Diametro

Deslocamento quimico



SUMARIO

1= INTRODUGAO ....cooooieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 21
2 — CONSIDERACOES BOTANICAS ..ot 24
2.1. Consideragdes botanicas sobre a familia Fabaceae ...........c.ccccoevvveviiieniieiniiecieene, 24
2.2. Consideragdes botanicas sobre a subfamilia Papilionoideae ............cccoeceeeevveenieennne. 24
2.3. Consideracdes botanicas SObre 0 gENEro TePArOSIA ..........cccvueeeeuveeecuveeeieeeereeerveeennnes 25
2.4. Consideracdes botanicas sobre a espécie Tephrosia toxicaria Pers. ...........c.cccueeun... 25
3 —=REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ccoooovrviimmrriiimneeeiinesssssssssssssssssssssssssssssssssssens 28
3.1. Flavonoides — Aspectos quimicos € releVANCIa ........ccoccveevviieiniiiieniieiiiiecieecieeeeen 28
3.2. Rotenoides do ZENETO TEPAFOSIA ........cccueeeeueeeerieeiieeeeieeeseeeeieeeeieeesieeesaeeeaaeeeaneens 30
3.3. Aspectos biossintéticos dOS TOtENOIAES .........eeerurerrriieeriiieeiiieesiie ettt e e 39
3.4, Atividade DIOIOZICA ...ccccuviieiiiieiiieeiie ettt ettt st saee et e e eeaaee s 41
4 - DETERMINACAO ESTRUTURAL .........cooooimiimiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 43
4.1. Determinacao Estrutural de TTP-13 ......cccoiiiiiiiiieee e 43
4.2. Determinacao Estrutural de TTP-1 ......coooiiiiiiiiiiie e 48
4.3. Determinacao Estrutural de TTP-5 .....c.coooiiiiiiiiieee e 56
4.4. Determinacao Estrutural de TTP-6 ........ccccooiiiiiiiiiiiiiiice e 64
4.5. Determinacao Estrutural de TTP-4 ........ccooiiiiiiiiiieeeee et 72
4.6. Determinacao Estrutural de TTP-12 ......coccoiiiiiiiiiiiiee e 80
4.7. Determinacao Estrutural de TTP-9 ........ccciiiiiiiiiieee e 87
4.8. Determinacao Estrutural de TTP-3 .......coooiiiiiiiiiiiee e 93
4.9. Determinagdo Estrutural de TTP-10 ......coccoiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeee 100
4.10. Determinagdo Estrutural de TTP-11 .....cccooiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 107
4.11. Determinagdo Estrutural de TTP-8 ......cccccoeiiiiiiiiiieiieieee e 113
4.12. Determinagdo Estrutural de TTP-2 ......ccccoiiiiiiiiiiiiieeieeeeeete e 119
4.13. Determinagdo Estrutural de TTP-7 ......cccoiiiiiiiiiiieeiieeeeee et 123
5 —PARTE EXPERIMENTAL ......ocooiiiiiiiiiieee et 127
5.1 Material botanico (Tephrosia toxicaria Pers.)........cccccueeeeveieeiiieeriiieeiieeecieeeieeeieeens 127
5.2. MEtodos CromatOZIATICOS ..cccuviiiiuiieriiiieiiieeeiie ettt ettt et e et e st e e st e st e e sbee e 127

5.2.1. Cromatografia de adSOTCAO ........cccueeeruieeriieeniieeiieeerireeeeeeeireeeieeeeaeeesaeeenes 127

5.2.2. Cromatografia de eXClUSAO .......covuiiiiiiiiiiiiiiiiecieeeeeeee e 128

5.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ......cccccovviiviiiiniieiiieens 128
5.3. MEtodos ESPECtrOMEIICOS .....eerruuiiiiiiieiiiieniieeeiieestte ettt e et e st siee e st eesbee e 128

5.3.1. Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho .........cccccoeevveennnennns 128

5.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) .........ccccceeeveennn. 129

5.3.3. Espectrometria de MaSSA .......cccceecvveeriureeniieenieeenreeenieeesireeeereesneeesseeessseeenns 130
5.4. Método fisiCO de aNALISE .....cccueevuiiriiiiriiiiiieiieee e 130

5.4.1. Determinac@o do ponto de fusao (P.f.) .eecceeeroiieeiiiieeieeeeeeeee e 130

5.5. Estudo fitoquimico de Tephrosia toxicaria Pers. ............ccooceeevvueevviieiniueeniieenieens 130



5.5.1. Obteng¢do dos extratos etandlicos das folhas, talos, raizes e vagens de

T TOXICATIQ .ottt ettt ettt ettt e et e et e st e e et e e st e e sabeeenans 130
5.5.2. Fracionamento cromatografico de TTTE (cromatografia filtrante) ...................... 131
5.5.3. Fracionamento cromatografico de TTRE (cromatografia filtrante) ...................... 131
5.5.4. Fracionamento cromatografico de TTVE (cromatografia filtrante) ...................... 132
5.5.4.1. Fracionamento cromatografico de TTVEA .......cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 132
5.5.4.2. Fracionamento cromatografico de TTVEA-4 e isolamento de TTP-1 ........ 133
5.5.4.3. Fracionamento cromatografico de TTVEC ........ccccccoiiiiiiiiiniiiiniiiniees 134
5.5.4.4. Fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75) ..cccccevvvievviieniieeeiiens 134
5.5.4.5. Fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75) / (23-83) e isolamento
e TTP-3 ettt ettt ettt et e bt et at et e e e e nbeenees 135
5.5.5. Obtencao dos extratos aquosos das raizes de T. toXiCAria ...........ccoevveueeveueeennuncnn. 136
5.5.5.1. Obtencdo dos extratos aquosos das raizes por extracdo em Soxhlet e
1s0lamento de TTP-4 ..ottt 137
5.5.5.2. Obtengao dos extratos aquosos das raizes por extragao a frio ..........c........ 138
5.5.5.3. Fracionamento cromatografico de TTRAFA e isolamento de TTP-5 ......... 138
5.5.5.4. Fracionamento cromatografico de TTRAFA (25-43) ..ccoevvvevviveevcieeeinens 139
5.5.5.5. Fracionamento cromatografico de TTRAFA (25-43) / (14-30) e isolamento
A8 TTP-6 ..ttt ettt et sttt et et sae e b enees 140
5.5.5.6. Fracionamento cromatografico de TTRASE e isolamento de TTP-7 ......... 141
5.5.5.7. Fracionamento cromatografico de TTRASEC .........cccccoeviiieviiiieniieeeieeen, 142
5.5.5.8. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (5) ...ccocoeeviiiiniiiiniieinieenns 143
5.5.5.9. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (5) / (50-79) ...cccvevevvveennenns 144
5.5.5.10. Fracionamento cromatogrifico de TTRASEC (5) / (50-79) / (3-14) e
isolamento de TTP-8, TTP-9 € TTP-10 ....coooeieeeeee e 145
5.5.5.11. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (8-14) ......ccccocvvivivvinieenns 146
5.5.5.12. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (8-14) / (14-26) e
isolamento de TTP-11 € TTP-12 ...cocoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 147
5.5.5.13. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (16-17) ....ccccccvvvevciveeennenns 148
5.5.5.14. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (16-17) / (69-74) e
isolamento de TTP-13 ..ottt e e e e e e aee e 148
5.6. Atividades DIOIOZICAS .......eeivuiiiiiiiiiiiiieeiie ettt ettt st e e 150
5.6.1. Teste de atividade larvicida sobre Aedes AegyPLi .......c.coecueeeevueeecceeeeiieeeiieeeieenns 150
5.6.2. Teste de atividade antioXidante ............cceecieeriiieeriiieinieeeiee et eiee e 150
5.6.2.1. Teste qualitativo (P-CaroteN0) ........ccceeecvreeriieeerreeerreeerieeerireesreeessreessseeenns 150
5.6.2.2. Teste quantitativo (DPPH) ......ccoeoiiiiiiiiiieiieceececeeeeeeee e 151
6 — ENSAIOS BIOLOGICOS .........coosiiioiiieeeeeeseeese e 152
6.1. Teste de atividade larvicida sobre Aedes AegYPLi ........cccveeeveeeecueeeeiieeiieeecieeeiieenns 152
6.2. Teste de atividade antioXidante ...........cccceeeeriieiriiiieniiieenieeeiee et 155
7 = CONCLUSAO ...ttt 158

8 - CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E DADOS
ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS ..o, 160

REFERENCIAS .o, 173



INTRODUCAO

Capitulo 1



Capitulo I — Introdugdo

1. INTRODUCAO

Na natureza, de forma geral, sd@o produzidas a maioria das substincias organicas
conhecidas. O reino vegetal € o que tem contribuido de forma mais significativa para o
fornecimento de metabdlitos secunddrios, muitos destes de grande valor agregado,
devido as suas aplicagdes como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos.
Assim, as plantas podem ser consideradas uma valiosa fonte de produtos naturais,
dentre as quais somente uma pequena fragdo aparece explorada e conhecida,
permanecendo uma grande incégnita cujos mistérios comecam a ser desvendados

(PINTO et al., 2002).

A utilizacdo de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antiga
quanto a espécie humana; e observacdes populares contribuem de forma relevante para
a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqii€ncia, pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos (MACIEL et al., 2002). Nos dias atuais, mesmo com a grande evolu¢do das
drogas obtidas por sintese organica, elas continuam desempenhando um papel de
destaque na saude publica (VIEIRA, 2008). Com o desenvolvimento da tecnologia,
aliado ao interesse em se confirmar o conhecimento em medicina popular e estudar a
sua composicdo quimica, as plantas medicinais t€ém sido objeto de pesquisas e de

grandes investimentos nos dltimos 40 anos (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005).

O género Tephrosia possui aproximadamente trezentas espécies, existentes em
regides tropicais e subtropicais (SINHA; NATU; NANAVATI, 1982), e apresenta
compostos com grande diversidade estrutural como esteroides, aminodcidos e
flavonoides. Dentre estes ultimos, destacam-se os isoflavonoides rotenoides, compostos
toxicos a peixes, que agem na inibicio da cadeia respiratéria mitocondrial
(MASCARQO, et al., 1998), facilitando assim a sua captura. A literatura relata diversas
atividades para as plantas deste gé€nero, dentre as quais atividade hepatoprotetora,
anti-cancer, anti-tumoral, anti-viral, inseticida, antimicrobiana, anti-flingica e ictiotéxica
(CROMBIE; WHITING, 1998; SALEEM et al., 2001; JANG et al., 2003; JAIN;
SINGHAI; DIXIT, 2006; GANAPATY et al., 2008a; VIJAYAN; GURUPRASAD;
KIRTI, 2008; KHATRI; GARG; AGRAWAL, 2009).
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A busca por inseticidas naturais ganhou enorme impulso depois da descoberta
dos efeitos indesejdveis aos ecossistemas de compostos sintéticos como o DDT
(Fig. 137, p. 153). Com a intencdo de se descobrir alternativas para o controle ou a
erradicacdo de doengas transmitidas por insetos, extratos vegetais e substancias puras
podem ser fontes de agentes inseticidas (YENESEW et al., 2003b). Muitos rotenoides
sdo bioativos, matam insetos e suas larvas e, por serem biodegradadveis e pouco toxicos,

podem ser uma dessas alternativas (ANDEL, 2000).

A rotenona (Fig. 01), um rotenoide isolado de vdrias espécies do género
Tephrosia (VASCONCELOQOS, 2006), ¢ um dos inseticidas naturais mais utilizados e
possui alta capacidade larvicida sobre Aedes aegypti (YENESEW et al., 2003b); é
também usada no controle de piolhos e carrapatos em animais, e ictiotoxica, o que

permite sua utilizacdo em limpeza de lagos, corregos e represas. Tem baixa toxicidade

em mamiferos e o valor de sua DLsy em ratos, €
132 mg/kg (AGUIAR-MENEZES, 2005; YU, 2008). A
partir dos anos 50, mais de 3,5 mil toneladas anuais de

raizes de Derris, Lonchocarpus e Tephrosia spp foram

importadas pelos EUA para uso no combate a insetos e

a ectoparasitas em animais (J UNIOR, 2003).

Figura 01 - Rotenona

A literatura mostra mais de 600 publicacdes envolvendo estudos quimicos ou
bioldgicos de plantas do género Tephrosia. A Figura 02 (p. 23) mostra um grafico onde
¢ observado um aumento significativo da quantidade de publicagdes na ultima
década, fato atribuido a grande variedade de metabdlitos secundarios presentes nessas

espécies — geralmente flavonoides — e as diversas atividades que eles apresentam.

Foram encontrados relatos sobre estudos de T. foxicaria (CLARK, 1930;
CLARK, 1931; JONES; SULLIVAN, 1937; HARPER, 1940; JANG et al., 2003;
RIBEIRO, 2004), onde siao descritos isolamentos de flavonoides, principalmente
rotenoides; e o conhecimento da sua importincia nos levou a dar continuidade a sua

prospec¢ao quimica.
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Figura 02 - Grafico das publica¢des envolvendo o género Tephrosia

O presente trabalho teve como objetivo o estudo quimico, o qual compreende o
isolamento, a purificagdo e a determinagdo estrutural de metabdlitos secundarios da
espécie Tephrosia toxicaria Pers. (Fabaceae), conhecida popularmente como “timbé de
caiena”, utilizando técnicas cromatogréficas e espectroscopicas modernas, e ainda o
estudo bioldgico dos extratos, fracOes e substancias isoladas através de testes de
atividade larvicida sobre Aedes aegypti e atividade antioxidante em relacdo ao radical

livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila).
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1. Consideracoes botanicas sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae ou Leguminosae — também denominada familia das
Leguminosas — é uma das maiores dentre as dicotiledoneas pertencentes a ordem
Fabales. Compreende cerca de 630 géneros que reunem cerca de 18.000 espécies,
espalhadas em todo o mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais.
Alguns autores costumam dividi-la em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae
e Papilionoideae, estando incluida nesta udltima a espécie estudada neste trabalho,

Tephrosia toxicaria Pers. (JOLY,1985; MARTIN, 2005; ZIPCODEZOO, 2010).

As plantas desta familia apresentam-se como grandes &arvores nas matas
tropicais, arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e também como trepadeiras,

vivendo nos mais variados ambientes, em diferentes latitudes e altitudes (JOLY, 1985).
2.2. Consideracoes botinicas sobre a subfamilia Papilionoideae

Esta subfamilia compreende cerca de quatrocentos (400) géneros, sendo,
portanto, a maior entre as Leguminosas. As folhas sdo em geral trifolioladas
(exceto as primadrias que sdo simples), sendo raras com um ou mais do que trés foliolos,
excepcionalmente afilas; tém flor fortemente zigomorfa com uma grande pétala,
superior, externa. A flor é pentamara, diclamidea, hermafrodita, com célice
gamossépalo, em geral com dois dentes (Figuras 03 e 04 p. 26 e 27). O fruto

€ em geral legume, raramente indeiscente (JOLY, 1985).

Muitos dos nossos legumes pertencem a esta subfamilia, a maioria constituida
por plantas cultivadas pertencentes aos géneros Phaseolus (feijao), Psium (ervilha),
Lens (lentilha), Vicia (grao-de-bico), Lupinus (tremoco), Glycine (soja), Cajanus

(ervilha-de-arvore), Arachis (amendoim).

Sdo variadas as utilizagdes de espécies desta subfamilia. Dentre elas, algumas
sao empregadas como forrageiras (Melitus e Medicago, ambas conhecidas como alfafa),

outras sdo destinadas a recuperacdo de solos empobrecidos (espécies de Crotalaria,
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Glycine e de Dolichos) por sua caracteristica de fixarem o nitrogénio pela presenca de

bactérias nitrificantes em simbiose.

Tém-se ainda géneros produtores de substancias utilizadas na industria
como, por exemplo, Indigofera (anil) e os produtores de resinas, tais como a
goma-ardbica, obtida de Acacia senegal e Acacia seyal. Como madeiras importantes
destacam-se a cabriiva (Myroxylon) e o jacarandd (Dalbergia, Machaerium)

(WATSON; DALL WITZ, 2005).
2.3. Consideracoes botanicas sobre o género Tephrosia

O género Tephrosia € constituido por aproximadamente 300 espécies
(SINHA; NATU; NANAVATI, 1982) e totaliza cerca de 679 espécies, subespécies ou
variedades. E origindrio da Africa e ocorre praticamente em todo mundo,
principalmente na América Tropical e na Austrdlia (LEITAO FILHO, 2009;
ZIPCODEZOO, 2010).

Suas plantas sdo herbiceas, sub-arbustivas ou arbustivas, nas condig¢des
xerofiticas com xilopédio bem desenvolvido. Possuem folhas compostas imparipinadas
com foliolos opostos, lineares ou elipticos com nervuras laterais paralelas e nurosas;
inflorescéncia terminal ou axilar; pétalas unquiculadas, estandarte sub-orbicular,
geralmente sericeo-viloso em sua por¢cdo externa; asas obovais ou oblongas; quilha
recurvada, obtusa ou aguda; estames diadelfos; ovario séssil, pluriovulado; estigma
apical com ou sem um pequeno pincel de pé€los e geralmente com sementes pequenas

(LEITAO FILHO, 2009).
2.4. Consideracoes botanicas sobre a espécie Tephrosia toxicaria Pers.

Tephrosia toxicaria Pers. (Figura 05, p. 27) € conhecida popularmente por
“timbd de caiena”. Pertence a familia Leguminoseae e a subfamilia Papilonoideae.
Apresenta-se como arbusto com folhas imparipinadas, foliolos de dez a vinte jugos,
peciolados, oblongos e sericeos. Suas flores sdo brancas ou amareladas com a base lilds
e dispostas em racemos axilares ou terminais. Seu fruto apresenta-se na forma de vagem

com oito centimetros de comprimento, curva ou reta, ferrogineo-viloso. Toda a planta e

principalmente as sementes sdo ictiotéxicas (CORREA, 1974).
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E cultivada na localidade de Guaraciaba do Norte - CE, onde foi feita a coleta
do espécime estudado neste trabalho; e o extrato aquoso de suas raizes moidas é

utilizado como defensivo agricola natural nas lavouras.

PRANCIHA 98

Papilionoideae (ou Faboideae): 1-4. Spartium. Ramo florifero. Corola dissecada. Androceu. Gineceu;
5. Erythrina. Ramo florifero; 6. Clitoria. Ramo com flor; 7. Crotalaria. Parte superior de ramo com

flores; 8-9. Phaseolus. Flores. Flor dissecada; 10. Desmodium. Fruto (lomento); 11. Arachis. Fruto; 12.
Andira. Fruto; 13. Myroxylon. Fruto; 14. Phaseolus. Fruto aberto; 15. Tipuana. Fruto (sdmara); 16.
Centrolobium. Fruto (sdmara).

Figura03 - Desenho técnico de partes de plantas caracteristicas da subfamilia
Papilionoideae (JOLY, 1985)
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Frblishid by Wiiutin Boterie &l Larnbeth Marsh.

Figura 04 - Folhas, flores e fruto caracteristicos de plantas da subfamilia
Papilionoideae (WATSON; DALL WITZ, 2005)

Figura 05 -  Foto de cultivo de T. toxicaria em Guaraciaba do Norte - CE
(Fonte: Profa. Telma L. G. de Lemos)
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Flavonoides — Aspectos quimicos e relevancia

Os flavonoides, uns dos maiores e diversos grupos de produtos naturais possuem
estrutura quimica facilmente reconhecida devido a presenga de um esqueleto aromaético
Cs-C3-C¢ (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). Apresentam-se geralmente como
sOlidos amarelos, justificando o emprego do termo flavus, porém também sdo
encontrados com coloracdo vermelha, azul ou incolor (SIMOES et al., 1999); além
disso possuem relativa estabilidade quimica e sdo uteis como marcadores taxondmicos

na classificacdo das plantas (AGRAWAL, 1989).

Estes compostos despertam o interesse comercial por parte das industrias
alimenticias, de corantes e, sobretudo farmacéutica (HARBORNE; WILLIAMS, 2000;
COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Essa aten¢do considerdvel deve-se as
vdrias atividades bioldgicas e farmacoldgicas que eles apresentam, dentre as quais
destacam-se  antioxidante, anticancerigena, vasodilatadora, antiinflamatoria,

antibacteriana, anticatarata, antifingica, anti-HIV e citotoxica (COSTA, 2001).

Um grande nimero de publicacdes relata o isolamento e o uso de plantas ricas
em flavonoides em vérias farmacopéias no mundo. Um exemplo € o uso do extrato das
folhas de Ginkgo biloba L. como fitoterdpico eficaz no tratamento de arteriopatias
cronicas e captura de radicais livres, cuja composicao do extrato padronizado é de cerca

de 24% de flavonoides (S]MOES etal., 1999; LIN et al., 2001).

A grande diversidade estrutural destes compostos levou a uma subdivisdo da
classe em sub-grupos. As principais subdivisdes sdo descritas na Figura 06 (p. 29). As
estruturas distinguem-se pela posi¢cdo do anel B (ligado ao carbono 2 e/ou carbono 3) no
esqueleto bésico dos flavonoides, e pela presenca ou auséncia de insaturacdo entre os
carbonos 2 e 3 do anel C. Sao freqiientemente hidroxilados nas posi¢des 3, 5 e/ou 7. Os
pterocarpanos, também chamados de fitoalexinas, sdo produzidos pelas plantas como
defesa a possiveis ataques microbianos ou de herbivoros e possuem quatro anéis
fundidos em seu esqueleto base. Os rotenoides possuem um novo anel de seis membros

situado entre o anel B e o anel C da isoflavona (MANN, 1987; RIJKE et al., 2006).
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Flavanona

Rotenoide

Antocianina Catequina

Figura 06 — Esqueletos das principais classes de flavonoides

A diversidade estrutural dos flavonoides acarreta a ocorréncia de um grande
nimero de flavonoides. Estes compostos contabilizam cerca de 6500 exemplares, sendo

mais de 3000 flavonas e em torno de 700 isoflavonas. Correspondem a um dos maiores
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grupos de metabolitos secunddrios, e realizam um papel importante na defesa das
plantas. Estdo envolvidos com mecanismos de resposta das espécies vegetais contra
tensdo, como a causada por elevados indices de radiagdo UV-B; na resposta contra a
infec¢do causada por microrganismos ou no ataque de herbivoros. Também participam
na produgdo de nddulos na raiz como um sistema de fixacdo de nitrogénio depois de
infeccdo por bactérias. S@o importantes na dieta humana devido a suas propriedades

antioxidantes (RIJKE et al., 2006).

Lima (2005), realizou uma revisao sobre os metabdlitos secunddrios isolados de
diferentes espécies pertencentes ao género Tephrosia e verificou que, dentre os
compostos identificados, destacam-se os flavonoides como o0s constituintes

predominantes neste género.

3.2. Rotenoides do género Tephrosia

Os rotenoides sdao encontrados principalmente na familia Leguminosae,
particularmente nos géneros Tephrosia, Derris, Lonchocarpus, Milletia, Neorautanenia,
e em outras familias como Nyctaginaceae e Iridaceae (CROMBIE; WHITING, 1998).
Sao substancias soliveis em solventes organicos como cloroférmio e acetona. Em geral,
sdo isolados por cromatografia em gel de silica, Sephadex e CLAE utilizando coluna em

fase normal ou reversa.

A rotenona foi utilizada pela primeira vez como inseticida em 1848 na Malasia,
embora seu estudo quimico tenha se iniciado somente em 1892. Na agricultura, um dos
primeiros relatos da utilizacdo de rotenoides data de 1919, na Guiana Holandesa, no
combate as formigas sadivas (Dolichorus bidens) (SANTOS, 2006; VIEIRA;
FERNANDES, 1999).

Tephrosia toxicaria Pers. € uma planta tropical, utilizada no envenenamento de
peixes e é bastante comum no Sri Lanka e na América do Sul, conhecida como fonte de
rotenoides (JANG et al.,, 2003). A importancia das atividades bioldgicas destes
compostos e sua grande ocorréncia em 7. foxicaria nos levou a fazer esta investigagao

bibliografica.
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A revisdo bibliografica dos deslocamentos quimicos de RMN *C de flavonoides
existentes na literatura compreende andlises efetuadas somente até o ano de 1989, com o
livro intitulado “Carbon-13 of flavonoids” (AGRAWAL, 1989). Nosso trabalho (Tab.
02, p. 37 e 38 / Fig. 07, p. 31-33) acrescenta dados recentes aos ja descritos nesta

revisao.

Utilizando como ferramenta de pesquisa o SciFinder Scholar (American
Chemical Society), foi realizada uma revisdo bibliogréfica dos dados de RMN "*C dos
rotenoides ja isolados das espécies do género Tephrosia, visando adquirir um banco de
dados atualizado que pudesse ajudar em futuras determinagdes estruturais destes

COmpostos.

Observou-se que os rotenoides isolados das plantas do género Tephrosia
(01-34) sao do tipo piranocromenos (dimetilcromenos ou benzocromenos) (01-10) ou
furanocromenos (11-23). Estes isoflavonoides prenilados, originados da ciclizacdo do
grupo 3,3-dimetilalila (isoprenila), ocorrem frequentemente nas espécies da familia
Leguminosae. Também foram encontrados rotenoides com apenas substituintes simples
como metoxilas e/ou hidroxilas nos carbonos C-6, C-9, C-11 e C-12a (25-31). Com
excecdo do composto 03, todos sdo metoxilados nos carbonos C-2 e C-3. Novos

espirorotenoides (32-34) foram encontrados e também apresentam nas suas estruturas os

R, R3 \

anéis citados anteriormente.

R,
o1 H H  OCH,
02 H OH OCH;
03) H OH OH

(04) OH H OCH;
05) OH OH  OCH;

06) R=H
(07) R=OH

R Y,

Figura 07 — Rotenoides isolados das plantas do género Tephrosia
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Figura 07 — Rotenoides isolados das plantas do género Tephrosia (continuagio)
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R, R,
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(30) OCH; OH
(31) OCHs; OH

Figura 07 — Rotenoides isolados das plantas do género Tephrosia (continuagao)
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Tabela 01 — Relagdo dos rotenoides isolados do género Tephrosia, suas fontes botanicas (espécie) e as

correspondentes referéncias

34

SUBST. NOME(S) ESPECIE(S) REFERENCIA(S)
T. candida ANDREI et al., 1997*
T. linearis WERE et al., 1990
T. fulvinervis | DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989
T. purpurea KIUCHI et al., 1989
T. abbottiae GOMEZ-GARIBAY et al., 1986
T. nitens GOMEZ et al., 1984
01 deguelina T. strigosa KAMAL; JAIN, 1980
T. falciformis | KAMAL; JAIN,1978
T. vogelli CROMBIE; ROSSITER; WHITING, 1986
BEGLEY et al., 1986
MARSTON; MSONTHI; HOSTETTMAN, 1984
HAGEMANN et al., 1972
DELFEL et al., 1970
RANASWAMI; SASTRY, 1956
T. linearis WERE et al., 1990
T. hamiltonii | HUSSAINI; SHOEB, 1987
T. falciformis KAMAL; JAIN, 1978
T. obovata CHEN; HSU, 1958
T. purpurea KIUCHI et al., 1989
AHMAD et al., 1999*
02 tephrosina T. candida PARMAR et al., 1988
ANDREI et al., 1997
T. elata LWANDE; GREENE; BENTLEY, 1985
BENTLEY et al., 1987
T. vogelli MARSTON; MSONTHI; HOSTETTMAN, 1984

RANASWAMI; SASTRY, 1956
HANRIOT, 1907

03 2-hidroxi-tephrosina T. tinctoria GANAPATY et al., 2009

T. major GOMEZ-GARIBAY et al., 2002
T. candida ANDREI et al., 1997
T. linearis WERE et al., 1990
T. fulvinervis | DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989

04 a-toxicarol T. purpurea KIUCHI et al., 1989
T. nitens GOMEZ et al., 1984
T. obovata CHEN; HSU, 1958
T. toxicaria CLARK, 1930
JANG et al., 2003
VASCONCELOS et al., 2009*
12a-hidroxi- a- T. cal?didfl ANDREI et al., 1997*
05 toxicarol / T. twflcarla JANG et al., 2003
11-hidroxi-tephrosina T. villosa PRASHANT; KRUPADANAM, 1993a
T. viridiflora GOMEZ et al., 1985
T. purpurea KIUCHI et al., 1989
6a.12a-desidro- T. tinctoria REDDY; KHALIVULLA; GUNASEKAR, 2007
06 ’ deguelina T. vogelli RANASWAMI; SASTRY, 1956
T. candida ANDREI et al., 1997*
CHIBBER et al., 1981
6.12a-desidro-o- T. candida ANDREI et al., 1997
07 ? toxicarol T. toxicaria JANG et al., 2003
VASCONCELOS et al., 2009*
4’,5’-dihidro-11,5’-
08 dihidroxi-4’- T. toxicaria JANG et al., 2003*

metoxitephrosina
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09 | 12a-hidroxi-B-toxicarol | I-candida | ANDREI er al., 1997+
10 6a,12a-desidro- - T. candida ANDREI et al., 1997
toxicarol T. toxicaria VASCONCELOS et al., 2009*
T. tinctoria GANAPATY et al., 2009
T. linearis WERE et al., 1990
T. purpurea KIUCHI et al., 1989
T. elata BENTLEY et al., 1987
T. hamiltonii HUSSAINI; SHOEB, 1987
T. abbottiae GOMEZ-GARIBAY et al., 1986
T. nitens GOMEZ et al., 1984
T. strigosa KAMAL; JAIN, 1980
T. virginia MORING; MCCHESNEY, 1979
T. falciformis | KAMAL; JAIN, 1978
T. obovata CHEN; HSU, 1958
T. toxicaria JONES; SULLIVAN, 1937
HARPER, 1940
1 rotenona T. deflexa KARE et al., 2006
NIASSY et al., 2005
T. procumbens | ARUNA et al., 1999
VENKATARATNAM; RAO; VILAIN, 1987
T. candida KOLE et al., 1992
ROY et al., 1987
ANDREI et al., 2002*
T. villosa GANAPATY et al., 2008
CHANDRASEKHARAN et al., 1983
KRUPADANAM; SRIMANNARAYANA; RAO, 1978
T. vogelli HUANG et al., 2006
ZHANG et al., 2000
HAGEMANN et al.,1972
DELFEL et al., 1970
T. deflexa KARE et al., 2006
T. vogelli ZHANG et al., 2000
. . T. uniflora ABREU; LUIS, 1996
12 12a-hidroxi-rotenona |y 0oric | WERE et al., 1990
T. purpurea KIUCHI et al., 1989
PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2002*
T. deflexa KARE et al., 2006
T. toxicaria JANG et al., 2003
sumatrol / T. major GOMEZ-GARIBAY et al., 2002
13 11-hidroxi-rotenona T. vogelli ZHANG et al., 2000
T. procumbens | ARUNA et al., 1999
VENKATARATNAM; RAO; VILAIN, 1987
BLATT et al.,2002*
villosina / T. villosa KRUPADANAM; SRIMANNARAYANA; RAO, 1978
14 6-hidroxi-rotenona KRUPADANAM et al., 1977
T pentaphylla | DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989*
villosinol / T. viridiflora GOMEZ et al., 1985
15 12a-hidroxi-sumatrol T. villosa KRUPADANAM et al., 1977
SARMA; SRIMANNARAYANA; RAO, 1976
16 villol T villosa KRUPADANAM; SRIMANNARAYANA; RAO, 1978
KRUPADANAM et al., 1977
17 10-hidroxi-rotenona T. vogelli ZHANG et al., 2000
T. egregia ARRIAGA et al., 2009a*
T. vogelli ZHANG et al., 2000
18 6a,12a-desidrorotenona T. falciformis GHANIM; JAYRAMAN, 1979
T. villosa GANAPATY et al., 2008

CHANDRASEKHARAM et al., 1983
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18 6a,12a-desidrorotenona T. villosa KRUPADANAM; SRIMANNARAYANA; RAO, 1978
KRUPADANAM et al., 1977
amorpholona /
6a,12a-desidrovillosina
19 / T. candida KOLE et al., 1992
6-hidroxi-6a,12a-
desidrorotenona
T. pentaphylla | RAO; PRASAD, 1992
villosol / T. villosa PRASHANT; KRUPADANAM, 1993b
20 64.12a-desidrosumatrol KRUPADANAM; SRIMANNARAYANA; RAO, 1978
’ KRUPADANAM et al., 1977
SARMA; SRIMANNARAYANA; RAO, 1976
T. villosa PRASHANT; KRUPADANAM, 1993b*
21 6a,12a-desidrovillosina KRUPADANAM; SRIMANNARAYANA; RAO, 1978
KRUPADANAM et al., 1977
2 dihidrorotenona T. candida ROY et al., 1987
CROMBIE; KILBEE; WHITING, 1975*
23 wallichina T. wallichi BOSE; GANGULY, 1981
elliptona / T. strigosa KAMAL,; JAIN, 1980
24 derride T. falsiformis | KAMAL; JAIN, 1978
CROMBIE; KILBEE; WHITING, 1975*
25 munduserona T. fulvinervis | DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989
GRANADOS-COVARRUBIAS; MALDONADO, 2009*
26 12a-hidroxi- T. fulvinervis | DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989
munduserona GRANADOS-COVARRUBIAS; MALDONADO, 2009*
T. vogelli CROMBIE; ROSSITER; WHITING, 1986
27 acido roten6nico BEGLEY et al., 1986
CROMBIE; KILBEE; WHITING, 1975*
6a,12a-desidro-2,3,6- T. villosa
28 trimetoxi-8- (3’,3’- PRASHANT; KRUPADANAM, 1993a
dimetilalil)-9,11-
hidroxirotenona
29 O
demetildihidrostemonal
30 dihidrostemonal T. pentaphylla | DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989*
31 6
acetoxidihidrostemonal
32 tephrospirolactona
33 tephrospirocetona I T. candida ANDREI et al., 2002*
34 tephrospirocetona I1

* Referéncia onde foram encontrados os dados de RMN "°C descritos na Tabela 02 (p-37)
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Tabela 02 - Dados de RMN "°C dos rotenoides isolados de plantas do género Tephrosia

C 01 02 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
1a 105,0 | 108,7 | 104,7 | 108,4| 109,1 | 109,9 | 109,6 | 108,4 | 110,1 | 104,7 | 108,7 | 105,0
1 110,7 ] 109,7 | 110,6 | 1094 | 110,0 | 110,2 ] 1123 | 1094 | 110,2| 1104 | 109,3 | 110,6
2 144,1 | 1440 | 1442 | 1441 | 144,1 | 1444 | 1449 | 144,1 | 1444 | 1439 | 143,9 | 1443
3 149,8 | 1512 1499 | 1514 | 149,0| 149,5| 152,8 | 151,3| 1494 | 149,5| 151,1 | 150,0
4 101,2| 101,1| 101,3 ] 101,2| 1004 | 100,8 | 101,9 | 101,2| 100,8 | 100,9 | 101,0 | 101,3
4a 147,7 | 1484 | 1475 | 148,4| 1463 | 146,5 | 149,9 | 1484 | 146,5| 1474 | 1483 | 147,6
6 66,5 63,9 66,2 63,6 64,8 65,0 644 | 63,6 65,0 66,3 63,8 66,4
6a 72,7 76,3 72,1 75,71 156,2 | 1570 76,8 75,6 | 157,3 72,2 76,0 | 72,1
7a 158,0 | 156,6 | 156,1 | 155,5| 151,1 | 151,1 | 161,8 | 158,5| 156,2 | 156,1 | 157,7 | 156,6
8 109,4 | 109,1 | 102,0 | 102,0| 110,5] 101,3 | 100,8 96,6 95,1 | 113,0] 1132 104,5
9 160,3 | 160,7 | 163,0 | 163,6 | 157,2 | 159,5| 163,3| 161,1 | 159,5| 1674 | 168,0 | 166,4
10 111,7] 111,8 98,0 98,0 | 114,7| 100,7 97,7 99,8 | 106,1 | 104,7 | 105,3 92,3
11 128,8 | 1285 164,8 | 164,0| 130,6 | 162,6 | 164,5| 1634 | 157,3 | 130,0 | 130,1 | 169,7
11a 1130 111,1 ] 101,4] 999 | 1185 ] 106,2 | 103,8 | 103,3 | 106,3 | 114,7| 111,7| 101,6
12 1894 | 191,0| 1944 | 1948 | 1744 | 179,5 ] 197,21 1950 | 179,5] 1889 | 191,1 | 194,0
12a 44,6 67,4 438 66,7 111,7| 111,0 67,8 66,9 | 111,0| 44,6 67,5 44,0
¥ 116,0 | 1154 | 115,6 | 1151 | 1154 | 114,6 71,7 1149 | 115,7 31,3 31,1 30,9
S 128,9 | 128,77 126,6 | 126,6 | 126,5| 1279 72,91 127,6 | 1284 87,8 87,9 88,5
6’ 77,9 77,9 78,5 78,6 77,8 78,3 80,5 78,8 78,3 | 143,0 | 142,8 | 1433
7 28,0 28,5 28,4 27,8 28,5 112,6 | 112,77 113,1
8 28,0 28,8 28,4 21,8 28,5 17,2 17,1 17,4
OCH; (2) 56,4 56,6 56,1 56,8 56,2 55,8 56,3 56,7
OCH; (3) 55,8 56,1 56,6 56,0 56,7 56,3 35,8 56,2
OCH;3(4’) 60,4
OCHj3; (7/9)
Ac(CO)
Ac(Me)
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Tabela 02 - Dados de RMN "*C dos rotenoides isolados de plantas do género Tephrosia (Continuagio)

C 14 18 21 072 24 25% 27 30 31 32 33 34
1? 104,0 | 110,2 | 109,5] 104,7 | 103,0 | 112,7| 104,7 | 104,9 | 104,0| 109,8 | 1064 | 107,0
1 110,1 | 110,8 | 112,5] 110,2| 109,1 | 110,6 | 1104 | 110,2 ] 109,5| 107,1 | 106,9 | 106,6
2 1440 | 1443 | 1425 ] 1439 | 141,7| 1439 | 143,6 | 1445 | 144,77 | 1455 | 1452 | 1453
3 144,1 | 149,1 | 150,0 | 1493 | 1474 | 1474 | 1493 | 1443 | 1438 | 1574 | 1572 | 1573
4 101,7 | 100,6 | 110,0 | 100,8 99,6 | 101,0 | 100,8 [ 101,9 ] 101,5] 100,0 | 100,1 | 100,2
4a 149,6 | 146,5| 1445 | 1474 | 1452 | 149,5] 147,6 | 150,0 | 149,8 | 157,7] 158,2 | 158,3
6 87,9 65.8 88,5 66,2 65,1 66,2 66,3 90,1 87,6 71,7 71,0 71,0
6a 72,6 1562 1555 72,2 71,8 12,4 72,1 72,9 71,2 95,6 86,7 86,7
7a 1555 152,5] 157,0] 157.9 1576 162,77 1622 | 161.,5 1609 150,5] 161,8 | 168.8
8 1049 | 113,1 | 1020 112,5] 111,7] 100,6 | 112,6 95,6 95,5 ] 108.,8 1122 113,1
9 165,5| 1650 ] 166,5| 167,7 159,0 166,5 | 160,1 | 1650 | 164,7 | 159,3 | 169,0 169,7
10 91,8 | 109,0 95,0 104,7 | 1049 [ 104,7] 110,8 94,4 94,1 | 112,3 | 113,3] 109,5
11 169,1 | 128,1 | 163,0 | 1299 | 121,9| 129,3| 127,0| 168,1 | 168,3 | 130,0 | 125,1 | 126,5
11a 101,7 | 119,2 | 104,0 ] 113,3| 1150 1104 | 114,7] 104,8 | 101,7 | 1069 | 1132 | 1142
12 193,6 | 1746 | 180,5| 1889 | 186,6 | 189,2 | 188,9 | 194,5] 1934 | 159,6 | 1829 | 183,0
12a 39,81 111,9] 1050 44,6 44,0 44,5 44,2 40,2 40,2 | 181,3| 193,0| 1927
Iy 31,1 31,6 30,0 29,3 | 103,0 22,1 1145] 1144 31,5
5’ 89,7 88,1 88,0 90,8 | 142,5 121,1 130,0 | 129,2 88.3
6’ 142,6 | 143,0 | 143,0 33,2 134,3 77,9 78,3 | 142,6
7 112,5] 113,1 ] 107,0 17,9 17,8 28,2 284 | 1122
8’ 16,8 17,2 16,5 17,6 25,8 28,5 28,5 17,1
OCH; (2) 56,2 56,5 55,5 55.8 54,9 55,8 55,8 554 55,6 56,2 56,2 56,3
OCH; (3) 55,7 56,1 56,5 56,3 55,5 56,3 56,2 56,2 55,8 56,5 56,4 56,5
OCH;@&’)
OCH; (7/9) 55,6 56,6 56,6
Ac(CO) 168,7
Ac(Me) 20,8

Com excecdo do composto 08, obtido em acetona-dg, todos os espectros foram obtidos utilizando CDCl; como solvente.

* Qs & *C de 25 foram atribuidos com base na teoria do deslocamento quimico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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3.3. Aspectos biossintéticos dos rotenoides

O género Tephrosia tem como caracteristica fitoquimica principal a presenca
de substancias flavonoidicas, dentre as quais destacamos os rotenoides. A biogé€nese
destes compostos tem como unidade de partida o dcido cinamico, através da cinamoil
coenzima A. Uma posterior condensagdo com trés unidades de malonil coenzima A,
produz um policetideo, que por acdo enzimdtica de uma isomerase e da chalcona sintase
leva a formacao das chalconas, compostos precursores de varios tipos de flavonoides. A
formacdo da flavanona e a posterior migracdo 1,2 do grupo aril-chiquimico para o
carbono adjacente do anel heterociclico, catalisada enzimaticamente, leva a formacao de
uma isoflavona. Este rearranjo € raro na natureza e a presenga de isoflavonas € quase
restrita a familia Fabaceae. A cicliza¢do do anel da isoflavona apds uma série de reagdes
enzimadticas origina os rotenoides, e a subsequente introducdo de grupos isoprénicos,
cuja unidade estrutural é o pirofosfato de isopentenila, leva a formagdo do 4cido
rotendnico. O co-fator que catalisa a ciclizacdo da unidade isoprénica determina a
formacdo do anel isoprenilfurano ou dimetilpirano (benzopirano) e, por consequencia, a
formacdo da rotenona ou da deguelina, respectivamente (Fig. 08, p. 40) (CROMBIE;
GREEN; WHITING, 1968; CROMBIE; DEWICK; WHITING, 1970; DEWICK, 2003).
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3.4. Atividade Biolégica

Os rotenoides sdo compostos reconhecidos por mostrarem alta atividade
inseticida e ictiot6xica. Atividades anticarcinogénica, fungicida, bactericida e citotéxica
também foram atribuidas a essas substidncias (HARBORNE, 1988; ANDREI et al.,
2002; CHEENPRACHA et al., 2007). Dentre os rotenoides, merecem destaque a
rotenona (11) — o primeiro rotenoide identificado — composto usado como inseticida
antes do surgimento dos inseticidas organossintéticos (ANDREI et al., 2002),
a tephrosina (02), substincia que se mostrou potencialmente ativa contra tumores
inclusive contra o cancer de pele (KONOSHIMA ef al, 1993 e LI et al, 1993),
e a deguelina (01), rotenoide que inibiu o crescimento e induziu apoptose em lesdes pré-
malignas e malignas do epitélio bronquico humano (CHUN et al., 2003). Outras

diversas atividades sdo mostradas na Tabela 03 (p. 42).

Tephrosia toxicaria tem sido usada como defensivo agricola e muitas plantas
deste género t€ém uso medicinal relatado na literatura quimica, dentre elas podemos citar

a T. villosa, cujo suco das folhas é utilizado no tratamento de hidropsia e do diabetes

(PRASHANT; KRUPADANAM, 1993b).
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Tabela 03 - Relacdo das atividades bioldgicas demonstradas por rotenoides

Atividade Biologica Referéncia Espécie
Antiamebiana KAMAL; MATHUR, 2007 Parkinsonia aculeata
Antibacteriana KARE et al., 2006 Tephrosia deflexa
SIMIN et al., 2002 Pongamia pinnata
MARTHUR et al., 2007 Derris indica
MITSCHER et al., 1979 Amorpha fruticosa
TAKASHIMA et al., 2002 Derris malaccensis
Anticancerigena AHMED-BELKACEM et al., 2007 Boerhaavia diffusa
Antifingica MARTHUR et al., 2007 Derris indica

Anti-inflamatoria

Antimalarica
Antioxidante
Antitumoral
Antiviral

Citotoxica

Espasmolitica

Hepatoprotetora

Inibidor de NADH

Inseticida

Larvicida

Nematicida

TEWTRAKUL; CHEENPRACHA; KARALAI, 2009
PANCHAROEN et al., 2008

KAMAL; MATHUR, 2007

SILVA; PARENTE, 2002

YENESEW et al., 2003a
WANGENSTEEN et al., 2006
MATSUDA et al., 2007
PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2002
PANCHEVA et al., 1982

MATSUDA et al., 2007

BLATT etal., 2002

LIN et al., 1992

BORRELLI et al., 2006

BORRELLI et al., 2005
CHAKRABORTI; HANDA, 1989
MORS etal., 1973

FANG; CASIDA, 1999

LI; XU, 2007

ZHANG et al., 2000
CHIU; LIN; CHUI, 1942
YENESEW et al., 2005
YENESEW et al., 2003b
KIUCHI et al., 1989
ITO et al., 2004

JANG et al., 2003
UDEANI et al., 1997

Derris trifoliata
Millettia brandisiana
Parkinsonia aculeata
Clitoria fairchildiana
Millettia usaramensis
Sarcolobus globosus
Erycibe expansa
Pachyrrhizus erosus
Amorpha fruticosa
Erycibe expansa
Lonchocarpus aff. Fluvialis
Clitoria macrophylla
Boerhaavia diffusa
Boerhaavia diffusa
Boerhaavia diffusa
Derris urucu

Derris nicou

Derris sericea
Derris araripensis
Lonchocarpus utilis
Lonchocarpus urucu
Derris cavaleriei
Tephrosia vogelii
Millettia pachycarpa
Derris trifoliata
Millettia dura
Tephrosia purpurea
Derris trifoliate
Tephrosia toxicaria
Mundulea sericea
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL

A determinagdo estrutural dos metabdlitos secundarios isolados de T. foxicaria
nao foi escrita de acordo com a ordem cronoldgica de isolamento dos compostos, mas

de acordo com suas semelhangas estruturais.
4.1. Determinacao estrutural de TTP-13

Sucessivos fracionamentos cromatogrificos em gel de silica, Sephadex e CLAE
(item 5.5.5.14. p. 148) forneceram um sdélido alaranjado de aspecto amorfo, solivel em
cloroférmio, com faixa de fusio 171,1 - 172,4 °C, denominado TTP-13. Seu espectro de

massa (Fig. 13, p. 47) mostrou pico ion molecular com m/z igual a 206 Da.

O espectro de RMN "°C — {'H} da TTP-13, obtido em CDCl; (Fig. 11, p. 46),
exibiu 11 sinais espectrais, sendo nove deles referentes a carbonos sp” e dois a sp°.
A presenca de uma carbonila foi confirmada pelo sinal em & 176,9. Os sinais em
0 100,0; 104,9; 112,7 e 118,7 foram atribuidos a carbonos sp2 ndo oxigenados; outras
quatro absorgdes entre & 148,0 e 154,8 foram relacionadas a carbonos sp” oxigenados e

observou-se ainda um sinal em 0 56,6, atribuido a dois grupos metoxilicos.

O espectro de RMN 'H (Fig. 10, p. 45) mostrou dois sinais em & 6,88 e 7,55
(1H, s), atribuidos a hidrogénios ligados a anel aromatico. O experimento de correlacdao
homonuclear 'H x 'H - COSY (Fig. 12, p. 46) mostrou correlacdes entre os dupletos
centrados em & 6,31 ¢ & 7,81 (1H, J = 5,5 Hz), cujo valor da constante de acoplamento
(J) evidenciou tratar-se de hidrogénios olefinicos cis posicionados, em um sistema

carbonilico a,B-insaturado.

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a mais de uma ligacao
'H x ¥C - HMBC (Fig. 15, p. 47), mostrou correlagdes entre o sinal em & 6,31 e os
carbonos em & 154,6 € 176,9 a duas ligacdes (21); e entre o hidrogénio em 8 7,81 e os
carbonos em & 112,7 (*J) e 176,9 ('J). Essas correlagdes permitiram propor a seguinte

unidade estrutural:
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A andlise do espectro de correlagio heteronuclear 'H x “C - HSQC,
(Fig. 14, p. 47) permitiu a associa¢do dos sinais de carbonos em & 56,6 aos sinais de
hidrogénios em & 3,98 e 8 3,99 (3H, s), que foram atribuidos a sinais de duas metoxilas.
Uma outra unidade estrutural foi proposta com base em outras correlagdes observadas,

no espectro HMBC, dos hidrogénios ligados a anel aromético em 8 6,88 e 7,55:

A andlise dos dados espectroscOpicos conduziram a estrutura da cromona
dimetoxilada, 6,7-dimetoxicromona (Fig. 09). Dados de RMN 'H estdo descritos na
literatura, entretanto foram obtidos em DMSO-ds, sendo diferentes dos de TTP-13. Seus
dados de RMN '*C ainda ndo foram relatados, mas o estudo detalhado do espectro de
HMBC possibilitou atribuir de forma inequivoca os deslocamentos quimicos dos

carbonos e hidrogénios (Tab. 04, p. 45).

Figura 09 - Estrutura de TTP-13 (6,7-dimetoxicromona)
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A literatura relata a sintese da cromona 6,7-dimetoxicromona (ROMUSSI;
CIARALLO, 1976) e o seu isolamento como produto natural de plantas (Acicarpha
tribuloides) foi descrito pela primeira e dnica vez em 2006 (MERAGELMAN et al.,

2006). Portanto, este é o primeiro relato de uma cromona no género Tephrosia.

Tabela 04 — Dados espectroscépicos de TTP-13 (CDCl;) comparados com a literatura
(ROMUSSI, CIARALLO, 1976 — DMSO-ds)

2 7.81(1H, d, 5.5 Hz) 154.6 C-3 C-4 8,20 (1H, d, 6 Hz)
3 6,31(1H, d, 5,5 Hz) 1127  C-2:C-4 6,28 (1H, d, 6 Hz)
4 _ 176.9
5 7,55(1H, s) 1049  C-6:C-10 C-4 7.35 (1H, s)
6 _ 148.0 _
7 - 154.8 )
8 6,88(1H, s) 1000 C-7:C9 C-6 713 (1H, s)
9 ; 152.9 -
10 _ 1187 ;
OMe(6) 3,98 (3H, s) 56.6 C-6  3,950u3,89 (3H, s)
OMe(7) 3,99 (3H, s) 56.6 C7  3,950u3,80 (3H, s)
\/ | l \
\/ | | I \/
= N I O - N -
ElE & g

T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

Figura 10 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de TTP-13
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Figura 12 - Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H — COSY de TTP-13
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4.2. Determinacao estrutural de TTP-1

Tratamentos cromatograficos sucessivos em Sephadex e gel de silica de TTVEA
(item 5.5.4.2. p. 133) forneceram um sélido amarelo amorfo, solivel em metanol, com

faixa de fusio 315,3 - 317,6 °C denominado TTP-1.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho IV de TTP-1
(Fig. 21, p. 53) apresentou uma banda intensa em 3423 cm™ referente a deformacio
axial de ligacdo Vo.; uma absorcio em 2914 cm™ relacionada a deformagdo axial
(Vcp); uma banda de absor¢ao forte em 1655 cm'l, associada a deformacdo axial da
ligacdo C=0, sugerindo a presenca de carbonila ¢,f-insaturada (Vc=p); uma banda em
1611 ¢cm’!' referente a deformacao axial de ligacdo C=C de anel aromdtico (Vc=c);
bandas em 1366 e 1267 cm™' associadas a deformacdes angulares de CHs; e em 1165 e

1120 cm™' bandas caracteristicas de deformacdo axial de ligacdo C—O (Vc.o).

O espectro de RMN °C - {'H} de TTP-1, obtido em CD;OD (Fig. 19, p. 52)
exibiu 15 sinais espectrais, sendo todos pertencentes a carbonos sp’. Um sinal em
0 184,0 veio a confirmar a presenca da carbonila de cetona conjugada ja sugerida pelo
espectro no IV. Observou-se seis sinais em & 147,2; 151,2; 159,6; 163,3; 166,2 e 166,5
que foram atribuidos a carbonos sp2 oxigenados; e as oito absorc¢des entre & 95,2 e 123,8

. .. 2 . .
foram relacionadas a sinais de carbonos sp” ndo oxigenados.

A andlise comparativa do espectro de RMN “C - {'H} com o de
RMN "°C - DEPT 135° (Fig. 22, p. 53) possibilitou a atribui¢do dos carbonos em & 95,2;
100,3; 104,0; 114,3; 116,9 e 120,5 a carbonos sp2 monohidrogenados. Nao foram
observados sinais com amplitude negativa. A andlise do espectro de correlagdo
heteronuclear 'H x °C - HSQC, (Fig. 23, p. 54) permitiu relacionar, de forma

inequivoca, cada sinal de hidrogé€nio ao seu respectivo sinal de carbono (Tab. 05, p. 51).

O espectro de RMN 'H de TTP-1 (Fig. 17, p. 51) mostrou dois dupletos em
0 620 e 644 (IH, J = 2,1 Hz), compativeis com hidrogénios aromaticos
meta-posicionados. Observou-se também sinais em o 6,90 (1H, d, J = 9,0 Hz), 7,37
(1H, d, J = 2,1 Hz) e 7,38 (1H, dd, J = 9,0 e 2,1 Hz) e um sinal simples em & 6,56
(1H, s).
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A existéncia de 15 carbonos na estrutura de TTP-1, todos sp®, e de uma
carbonila de cetona conjugada permitiu sugerir tratar-se de um flavonoide, classe de

substancias presente em vdrias espécies do género Tephrosia (LIMA, 2005).

O fato de terem sido observados seis carbonos oxigenados em TTP-1, e sinais
para apenas seis hidrogénios, sugeriu a possibilidade da existéncia de troca quimica
entre hidrogénios de possiveis grupos hidroxila com o deutério do solvente e da dgua

presente, que implica no ndo aparecimento dos sinais de tais hidrogénios.

A determinacdo inequivoca da estrutura de TTP-1 foi realizada através da
andlise do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x “C - HMBC
(Fig. 24, p. 54), que mostrou correla¢des entre o sinal em & 7,37 (1H, d, J = 2,1 Hz) com
os sinais de carbono em & 147,2 a duas ligagdes (*J); e & 120,5 a trés ligagdes (J).
Mostrou também correlag¢des entre o hidrogénio centrado em 6 6,90 (1H, d, J = 9,0 Hz)
e os carbonos em & 151,2 (2J); 147,2 e 123,8 (3J). O sinal de hidrogénio em & 7,38
(1H, dd, J = 2,1 e 9,0 Hz) correlacionou com os carbonos em o 114,3; 151,2; e

166,5 (*J), permitindo sugerir a seguinte unidade estrutural:

~

— >

— ]

J

Uma outra unidade estrutural pdde ser proposta com base nas correlagdes

observadas entre o sinal em & 6,44
(1H, d, J = 2,1 Hz) e os carbonos em
8 166,2 e 159,6 (*J) e 1054 CJ); e
ainda pelas correlacdes entre o sinal
em 0 6,20 (1H, d, J = 2,1 Hz) e os
carbonos em & 1662 e 1633 (V);

e 1054 (31), como mostrado ao lado.
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Os dados espectroscOpicos obtidos conduziram a estrutura da flavona
tetrahidroxilada, luteolina (Fig. 16). Dados de RMN BC da literatura, para o flavonoide,
ddo suporte a proposi¢ao estrutural (AGRAWAL, 1989) (Tab. 05, p. 51).

Figura 16 — Estrutura de TTP-1 (3’,4°,5,7 - tetrahidroxiflavona / luteolina)

Entretanto, seria esperado o aparecimento de um sinal na regido de 6 12 ppm
referente a hidroxila quelatogénica, que devido a existéncia de ligacdo de hidrogénio
com o oxigénio da carbonila, ndo deveria ter sofrido troca quimica com o solvente. A
ndo existéncia desse sinal levou a crer na possibilidade da substancia TTP-1 ser um
dimero. O seu espectro de massa, obtido no modo negativo [M-H] com ioniza¢do por
electrospray (Fig. 20, p. 53), mostrou o pico do composto desprotonado em

285.0439 Da, o que confirmou a troca quimica e descartou a hipdtese dimérica.

A luteolina ¢ uma flavona bastante conhecida pela sua potente atividade
antioxidante (OWEN er al., 2003; SUDJAROEN et al, 2005), anticancer
(LIN et al., 2008), antimicrobiana (GANAPATY et al., 2008b) e anti-inflamatodria
(GOMES et al., 2008), dentre outras. Seu isolamento estd sendo relatado pela primeira

vez em uma espécie do género Tephrosia.
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Tabela 05 - Dados espectroscopicos de TTP-1 comparados com a literatura (AGRAWAL, 1989) / CD;0D

2 - 166,5 164,5
3 6,56 (s) 104,0 C-2;C-4 C-10; C-1° 103,3
4 - 184,0 182,2
5 - 163,3 162,1
6 6,20 (d, 2,1) 100,3  C-5; C-7 C-10 99,2
7 - 166,2 164,7
8 6,44 (d, 2,1) 95,2 C-9;C-7 C-10; C-6 94,2
9 - 159,6 157,9
10 - 105,4 104,2
1 - 123,8 122,1
2 7,37 (d, 2,1) 114,3 C-3 C-6;C-4’;C-2 113,8
R} - 147,2 146,2
¥ - 151,2 150,1
5 6,90 (d, 9,0) 116,9 C-4 C-3%; C-1’ 116,4
6’ 7,38 (dd, 9,0 e 2,1) 120,5 C-2;C-4>; C-2 119,3
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Figura 17 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de TTP-1
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Figura 19 - Espectro de RMN "C (125 MHz, CD;0D) de TTP-1
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Figura 24 - Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear "H x °C — HMBC de TTP-1
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4.3. Determinacao estrutural de TTP-5

O processo de cromatografia de TTRAFA em gel de silica (item 5.5.5.3. p. 138)
deu origem a um sélido amarelado, de aspecto amorfo, solivel em cloroférmio, com
faixa de fusdo 119,8 - 121,2 °C, denominado TTP-5. Seu espectro de massa

(Fig. 31, p. 60) mostrou pico ion molecular com m/z igual a 322 Da.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho IV de TTP-5 (Fig. 34, p. 62)
apresentou uma banda em 2923 cm’' relacionada a deformacao axial (vVc.p); uma banda
de absorcio forte em 1644 cm’, associada a deformagdo axial da ligagio C=O,
sugerindo a presenca de carbonila o,f-insaturada (Vc-p); uma banda em 1590 cm™!
referente a deformacao axial de ligacdo C=C de anel aromatico (Vc=c); bandas préximas
a 1374 cm™ associadas a deformacdes angulares de CH3; e em 1160 e 1115 cm’! bandas

caracteristicas de deformacao axial de ligacdo C—O (Vc.o).

O espectro de RMN '°C - {'H}, obtido em CDCl; (Fig. 33, p. 61), apresentou 18
sinais espectrais. O sinal em & 195,9 confirmou a presenca da carbonila sugerida no
espectro no IV. Trés sinais em & 157,0, & 162,5 ¢ 6 164,0 foram atribuidos a carbonos
sp2 oxigenados. Observou-se ainda 09 sinais de & 97,9 a & 138,7 relacionados a
carbonos sp2 nao oxigenados. Sinais em 8 78,4 ¢ & 79,3 foram atribuidos a carbonos sp3

oxigenados, € o sinal em 6 43,5 foi atribuido a um carbono metilénico.

O espectro de RMN 'H (Fig. 32, p. 61) mostrou sinais em & 1,44 e & 1,46
(3H, s), os quais foram atribuidos a grupos metila geminais; apresentou também sinais
caracteristicos de um sistema do tipo ABX a 8§ 2,84 (1H, dd, J = 17,1 e 3,0 H),
63,06 (1H, dd, J=17,1 e 13,0 Hyx) € 8 5,44 (1H, dd, J = 13,0 e 3,0 Hz; H-2,y); dupletos
em 0 5,48 e 6,56 (1H, J = 10,0 Hz), cujos acoplamentos foram confirmados pelo
espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H - cosy (Fig. 35, p. 62).
Evidenciou-se também um sinal em 9 6,02 (1H, s), além de sinais mdltiplos integrados
para cinco hidrogénios, compativeis com a ocorréncia de anel aromdtico
monossubstituido entre 8 7,40 e & 7,48. O espectro de RMN "H mostrou ainda, em

regido desblindada, um sinal em & 12,11 (1H, s), referente a hidroxila quelatogénica.
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A andlise do espectro de correlacio heteronuclear 'H x “C — HSQC,
(Fig. 36, p. 63) permitiu associar os sinais de carbonos em J 28,5 ¢ & 28,7 aos sinais dos
hidrogénios metilicos em & 1,44 e & 1,46 (3H, s). Foram observadas as correlagdes dos
sinais de hidrogénio em & 2,84 (dd, /= 17,1 ¢ 3,0 Hz) e 6 3,06 (dd, J = 17,1 ¢ 13,0 Hz)
com o carbono em & 43,5 sugerindo tratar-se de hidrogénios anisécronos confirmando o
padrao de hidrogenagdo sugerido anteriormente para este carbono. Observou-se ainda a
correla¢do do hidrogénio em 8 6,02 (s) com o carbono em & 97,9 sugerindo, de acordo
com comparacdo de dados da literatura (JANG et al., 2003), tratar-se do hidrogénio

(H-6) do anel A pentassubstituido de um sistema flavonoidico.

Sinais em o 28,5, & 28,7, & 78,4, & 126,7 e & 115,8 vistos no espectro de
RMN "°C, associados as observacdes feitas no espectro de RMN 'H, permitiram sugerir
na estrutura de TTP-5, a presenca do esqueleto 6 ,6 - dimetilcromeno (Fig. 26), como
substituinte prenilico, freqiientemente encontrado em compostos flavonoidicos que

ocorrem em plantas do género Tephrosia (TARUS et al., 2002).

o)

Figura 26 - Sistema 6°’,6’’- dimetilcromeno

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x *C — HSQC
permitiu associar os dtomos de hidrogénios olefinicos em 8 5,48 (1H, d, /= 10,0 Hz) e
4 6,56 (1H, d, J = 10,0 Hz) com os dtomos de carbonos em & 126,7 ¢ & 115.8,
respectivamente, confirmando a sugestdo do sistema 6”,6”- dimetilcromeno. Todos os
dados até aqui descritos permitiram sugerir duas estruturas isoméricas para TTP-5, nas
quais o anel 6’°,6”’- dimetilcromeno estaria em posi¢ao angular ou linear, levando a

dois compostos distintos (Fig. 27, p. 58).
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A determinacdo inequivoca da estrutura de TTP-5 foi feita através da andlise do
espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x *C - HMBC (Fig. 37, p. 63),
no qual observou-se acoplamento a trés ligacdes (*.J) do hidrogénio da hidroxila fenélica

(0 12,11) com o carbono hidrogenado (C-6), em 6 97,6. Como ¢ ilustrado na Figura 27.

AN )

0 O o,

Acoplamento
NS ~
§ ndo observado

3]

\ Angular Linear J

Figura 27 — Acoplamento da hidroxila fendlica com o carbono hidrogenado nas estruturas
angular e linear

As correlagdes observadas no experimento de ( \
HMBC corroboraram para a estrutura angular de

TTP-5. Foi observada correlacdo do hidrogénio fendlico

6 10
(8 12,11) a trés ligagdes (*J) com o carbono hidrogenado <
(C-6) em 0 97,9 e com o carbono (C-10) em 6 103,1; e a @HD 9)

duas ligacdes (*J) com o carbono (C-5) em & 164,0.

De acordo com os dados obtidos e em comparagdo com os descritos na literatura
(ANDREI et al., 2000), foi possivel identificar TTP-5 como sendo a obovatina
(5-hidroxi-6’’,6’’-dimetilcromeno-[2°°,3°":7,8]-flavanona) (Fig. 28, p. 59), substancia
isolada anteriormente de 7. pentaphylla (DAGNE; YENESEW; WATERMAN,1989),
T. tunicata (ANDREI et al., 2000) e T. elata (MUIVA et al., 2009). No entanto, foi
observada uma divergéncia no assinalamento dos carbonos 5, 7 e 9 descritos na
literatura. A andlise detalhada do espectro de HMBC possibilitou atribuir de forma
inequivoca os deslocamentos para estes carbonos. O acoplamento do hidrogénio da
hidroxila com o carbono em & 164,0 confirma este valor para C-5, ao invés de & 157,0.

O acoplamento de H-4”’ (3J) com os carbonos em & 157,0 e 162,5 associados ao
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acoplamento de H-6 (*J) com & 162,5 permitiu confirmar o assinalamento dos carbonos

C-7 e C-9 como sendo & 162,5 e 157,0 respectivamente (Tab. 06, p. 60).

Figura 28 — Estrutura de TTP-5

(5-hidroxi-6’",6’’-dimetilcromeno-[2°*,3"’: 7, 8]-flavanona / obovatina)

A confirmacdo da estereoquimica relativa do carbono C-2 podde ser obtida
através dos valores das constantes de acoplamento (J) observadas entre o hidrogénio
deste carbono e os hidrogénios do carbono C-3. Para H-2 foram reveladas duas
constantes de acoplamento de 3,0 e 13,0 Hz. Para que H-2 apresente J = 13 Hz torna-se
necessario que este esteja localizado em posicdo pseudo-axial. Diante desta
consideragdo, o grupo fenila deve estar obrigatoriamente em posicao pseudo-equatorial

como mostrado na Figura 29.

Figura 29 - Representacdo conformacional do anel C de TTP-5
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Tabela 06 - Dados espectroscopicos de TTP-5 comparados com a literatura (ANDREI et al., 2000) / CDCl;

TTP-5 HMBC LIT.
C 8 H (mult., J / Hz) 8¢ Jen Jen 3H e
2 5,44 (dd, 13,0 e 3,0) 79,3 C-1’ C-4;C-9; C-2’-6’ 5,45 (dd, 12,5¢ 3,3) 78,97
3 3,06 (dd, 17,1 e 13,0 Hyy) 435 C-2;C4 C-1 3,10 (dd, 16,7 e 12,5 Hy) 43.19
2,84 (dd, 17,1 e 3,0 He,) ’ C-4 C-10; C-1’ 2,81 (dd, 16,7 e 3,3 He,) ’
4 - 195,9 - 196,00
5 - 164,0 - 157,00
6 6,02 (s) 97,9 C-7 C-8; C-10 5,99 (s) 97,55
7 - 162,5 - 164,00
8 - 102,2 - 102,00
9 - 157,0 - 162,00
10 - 103,1 - 103,00
1 - 138,7 - 139,00
%,’ 7,40 — 7,48 (m) 126,2 C-2 7,40 — 7,44 (m) 12591
3,’5,’ 7,40 — 7,48 (m) 129,0 C-1’ 7,40 — 7,44 (m) 128,72
4 7,40 — 7,48 (m) 129,0 7,40 — 7,44 (m) 128,66
4 6,56 (d, 10,0) 115,8 C-8 C-7; C-9; C-6 6,53 (d, 10,1) 115,48
5” 5,48 (d, 10,0) 126,7 C-6” C-8;C-7""; C-8” 5,40 (d, 10,1) 126,39
6”’ - 78,4 - 78,08
7 1,44 (s) 28,5 C-6” C-5” 1,41 (s) 28,18
8” 1,46 (s) 28,7 C-6” C-5” 1,43 (s) 28,42
OH 12,11 (s) - C-5 C-10; C-6 12,11 (s) -
4 1 _ )
X X
(0 | DERSINS
O O e + O O " |
eCH; N N +0_ _— (6]
—AV ~A>
Cs
OH O S
OH O OH 0
m/z 322 m/z 307 m/z 203 )
Figura 30 — Proposta de fragmentacdes de massa de TTP-5
e
T L=
240 260 280

Figura 31 - Espectro de massa de TTP-5
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Figura 34 - Espectro no infravermelho de TTP-5
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Figura 35 - Espectro bidimensional de correlagido homonuclear 'H x '"H — COSY de TTP-5
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4.4. Determinacao estrutural de TTP-6

Tratamentos cromatograficos sucessivos em gel de silica de TTRAFA
(item 5.5.5.5. p. 140) e TTRASEC (item 5.5.5.7., p. 142) forneceram um sélido amarelo
amorfo, solivel em cloroférmio, com faixa de fusdo 153.,4 - 156,2 °C, denominado
TTP-6. O seu espectro de massa (Fig. 42, p. 68) mostrou o pico ion molecular com

m/z igual a 394 Da.

Seu espectro no infravermelho IV (Fig. 46, p. 69) apresentou bandas proximas a
2928 cm™ relacionadas 2 presenca de carbonos saturados sp3 (Vcp); uma banda de
absor¢do em 1672 cm™, associada a deformacdo axial da ligagio C=0, sugerindo a
presenca de carbonila a,f-insaturada (Vc=o); apresentou ainda bandas entre 1597, 1509 e
1446 cm’' referentes a deformacdo axial de ligacio C=C de anel aromdtico (Ve-c);
bandas entre 1111 e 1015 cm™ caracteristicas de deformacdo axial de ligacio C—O
(Vc.o) e uma banda em 736 cm™ associadas a deformacdo angular fora do plano de

ligacdo Cyrom—H.

Vinte e trés (23) sinais espectrais foram exibidos no seu espectro de RMN Be -
{('H}, obtido em CDCl; (Fig. 45, p. 69). A teoria de deslocamento quimico
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000) permitiu a atribui¢do do sinal em & 189,5 a uma
carbonila, ja sugerida anteriormente pelo espectro no IV. Uma andlise comparativa com
o espectro de RMN "°C - DEPT 135° (Fig. 47, p. 70) permitiu a verificacio da
existéncia de quatro carbonos metilicos (CHj3), um carbono metilénico (CH;), oito
carbonos metinicos (CH) e, portanto, dez 4tomos de carbonos nio hidrogenados (C). Os
sinais em O 44,6; 72,8; 101,2; 110,6; 111,7; 116,0; 128,8 ¢ 128,9 foram relacionados a
carbonos metinicos; o sinal em & 72,8 a um carbono sp3 oxigenado e hidrogenado; o
sinal em & 66,5 a um carbono metilénico e os sinais em & 105,0; 109,4 ¢ 113,0 a
carbonos insaturados ndo hidrogenados. Os sinais em & 144,1; 147,7; 149,8; 157,2 ¢
160,3 indicaram a presenca de carbonos sp2 oxigenados; e o sinal em & 77,9 foi

atribuido a um carbono sp’ oxigenado ndo hidrogenado.

Os sinais em 6 28.4 e 6 28,5, atribuidos a sinais de metilas, correlacionaram com
os sinais em O 1,39 e 1,46 (3H, s), respectivamente. O espectro de RMN 'H
(Fig. 43, p. 68) mostrou dupletos em & 5,56 € 6,65 (1H, J = 10,0 Hz), com constante de
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acoplamento (J) caracteristica de hidrogénios olefinicos em posicdo cis, semelhante
ao visto nos dados de TTP-5 (obovatina). Esses dupletos sdo indicativos da presenca
do sistema dimetilcromeno (Fig. 26, p. 57) na estrutura do composto. Os sinais,
no espectro de RMN B, em 8 77,9 (C), & 128,9 (CH) e & 116,0 (CH) permitiram

reforgar a proposicao.

Os sinais em & 56,1 e & 56,6 evidenciaram a presenca de carbonos sp’
oxigenados de grupos metoxila ligados a anel aromatico sem compressdo estérica
(FURUKAWA; YOGO; WU, 1983), sendo associados aos sinais em & 3,81 e 3,78
(3H, s) no espectro de RMN "H, os quais foram confirmados pela correlacio observada
entre os referidos sinais no espectro de HSQC (Fig. 49, p. 71). Este espectro mostrou
também correla¢oes do carbono metilénico em & 66,2 com os sinais em & 4,19 (1H, d,

J=12,0Hz) e 4,64 (1H, dd, J = 3,1 e 12,0), atribuidos a um grupamento oximetileno.

No espectro de correlacdo homonuclear 'H x 'H — COSY (Fig. 48, p. 70) foram
observadas correlacdes do sinal de hidrogénio em 6 4,19 (1H, d, J = 12,0 Hz) com o
sinal em & 4,64 (1H, dd, J = 3,1 e 12,0 Hz), sugerindo acoplamento geminal entre os
mesmos. Observou-se ainda correlagio entre o sinal em 6 4,92 (1H, tl, J = 3,1 Hz), com
os hidrogénios em & 4,64 e 3,85 (1H, d, J = 3,9 Hz), sugerindo para tal fato
acoplamentos tipo pseudo-axial-equatorial entre eles. Essas correlacdes sugerem a

presenca, na estrutura de TTP-6, de um sistema como o mostrado abaixo:

a2 A

ax-eq

Figura 38 — Unidade estrutural de TTP-6
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O espectro de correlagio heteronuclear 'H x '*C — HMBC (Fig. 50, p. 71),
mostrou correlagdes entre o sinal em & 6,80 com os carbonos em & 144,1 (ZJ), 44.6,
147,77 e 149,8 (31); entre o sinal 8 6,47 com os carbonos em d 147,7 ¢ 149,8 (ZJ), 105,0 e
144,1 (3 J). Mostrou ainda correlagdes entre os sinais em o 3,78 e 3,81 e os carbonos em
O 144,1 e 149,8, respectivamente. Essas correlagdes sugerem a presenca de um anel

aromatico 2,3,5,6-tetrassubstituido, como mostrado abaixo:

Figura 39 - Estrutura do anel aromatico 2,3,5,6 - tetrassubstituido de TTP-6

Estes dados permitem propor tratar-se de um rotenoide, classe de flavonoide
presente nas espécies do género Tephrosia (LIMA, 2005). Dois dupletos, em & 6,47 e
7,75 (1H, J = 9,2 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-11 de um rotenoide, aliados
as demais unidades estruturais propostas permitem identificar o composto como sendo a
deguelina, flavonoide ainda ndo isolado de T. toxicaria. A compara¢do dos dados

obtidos com os da literatura deu suporte a proposicao estrutural (Tab. 07, p. 67).

\ OCHj, /

Figura 40 — Estrutura de TTP-6 (deguelina)
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Tabela 07 - Dados espectroscopicos de TTP-6 comparados com a literatura (ANDREI et al., 1997) / CDCl;

TTP-6 HMBC LIT.
C 8 H (mult., J / Hz) e 2Jen Jen SH e
1a - 105,0 - 105,0
1 6,80 (s) 110,8 C-1a;C-2  C-12a;C-4a 6,72 (s) 110,7
2 - 144,1 - 144,1
3 - 149,8 - 149.,8
4 6,47 (s) 1012 C-4a;C-3 C-la; C-2 6,38 (5) 101,2
4a - 147,7 . 147,7
p 4.64(dd,31e120Hy) (s C-6a C-122:C4a 456(dd, 124e32Hy) (s
4,19 (d, 12,0 Hey) ’ C-6a C-12a 4,11 (d, 12,4 Hy) ’
6a 4,92 (t, 3,1) 72,8 4,84 (m) 72,7
7a - 157,2 - 158,0
8 - 109,4 - 109,4
9 - 160,3 - 160,3
10 6,47 (d, 9,2) 111,7 C-8; C-11a 6,38 (d, 8.8) 111,7
11 7,75 (d, 9,2) 128,8 C-7a; C-12; C-9 7,67 (d, 8.8) 128,8
11a - 113,0 - 113,0
12 - 189,5 - 189,4
12a 3,85 (d, 3,9) 44,6  C-la;C-12 3,77 (d, 4,0) 44.6
& 6,65 (d, 10,0) 116,0 C-8 C-7a, C-9; C-6’ 6,57 (d, 10,0) 116,0
5 5,56 (d, 10,0) 128,9 c-6 5,48 (d, 10,0) 128,9
6’ - 77,9 - 77,9
v 1,39 () 28.4 c-6’ C-5 1,32 (s) _
L 1,46 (s) 28,5 Cc-6’ c-5' 1,38 (s) ;
OCH;
. 3,78 () 56,6 C-2 3,70 (s) _
OCH;
3,81 (s) 56,1 C-3 3,73 (5) ;
3
% B
O
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Figura 41 — Proposta de fragmentacdes de massa de TTP-6
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4.5. Determinacao estrutural de TTP-4

A substancia TTP-4, precipitado amarelo de aspecto cristalino, solivel em
cloroférmio, com faixa de fusdo 192,6 - 194,8 °C foi obtida através do tratamento
cromatografico em gel de silica de TTRASA (item 5.5.5.1. p. 137) e da coleta do pico 4
da separacdo por CLAE (item 5.5.5.10., p. 145). O seu espectro de massa

(Fig. 54, p. 75) mostrou o pico ion molecular com m/z igual a 410 Da.

Seu espectro de infravermelho IV (Fig. 59, p. 78) apresentou bandas em 2963 e
2927 cm™ relacionadas 2 presenca de carbonos saturados sp3 (Vcg); uma banda de
absorcdo forte em 1642 cm™, associada a deformacdo axial da ligagdo C=0, sugerindo a
presenca de carbonila a,f-insaturada (Vc—p); a presenca de hidroxila pode ser também
sugerida através da absor¢do em 3420 cm’! (Vo-n); apresentou ainda bandas entre 1588,
1512 e 1450 cm™ referentes a deformagio axial de ligagio C=C de anel aromatico
(Vc=c); bandas entre 1161 e 1071 cm! caracteristicas de deformacao axial de ligacao
C-0O (vc.0) e bandas compreendidas entre 908 e 778 cm’ associadas a deformacao

angular fora do plano de ligagao Cyom—H.

O espectro de RMN 'H (Fig. 55, p. 76) apresentou um sinal em & 12,19 (1H, s)
caracteristico de sinal de hidroxila quelatogénica; observou-se ainda, trés sinais em
8 5,96 (1H, s), 6 6,47 (1H, s) e & 6,88 (1H, s) atribuidos a hidrogénios de sistemas
aromadticos. Dupletos em & 5,47 ¢ 6,56 (1H, J = 10,0 Hz) caracteristicos de hidrogénios
olefinicos cis posicionados, semelhante ao observado nos dados de TTP-5 (obovatina),

evidenciaram a presenca do anel 6°,6’- dimetilcromeno em TTP-4.

Seu espectro de RMN °C — {'H}, obtido em CDCl; (Fig. 57, p. 77), mostrou 23
sinais espectrais. A comparagdo dos dados desse, com os obtidos no espectro de
RMN "*C — DEPT 135° (Fig. 58 p. 77), permitiu verificar o padrdo de hidrogenacio dos
atomos de carbono presentes na estrutura de TTP-4, mostrando a existéncia de quatro
carbonos metilicos (CH3), um metilénico (CH,), sete metinicos (CH) e onze de carbonos
ndo hidrogenados (C). Os sinais em o 98,0, 101,3, 110,6, 115,7 ¢ 126,6 foram
relacionados a carbonos metinicos insaturados; o sinal em & 72,2 a carbono sp3
oxigenado e hidrogenado; o sinal em & 66,2 a um carbono metilénico; e os sinais em

0 101,4, 102,0 e 104,7, atribuidos a carbonos insaturados niao hidrogenados. Os seis
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sinais de & 144,3 a 164,8 indicaram a presenca de carbonos sp” oxigenados; e o sinal em

5 78,6, um carbono sp° oxigenado ndo hidrogenado.

Em 6 194,4 observou-se um sinal caracteristico de carbonila, confirmando a
sugestdo da mesma pelo espectro no IV. Os sinais em d 56,1 e 56,6, com deslocamentos
quimicos caracteristicos de metoxilas, correlacionaram, no espectro correlagdo

heteronuclear 'H x °C — HSQC (Fig. 61, p. 79), com os sinais em & 3,80 e 3,82 (3H, s).

O espectro HSQC mostrou ainda correlagdes entre os sinais em & 28,6 ¢ 28,8
com os sinais em o 1,38 e 1,44 (3H, s), respectivamente, que foram atribuidos aos sinais
das duas metilas do anel dimetilcromeno. Mostrou também acoplamentos do
carbono oximetilénico em & 66,2 com os sinais em 6 4,18 (1H, d, J = 12,1 Hz) ¢ 6 4,62

(1H, dd, J=3,2¢e 12,1 Hz).

O espectro de correlacio homonuclear 'H x 'H — COSY (Fig. 60, p. 78) mostrou
correlagdo entre o sinal de hidrogénio em & 4,18
(1H, d, J=12,1 Hz) e o sinal em 6 4,62 (1H, dd, J = 3,2 ( 4,18 \
e 12,1 Hz). Mostrou ainda correlacdes entre o sinal em 4’87H H H 4,62
§ 4,87 (IH, tl, J = 32 Hz), e os sinais em § 4,62 '

(dd, 3,2 e J = 12,1 Hz) e & 3,85 (d, J = 4,1 Hz),

sugerindo acoplamentos tipo pseudo-axial-equatorial

entre eles. Estes sinais sugerem uma unidade

estrutural semelhante a de TTP-6.

Figura 51 — Unidade estrutural de TTP-4

A comparagdo dos dados espectroscopicos de TTP-4, com os de TTP-6 mostrou
o desaparecimento dos dois dupletos atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-11 e o
surgimento de dois sinais em & 5,96 (1H, s) e & 12,19 (1H, s). A semelhanga entre os
dados permitiu propor que se tratava do rotenoide o-toxicarol (Fig. 52), ja isolado de
T. toxicaria. Dados de RMN 'C da literatura ddo suporte 2 proposicdo estrutural
(ANDREI et al., 1997). Correlacdes vistas no espectro de correlagdo heteronuclear
'H x ®C - HMBC (Fig. 62, p. 79), onde verificou-se correlacdes a duas (ZJ) e trés
ligagdes (°J) reforcaram a proposta estrutural (Tab. 08, p. 74).
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Figura 52 — Estrutura de TTP-4 (a-toxicarol)

Tabela 08 - Dados espectroscopicos de TTP-4 comparados com a literatura (ANDREI et al., 1997) / CDCl;

TTP-4 HMBC LIT.
C SH (mult,J/Hz) §°C s Jen SH s
1a - 104,7 - 104,4
1 6,88 (5) 110,6 C-la;C-2  C-12a; C-4a; C-3 6,86 (s) 110,3
2 - 1443 - 143,9
3 - 150,0 _ 149,6
4 6,47 (s) 101,3 C-4a; C-3 C-la; C-2 6,46 (5) 101,0
4a i 147.,6 ; 1473
p 462(dd.32e 121 Hy) (0, C-6a C-12a; C-4a 4,60 (dd, 12,03 e 3,2 H,y) 66.0
4,18 (d, 12,1 Hey) ’ C-6a C-12a 4,16 (d, 12,0 Heo) ’
6a 4,87 (t, 3,2) 72.2 C-la 4,87 (t,3,2) 71,9
7a - 156,2 - 155,9
8 - 102,0 _ 101,8
9 - 163,1 - 162.8
10 5,96 (s) 98,0 C-9;C-11 C-11a; C-8 5,95 (s) 97.8
11 - 164,8 ; 164,5
11a § 101,4 - 101,2
12 - 194,5 - 194,3
12a 3,85 (d, 4,1) 438 C-la;C-12  C-l1a;C-1; C-4a 3,84 (d, 4,0) 43,51
4 6,56 (d, 10,0) 115,7 C-8 C-6"; C-7a; C-9 6,55 (d, 10,0) 115,4
5 5,47 (d, 10,0) 126,6 Cc-6’ C-7"; C-87; C-8 5,47 (d, 10,0) 1264
6 - 78,6 - 78.3
7 1,38 (s) 28,6 c-6’ C-5 1,37 (s) .
L 1,44 (s) 28.8 c-6’ C-5 1,43 (s) -
OCH;
@ 3,80 (s) 56,6 3,79 (s) .
OCH,
3 3,82 (s) 56,1 3,81 (s) ;
OH 12,19 (s) - 12,19 (s) -
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4.6. Determinacao estrutural de TTP-12

Fracionamentos cromatogréaficos seguidos de tratamento por CLAE do extrato
TTRASEC (Fluxograma 06, p. 149) originou um material amarelo com aspecto de
resina, soluvel em cloroférmio, denominado TTP-12. Seu espectro de massa

(Fig. 66, p. 83) mostrou o pico ion molecular com m/z igual a 410 Da.

Seu espectro de RMN Be - {1H}, obtido em CDCl; (Fig. 68, p. 84), apresentou
23 sinais espectrais. Uma andlise comparativa desses dados com os obtidos no espectro
de RMN °C — DEPT 135° (Fig. 69, p. 85), possibilitou a verificacio do padrio de
hidrogena¢do dos atomos de carbono de TTP-12. Foram observados quatro carbonos
metilicos (CH3), um metilénico (CH,), sete metinicos (CH) e onze de carbonos nio
hidrogenados (C). Os sinais em & 101,3, 109,8, 112,0, 115,5, 128,7 e 128,9 foram
relacionados a carbonos metinicos insaturados; o sinal em & 76,5 a um carbono sp3
oxigenado e hidrogenado; o sinal em & 64,0 a um carbono metilénico também
oxigenado e os sinais em 0 111,3, 109,3 e 108,8, atribuidos a carbonos insaturados néo
hidrogenados e ndo oxigenados. Os cinco sinais — € ndo seis como no O-toxicarol
(TTP-4) — de & 144,1 a 160,9 indicaram a presenga de carbonos sp2 oxigenados; € o
sinal em 0 78,1, indicou a presenca de um carbono sp3 oxigenado ndo hidrogenado. A
semelhanga desses dados com os dos dois compostos anteriormente descritos, permitiu

propor que se tratava de um outro rotenoide.

Verificou-se a presencga do sistema 6’,6’- dimetilcromeno (Fig. 26, p. 57) devido
aos sinais, no espectro de RMN 'H (Fig. 67, p. 84), em & 5,55 e¢ & 6,60 (1H, d,
J = 10,0 Hz) caracteristicos do referido anel. Sinais, no espectro de RMN 13C, em
028,4,028,7,0678,1,0 115,5 ¢ 8 128,9 evidenciaram a proposi¢ao. Observou-se ainda,
dois singletos em 6,57 (1H) e d 6,48 (1H) que foram atribuidos aos hidrogénios H-1 e
H-4, do esqueleto de um rotenoide, respectivamente. Dois dupletos em 6 6,47 ¢ 6 7,73
(1H, J = 9,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-11 do referido flavonoide,

semelhante ao observado em TTP-6 (deguelina).
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O espectro de RMN Be - {IH} mostrou um sinal em & 191,5, caracteristico de
carbonila. A presenca de duas metoxilas foi observada devido aos sinais em & 56,0 e
56,5, que mostraram correlacdes — no espectro HSQC (Fig. 71, p. 86) — com os sinais
em 0 3,81 e 3,73 (3H, s). Este espectro mostrou também correlagdes entre os sinais em
6 28,4 e 8 28,7 com os sinais em & 1,45 ¢ 1,39 (3H, s), respectivamente, que foram
atribuidos as metilas do anel dimetilcromeno. Mostrou também acoplamentos do
carbono oximetilénico em & 64,0 com os sinais em 6 4,50 (1H, dd, J = 12,0e 1,0 Hz) e

4,63 (1H, dd, J=2,5¢ 12,0 Hz).

O espectro COSY (Fig. 70, p. 85) mostrou acoplamento do tipo geminal entre os
hidrogénios em & 4,50 (1H, d, J = 1,0 e 12,0 Hz) e 8 4,63 (1H, dd, J = 2,5 ¢ 12,0 Hz),
ambos com valores das constantes de acoplamento (J) caracteristicos do referido tipo de
acoplamento. Os valores de J observados para o sinal em o 4,57 (1H, dd, J = 1,0 e
2,5 Hz) sugerem acoplamentos entre este e os dois sinais anteriormente citados. Um
sinal centrado em & 4,44 (1H, s), sinal que ndo mostrou correla¢do no espectro HSQC e
que foi atribuido a um sinal de hidrogénio de hidroxila, complementa e possibilita a
determinac¢do da unidade estrutural abaixo:

4 )

4.57 (d, J= 1,0 € 12,0)
m¢1pe25)HI§I{4ﬁ3

(dd, J = 2,5 12,0 Hz)
O
L 0

SJMW
OH
\\¥ O L4ue )

Figura 63 — Unidade estrutural de TTP-12

A anélise dos dados espectroscépicos de TTP-12 e a comparacido destes com os
de TTP-6 (deguelina) mostrou uma pequena diferenca entre as duas estruturas. O
surgimento de um sinal em & 4,44, referente a uma hidroxila, e o desaparecimento do
dupleto em 0 3,85, da deguelina, permitiu propor que se tratava do rotenoide tephrosina
(Fig. 64), ja isolado de T. candida (AHMAD et al., 1999; ANDREI et al., 1997),
T. vogelii (MARSTON; MSONTHI; HOSTETTMAN, 1984) e T. purpurea (KHATRI;
GARG; AGRAWAL, 2009) e ainda ndo isolado de T. toxicaria. Dados de RMN BC da

literatura deram suporte a proposicao estrutural (AHMAD et al., 1999). Correlacdes
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observadas a duas (°J) e trés ligagdes ¢J), no espectro de HMBC (Fig. 72 p. 86),

refor¢aram a proposta estrutural (Tab. 09).

2

\ OCHj J

Figura 64 — Estrutura de TTP-12 (tephrosina)

Tabela 09 - Dados espectroscopicos de TTP-12 comparados com a literatura (AHMAD et al., 1999) / CDCl;

TTP-12 HMBC LIT.
C SH(mult,J/Hz) 3°C  ’Jeu Jen 3H 8 °c
1a i 108.8 i 108.7
1 6,57 (s) 1098 Cla;C2  C4a 6.55 (s) 109,7
2 i 1442 i 14,0
3 i 1514 i 151.2
4 6.48 (s) 1013 C3;C4a  C-la;C2 6.47 (s) 1011
4a i 148.6 i 148.4
¢ 4S04 120e10Hy) oo C-6a C-12a 446(dd,12¢09) g
4,63 (dd, 12,0 e 2,5 H,,) ’ C-6a C-12a 4,63 (dd, 12e2,4) >
6a  457(dd.25e10) 765  C-12a Cla  455(dd,24¢09) 763
7a : 156.8 : 156.6
8 i 109.3 i 109.1
9 . 160.9 i 160.7
10 6.47 (d, 9.0) 1120 €9  C8Clla  644(d.87 1118
11 7.73 (d. 9.0) 128.7 C9:C12  770(d.88) 1285
11a i 1113 i 111
12 i 191.5 i 191,0
12a
o 4,44 (s) 67.6 i 67.4
¥ 6.60 (d. 10,0) 1155 €8  C9C7a 657 101) 1154
5 5.55 (d, 10,0) 1289 c6  CRET ss3@100) 1287
& i 78.1 i 77.9
7 1,45 (3) 28.4 1,44 (s) 28,0
8 1,39 (s) 28,7 1,38 (s) 28,0
OCH;,
o 3,78 (s) 56.0 c2 371 (s) 56.4
OCH,

3) 3,81 (s) 56,5 C-3 3,80 (s) 55,8
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Figura 66 - Espectro de massa de TTP-12
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4.7. Determinacao estrutural de TTP-9

Sucessivos fracionamentos cromatograficos de TTRASEC utilizando silica e
CLAE (item 5.5.5.10. p. 145) originou um sélido amarelo de aspecto cristalino, solivel
em cloroférmio, com faixa de fusdo 133,6 - 134,8 °C denominado TTP-9. Seu espectro

de massa (Fig. 75, p. 90) mostrou o pico fon molecular com m/z igual a 426 Da.

O espectro de RMN 'H de TTP-9, obtido em CDClj; (Fig. 76, p. 90), evidenciou
a presencga do sistema 6°,6” - dimetilcromeno, devido a presenca dos sinais em d 5,47 e
56,51 (1H, d, J = 10,0 Hz). Sinais, no espectro de RMN "°C (Fig. 77, p. 90), em & 28.6,
528,8,878,8,5115,2 ¢ 5 126,8 confirmaram a proposicéo.

O espectro de RMN BC — {'H} mostrou 23 sinais espectrais assim como 0s
demais rotenoides. A comparacio desses dados com os obtidos no espectro de RMN "°C
— DEPT 135° (Fig. 78, p. 91) permitiu a verificacdo de quatro carbonos metilicos (CH3),
um metilénico (CH,), sete metinicos (CH) e onze de carbonos nao hidrogenados (C).
Os sinais em & 98,1, 101,4, 109,6, 115,2 e 126,8, foram relacionados a carbonos
metinicos insaturados; o sinal em & 75,9 a um carbono sp3 oxigenado e hidrogenado;
o sinal em & 63,8 a um carbono metilénico também oxigenado e os sinais em & 110,1,
102,2 e 108,6, atribuidos a carbonos insaturados nao hidrogenados e ndo oxigenados.
Seis sinais de & 144,2 a 164,2 indicaram a presenca de carbonos sp” oxigenados; e 0s

sinais em 0 78,1 e 8 67,0, a carbonos sp3 oxigenados nio hidrogenados.

O espectro de RMN 3C mostrou ainda um sinal em & 195,0 caracteristico de
carbonila; e sinais em & 56,0 e 56,6, referentes a grupos metoxila, que mostraram
correlagdes com os sinais em o 3,82 e 3,75 (3H, s) no espectro de HSQC (Fig. 80,
p. 92). Correlagdes entre os sinais em o 28,6 e 28,8 com os sinais em & 1,36 e 1,43
(3H, s), respectivamente, que foram atribuidos aos sinais das metilas do anel
dimetilcromeno; e correlagdes de um carbono oximetilénico em & 63,8 com os

hidrogénios em 8 4,47 (1H, dd, J = 0,5 e 12,0 Hz) e 4,60 (1H, dd, J = 2,5 ¢ 12,0 Hz).

Um sinal em & 11,63 (1H, s) foi atribuido a uma hidroxila quelatogénica
(OH-11). Foram observados trés sinais em 6 5,97 (1H, s), 0 6,48 (1H, s) € 8 6,72 (1H, s)

e atribuidos aos hidrogénios de anel aromatico H-10, H-4 e H-1, respectivamente.
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Uma unidade estrutural semelhante a de TTP-12 (tephrosina) — Figura 60 — pode
ser proposta para a estrutura de TTP-9. O espectro COSY (Fig. 79, p. 91) mostrou
acoplamento geminal entre os hidrogénios em 6 4,47 (1H, dd, J = 0,5 ¢ 12,0 Hz) e
4 4,60 (1H, dd, J = 2,5 e 12,0 Hz). Observou-se ainda um sinal em o 4,54 (1H, d,
J = 1,5 Hz). Um sinal em 8 4,17 (1H, s), que ndo mostrou correlacdo no espectro de
HSQC, foi atribuido a sinal de hidrogénio de hidroxila. Esses dados confirmam a

presenca da estrutura parcial sugerida.

A avaliagdo dos dados espectroscopicos de TTP-9 e a comparacdo destes com os
de TTP-4 (o-toxicarol) mostraram uma pequena diferenca entre as duas estruturas. O
surgimento de um sinal em d 4,17 (1H, s), referente um sinal de hidrogénio de hidroxila,
e o desaparecimento do dupleto em & 3,85 (H-12a), do a-toxicarol, permitiram propor
que se tratava do também rotenoide 12a-hidroxi-o-toxicarol, ja isolado de 7. toxicaria
(JANG et al., 2003). Dados de RMN C da literatura corroboram com a proposta
(ANDREI et al., 1997). Correlagdes vistas no espectro de HMBC (Fig. 81, p. 92), a
duas (°J) e trés ligagdes ) refor¢aram a proposi¢ao estrutural (Tab. 10, p. 89).

Figura 73 — Estrutura de TTP-9 (12a-hidroxi-a-toxicarol)
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Tabela 10 - Dados espectroscopicos de TTP-9 comparados com a literatura (ANDREI et al., 1997) / CDCl;

TTP-9 HMBC LIT.
C 3 H (mult., J / Hz) 33 e e SH 8 °C
1a - 108,6 - 108,4
1 6,72 (s) 109,6 C-la; C-2 C-12a; C-3 6,72 () 109,4
2 - 1442 - 144,1
3 - 151,5 - 1514
4 6,48 (s) 1014 C-4a;C-3 C-la; C-2 6,49 (s) 1012
4a § 1485 - 148 .4
¢ 400(dd 120e25H,) o C-6a C-12a;C-4a 461 (dd, 12024 Hy) o
4,47 (dd, 12,0 ¢ 0,5 He,) ’ C-6a C-12a 4,54 (dd, 12,0 ¢ 0,8 He,) ’
6a 4,54 (d, 1,5) 759 C-6;C-12a  C-la; C-12 4,48 (dd, 2,4 € 0,8) 75,7
7a - 155,7 - 155,5
8 - 102,2 - 102,0
9 - 163,7 - 163,6
10 5,97 (s) 98,1 Cc9 C-8; C-11a 5,98 () 98,0
11
(O 11,63 (s) 1642 11,61 (s) 164.0
11a - 100,1 . 99,9
12 - 195,0 - 194.8
12a .

(OH) 4,17 (s) 67.0 C-12a C-la; C-12 - 66,7
4 6,51 (d, 10,0) 1152 C-8 C-7a; C-9; C-6’ 6,52 (d, 10,0) 115.1
5 5,47 (d, 10,0) 126,8 Cc-6’ C-7’;C-8 5,47 (d, 10,0) 126,6
6’ - 78,8 - 78,6
v 1,36 (s) 28,6 Cc-6° C-5° 1,37 (5) -
L 1,43 (s) 28.8 C-6’ C-5 1,44 (s) -

OCH,

@ 3,75 (s) 56,6 Cc-2 3,77 (s) -

OCH,

3 3,82 (s) 56,0 C-3 3,83 (s) §

BN

OCH; OCH;
m/z 426 OCH3

. ‘ o
i\> HO
OCH;
X
= OH

HO

m/z 208

OCH;

Figura 74 — Proposta de fragmentacdes de massa de TTP-9
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4.8. Determinacao estrutural de TTP-3

Tratamentos cromatograficos sucessivos em gel de silica de TTVEC
(item 5.5.4.5. p. 135) forneceram um sélido amorfo amarelo, solivel em cloroférmio,
denominado TTP-3 e apresentou faixa de fusdo de 219,8 - 221,6 °C . Seu espectro de

massa (Fig. 85, p. 96) mostrou o pico ion molecular com m/z igual a 408 Da.

O seu espectro na regido do infravermelho (Fig. 89, p. 97) apresentou uma
absor¢do em 3435 cm! (Vo.n), sugerindo a presenca de hidroxila (vo.5); uma banda em
2931 cm™ relativa a deformacdo axial assimétrica de ligagdo Cyp3-H; uma banda de
absorcdo forte em 1658 cm™, referente a deformacio axial da ligagio C=0, sugerindo a
presenca de carbonila a,f-insaturada (Vc-o); as bandas em 1577, 1513 e 1451 cm’!
referentes a deformacgdo axial de ligagdo C=C de anel aromético (Vc=c); uma banda em

1155 cm'l, caracteristica de deformacao axial de ligacdo C-O (vc.o).

O espectro de RMN °C — {'H}, obtido em CDCl; (Fig. 88, p. 97), mostrou 22
sinais espectrais. A andlise comparativa com o espectro de RMN °C — DEPT 135°
(Fig. 90, p. 98) permitiu a verificacao da existéncia de quatro carbonos metilicos (CH3),
um carbono metilénico (CH,), cinco carbonos metinicos (CH) e, portanto, doze dtomos
de carbonos nao hidrogenados (C). Os sinais em & 100,8; 100,9; 110,2; 114,6 e 128,0
foram atribuidos a carbonos hidrogenados insaturados; os em & 101,3; 106,2; 110,0;
111,1; 144,5; 146,5; 149,5; 151,1; 157,0; 159,6 e 162,6 a atomos de carbonos
insaturados e ndo hidrogenados; e o sinal em & 78,3 a um carbono sp3 oxigenado, ndo

hidrogenado.

A atribui¢do do sinal em & 179,6 a um sinal de carbonila seguiu a teoria do
deslocamento quimico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Os sinais entre & 144,5 e
162,6 indicaram a presenca de sete dtomos de carbonos sp> oxigenados. Observou-se
ainda dois sinais, em 0 56,2 e d 56,6, caracteristicos de carbonos sp3 oxigenados de
grupos metoxila, que mostraram correlacdo com os sinais em 0 3,89 e 3,96 (3H, s), no
espectro de HSQC (Fig. 91, p. 98). O espectro mostrou ainda correlagdes entre o sinal
de carbono em 6 28,4 ¢ o sinal de hidrogénio em 6 1,48 (6H, s), correspondendo, assim,
a duas metilas quimicamente e magneticamente equivalentes. Esta informagao associada

a presenga de dois sinais em & 5,60 e 8 6,64 (1H, d, J = 10,0 Hz), caracteristicos de
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hidrogénios olefinicos acoplados entre si em posicao cis, € dos sinais — no espectro de
RMN "°C — em & 78,3 (C), 128,0 (CH) e 114,6 (CH) permitiu sugerir a presenca do

esqueleto 6°,6’- dimetilcromeno em TTP-3.

Uma correlagdo, vista no espectro de HSQC, entre o sinal de carbono em 8 65,0
e o sinal de hidrogénio em & 5,00 (2H, s), confirmou o padrdo de hidrogenagdo deste

carbono observado no espectro de RMN "°C - DEPT 135°.

No espectro de RMN 'H (Fig. 86, p. 96), foi observado um sinal em & 13,00
(1H, s) caracteristico de sinal de hidroxila quelatogénica; e trés sinais em 8 6,30, 8 6,57

e 0 8,28 (1H, s) atribuidos a hidrogénios de sistemas aromaticos.

O espectro de correlagdo heteronuclear 'H x BC - HMBC (Fig. 92, p. 99),
mostrou correlagio entre o sinal em & 8,28 (1H, s) e os carbonos em & 144, 5 (21), 111,0,
146,5 e 149,5 ('J); entre o sinal 8 6,57 (1H, s) e os carbonos em § 146,5 e 149,5 (°J),
110,2 e 144.,5 (3J). Mostrou ainda correlagdes entre os sinais em 0 3,89 e 3,95 (3H, s) e
os carbonos em & 149,5 e & 144,35, respectivamente. Essas correlagdes sugerem a

presenca de um anel aromaético 2,3,5,6-tetrassubstituido, como o mostrado na Figura 82.

Figura 82 - Estrutura do anel aromatico 2,3,5,6 - tetrassubstituido de TTP-3

A partir dos dados obtidos, foi possivel propor na estrutura de TTP-3 a presenca
de um sistema do tipo 6°,6’-dimetilcromeno, um grupo metilénico oxigenado, uma
hidroxila quelatogénica, um anel aromatico 2,3,5,6-tetrassubtituido com a presenca de
duas metoxilas, uma carbonila ¢ f-insaturada e 8 carbonos spz. Estes dados, associados
a ocorréncia comum de flavonoides do tipo rotenoides, no género Tephrosia,

permitiram sugerir que se tratava de mais um deles.
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A confirmagdo da estrutura foi realizada com base nas correlagdes observadas
no espectro de HMBC e ainda por comparac¢ao dos dados obtidos com os do rotenoide

6a,12a-desidro-o-toxicarol (Fig. 83) citados na literatura (ANDREI et al., 1997).

\ OCH, J

Figura 83 — Estrutura de TTP-3 (6a,12a-desidro-a-toxicarol)

Tabela 11 - Dados espectroscopicos de TTP-3 comparados com os da literatura (ANDREI et al., 1997) / CDCl;

TTP-3 LIT.
C SHmult.,J/Hz) 8°C  *Jeu Mcn SH e
1a - 110,0 ] 109,9
1 8,28 (5) 110,2 C-2 C-12a; C-4a; C-3 8,26 (s) 109,7
2 - 144,5 ; 1442
3 - 149,5 - 149,2
4 6,57 (5) 100,9 C-4a; C-3 C-la; C=2 6,54 (s) 100,5
4a - 146,5 ; 146,3
6 5,00 (s) 65,0 C-6a C-12a; C-4a 4,98 (s) 64,7
6a - 157,0 _ 156,8
7a - 151,1 - 150,9
8 - 101,3 - 101,1
9 - 159,6 ; 159,3
10 6,30 (s) 100,8 6,28 (5) 100,6
11 - 162,6 - 162,3
11a - 106,2 _ 106,0
12 - 179,6 ; 179,3
12a - 111,0 - 110,8
& 6,64 (d, 10,0) 114,6 Cc-6 6,62 (d, 10,0) 114,4
5 5,60 (d, 10,0) 1280  C-6 C-8 5,59 (d, 10,0) 127,7
6’ - 78,3 ; 78,1
Te8 1,48 (s) 28,4 C-6 C-5’ 1,47 (s) -
OCH; (2) 3,95 (s) 56,6 C-2 3,87 (5) §
OCH; (3) 3,89 (s) 56,2 C-3 3,94 (s) -

OH 13,00 (s) - 12,99 (s)
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4.9. Determinacao estrutural de TTP-10

TTP-10 apresentou-se como um sélido amarelo de aspecto cristalino, solivel em
cloroférmio, com faixa de fusio 213,6 - 215,1 °C. A amostra foi obtida do
fracionamento cromatografico de TTRASEC por CLAE (item 5.5.5.10. p. 145). Seu

espectro de massa (Fig. 98, p. 103) mostrou pico ion molecular com m/z igual a 410 Da.

O espectro de RMN "°C — {'H} (125 MHz, CDCl;, Fig. 100, p. 104) também
mostrou 23 sinais espectrais, assim como o0s outros rotenoides. A andlise comparativa
desses dados com os obtidos no espectro DEPT 135° (Fig. 101, p. 105) permitiu a
verificacdo de trés carbonos metilicos (CHj3), trés metilénicos (CH;), seis metinicos
(CH) e, portanto onze carbonos nao hidrogenados (C). Baseado na teoria do
deslocamento quimico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000) foi possivel atribuir o sinal
em O 193,8 a um carbono carbonilico. Os sinais em 6 92,1, 101,4 ¢ 110,9 foram
relacionados a carbonos metinicos insaturados; os sinais em & 88,4 e 6 72,0 a carbonos
sp> oxigenados e hidrogenados; o sinal em & 66,3 a um carbono metilénico também
oxigenado e os sinais em 8 101,5, 104,3 e 105,0, atribuidos a carbonos insaturados néo
hidrogenados e ndo oxigenados. Seis sinais de 6 144,4 a 169,6 indicaram a presenca de

carbonos sp” oxigenados.

O espectro de RMN 'H (Fig. 99, p. 104) mostrou um sinal em & 12,42 (1H, s),
caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelatogénica. Mostrou ainda dois singletos
em 0 3,82 e 9 3,79, que correlacionaram no espectro de HSQC (Fig. 103, p. 106) com os
sinais em 8 56,1 e & 56,7. A semelhanga desses valores com outros de compostos ji
descritos permitiu sugerir que se tratava das metoxilas ligadas aos carbonos C-2 e C-3
do esqueleto de um rotenoide. Sinais centrados em & 6,87 ¢ & 6,46, referentes aos
hidrogénios aromdticos H-1 e H-4, possibilitaram a proposta de um anel aromético
2,3,5,6-tetrassubstituido (Fig. 39, p. 66), unidade estrutural ja vista nas demais
estruturas. Este espectro mostrou ainda acoplamentos do carbono oximetilénico em
d 66,3 com os sinais dos hidrogénios em & 4,17 (1H, d, J = 12,0 Hz) e & 4,59
(1H, dd, J = 3,0 e 12,0 Hz). Um outro grupamento metilénico foi confirmado pelas
correlagdes dos sinais de hidrogénio em & 2,86 (1H, dd, J = 8,0 ¢ 15,0 Hz) e & 3,24
(1H, dd, J=9,5 € 15,0 Hz) com o sinal de carbono em 6 30,8.
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O sinal em & 1,75 (3H, s), que correlacionou com o carbono em & 17,3,
confirmou a presenca de uma metila. As correlagdes dos sinais em & 5,06 (1H, s) e
04,93 (1H, s) com o sinal em & 112,8 evidenciaram a presencga de um carbono olefinico

terminal em TTP-10. A auséncia dos dupletos com J de 10 Hz caracteristicos da

presenca do sistema dimetilcromeno nos levou a propor uma ( \
outra unidade estrutural como substituinte prenilico para o
esqueleto do rotenoide. Correlagdes vistas no espectro de HMBC
(Fig. 104, p. 106) permitiram sugerir a preseng¢a de um sistema

isoprenilfuranico (Fig. 94), anel freqiientemente encontrado em

compostos flavonoidicos que ocorrem em plantas do género

Tephrosia (LIMA, 2005).

Figura 94 - Sistema isoprenilfuranico

Correlagdes entre o hidrogénio metilénico em 6 2,86 com os carbonos em & 88,3
D), 104,3 J) e 143,2 (CJ); e entre o hidrogénio em 0 3,24 e os carbonos em d 88,3 D,
104,3 (%)), 143,2 (), 156,5 (J) e 169,6 (°J). Tais correlagdes confirmam a sugestdo da

unidade estrutural proposta. Outras correlagdes sdo mostradas na Tabela 12 (p. 103).

Figura 95 — Correlacdes de HMBC dos hidrogénios metilénicos (H-4")

Uma unidade estrutural semelhante a de TTP-4 (a-toxicarol) — Figura 52, p. 74 —
pdde ser proposta para TTP-10. O espectro COSY (Fig. 102, p. 105) mostrou
acoplamento geminal entre os hidrogénios centrados em & 4,59 (1H, dd, J = 3,0 e
12,0 Hz) e 8 4,17 (1H, d, J = 12,0 Hz). Foi observado também um tripleto em 06 4,88
(1H, J = 3,0 Hz), e um dupleto em 6 3,85 (1H, J = 4,0 Hz).

A andlise dos dados espectroscopicos de TTP-10, aliada a comparacdo dos
mesmos com dados descritos na literatura (BLATT et al., 2002; DAGNE; YENESEW;

WATERMAN, 1989), permitiram afirmar que se tratava do rotenoide sumatrol, ja
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isolado de T. toxicaria (JANG et al., 2003). Correlacdes vistas no espectro de HMBC a
duas (°J) e trés ligacoes (J) ddo suporte a proposta estrutural. No entanto, observou-se
uma diferenca no assinalamento dos carbonos 11 e 9 descritos na literatura. A andlise
detalhada do espectro de HMBC permitiu a atribuicio de forma inequivoca dos
deslocamentos para estes carbonos. O acoplamento do hidrogénio hidroxilico (& 12,42)
com o carbono em & 166,4 confirma este valor para C-11, ao invés de 6 169,7. O
acoplamento de H-4* (& 3,24) a trés ligacdes (3J) com o carbono em 169,6 permitiu

confirmar que esse era o carbono C-9, ¢ ndo & 166,4 (Tab. 12, p. 103).

K OCHj, /

Figura 96 — Estrutura de TTP-10 (sumatrol)
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Figura 97 - Proposta de fragmentacdes de massa de TTP-10
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Tabela 12 - Dados espectroscopicos de TTP-10 comparados com os da literatura / CDCl;

TTP-10 LIT.! LIT.

C 8 H (mult., J / Hz) e A Mcn SH e

1a - 105,0 ] 105,0

1 6,87 (5) 110,9  C-la;C-2 C-12a; C-3 6,86 () 110,6

2 - 144.4 ; 1443
3 . 150,1 _ 150,0

4 6,46 (5) 101,4  C-4a; C-3 C-la; C-2 6,46 (s) 101,3

4a - 147.6 _ 147,6

¢ 4.59(dd, 12.0e3.0Hy) C-6a C-12a;C-4a  4.59(dd, 122e28Ha)

4,17 (d, 12,0 Heo) : C-6a C-12a 4,15 (d, 12,2 Hey) ’

6a 4,88 (t, 3,0) 72,0 4,88 (t, 3,6) 72,1
7a - 156,5 ) 156,6

8 . 104,3 _ 104,5

9 - 169,6 - 166,4

10 6,02 (s) 92,1 C-9; C-11 C-11a; C-8 6,01 (s) 923
11 (OH) 12,42 (s) 166,4 C-11 C-10; C-11a 12,40 (s) 169,7
11a - 101,5 _ 101,6
12 - 193,8 ; 194,0
12a 3,85 (d, 4,0) 44,0  C-12;C-la C-11a; C-1 3,84 (d, 3,6) 44.0

, 2,86 (dd, 15,0 € 8,0) . o 2,85 (dd, 15,9 ¢ 8,3)

4 324(dd. 15.0e95) 09 CCE8 CORCTRCY s 44 15998 000

5 5,20 (t, 8,5) 88,4 Cc-7 5,20 (t, 8,3) 88,5

6 - 143,2 ) 1433

, 4,93 (s) e 4,93 (s)

7 506 (5) 112,8 C-8;C-5 506 (5) 113,1

8 1,75 (s) 17,3 C-6’ C-5";C-T’ 1,75 (s) 17,4
OCH;(2) 3,79 (s) 56,7 C-2 3,79 (s) 56,7
OCH;(3) 3,82 (s) 56,2 C-3 3,82 (s) 56,2

' DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989

2BLATT et al., 2002
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4.10. Determinacao estrutural de TTP-11

Sucessivas separagdes em gel de silica e por CLAE do extrato TTRASEC
conduziram ao isolamento de um composto s6lido amarelo de aspecto amorfo, solivel
em cloroférmio, com faixa de fusdo 152,2 - 153,7 °C denominado TTP-11
(item 5.5.5.12., p. 147). O seu espectro de massa (Fig. 107, p. 109) mostrou o pico fon

molecular com m/z igual a 410 Da.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;, Fig. 108, p. 110) de TTP-11 mostrou
dois sinais em 0 2,94 e o 3,29 (1H, dd, J = 9,0 e 16,0 Hz), que correlacionaram no
espectro de HSQC (Fig. 112, p. 110) com o sinal de carbono em & 31,4 ppm. Mostrou
ainda sinais em & 1,76 (3H, s), 6 4,94 (1H, s) e 5,07 (1H, s); e um tripleto em & 5,24
(1H, J = 9 Hz). Esses sinais sugerem a presenca de um sistema isoprenilfuranico

(Fig. 94, p. 101) semelhante ao de TTP-10 (sumatrol).

Seu espectro de RMN °C — {'H} (Fig. 109, p. 110) também mostrou 23 sinais
espectrais, assim como os outros rotenoides. O padrdo de hidrogenag¢do dos mesmos foi
verificado pela andlise do espectro bidimensional HSQC. O sinal em
0 191,3 foi atribuido a um carbono carbonilico; sinais em & 101,4, 105,5, 110,0 e 130,3
foram relacionados a carbonos metinicos insaturados; em & 76,4 ¢ & 88,2 carbonos sp3
oxigenados e hidrogenados; o sinal em & 64,1 a um carbono metilénico também
oxigenado; e os sinais em 6 109,1, 112,0 e 113,4, atribuidos a carbonos insaturados néo
hidrogenados e ndo oxigenados. Cinco sinais de & 144,4 a 168,3 indicaram a presenga

2 .
de carbonos sp~ oxigenados.

O espectro de RMN '"H mostrou ainda dois sinais em & 6,55 (1H, s) e
0 6,49 (1H, s), sinais atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-4, respectivamente, do
esqueleto de um rotenoide. Dois dupletos em & 6,54 ¢ & 7,83 (1H, J = 8,5 Hz) foram
atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-11 do referido flavonoide, semelhante ao
observado em TTP-6 (deguelina). Dois singletos em & 3,82 e & 3,79, que
correlacionaram no espectro de HSQC com os sinais em & 56,1 ¢ 8 56,7 foram
atribuidos as metoxilas ligadas aos carbonos C-2 e C-3. Esses sinais possibilitaram a
proposta de um anel aromdtico 2,3,5,6-tetrassubstituido (Fig. 39, p. 66) como o

proposto para as demais estruturas.
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Foi proposta uma unidade estrutural semelhante a de TTP-12 (Fig. 64, p. 82)
devido a presenga dos sinais em 6 4,50 (1H, d, J = 12,0), § 4,61 (1H, dd, J = 2,5 e 12,0),
64,59 (m) e 8 4,46 (s). O espectro COSY (Fig. 110,p. 111) confirmou os acoplamentos.

A avaliacdo dos dados espectroscopicos de TTP-11 e a comparagao destes com
os de TTP-6 (sumatrol) mostraram uma pequena diferenca entre as duas estruturas. O
surgimento dos dupletos em & 6,54 ¢ 7,83 e o desaparecimento do sinal referente a
hidroxila quelatogénica, do sumatrol; o desaparecimento do dupleto em & 3,85
acompanhado do surgimento de um sinal em o 4,46 (1H, s), permitiram propor que se
tratava do também rotenoide 12a-hidroxirotenona, isolado de 7. uniflora (ABREU;
LUIS, 1996), T. pentaphylla (DAGNE; YENESEW; WATERMAN, 1989), T. candida
(PARMAR, et al., 1988) e ainda ndo isolado de T. toxicaria. Dados de RMN "°C da
literatura corroboram com a proposta (PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2002).
Correlagdes vistas no espectro de HMBC (Fig. 112, p. 112), a duas (*J) e trés ligacdes
(*J), reforcaram a proposicgdo estrutural (Tab. 13, p. 109).
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Figura 106 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-11
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Tabela 13 - Dados espectroscopicos de TTP-11 comparados com os da literatura

(PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2002)/ “CDCl;

TTP-11 LIT.
C 8 H (mult., J / Hz) 5 C o Jen SH s8¢
1a - 109,1 - 108,7
1 6,55 () 110,0 C-la;C-=2 C-12a; C-3 6,55 (5) 109,3
2 - 144,1 - 143,9
3 - 151,5 ; 151,1
4 6,49 (s) 101,4 C-4a; C-3 C-la; C-2 6,48 (5) 101,0
4a - 148,7 ; 1483
¢ 4,50 (d, 12,0 Hey) 611 C-6a C-12a 4,50 (m) 63.8
4,61 (dd, 12,0 e 2,5 H,)) : C-6a C-4a 4,62 (m) ’
6a 4,59 (m) 76.4 4,58 (m) 76,0
7a - 157.9 - 157.7
8 - 113.4 ; 1132
9 - 168,3 ; 168,0
10 6,54 (d, 8,5) 105,5 Cc9 C-11a; C-8 6,53 (d, 8,5) 105,3
11 7.83 (d, 8,5) 130,3 C-9; C-12 7,82 (d, 8.,5) 130,1
11a . 112,0 ; 1117
12 - 191,3 ] 191,1
12a 4,46 (s) 67.8 C-12a C-2 ; 67.5
(OH) 9 9 b
, 2,94 (dd, 16,0 € 9,0) . e oo 2:94(dd, 16€9)
4 329(dd. 160e90) b4 CCE8 CORCTRCI g 44 16e9) bl
5 5,24 (t, 9,0) 88,2 C-6° C-7; C-8’ 5,24 (t, 9,0) 87.9
6’ - 143.1 - 142.8
7 4,94 (s) e & O 4,94 (s)
507 (5 112,8 C-6 C-5;C-8 5.07 (5 112,7
L 1,76 (s) 17.3 Cc-6’ C-5:C-7 1,76 (s) 17.1
OCH,
@ 3,73 (s) 56,7 C-2 3,72 (s) 56,3
OCH;
3 3,83 (s) 56,1 C-3 3,82 (s) 55,8
/ - - \
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Figura 110 - Espectro bidimensional de correlacio homonuclear 'H x '"H — COSY de TTP-11
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4.11. Determinacao estrutural de TTP-8

Obtido por vérios fracionamentos cromatograficos de TTRASEC em gel de
silica e por CLAE (item 5.5.5.12. p. 147), TTP-8 mostrou-se como um sélido
alaranjado, de aspecto amorfo, solivel em cloroférmio. O seu espectro de massa

(Fig. 115, p. 116) mostrou o pico ion molecular com m/z igual a 426 Da.

O seu espectro de RMN °C — {'H} (125 MHz, CDCl;, Fig. 117, p. 116) também
mostrou 23 sinais espectrais, assim como 0s demais rotenoides. A comparacdo desses
dados com os obtidos no espectro DEPT 135° (Fig. 118, p. 117) permitiu verificar a
existéncia de trés carbonos metilicos (CH3), trés metilénicos (CH,), seis metinicos (CH)
e portanto onze carbonos nao hidrogenados (C). O sinal em & 194,4 foi atribuido a um
carbono carbonilico; sinais em & 92,5, 101,4 e 109,7 foram relacionados a carbonos
metinicos insaturados; em 0 75,8 e & 88,7 carbonos sp3 oxigenados e hidrogenados; o
sinal em & 63,9 a um carbono metilénico também oxigenado; e os sinais em o 100,2,
105,0 e 109,0 atribuidos a carbonos insaturados nao hidrogenados e nao oxigenados.

Seis sinais de & 144,4 a 170,4 indicaram a presenca de carbonos sp” oxigenados.

Seu espectro de RMN 'H (Fig. 116, p. 116) mostrou dois sinais em & 2,84 e
03,20 (1H, dd, J = 9,5 e 15,0 Hz), que mostraram correlagdes com o carbono em & 30,8
ppm, no espectro de HSQC (Fig. 120, p. 118); sinais em & 1,74 (3H, s), 6 4,93 (1H, s) e
5,05 (1H, s); e um tripleto em & 5,20 (1H, J = 8,5 Hz), sinais que sugeriram a presenca

do sistema isoprenilfuranico (Fig. 94, p. 101) semelhante ao de TTP-10 (sumatrol).

O espectro de RMN "H mostrou ainda um sinal em & 11,83 (1H, s), atribuido a
hidrogénio de hidroxila quelatogénica; sinais em o 3,76 e & 3,83 (3H, s), que
correlacionaram no espectro de HSQC com os sinais em & 56,7 e & 56,2,
respectivamente, atribuidos as metoxilas ligadas aos carbonos C-2 e C-3 de um
rotenoide. Foi proposto um anel aromético 2,3,5,6-tetrassubstituido (Fig. 39, p. 66),
semelhante ao dos demais rotenoides, € os sinais em 0 6,49 e & 6,71, atribuidos aos
hidrogénios aromaticos H-1 e H-4. O espectro de HSQC mostrou também acoplamentos
do carbono oximetilénico em & 63,9 com os hidrogénios em 6 4,47 (1H, d, J = 12,0 Hz)

e 04,58 (1H, dd, J =2,5 e 12,0 Hz).
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Uma unidade estrutural semelhante a de TTP-12 (Fig. 64, p. 82) foi proposta
devido a presenga dos sinais em & 4,47 (1H, d, J = 12,0 Hz), 6 4,58 (1H, dd, J =25 ¢
12,0 Hz), 6 4,55 (sl) e 8 4,18 (s).

A andlise dos dados espectroscépicos de TTP-8 e a comparacdo destes com os
de TTP-11 (12a-hidroxirotenona) mostraram uma pequena diferenca entre as duas
estruturas. O desaparecimento dos dupletos em & 6,54 ¢ 7,83 — de TTP-11 — ¢ o
surgimento do sinal da hidroxila quelatogénica permitiram propor que se tratava do
também rotenoide villosinol, ainda néo isolado de T. foxicaria. Dados de RMN 'H da
literatura corroboram com a proposta (KRUPADANAM et al., 1977). Correlagdes
vistas no espectro de HMBC (Fig. 121, p. 118), a duas (°J) e trés ligacdes (J),
reforcaram a proposicdo estrutural (Tab. 14, p. 115). Seus dados de RMN "°C estdo

sendo descritos pela primeira vez.

- B

2

K OCH,8 J

Figura 113 - Estrutura de TTP-8 (villosinol / 12a-hidroxisumatrol)
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Tabela 14 - Dados espectroscopicos de TTP-8 comparados com a literatura (KRUPADANAM et al., 1977)/DMSO-d;

TTP-8 HMBC LIT.
C 8 H (mult., J / Hz) e Jeu *Jen SH
1la - 109,0 -

1 6,71 (s) 109,7 C-1a;C-2  C-12a;C-3 6,40 (s)
2 - 144 .4 -
3 - 151,6 -
4 6,49 (s) 101,4 C-3;C4a C-la; C-2 6,12 (s)
4a - 148,7 -
4,47 (d, 12,0 H) C-12a
6 458 (dd, 12,0 2.5 Hy) 7 C-6a C-12a 4.42
6a 4,55 (sl) 75,8 5,52(m)
7a - 156,1 -
8 - 105,0 -
9 - 170,4 -
10 6,04 (s) 92,5 C-11;C9  C-8;C-1la 5,97 (s)
11 (OH) 11,83 (s) 166,1 12,30 (s)
11a - 100,2 -
12 - 194,4 -
12a (OH) 4,18 (s) 67,1 C-12a C-6a 7,36 (sl)
, 2,84 (dd, 15,0 € 7,5) . e 2,74 (q)
4 320 (dd. 15.0 6 9.5) 308 C55C8 C65CTuCY  Fg @
5 5,20 (t, 8,5) 88,7 C-7 4,42
6’ - 143,1 -
7 4,93 (s) -
5,05 (5) 113,2 C-5 5,52
8 1,74 (s) 17,3 C-6’ C-5°;C-T 1,66 (s)
OCH;3(2) 3,76 (s) 56,7 C-2 3,66 (s)
OCH;(3) 3,83 (s) 56,2 C-3 3,44 (s)
%
(0]
|
HO
OCH;
OCH;
m/z 208

Figura 114 — Proposta de fragmentagdes de massa de TTP-8
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4.12. Determinacio estrutural de TTP-2

Tratamentos cromatograficos sucessivos em gel de silica de TTVEC
(item 5.5.4.4., p. 134) forneceram um sdlido cristalino - em forma de agulhas - incolor,

soluvel em cloroférmio, denominado TTP-2.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de TTP-2 (Fig. 123, p. 121), mostrou
sinais em & 5,36 (1H, d, J = 4,8 Hz) e 8 3,53 (1H, sep). Esses sinais sdo caracteristicos
dos hidrogénios H-6 e H-3, respectivamente, presentes nos esteroides sitosterol e
estigmasterol. Mostrou ainda, sinais em & 5,14 (dd) e & 5,03 (dd) dos hidrogénios
vinilicos do estigmasterol (H-22 e H-23, respectivamente); e sinais entre & 0,70 e 2,30,

atribuidos a hidrogénios metilicos e metilénicos do nicleo esteroidal.

O espectro de RMN °C - {'H} (125 MHz) de TTP-2, obtido em CDCl;
(Fig. 125, p. 122) apresentou 40 sinais espectrais. Os sinais em 0 141,0 e 121,9 foram
atribuidos aos carbonos da ligacdo dupla existente entre C-5 e C-6 dos esteroides
citados. Em & 138,5 e 129,5 observou-se sinais caracteristicos da ligacdo dupla entre
C-22 e C-23 do estigmasterol. Observou-se ainda um sinal em & 72,0 atribuido ao
carbono carbindlico C-3. A andlise comparativa com o espectro de RMN '°C — DEPT
135° (Fig. 126, p. 122) permitiu identificar o padrao de hidrogenacdo dos dtomos de

carbono presentes nas estruturas dos dois esteroides (Tab. 15, p. 120).

A identificacdo da estrutura de TTP-2 foi realizada pela comparagao dos dados
obtidos com dados da literatura para a mistura esteroidal composta pelos esteroides

sitosterol e estigmasterol (GOAD, 1991), como mostrado na Tabela 15.

A verifica¢do da proporg¢do relativa dos esteroides sitosterol e estigmasterol em
TTP-2 pode ser prevista através das integracdes dos sinais referentes aos hidrogénios
olefinicos exclusivos de cada metabdlito. A razdo entre os esteroides se dé através dos
valores de integracao (0,35 H) dos hidrogenios olefinicos H-22 e H-23 do estigmasterol,
exclusivos deste esteroide. A metade de 0,356 (0,178) representa um préton do
estigmasterol. Subtraiu-se o valor 0,178 de 1,000 (H-6) e obteve-se 0,822,
correspondente a um préton da molécula do sitosterol. As intensidades relativas
permitiram deduzir que a mistura esteroidal contém aproximadamente 18% de

estigmasterol e 82% de sitosterol.

119



Capitulo 4 — Determinagdo Estrutural

Tabela 15 — Comparacio dos dados de RMN “C - BB de TTP-2 com os dos esteroides

sitosterol e estigmasterol (GOAD, 1991)

Sitosterol Estigmasterol
C DEPT TTP-2 LIT. TTP-2 LIT.
1 CH, 37,5 37,3 37,5 37,3
2 CH, 31,9 31,6 31,9 31,7
3 CH 72,0 71,7 72,0 71,8
4 CH 42,5 423 42,5 42,4
5 C 141,0 140,8 141,0 140,8
6 CH 121,9 121,6 121,9 121,7
7 CH, 32,1 31,9 32,1 31,9
8 CH 32,1 31,9 32,13 31,9
9 CH 50,4 50,2 50,4 50,2
10 C 36,4 36,5 36,7 36,6
11 CH, 21,3 21,1 21,3 21,1
12 CH, 40,0 39.8 39,9 39,7
13 C 42,5 423 42,5 424
14 CH 57,1 56,8 57,0 56,9
15 CH, 24.5 243 24,5 244
16 CH, 28,4 28,3 29,1 29,0
17 CH 56,3 56,1 56,3 56,1
18 CH; 12,1 11,9 12,2 12,1
19 CH; 19,6 19,4 19,6 19,4
20 CH 36,3 36,2 40,7 40,5
21 CH; 19,0 18,8 21,3 21,1
22 CH,/CH 342 33,9 138.,5 138,4
23 CH,/CH 26,3 26,1 129,5 129,3
24 CH 46,1 45,9 51,5 51,3
25 CH 29,4 29,2 32,3 31,9
26 CH; 19,0 19,8 21,4 21,3
27 CH; 19,3 19,1 19,2 19,0
28 CH, 23,3 23,1 25,6 25,4
29 CH; 12,3 12,3 12,3 12,3

[

/\ sitosterol

5,22
JAN estigmasterol

o)

Figura 122 - Estruturas dos componentes da mistura TTP-2
(sitosterol e estigmasterol)
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4.13. Determinacio estrutural de TTP-7

O tratamento com acetona da fracio TTRASEA (item 5.5.5.6. p. 141), forneceu

um material s6lido amorfo branco, solivel em piridina que foi denominado TTP-7.

Seu espectro de RMN 'H (Fig. 128, p. 125), obtido em CsDsN, mostrou, além de
sinais referentes a hidrogénios de sistema esteroidal, entre & 0,69 - 2,74; sinais
caracteristicos de hidrogénios de natureza glicosidica, entre & 3,99 - 5,06 ppm,
permitindo propor a glicose como sendo o monossacarideo ligado a estrutura esteroidal.
Um sinal em & 5,06 (1H, sl, H-1), diaxial entre H-1" ¢ H-2’, permitiu a atribui¢do
inequivoca da configuragdo P da glicose. Observou-se ainda um sinal em & 5,38 (sl),

caracteristico do hidrogénio olefinico H-6 do esteroide sitosterol.

( wo oy b )

O espectro de RMN °C — {'H} de TTP-7 (Fig. 129, p. 125) apresentou 39 sinais
espectrais. Os sinais em & 141,5 e 122,4 caracterizam carbonos sp” da ligacdo dupla
entre C-5 e C-6 do esteroide citado. Sinais em & 139,3 e 130,0 foram atribuidos aos

carbonos C-22 e C-23, respectivamente, do estigmasterol.

No espectro de RMN BC - DEPT 135° (Fig. 131, p. 126) observou-se um sinal,
com amplitude negativa, em 6 63,4 (C-6’) que foi atribuido a um carbono metilénico

oxigenado, caracteristico do sistema glicosidico anteriormente proposto.

A andlise dos dados obtidos e a comparagdo com dados da literatura
(Tab. 16, p. 124) (ALAM et al., 1996) foi possivel concluir que TTP-7 tratava-se da

mistura esteroidal de sitosterol e estigmasterol em suas formas glicosiladas.
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Tabela 16 — Comparacio dos dados de RMN “C - BB de TTP-7 com os dos esteroides

sitosterol e estigmasterol nas formas glicosiladas (ALAM et al., 1996)

Sitosterol Estigmasterol

C TTP-7 LIT. TTP-7 LIT.
1 38,02 37,0 38,02 37,0
2 32,70 31,6 32,70 31,6
3 79,11 79,0 79,11 79,0
4 40,50 39,5 40,50 39,5
5 141,47 141,4 141,47 140,4
6 122,44 122,2 122,44 121,1
7 30,56 31,6 30,56 31,6
8 32,61 31,7 32,61 31,7
9 50,90 50,0 50,90 50,0
10 36,92 36,5 37,47 36,5
11 21,82 20,8 21,82 20,8
12 39,88 38,5 39,88 38,5
13 43,03 42,1 43,03 42,1
14 57,38 56,5 57,38 56,5
15 25,05 24.5 25,05 24,5
16 29,07 28,7 29,07 28,7
17 56,80 55,8 56,80 55,8
18 12,51 12,0 12,51 12,0
19 19,95 19,0 19,76 19,0
20 37,47 36,0 37,47 36,0
21 19,55 18,5 19,55 18,5
22 34,76 34,0 139,34 137,9
23 26,96 28,0 130,02 128,8
24 46,60 45,7 46,60 45,7
25 30,79 28,9 30,79 28,9
26 20,51 19,5 19,95 19,5
27 19,76 18,7 19,72 18,7
28 23,95 22,8 23,95 22,8
29 13,05 12,0 12,70 12,0
I 103,11 100,9 103,11 100,9
2’ 75,85 73,3 75,85 73,3
3 78,96 76,2 78,96 76,2
4 72,25 70,0 72,25 70,0
5 78,70 75,4 78,70 75,4
6’ 63,37 61,7 63,37 61,7

( AS sitosterol > \

5,22 21
Nesti gmasterol

‘g R = Glicose
7

Figura 127 — Estruturas dos componentes da mistura TTP-7
(sitosterol e estigmasterol glicosilados)
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S. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Material botanico (Tephrosia toxicaria Pers.)

Duas coletas foram realizadas para a obteng¢do dos espécimes estudados de
Tephrosia toxicaria Pers., ambas no municipio de Guaraciaba do Norte - CE, sendo a
primeira em 10 de agosto de 2006 e a posterior em 09 de maio de 2008, pela Professora
Angela Martha Campos Arriaga do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da

Universidade Federal do Ceara (DQOI / UFC).

Os espécimes estudados foram identificados pelo Professor Edson P. Nunes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Sua exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra daquele Departamento, sob o nimero de registro

32.139.
5.2. Métodos cromatograficos
5.2.1. Cromatografia de adsorcao

Nas cromatografias de adsorcdo em coluna (CAC) foram empregados gel de
silica 60 (® 0,063 - 0,200 mm) da VETEC®; e silica 60 para cromatografia “flash”
(® 0,040 - 0,063 mm) da MERCK®. Os tamanhos das colunas (comprimento e

diametro) variaram de acordo com as quantidades de amostras a serem cromatografadas.

Nas cromatografias de adsor¢do sob pressdo média (cromatografia “flash’)
utilizou-se colunas de vidro resistente a pressao que continham bulbos no dpice, para
armazenamento do solvente. Foi empregada, nesta técnica, bomba de ar comprimido

modelo Inalatec Plus (Ref.: 6600) da NEVONI®.

Nas cromatografias de camada delgada (CCD) utilizou-se gel de silica 60 G para
cromatografia em camada fina da VETEC®; e cromatofolhas de pléstico e/ou de

aluminio de gel de silica 60 F,s4, da MERCK?®.

As revelacdes das substincias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas
através da exposicdo a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda
(254 e 365 nm), emitidos por lampada modelo VL-4.LC da VILBER LOURMAT® e/ou

por imersdao em solucdo de vanilina (CgHgO3) 5g / 100 mL de 4acido perclérico (HCIOy)
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0,75M / 100 mL de etanol, seguido de aquecimento em soprador térmico HL-500, da
STEINEL® a aproximadamente 150 °C, por alguns segundos.

Foram empregados solventes previamente destilados ou de qualidade PA
(SYNTH®) tais como hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e metanol,

isocréticos ou em misturas, em ordem crescente de polaridade.
5.2.2. Cromatografia de exclusao

Os fracionamentos realizados por cromatografia de exclusao foram efetuados em
gel de Sephadex LH-20 da PHARMACIA FINE CHEMICALS®, utilizando-se metanol

como fase mével.
5.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As fragdes pré-cromatografadas de 7. toxicaria foram analisadas num aparelho
de CLAE, constituido de uma bomba terniria SHIMADZU® LC-20AT e um detector
SHIMADZU® SPD-M20A. As separacdes foram realizadas em uma coluna
PHENOMENEX® RP-18 (250 x 10 mm, 5 um), mantida num forno a temperatura

ambiente.

Foram empregados solventes de grau CLAE (MeOH [TEDIA®], 4cido férmico
85% PA [QEEL®] e H,O [MILLI-Q®]), que foram previamente filtrados através de
membranas de nylon com poros de 0,45 um (PHENOMENEX®). As amostras foram
dissolvidas nas fases mdveis empregadas em cada anélise e filtradas em membranas de

teflon com poros de 0,45 pm (WATERS®).
5.3. Métodos Espectrométricos
5.3.1. Espectroscopia de absorcao na regiao do Infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho foram obtidos em Espectrometro
PERKIN ELMER®, modelo FT-IR Espectrum 1000 da Central Analitica do DQOI /

UFC, utilizando pastilhas de KBr para andlise das amostras.
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5.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de prétio (RMN 'H) e
carbono - 13 (RMN 13C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro
BRUKER®, modelo DRX - 500, operando na freqiiéncia de 500 MHz para hidrogénio e
125 MHz para carbono - 13. O tipo de sonda variou conforme o tipo de técnica: foi
utilizada sonda dual de 5 mm com deteccao direta para experimentos unidimensionais; e
sonda multinuclear de 5 mm com detec¢do inversa para os experimentos

bidimensionais.

Foram utilizados solventes deuterados (CDCls, CsDsN e CD3;0D) na dissolugdo
das amostras e seus deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de prétio, pelos picos dos hidrogénios
pertencentes as moléculas residuais nao-deuteradas dos solventes deuterados utilizados:
cloroférmio (6 7,27), metanol (6 3,31) e piridina (& 8,74; 7,58; 7,22). Nos espectros de
carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos

carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (6 77,23), metanol (6 49,17) e piridina

(6 150,35; 135,91; 123,87).

As multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convencdo:
singleto (s), singleto largo (sl), dupleto (d), duplodupleto (dd), tripleto (t), quarteto (q),
septeto (sep) e multipleto (m).

Para a aquisicdo dos dados foram utilizados os seguintes microprogramas:
'H (zg), "C-BBD (zgpg), *C-DEPT 135 (dept 135), gs-COSY (cosygp), gs-HSQC
(hsqcgpph) e gs-HMBC (hmbclpndqf).

O padrao de hidrogenacdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de
nutacdo de 135° (CH e CH3; com amplitude positiva e CH, com negativa). Os carbonos
nao-hidrogenados foram caracterizados pela subtracido dos sinais espectrais observados

no espectro BBD / {'H} (Broadband Decoupled).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
aparelhos do Centro Nordestino de Aplicagdao e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear

da Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN - UFC).
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5.3.3. Espectrometria de massa

Os espectros de massa de baixa resolucdo dos flavonoides foram obtidos por
impacto eletrdnico a 70 eV em espectrometro de massa SHIMADZU®, modelo QP

5000, DI-50 (DQOI/ UFC).

O espectro de massa de alta resolu¢dao do constituinte TTP-1 foi obtido por
ionizacao por electrospray (ESI) em espectrometro de massa modelo LCMS-IT-TOF
(225-07100-34) — SHIMADZU®, pertencente ao Laboratério de Espectrometria de
Massa do Nordeste (LEMANOR — DQOI / UFC).

5.4. Método fisico de analise
5.4.1. Determinacao do ponto de fusao (p.f.)

Os pontos de fusdo foram determinados em equipamento da Microquimica®
Equipamentos Ltda modelo MQAPF, a uma taxa de aquecimento de 3° C/min.

5.5. Estudo fitoquimico de Tephrosia toxicaria Pers.

5.5.1. Obtencao dos extratos etanélicos das folhas, talos, raizes e vagens de

T. toxicaria

Os materiais botanicos das folhas, talos, raizes e vagens de T. foxicaria — obtidos
na primeira coleta — foram separados, secos e submetidos, separadamente, a extragao
com etanol a temperatura ambiente. A solucdo resultante de cada um deles foi filtrada e
evaporada a pressao reduzida em evaporador rotatdrio e deu origem aos extratos citados

na Tabela 17.

Tabela 17 - Dados da obtenc¢ao dos extratos etandlicos de T. toxicaria

Sigla do Extrato Material Botanico / (g) Quantidade de extrato / (g)

TTFE (Folhas) 443 16,1
TTTE (Talos) 550 26,0
TTRE (Raizes) 710 78,9

TTVE (Vagens) 180 8,7

130



Capitulo 5 — Parte Experimental

5.5.2. Fracionamento cromatografico de TTTE (cromatografia filtrante)

Depois de adsorvido em aproximadamente 20 g de silica gel e pulverizado em
gral de porcelana, o extrato etandlico dos talos de 7. toxicaria — TTTE (26,0 g) — foi
submetido a cromatografia do tipo filtrante em funil de vidro sinterizado (¢ = 10 cm). A
eluicdo aconteceu de forma isocratica, utilizando 1L de cada solvente (hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol), em ordem crescente de polaridade. As fracdes

obtidas sdo descritas na Tabela 18.

Tabela 18 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTTE

ELUENTE FRACAO MASSA / (g)
hexano TTTEH 4,5
cloroférmio TTTEC 5,2
acetato de etila TTTEA 2.1
metanol TTTEM 10,3
TOTAL 22,1

5.5.3. Fracionamento cromatografico de TTRE (cromatografia filtrante)

O extrato etandlico das raizes — TTRE (16,1 g) — foi adsorvido em
aproximadamente 20 g de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e
cromatografado em funil de vidro sinterizado (¢ = 10 cm). O procedimento
cromatografico aconteceu de forma semelhante ao descrito no item anterior e as fracoes

resultantes sdo descritas na Tabela 19.

Tabela 19 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRE

ELUENTE FRACAO MASSA / (mg)
hexano TTREH 0,92
cloroférmio TTREC 6,47
acetato de etila TTREA 1,03
metanol TTREM 5,72

TOTAL 14,14
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5.5.4. Fracionamento cromatografico de TTVE (cromatografia filtrante)

TTVE (8,7 g) — extrato etandlico das vagens - foi adsorvido em
aproximadamente 10 g de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e
cromatografado em funil de vidro sinterizado (¢ = 10 cm). A elui¢do aconteceu de
forma isocratica, utilizando 1L de cada solvente, em ordem crescente de polaridade.
Utilizou-se como eluente os seguintes solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e

metanol, resultando nas fra¢des contidas na Tabela abaixo:

Tabela 20 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVE

ELUENTE FRACAO MASSA / (mg)
hexano TTVEH 401
cloroférmio TTVEC 2.153
acetato de etila TTVEA 911
metanol TTVEM 4.034
TOTAL 7.499

5.5.4.1. Fracionamento cromatografico de TTVEA

Uma aliquota de TTVEA (800 mg), material sélido de coloracdo marrom, foi
submetida a fracionamento por exclusdo molecular em Sephadex numa coluna
cromatografica (L = 52 e ¢ = 3 cm), utilizando metanol como eluente. Apds andlise por
cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel verificar o perfil cromatografico

das fragdes obtidas e reuni-las em 04 novas fracdes, sumarizadas na Tabela abaixo:

Tabela 21 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEA

FRACAO MASSA / (mg)
TTVEA - 1 164,4
TTVEA -2 252,1
TTVEA -3 25,6
TTVEA - 4 126,0

TOTAL 568,1
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5.5.4.2. Fracionamento cromatografico de TTVEA - 4 e isolamento de TTP-1

A fracdo TTVEA - 4 (126,0 mg), quando analisada por CCD
(eluente: diclorometano / acetato de etila 50%), apresentou apenas dois componentes ao
ser revelada em solucdo de vanilina. A mesma foi cromatografada em gel de silica para
cromatografia “flash” (L =30 e ¢ = 1,5 cm) e os dados cromatogréficos, tais como os

solventes utilizados e suas respectivas fragdes sao mostrados na Tabela 22.

Tabela 22 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEA — 4

ELUENTE FRACOES V/(mL)
diclorometano / acetato de etila 9:1 1 125
diclorometano / acetato de etila 4:1 2 125
diclorometano / acetato de etila 7:3 3 125
diclorometano / acetato de etila 3:2 4 125
diclorometano / acetato de etila 1:1 5 125
diclorometano / acetato de etila 2:3 6 50
diclorometano / acetato de etila 3:7 7-11 10

acetato de etila / metanol 9:1 12-15 10

A fracdo 09 continha 19,9 mg de um sélido amarelo amorfo, solivel em
metanol, o qual recebeu denominacao de TTP-1. O composto foi caracterizado

estruturalmente como sendo a flavona luteolina.

Fluxograma 01 - Isolamento de TTP-1

| TTVE I

Cromatografia filtrante

—
[ TTVEH ] [ TTVEC } | TTVEA I | TTVEM

Sephadex

[ TTVEA-1 } [ TTVEA—Z} ‘ TTVEA-3 I | TTVEA-4

Cromatografia em silica “flash”

| TTP-1 I

19,9 mg

)
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5.5.4.3. Fracionamento cromatografico de TTVEC

Uma aliquota da fragdo TTVEC (2,0 g) foi submetida a cromatografia com gel
de silica em coluna cromatografica (L = 25 e ¢ = 3 cm), utilizando a série de eluentes

descrita na Tabela 23. As fracGes obtidas foram reunidas, apds analise por CCD,

resultando em 31 novas fracdes.

Tabela 23 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEC

ELUENTE FRACOES V/(mL)
hexano / diclorometano 1:1 le2 125
hexano / diclorometano 2:3 3e4 50
hexano / diclorometano 1:4 5-28 10
hexano / diclorometano 1:9 29-72 10
diclorometano 73-90 10
diclorometano / acetato de etila 9:1 91-96 10
diclorometano / acetato de etila 7:3 97-124 10
diclorometano / acetato de etila 1:1 125-145 10
diclorometano / acetato de etila 3:7 146-157 10
diclorometano / acetato de etila 1:9 158-168 10
acetato de etila 169-190 10
metanol 191-193 100

5.5.4.4. Fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75)

A fracdo TTVEC (46-75) ao ser analisada por CCD (eluente: hexano /
diclorometano 75%) mostrou trés componentes fluorescentes ao ser irradiada por luz
UV nos comprimentos de onda 254 e 365 nm e ao ser revelada em solugdo de vanilina.

Esta fracdo (74,6 mg) foi cromatografada sobre uma camada de gel de silica para

cromatografia “flash” (L =26 e ¢ = 2,5 cm).

Os dados cromatogréficos, tais como os solventes utilizados e suas respectivas

fragdes sdo mostrados na Tabela 24 (p. 135).
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Tabela 24 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75)

ELUENTE FRACOES V / (mL)
hexano / diclorometano 3:7 1-4 50
hexano / diclorometano 1:4 5-61 10
hexano / diclorometano 1:9 62-69 10
diclorometano / acetato de etila 8:2 70-87 10
acetato de etila 88 125
metanol 89-93 125

ApO6s andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel verificar

o perfil cromatografico das fracdes obtidas e reuni-las em 09 novas fracdes.

A fragdo 14-22 continha 8,8 mg de um solido cristalino incolor, solivel em
cloroférmio, o qual foi denominado TTP-2 e identificado como sendo a mistura

esteroidal de sitosterol e estigmasterol.

5.5.4.5. Fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75)/(23-83) e isolamento de
TTP-3

Visando dar continuidade ao tratamento cromatografico das fracdes obtidas no
item 5.5.4.4., realizou-se o tratamento cromatografico de TTVEC (46-75)/(23-83). O
material (69,0 mg) foi misturado a uma pequena quantidade de silica gel e pulverizado
em gral de porcelana. A mistura foi acondicionada sobre uma camada de gel de silica
para cromatografia “flash” (L = 21 e ¢ = 1 cm). O fracionamento cromatografico foi
realizado com a série de eluentes citada na Tabela 25 (p. 136), onde foram coletadas

fragdes de 10 mL.

Posterior andlise por CCD permitiu verificar o perfil cromatogrifico das fragdes
obtidas e reuni-las. A fracdo 47-56 continha 6,7 mg de um sélido amarelo de aspecto
amorfo, soluvel em cloroférmio, que foi denominado TTP-3. A anélise dos seus dados
espectrométricos € a comparagdo dos mesmos com os da literatura permitiram

caracteriza-lo como sendo o rotenoide 6a,12a-desidro-a-toxicarol.
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Tabela 25 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTVEC (46-75)/(23-83)

ELUENTE FRACOES
hexano / diclorometano 1:1 1-82
hexano / diclorometano 2:3 83-89
hexano / diclorometano 3:7 90-96
hexano / diclorometano 1:4 97-102
hexano / diclorometano 1:9 103-107
diclorometano 108-112
diclorometano / acetato de etila 98:2 113-117
diclorometano / acetato de etila 96:4 118-121
diclorometano / acetato de etila 1:1 122-132
acetato de etila 133-141
metanol 142-143

Fluxograma 02 - Isolamento de TTP-2 e TTP-3

| TTVE I

Cromatografia filtrante

[ TTVEH ] [ TTVEC } | TTVEA I | TTVEM I

Cromatografia em silica comum

[ TTVEC (46-75) }

Cromatografia em silica “flash”

Cromatografias sucessivas

| TTP-2 I | TTP-3 I

8,8 mg 6,7 mg

5.5.5. Obtencao dos extratos aquosos das raizes de T. toxicaria

O material botanico das raizes de T. toxicaria (1000 g) — obtido na segunda
coleta — foi triturado, seco, dividido em duas amostras de 500 g e submetido a extragdo

com 4gua destilada por extracdo em aparelho Soxhlet e a frio.
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5.5.5.1. Obtencao dos extratos aquosos das raizes por extracado em Soxhlet e

isolamento de TTP-4

Com uma das amostras de 500 g de raiz, foram preparados quatro cartuchos em
aparelho Soxhlet, que foram extraidos por aproximadamente 4 horas utilizando 2,5 L. de
dgua. O material botanico, apds a extragdo, foi filtrado e seco, originando 260 g de
material que foi posteriormente submetido a extracdo com etanol e deu origem ao

extrato denominado TTRASE (16,0 g).

O extrato aquoso obtido foi dividido em duas
aliquotas de aproximadamente 1000 mL. Uma delas foi
liofilizada e denominada TTRAS (5,2 g) e a outra
extraida com acetato de etila, dando origem ao extrato

denominado TTRASA (1,3 g).

O extrato TTRASA apresentou um precipitado,
que ao ser extraido exaustivamente com metanol a
baixa temperatura deu origem a 7,4 mg de um sélido

amarelo, de aspecto cristalino, solivel em cloroférmio,

denominado TTP-4 e identificado como sendo o

rotenoide o-toxicarol. Figura 132 — Sistema Soxhlet

Fluxograma 03 — Isolamento de TTP-4

Material botanico
RAIZ (500g)

Extracdo aquosa em Soxhlet

Decocto I ‘ Torta I

Extracao / EtOH

Liofiliza¢do Extracio / AcOEt | TTRASE I
——

‘ TTRAS I TTRASA
—

Precipitado purificado com MeOH

)
TTP-4

—_—

7,4 mg
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5.5.5.2. Obtencao dos extratos aquosos das raizes por extracao a frio

A outra amostra de 500 g de raiz foi
submetida a extracdo a frio por aproximadamente

24 horas em kitassato contendo 2,5 L de dgua.

O extrato aquoso obtido foi dividido em
duas aliquotas de aproximadamente 1000 mlL.

Uma delas foi liofilizada e denominada TTRAF

(2,2 g) e a outra extraida com acetato de etila,

dando origem ao extrato denominado

TTRAFA (1,2 g). -

O material botanico, apds a extracio,
foi filtrado e seco, originando 344 g de
material, que, ao ser submetido a extragcdo
com etanol, deu origem ao extrato

denominado TTRAFE (14,2 g). \™

4

5.5.5.3. Fracionamento cromatografico de TTRAFA e isolamento de TTP-5

O extrato TTRAFA (1025 g), obtido no item 5.5.5.2., foi misturado a uma
pequena quantidade de gel de silica e pulverizado em grau de porcelana e
posteriormente  submetido a cromatografia em gel de silica comum
(L=7,5e ¢ =3 cm). Utilizou-se a série de eluentes descrita na Tabela 26 (p. 139), onde
foram coletadas fracdes de aproximadamente 10 e 50 mL, resultando em um total de

126 fragdes.

Posterior andlise por CCD permitiu a verificagdo do perfil cromatografico das
fracdes obtidas e a reunido das mesmas em 11 novas fracdes, como mostrado na
Tabela 26. A fragdo 3-4 (13,2 mg), um sélido amarelo de aspecto cristalino, apresentou-
se como uma mancha homogénea e foi denominado TTP-5. A caracterizacio estrutural

da mesma nos levou a flavanona obovatina.
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Tabela 26 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRAFA

ELUENTE FRACOES V / (mL)
hexano 1 50
hexano / diclorometano 1:1 2-6 50
hexano / diclorometano 1:1 7-12 10
hexano / diclorometano 2:3 13-20 10
hexano / diclorometano 1:4 21-42 10
diclorometano 43-62 10
diclorometano / acetato de etila 95:5 63-73 10
diclorometano / acetato de etila 9:1 74-105 10
diclorometano / acetato de etila 4:1 106-113 10
diclorometano / acetato de etila 1:1 114e 115 50
acetato de etila 116-118 50
acetato de etila / metanol 1:1 119-122 50
metanol 123-126 50

Tabela 27 - Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de TTRAFA

FRACAO MASSA /(mg)| FRACAO MASSA / (mg)
3-4 13,2 66-69 8,6
7-20 22,1 70-75 15,5
21-24 19,6 76-82 14,9
25-43 119,5 84-92 22,0
44-55 58,6 93-113 82,4
56-65 23,8 TOTAL 599,1

5.5.5.4. Fracionamento cromatografico de TTRAFA (25-43)

Continuando o fracionamento cromatografico de TTRAFA, a fracio TTRAFA
(25-43), obtida no item 5.5.5.3. (119,5 mg), foi submetida a cromatografia do tipo
“flash” em coluna cromatografica (L = 30 e ¢ = 1 cm). O resultado do fracionamento

cromatografico e a série de eluentes utilizada sdo mostrados na Tabela 28 (p. 140).
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Tabela 28 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRAFA (25-43)

ELUENTE FRACOES V /(mL)
diclorometano le2 50
diclorometano 3-49 10

diclorometano / acetato de etila 98:2 50-60 10
diclorometano / acetato de etila 96:4 61-70 10
diclorometano / acetato de etila 9:1 71-79 10
diclorometano / acetato de etila 1:1 80-85 10
acetato de etila 86-89 10

acetato de etila / metanol 1:1 90-98 10
metanol 99 100

As fracdes foram reunidas pelo perfil apresentado por CCD, resultando

em 09 novas fra¢des, como mostrado abaixo:

Tabela 29 - Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de TTRAFA (25-43)

FRACAO MASSA/(mg)| FRACAO MASSA / (mg)
8-13 2,7 45-58 5,6
14-30 69,4 59-66 1,9
31-39 5,5 9192 9,1
40-44 2,7 TOTAL 96,9

5.5.5.5. Fracionamento cromatografico de TTRAFA (25-43)/(14-30) e isolamento
de TTP-6

TTRAFA (25-43)/(14-30), 69,4 mg, foi misturado a uma pequena quantidade de
gel de silica e pulverizado em gral de porcelana. A mistura foi cromatografada sobre
uma camada de gel de silica para cromatografia “flash” (L =23 e ¢ = 1,5 cm). A série

de eluentes utilizada no fracionamento cromatogréfico € citada na Tabela 30 (p. 141).

Posterior analise por CCD permitiu verificar o perfil cromatografico das fracdes
obtidas e reuni-las. A fracdo 29-41 continha 9,9 mg de um sdlido amarelo de aspecto
amorfo, solivel em cloroférmio, que foi denominado TTP-6. Sua caracterizacdo
estrutural se deu com anélise de dados espectrométricos e por comparacdo com dados

da literatura. TTP-6 foi caracterizado como sendo o rotenoide deguelina.



Capitulo 5 — Parte Experimental 141

Tabela 30 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRAFA (25-43)/(14-30)

ELUENTE FRACOES V /(mL)
hexano / diclorometano 4:1 1-3 50
hexano / diclorometano 1:4 4-24 10
hexano / diclorometano 1:9 25-34 10
diclorometano 35-38 10
diclorometano / acetato de etila 1:1 39-50 10
acetato de etila 51 50
metanol 52 50

Fluxograma 04 — Isolamento de TTP-5 e TTP-6

Material botanico
RAIZ (500g)

Extragdo aquosa a frio

Decocto I ‘ Torta I

Extragdo / EtOH

Liofilizacdo Extragdo / AcOEt | TTRAFE I
| TTRAF I | TTRAFA I

Fracionamento Fracionamentos
cromatogréfico I I cromatograficos sucessivos

ES 2

13,2 mg 9,9 mg

5.5.5.6. Fracionamento cromatografico de TTRASE e isolamento de TTP-7

O extrato TTRASE (15,0 g) foi adsorvido em aproximadamente 20 g de gel de
silica, pulverizado em gral de porcelana e cromatografado em funil de vidro sinterizado
(¢ = 10 cm). A elui¢@o aconteceu de forma isocrética, utilizando 1L de cada solvente,
em ordem crescente de polaridade. O fracionamento cromatografico foi realizado com a

série de eluentes descrita na Tabela 31, resultando nas fracdes descritas na mesma.
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Tabela 31 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRASE

ELUENTE FRACAO  MASSA/ (g)
hexano TTRASEH 4,718
cloroférmio TTRASEC 8,033
acetato de etila TTRASEA 0,305
metanol TTRASEM 1,771
TOTAL 14,827

A fracdo TTRASEA apresentou um precipitado, que foi purificado com acetona,
e deu origem a um sélido branco de aspecto amorfo (9,8 mg), solivel em piridina,
denominado TTP-7 e caracterizada como sendo a mistura dos esterdides sitosterol e

estigmasterol nas suas formas glicosiladas.

5.5.5.7. Fracionamento cromatografico de TTRASEC

Uma aliquota da fragio TTRASEC (7,0 g) foi adsorvida em silica comum e
cromatografada em coluna (¢ = 6 cm) sobre uma camada de 5 cm de gel de silica. A
eluicdo com gradiente de uma mistura bindria de solventes orginicos em ordem
crescente de polaridade, coletando amostras de 50 mL, forneceu 40 novas fracdes

(Tab. 32, p. 143).

A andlise comparativa por CCD das fracdes obtidas possibilitou a reunido das

semelhantes, cujo resultado encontra-se na Tabela 32.

A fracdo 6 (545,2 mg), um sélido amarelo de aspecto amorfo, solivel em
cloroférmio, apresentou dados espectrométricos semelhantes aos de TTP-6 (deguelina),

e foi caracterizada como sendo 0 mesmo composto.
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Tabela 32 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRASEC

ELUENTE FRACOES
hexano 1
hexano / diclorometano 4:1 2e3
hexano / diclorometano 1:1 4
hexano / diclorometano 3:7 5e6
diclorometano 7-11
diclorometano / acetato de etila 9:1 12-22
diclorometano / acetato de etila 7:3 23-26
diclorometano / acetato de etila 1:1 27-30
diclorometano / acetato de etila 3:7 31-34
acetato de etila 35e36
acetato de etila / metanol 1:1 37 e 38
metanol 39¢40

Tabela 33 - Fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC

FRACAO MASSA/(mg)| FRACAO MASSA / (mg)

1-2 11,0 15 451,9

3 14,5 16-17 574.,6

4 177.5 18-24 4232

5 520,1 25-26 60,3

6 545,2 27-28 1189

7 648,8 29-32 1294
8-14 2.330,9 TOTAL 5.946,3

5.5.5.8. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (5)

TTRASEC (5), 520,1 mg, foi recromatografada sobre uma camada de gel de
silica “flash” em coluna cromatografica (L = 22 e ¢ = 2 cm) sob pressdo, utilizando

gradientes de elui¢do em ordem crescente de polaridade, segundo Tabela 34.
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Tabela 34 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de TTRASEC (5)

ELUENTE FRACOES V /mL
hexano/diclorometano 3:2 1-52 10
hexano/diclorometano 1:1 53 -57 10
hexano/diclorometano 4:6 58 -85 10
hexano/diclorometano 2:8 86 —97 10

diclorometano/acetato de etila 9:1 98 — 108 10
diclorometano/acetato de etila 7:3 109 — 126 10
acetato de etila 127 -132 10

metanol 133 e 134 100

As fracdes foram analisadas por CCD e reunidas conforme sua semelhanca,

dando origem a 09 novas fracdes (Tabela 35).

Tabela 35 - Fracdes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC (5)

FRACAO MASSA/(mg)| FRACAO MASSA / (mg)
1-10 1,0 86 — 107 156,0
11-23 10,9 108 — 111 30,7
24— 49 72,5 112 - 120 15,2
50-179 89,0 121 - 134 17,6
80 — 85 23,1 TOTAL 416,0

A identificacdo da fracdo (11-23) revelou que a mesma era semelhante a TTP-3

(6a,12a-desidro-a-toxicarol); e a fracdo (86-107) foi caracterizada como sendo

novamente o rotenoide TTP-6 (deguelina).

5.5.5.9. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (5)/(50-79)

A cromatografia “flash” da fragdo TTRASEC (5)/(50-79), 89 mg, utilizando
coluna cromatografica de 1,5 cm de didmetro, altura de 28 cm e mistura bindria dos
solventes hexano/diclorometano 3:7, forneceu 20 novas fracdes. A posterior anélise por

CCD (eluente: diclorometano) resultou em 3 outras fracdes, agrupadas conforme suas

semelhangas (Tab. 36, p. 145).
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Tabela 36 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC (5)/(50-79)

FRACAO MASSA / (mg)
1-2 1,7
3-14 39,1
15-20 9,6
TOTAL 50,4

5.5.5.10. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (5)/(50-79)/(3-14) e
isolamento de TTP-8, TTP-9 e TTP-10

A fracdo foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
coluna semi-preparativa (RP-18) operando em modo reverso, utilizando octadecilsilano
como fase estaciondria, e solucdo de metanol / 4cido férmico 0,1% (4:1) como fase
movel, com deteccdo em arranjo de fotodiodos (DAD). O método utilizado ¢é
semelhante ao descrito por Ye et al. (2008), para o isolamento e purificacdo de

rotenoides e o cromatograma (Fig. 133) apresentou 6tima resolugao.

9369
—
—
IN
A

Figura 133 — Cromatograma de CLAE de TTRASEC (5)/(50-79)/(3-14)

O material (39,1 mg) foi dissolvido em aproximadamente 2 mL da fase movel e
as injecoes realizadas em aliquotas de 200 pL (loop) de solucdo previamente filtrada, a
um fluxo de 1 mL/min. A deteccdo foi realizada na regiao de 210 — 400 nm (Max Plot)

onde foram detectados e coletados os 4 picos majoritarios. As amostras obtidas foram
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caracterizadas por técnicas espectroscopicas e identificadas como sendo uma série de

rotenoides (Capitulo 04).

Tabela 37 - Dados referentes ao fracionamento por CLAE de TTRASEC (5)/(50-79)/(3-14)

PICO tg (min.) DENOMINACAO ROTENOIDE MASSA (mg)
1 7,48 TTP-8 villosinol 1,5
2 8,14 TTP-9 12a-hidroxi-a-toxicarol 2,8
3 8,87 TTP-10 sumatrol 3,6
4 9,86 TTP-4 o-toxicarol 11,9

Fluxograma 05 - Isolamento de TTP-7, TTP-8, TTP-9, TTP-10 e TTP-4

| TTRASE I

Cromatografia filtrante

[TTRASEH ] [ TTRASEC} | TTRASEA I | TTRASEM I

Cromatografias sucessivas

[ TTRASEC (5)/(50-79)/(3-14) ] [ TTP-7 ]9,8 mg

Fracionamento por CLAE

[ TTP-8 ] [ TTP-9 ] [TTP-IO] [ TTP-4]

1,5 mg 2,8 mg 3,6 mg 11,9 mg

5.5.5.11. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (8-14)

Uma aliquota de 310 mg da fracdo TTRASEC (8-14) foi previamente misturada
a uma pequena quantidade de gel de silica “flash” e recromatografada em coluna
(L=33¢e ¢ =2 cm). A eluicdo aconteceu de forma isocratica utilizando diclorometano e
foram obtidas 26 fra¢des (10 mL), que foram reunidas segundo a semelhanga do perfil

cromatogréfico apresentado (Tab. 38, p. 147).
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Tabela 38 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC (8-14)

FRACAO MASSA / (mg)
1-7 21,7
8- 13 10,1
14 - 26 177.5
TOTAL 209,3

5.5.5.12. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (8-14)/(14-26) e isolamento
de TTP-11 e TTP-12

Através de um loop de 200 pL, 177,5 mg da fracio TTRASEC (8-14)/(14-26)
foi injetada sucessivas vezes num aparelho de CLAE, numa coluna semi-preparativa
(RP-18) de fase reversa. Como fase moével utilizou-se solu¢do de metanol / 4cido
féormico 0,1% (4:1) mantendo-se um fluxo constante de 3 mL/min. O método utilizado
foi semelhante ao descrito anteriormente no item 5.5.5.11.. O cromatograma (Fig. 134),
vizualizado na faixa de 210 — 400 nm, mostrou a separacdo de 4 picos majoritérios, de
onde foram isolados os rotenoides descritos na Tabela 39. As substancias foram

caracterizadas quimicamente por RMN, IV e EM.

Tabela 39 - Dados referentes ao fracionamento por CLAE de TTRASEC (8-14)/(14-26)

PICO tg (min.) DENOMINACAO ROTENOIDE MASSA (mg)
1 8,78 TTP-11 12a-hidroxirotenona 27,8
2 9,45 TTP-12 tephrosina 62,0
3 10,40 TTP-8 villosinol 5,0
4 11,62 TTP-9 12a-hidroxi-o-toxicarol 30,0
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Figura 134 — Cromatograma de CLAE de TTRASEC (8-14)/(14-26)
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5.5.5.13. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (16-17)

A fracdo TTRASEC (16-17) — 574,6 mg — foi dissolvida em metanol e
submetida a cromatografia de exclusdo em Sephadex (L = 50 e ¢ = 3 cm), utilizando-se
o mesmo solvente como fase mével. Foram coletadas 80 fracdes, de 10 mL cada, que

foram analisadas por CCD e reunidas segundo perfil cromatografico semelhante

(Tab. 40).

Tabela 40 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de TTRASEC (16-17)

FRACAO  MASSA/(MG)| FRACAO MASSA / (MG)
1-39 106,3 69 — 74 106,9
40 - 56 82,3 75 -80 46,1
57 - 68 76,2 TOTAL 417,8

5.5.5.14. Fracionamento cromatografico de TTRASEC (16-17)/(69-74) e isolamento
de TTP-13

Uma aliquota de 100,0 mg da fracdo TTRASEC (16-17)/(69-74) foi purificada
por CLAE, realizando-se sucessivas injecoes de 200 pL da amostra previamente
filtrada, utilizando como eluente uma solucdo de metanol / dcido férmico 0,1% (3:1), a
um fluxo de 4,7 mL/min. A elui¢do aconteceu de forma isocratica numa coluna semi-
preparativa (RP-18). O cromatograma (Fig. 135, p. 149), visualizado na faixa de
210 — 400 nm, mostrou uma mistura de varios picos, dos quais apenas 3 (trés) foram
escolhidos para serem coletados (Tab. 41). Foram obtidos uma cromona (TTP-13) e

dois rotenoides ja isolados no item 5.5.5.12..

Tabela 41 - Dados referentes ao fracionamento por CLAE de TTRASEC (16-17)/(69-74)

PICO tg (min.) DENOMINACAO ROTENOIDE MASSA (mg)
1 3,57 TTP-13 6,7-dimetoxicromona 2.0
2 7,62 TTP-11 12a-hidroxirotenona 3,0

4 8,35 TTP-12 tephrosina 11,0
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Figura 135 — Cromatograma de CLAE de TTRASEC (16-17)/(69-74)

Fluxograma 06 — Isolamento de TTP-§8, TTP-9, TTP-11, TTP-12 e TTP-13

l TTRASEC l

Cromatografia em silica comum

[ TTRASEC (8-14) ] [ TTRASEC (16—17)]
Cromatografia em silica “flash” Cromatografia em Sephadex
TTRASEC (8-14)/ (14-26)] [ TTRASEC (16—17)/(69—74)]
Fracionamento por CLAE Fracionamento por CLAE
[ TTP-8 ] [ TTP-9 ] [ TTP-II] [TTP-12] [ TTP-11] [TTP-12] [ TTP—IB]

5,0 mg 30,0 mg 27,8 mg 62,0 mg 3,0 mg 11,0 mg 2,0 mg
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5.6. Atividades biolégicas
5.6.1. Teste de atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Os testes de atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti foram
feitos em parceria com o Laboratério de Entomologia do Nucleo de Endemias da
Secretaria de Saude do Estado do Ceard (NUEND - SESA), em convénio com a
Universidade Federal do Ceard, sob orientagdo da Profa. Gilvandete Maria Pinheiro

Santiago.

Aliquotas das amostras (10 a 1mg) foram, inicialmente, dissolvidas em 0,3 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) e transferidas para um béquer com capacidade de 50 mL.
Posteriormente, foram adicionados 19,7 mL de agua, juntamente com 50 larvas no

estagio III (GADELHA; TODA, 1985).

Ap6s 24 horas, foi realizada a contagem da quantidade de larvas mortas. Os
resultados sdo mostrados em concentracdo (ppm) da amostra capaz de matar 50% da
populacdo de larvas (CLsop) (OLIVEIRA et al., 2002). Os bioensaios foram realizados
em triplicata e os resultados s@o mostrados na Tabela 42 (p. 154) juntamente com o
calculo de desvio padrao dos mesmos. Paralelamente foram realizados testes em branco,
utilizando dgua e DMSO a 1,5%. Como padrdes positivos do teste foram utilizados o

temephos® e a rotenona (Pestanal - SIGMA®).
5.6.2. Teste de atividade antioxidante
5.6.2.1. Teste qualitativo (B-caroteno)

Ensaios antioxidantes preliminares foram realizados, no Labotatério de
Biotransformagdes e Produtos Naturais (LBPN) da Universidade Federal do Ceard, com
extratos de T. toxicaria, utilizando o B-caroteno (SIGMA®). As solu¢des das amostras
(1000 ppm) foram colocadas em cromatofolhas que foram borrifadas com uma soluc¢ao
de PB-caroteno 0,05 % em CH,Cl, (CARDOSO et al., 2005). Posteriormente foram
submetidas, por 24 horas, a presen¢a de luz natural até descoloragdo. A persisténcia da
coloragdo amarela indica a presenca de substancias antioxidantes. Os resultados sdo
mostrados na Figura 138 (p. 156). O teste foi realizado em duplicata e utilizou-se como

~ .. ® . .
padrdes positivos o Trolox™ e a vitamina C.
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5.6.2.2. Teste quantitativo (DPPH)

As atividades antioxidantes de extratos e substancias foram averiguadas por
testes especificos utilizando o DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila), no LBPN - UFC.
Foi utilizada metodologia do seqiiestro de radicais livres (HEGAZI; ABD EL HADY,
2002). Adicionou-se em uma cubeta ImL de DPPH, previamente preparado na
concentracdo de 60 mmol/L, 1mL de etanol e realizou-se leitura em espectrofotometro
UV com absorbancia de 520 nm. Em seguida, foi feita uma leitura testando as amostras
em diferentes concentragcdes. Realizou-se o mesmo procedimento com os padroes
Trolox® e vitamina C, compostos ja descritos como antioxidantes efetivos.

Os resultados, descritos em Clsyp (mg/mL), sdo mostrados na Tabela 43 (p. 157).
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6. ENSAIOS BIOLOGICOS
6.1. Teste de atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Os mosquitos sdo vetores de diversas doengas como a dengue, a febre amarela e
a maldria, causando sérios problemas de saide publica (LOMONACO et al., 2009).
Esse fato tem despertado o interesse na busca por compostos capazes de combaté-los,

que sejam eficientes e ndo acarretem danos a saide do homem.

O Aedes aegypti é a espécie de mosquito responsavel pela transmissao tanto da
dengue como da febre amarela, doengas endémicas na Africa, Asia e América do Sul.
Estimativas recentes sugerem que ocorrem anualmente, 50 milhdes de casos,
sendo 500.000 correspondentes ao tipo mais grave, a dengue hemorrigica

(CALLAWAY, 2007).

Desde 1986 sdo notificados os casos de dengue no Ceard. Nesses 23 anos a
doenca se manifestou de forma endémica com o registro de quatro picos epidémicos nos

anos de 1987 (22.519 casos), 1994 (47.789), 2001 (34.390) e 2008 (44.244). Destacam-

se as epidemias de 1994, pelo maior nimero de casos
confirmados, e de 2008, com o maior nimero de casos
hemorragicos (43). No ano de 2008 o Ceard apresentou
o segundo maior nimero de casos de dengue desde

1986, chamando aten¢do o més de abril, com quase

13.000 casos confirmados; e em 2009, foram

confirmados apenas 4.811 casos (SESA, 2010).

Figura 136 — Foto do Aedes aegypti

Como ndo existe vacina contra a dengue, a maneira de diminuir a incidéncia
desta doenca € a erradicacdo do mosquito. O desenvolvimento de resisténcia frente a
inseticidas sintéticos e a problemadtica da poluicdo ambiental vém impulsionando a
busca por medidas alternativas de controle e eliminacdo desse mosquito. Os produtos
naturais obtidos de plantas podem ser uma fonte alternativa de agentes inseticidas de
baixa toxicidade, uma vez que, plantas podem produzir diferentes compostos bioativos

(YANG et al., 2002).
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O DDT (diclorodifeniltricloroetano - Fig. 137), inseticida sintético mais
conhecido dentre os organoclorados, apresenta uma atividade larvicida elevada, mas é
bastante téxico, vindo a ser proibido pelo Governo Federal em 1985, juntamente com os
demais produtos organoclorados, sendo permitidos somente em campanhas de satude
publica no combate a maldria e leishmaniose, bem como em uso emergencial
na agricultura, a critério do Ministério da Agricultura (D’AMATO; TORRES;
MALM, 2002).
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Figura 137 - Estruturas do Temephos®e DDT

Sabendo que as espécies do género Tephrosia sdo ricas em rotenoides e que estes
compostos apresentam atividade larvicida (YENESEW er al., 2006), realizaram-se
testes com os extratos e substancias isoladas de T. toxicaria. Amostras apresentando
valores de CLsyp < 100 ppm foram consideradas ativas (CHENG et al., 2003) e

constituem-se em fortes candidatas ao combate do mosquito.

A Tabela 42 (p. 154) mostra os resultados dos testes larvicidas. Dentre os
extratos das folhas, talos, raizes e vagens de 7. toxicaria testados, observou-se que o
extrato etandlico das vagens (TTVE) foi o mais ativo (CLsyp = 26,88). Da particdao
cloroférmio (TTVEC / CLsy = 6,52), isolou-se o rotenoide 6a,12a-desidro-o-toxicarol
(TTP-3), que nao apresentou atividade. O extrato etandlico das raizes (TTRE /
CLsp = 47,86) também apresentou um bom resultado. Duas fracdes obtidas deste extrato
apresentaram alta atividade (TTREH / CLsy = 23,99 e TTREC / CLsy = 13,80). Do
extrato TTRASA (CLsy = 91,57) foi isolado o rotenoide o-toxicarol (TTP-4 /
CLso = 24,55), que mostrou-se ativo. O extrato etandlico obtido da extragdo aquosa em

Soxhlet (TTRASE) também apresentou alta atividade, com um valor de CLsy de 16,67
ppm.
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O extrato aquoso de 7. toxicaria é utilizado como defensivo agricola natural. O
estudo do extrato aquoso, feito por dois métodos de extracdo, mostrou que os extratos
mais polares obtidos (TTRASE e TTRAFE) apresentaram as melhores atividades
quando comparados com outros menos polares (TTRASA e TTRAFA), comprovando o

uso do extrato aquoso nas lavouras.

A atividade larvicida de rotenoides € discutida por Yenesew (2003b). Ele
observou que a presenca das metoxilas nos carbonos C-2 e C-3 € bastante importante
para a atividade, visto que em um composto semelhante contendo um grupo
metilenodioxi nos referidos carbonos, a atividade diminuiu consideravelmente.
Verificou ainda que a auséncia da ligacdo dupla entre os carbonos C-6a e C-12a, pode
justificar a maior atividade do a-toxicarol (TTP-4 / CLsy = 24,55) quando comparada
com outros rotenoides, como o exemplo do 6a,12a-desidro-o-toxicarol (TTP-3 /
CLso > 50), nos quais a juncdo entre os anéis B/C € insaturada. Outros trés rotenoides
(TTP-6, TTP-9 e TTP-12) que ndo possuem tal insaturacdo apresentaram valores de
CLsp préximos ao da rotenona (CLsy = 3,16 ppm), rotenoide utilizado como padrao
positivo do teste, sugerindo 7. toxicaria como uma promissora fonte de agentes

larvicidas naturais biodegradaveis.

Tabela 42 - Resultados dos testes larvicida sobre Aedes aegypti

Amostra CLsy / ppm Amostra CLso / ppm
TTFE 218,78 £ 1,50 TTRAS > 500
TTTE 275,90 + 1,25 TTRASA 91,57+ 1,34

TTTEH > 500 TTRASE 16,67 + 0,28

TTTEC 269,49 + 1,93 TTRAF 40,56 £ 0,64
TTVE 26,88 + 0,21 TTRAFA 110,15 £ 0,80

TTVEH > 500 TTRAFE 59,40 £ 0,70

TTVEC 6,52 £ 0,00 TTP-3 > 50

TTVEA 326,75 £ 1,84 TTP-4 24,55+ 0,13

TTVEM > 500 TTP-6 3,38+2,02
TTRE 47,86 £ 2,75 TTP-9 3,22+ 1,37

TTREH 23,99 + 1,05 TTP-12 6,31 £ 0,69

TTREC 13,80 £ 0,80 Rotenona 3,16 1,53

TTREA 95,50 + 1,48 Temephos® 1,40 £ 0,20

TTREM > 500
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6.2. Teste de atividade antioxidante

Processos oxidativos acontecem em todos 0s organismos vivos e, portanto, sao
mantidos sob rigoroso controle por varios mecanismos celulares. Porém, a produgao
excessiva de radicais livres e o desequilibrio dos mecanismos de protecdo antioxidante
resultam no surgimento de inumeras doencgas, pela aceleracio do envelhecimento

(SLUSARCZYK et al., 2009).

Os radicais livres, espécies quimicas altamente reativas, podem danificar os
lipidios, as proteinas e o DNA. Desta forma, varias doengas estdo associadas a presenca
destes compostos, como por exemplo, o cancer, doencas cardiovasculares, declinio do
sistema imunoldgico, catarata, deficiéncia organica do cérebro e a doenca de Alzheimer

(HUGON et al., 1996).

Substancias flavonoidicas sdo relatadas na literatura por sua capacidade de
capturar estes radicais (ABDELWAHED et al., 2007; CASTANEDA-OVANDO
et al., 2009; ARRIAGA et al., 2009b). Elas agem como capturadores de vérias espécies
oxidantes, como radicais hidroxila ou radicais peréxidos. Um grupo carbonila na
posicdo C-4 e uma dupla ligagdo entre os carbonos C-2 e C-3 sdo caracteristicas
importantes para atividade antioxidante elevada em flavonoides (DAS; PEREIRA,
1990). Alguns trabalhos também relatam que misturas de flavonoides agindo como
sinergistas possam ser responsdveis pela alta atividade observada em extratos

(HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

H4 muito tempo vém se buscando solu¢des para minimizar os efeitos dos
radicais livres. Entdo, a busca por antioxidantes naturais, principalmente para utilizacao
na industria alimenticia, nos motivou a investigar novas fontes potenciais de substancias

oriundas de plantas do Nordeste Brasileiro.

O teste de atividade antioxidante € baseado na capacidade de uma determinada
substancia capturar um radical livre, de forma que quanto maior a possibilidade de
captura de radicais, maior seré sua atividade antioxidante. Considerando-se que o uso de
compostos com atividade antioxidante de origem sintética ndo € muito recomendado
uma vez que podem promover efeitos colaterais diversos, observa-se uma tendéncia

favoravel para o uso daqueles oriundos de fontes naturais.
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Foi realizado teste qualitativo (Fig. 138)
preliminarmente, utilizando o B-caroteno, com
vinte (20) amostras de extratos obtidos segundo
as metodologias descritas no Capitulo 04.
Destas, foram selecionadas dez (10), para serem
analisadas pelo método do DPPH (HEGAZI;
ABD EL HADY, 2002). Cinco extratos
(TTTEA, TTVE, TTFE, TTFEM, TTRASA)
apresentaram valores de Clsp proximos aos dos
padrdes utilizados (Tab. 43, p. 157). Quatro
amostras de substancias foram testadas e a
luteolina (TTP-1) mostrou-se bem mais ativa
que a vitamina C, um dos padrdes. Os resultados
obtidos sugerem 7. foxicaria como uma
potencial fonte de agentes antioxidantes e a
presenca de flavonoides nos extratos vem a

reforcar os resultados encontrados.

Figura 138 — Fotografia da cromatofolha do teste antioxidante utilizando o B-caroteno
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Figura 139 — Estruturas do p-caroteno, Trolox®, DPPH e vitamina C

Tabela 43 — Resultados do teste antioxidante utilizando o DPPH

Amostra Clsp (mg / mL)
TTTE 6,18.10% +7,9.10”
TTTEA 527.107% +1,0.107
TTTEC 7,28.107 £ 1,2.107
TTVE 5,15.10% % 1,1.107
TTVEM 9,33.10% +3,9.10°
TTEE 4,84.10% +1,0.107
TTFEM 5,67.10% % 1,0.107
TTRASA 4,28.10% +8.0.10°
TTRAFA 7,60.10% +1,6.10°
TTRE 0,456 + 0,18
TTP-1 1,81.10% + 1,0.107
TTP-2
TTP-3 0,51 £7,6.107
TTP-4 0,56 +4,2.10°
Trolox® 2,6.107 £2,3.10*

Vitamina C 43102 +1,9.107
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O estudo quimico de Tephrosia toxicaria Pers. permitiu a confirmagao do perfil
quimiotaxondmico encontrado para a familia Fabaceae (Leguminosae), através do
isolamento de dez flavonoides, sendo eles a flavona luteolina (TTP-1), a flavanona
obovatina (TTP-5), os rotenoides 6a,12a-desidro-o-toxicarol (TTP-3), o-toxicarol
(TTP-4), deguelina (TTP-6), villosinol (TTP-8), 12-hidroxi-a-toxicarol (TTP-9),
sumatrol (TTP-10), 12a-hidroxirotenona (TTP-11) e tephrosina (TTP-12). Foram
isolados ainda a mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol (TTP-2), bem como
estes nas suas formas glicosiladas (TTP-7) e a cromona 6,7-dimetoxicromona
(TTP-13). Os rotenoides apresentam como padrao estrutural o sistema dimetilcromeno,
originado da ciclizagdo do grupo 3,3-dimetilalila (isoprenila), ou anel isoprenilfuranico,
sistemas encontrados frequentemente nas substincias isoladas do género Tephrosia.
No entanto, a utilizacdo destas substancias como marcadoras para a espécie ou género
torna-se invidvel, devido a ocorréncia destas em outros géneros pertencentes a familia

Fabaceae.

A técnica CLAE mostrou-se uma ferramenta bastante ttil no estudo fitoquimico,
possibilitando o isolamento de compostos com grandes semelhancas estruturais, sendo

alguns deles com potencial larvicida promissor.

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade larvicida sobre Aedes aegypti,
corroboram com a utilizacdo das raizes desta espécie como defensivo agricola.
Os extratos das raizes e vagens mostraram-se bastante ativos e a atividade dos
mesmos pode ser atribuida a presenca de rotenoides como a deguelina e o
12a-hidroxi-a-toxicarol, compostos que apresentaram atividade semelhante a da
rotenona, produto natural utilizado como padrdo positivo do teste. A avaliagdo da

atividade veio a confirmar o potencial larvicida de T. foxicaria.

A presenca de flavonoides em 7. toxicaria reforga os resultados encontrados nos
ensaios de atividade antioxidante. O teste qualitativo preliminar realizado com
p-caroteno mostrou que diversos extratos e fracdes apresentaram persisténcia da
coloragdo amarela, indicativa da presenca de substancias antioxidantes. O teste
quantitativo realizado com o DPPH veio a confirmar os resultados previstos, e cinco

extratos (TTTEA, TTVE, TTFE, TTFEM, TTRASA) apresentaram valores de Cls



proximos aos dos padrdes utilizados. Das substancias testadas, a luteolina (TTP-1)
mostrou-se bem mais ativa que a vitamina C, um dos padrdes utilizados, reforcando que

T. toxicaria € uma fonte potencial de agentes antioxidantes.

Os resultados aqui apresentados asseguram que uma importante contribui¢do
quimica e bioldgica foi dada a espécie T. toxicaria, espécie vegetal utilizada como
defensivo agricola natural nas lavouras, porém vislumbra-se a necessidade de estudos
relacionados a toxicidade dos rotenoides ativos, visando a padronizagdo de extratos para

utilizagdo como um biolarvicida.
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8. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E DADOS
ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

TTP-1 (3’,4°,5,7 - tetrahidroxiflavona / luteolina)

F.M. — C5H;00¢

P.M. (g/mol) — 286

Aspecto — solido amarelado de

aspecto amorfo

Solubilidade — metanol

P.f. -315,3-316,6 °C

Espectroscopia na regiao de absorcao do IV (KBr, cm'l) - 3423, 2914, 1655, 1611,
1366, 1267, 1165 e 1120.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CD;0OD) - & — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 7,38 (dd, J =9,0 ¢ 2,1); 7,37 (d, J = 2,1); 6,90 (d, J = 9,0); 6,56
(s); 6,44 (d,J=2,1); 6,20 (d, J=2,1).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CD;OD) — § — (padriio de hidrogenacio,
correlacao estrutural) — 166,5 (C, C-2); 104,0 (CH, C-3); 184,0 (C, C-4); 163,3 (C,
C-5); 100,3 (CH, C-6); 166,2 (C, C-7); 95,2 (CH, C-8); 159,6 (C, C-9); 105,4 (C, C-10);
123,8 (C, C-1°); 114,3 (CH, C-2’); 147,2 (C, C-3"); 151,2 (C, C-4’); 116,9 (CH, C-5°);
120,5 (CH, C-6").
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TTP-2 - sitosterol e estigmasterol

F.M. — Ca9H5,0 (sitosterol) f \
5 29

Ca9Hys0 (estigmasterol) /\ sitosterol

5,22 21

. JAN estigmasterol
P.M. (g/mol) — 414 (sitosterol)

412 (estigmasterol)

Aspecto — sdlido cristalino incolor, em ‘
HO
forma de agulhas \ + 6 J

Solubilidade - cloroféormio

Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, CDCL3) - & - (correlacao estrutural) —
Sitosterol — 37,5 (C-1); 31,9 (C-2); 72,0 (C-3); 42,5 (C-4); 141,0 (C-5); 121,9 (C-6);
32,1 (C-7); 32,1 (C-8); 50,4 (C-9); 36,4 (C-10); 21,3 (C-11); 40,0 (C-12); 42,5 (C-13);
57,1 (C-14); 24,5 (C-15); 28,4 (C-16); 56,3 (C-17); 12,1 (C-18); 19,6 (C-19); 36,3
(C-20); 19,0 (C-21); 34,2 (C-22); 26,3 (C-23); 46,1 (C-24); 29,4 (C-25); 19,0 (C-26);
19,3 (C-27); 23,3 (C-28); 12,3 (C-29).

Estigmasterol - 37,5 (C-1); 31,9 (C-2); 72,0 (C-3); 42,5 (C-4); 141,0 (C-5); 121,9 (C-
6); 32,1 (C-7); 32,1 (C-8); 50,4 (C-9); 36,7 (C-10); 21,3 (C-11); 39,9 (C-12); 42,5
(C-13); 57,0 (C-14); 24,5 (C-15); 29,1 (C-16); 56,3 (C-17); 12,2 (C-18); 19,6 (C-19);
40,7 (C-20); 21,3 (C-21); 138,5 (C-22); 129,5 (C-23); 51,5 (C-24); 32,3 (C-25); 21,4
(C-26); 19,2 (C-27); 25,6 (C-28); 12,3 (C-29).
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TTP-3 - 6a,12a-desidro-o-toxicarol

F.M. — Cy3H007

P.M. (g/mol) — 408

Aspecto — sdlido amarelado de

aspecto amorfo

Solubilidade - cloroféormio
\ OCH, J
P.f.-219,8 - 221,6 °C

Espectroscopia na regiao de absorcao do IV (KBr, cm'l) — 3435, 2931, 1658, 1577,
1513, 1451 e 1155.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDClL3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 13,00 (s); 8,28 (s); 6,64 (d, J = 10,0); 6,57 (s); 6,30 (s); 5,60
(d, J =10,0); 5,00 (s); 3,95 (s); 3,89 (s); 1,48 (s).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl;) — & — (padrio de hidrogenacio,
correlacao estrutural) — 110,0 (C, C-1a); 110,2 (CH, C-1); 144,5 (C, C-2); 149,5
(C, C-3); 100,9 (CH, C-4); 146,5 (C, C-4a); 65,0 (CH,, C-6); 157,0 (C, C-6a); 151,1
(C, C-7Ta); 101,3 (C, C-8); 159,6 (C, C-9); 100,8 (CH, C-10); 162,6 (C, C-11); 106,2
(C, C-11a); 179,6 (C, C-12); 111,0 (C, C-12a); 114,6 (CH, C-4’); 128,0 (CH, C-5°);
78,3 (C, C-6"); 28,4 (CH3, C-7’); 28,4 (CH3, C-8’); 56,6 (OCH32)); 56,2 (OCHj33)).
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Estrutura de TTP-4 — a-toxicarol

F.M. — C23H»04

P.M. (g/mol) — 410

Aspecto — sdlido amarelo de

aspecto cristalino

Solubilidade - cloroféormio

P.f. - 192,6 - 194,8 °C

Espectroscopia na regiao de absorcao do IV (KBr, cm'l) — 3420, 2963, 2927, 1642,
1588, 1512, 1450, 1161, 1071, 908 e 778.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDClL3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 12,19 (s); 6,88 (s); 6,56 (d, J = 10,0); 6,47 (s); 5,96 (s); 5,47
(d, J =10,0); 4,87 (t, J = 3,2); 4,62 (dd, J = 12,1 e 3,2); 4,18 (d, J = 12,1); 3,85 (d,
J=4,1); 3,82 (s); 3,80 (s), 1,44 (s); 1,38 (s).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl;) — & — (padréo de hidrogenacio,
correlacdo estrutural) — 104,7 (C, C-1a); 110,6 (CH, CO-1); 144,3 (C, C-2); 150,0
(C, C-3); 101,3 (CH, C-4); 147,6 (C, C-4a); 66,2 (CH,, C-6); 72,2 (CH, C-6a); 156,2
(C, C-Ta); 102,0 (C, C-8); 163,1 (C, C-9); 98,0 (CH, C-10); 164,8 (C, C-11); 1014 (C,
C-11a); 194,5 (C, C-12); 43,8 (CH, C-12a); 115,7 (CH, C-4"); 126,6 (CH, C-5°); 78,6
(C, C-6’); 28,6 (CH3, C-7"); 28,8 (CH3, C-8); 56,6 (OCHj3(2)); 56,1 (OCHj33)).
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TTP-5 - obovatina

F.M. - C20H1304

P.M. (g/mol) — 322

Aspecto — solido amarelado de aspecto

amorfo

Solubilidade — clorof6rmio

Pf. -119,8-121,2°C

Espectroscopia na regiao de absorcao do IV (KBr, cm'l) - 2923, 1644, 1590, 1374,
1160 e 1115.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 12,11 (s); 7,40-7,48 (m); 6,56 (d, J = 10); 6,02 (s); 5,48
(d, J = 10); 5,44 (dd, 13,0 e 3,0); 3,06 (dd, 17,1 e 13,0); 2,84 (dd, 17,1 e 3,0); 1,46 (s);
1,44 (s);.

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl;) — & — (padrio de hidrogenacio,
correlacao estrutural) — 79,3 (CH, C-2); 43,5 (CH,, C-3); 195,9 (C, C-4); 164,0 (C,
C-5); 97,9 (CH, C-6); 162,5 (C, C-7); 102,2 (C, C-8); 157,0 (C, C-9); 103,1 (C, C-10);
138,7 (C, C-1"); 126,2 (CH, C-2’ e C-6’); 129,0 (CH, C-3’ e C-5’); 129,0 (CH, C-4’);
115,8 (CH, C-4"’); 126,7 (CH, C-5""); 78,4 (C, C-6""); 28,5 (CH3, C-7"); 28,7 (CHs,
C-8).
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TTP-6 - deguelina

F.M. - C23H2206

P.M. (g/mol) — 394

Aspecto — s6lido amarelo de

aspecto amorfo

Solubilidade — clorof6rmio

P.f. - 153,4-156,2°C

Espectroscopia na regido de absorc¢ao do IV (KBr, cm'l) -2928, 1672, 1597, 1509,
1446, 1111, 1015 e 736.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDClL3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 7,75 (d, J = 9,2); 6,80 (s); 6,65 (d, J = 10,0); 6,47 (s); 6,47 (d,
J=9,2);5,56 (d, J=10,0); 4,92 (t, J =3,1); 4,64 (dd, J = 12,0 e 3,1); 4,19 (d, J = 12,0);
3,85(d, J=3,9); 3,81 (s); 3,78 (s), 1,46 (s); 1,39 (s).

Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, CDCL3) - 6 - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 105,0 (C, C-1a); 110,8 (CH, C-1); 144,1 (C, C-2); 149,8
(C, C-3); 101,2 (CH, C-4); 147,7 (C, C-4a); 66,5 (CH,, C-6); 72,8 (CH, C-6a); 157,2
(C, C-Ta); 1094 (C, C-8); 160,3 (C, C-9); 111,7 (CH, C-10); 128,8 (CH, C-11); 113,0
(C, C-11a); 189,5 (C, C-12); 44,6 (CH, C-12a); 116,0 (CH, C-4°); 128,9 (CH, C-5’);
77,9 (C, C-6"); 28,4 (CHs, C-7°); 28,5 (CH3, C-8°); 56,6 (OCH3(2)); 56,1 (OCH33)).
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TTP-7 - sitosterol e estigmasterol glicosilados

166

5
/\ sitosterol

5,22
JAN estigmasterol

F.M. — C35Hs30g (sitosterol glicosilado) (
C35Hs60¢ (estigmasterol glicosilado)

P.M. (g/mol) — 574 (sitosterol glicosilado)
572 (estigmasterol glicosilado)

Aspecto — sdlido amorfo branco RO 5

R = Glicose

J

Solubilidade — piridina

Espectroscopia de RMN Be (125 MHz, CsDsN) — 6 — (correlacdo estrutural) —
Sitosterol glicosilado — 37,0 (C-1); 31,6 (C-2); 79,0 (C-3); 39,5 (C-4); 1414 (C-5);
122,2 (C-6); 31,6 (C-7); 31,7 (C-8); 50,0 (C-9); 36,5 (C-10); 20,8 (C-11); 38,5 (C-12);
42,1 (C-13); 56,5 (C-14); 24,5 (C-15); 28,7 (C-16); 55,8 (C-17); 12,0 (C-18); 19,0 (C-
19); 36,0 (C-20); 18,5 (C-21); 34,0 (C-22); 28,0 (C-23); 45,7 (C-24); 28,9 (C-25); 19,5
(C-26); 18,7 (C-27); 22,8 (C-28); 12,0 (C-29); 100,9 (C-1°); 73,3 (C-2’); 76,2 (C-3’);
70,0 (C-4’); 75,4 (C-5"); 61,7(C-6").

Estigmasterol glicosilado — 37,0 (C-1); 31,6 (C-2); 79,0 (C-3); 39,5 (C-4); 140,4 (C-5);
121,1 (C-6); 31,6 (C-7); 31,7 (C-8); 50,0 (C-9); 36,5 (C-10); 20,8 (C-11); 38,5 (C-12);
42,1 (C-13); 56,5 (C-14); 24,5 (C-15); 28,7 (C-16); 55,8 (C-17); 12,0 (C-18); 19,0
(C-19); 36,0 (C-20); 18,5 (C-21); 137,9 (C-22); 128,8 (C-23); 45,7 (C-24); 28,9 (C-25);
19,5 (C-26); 19,7 (C-27); 22,8 (C-28); 12,0 (C-29); 100,9 (C-1°); 73,3 (C-2°); 76,2
(C-3%); 70,0 (C-4’); 75,4 (C-5°); 61,7 (C-6’).
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TTP-8 - villosinol / 12a-hidroxisumatrol

F.M. - C23H2208

P.M. (g/mol) — 426

Aspecto — solido alaranjado de

aspecto amorfo

Solubilidade — clorof6rmio

2

\ OCH; /

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 11,83 (s); 6,71 (s); 6,49 (s); 6,04 (s); 5,20 (t, J = 8,5); 5,05 (s);
4,93 (s); 4,58 (dd, J = 12,0 e 2,5); 4,55 (sl); 4,47 (d, J = 12,0); 4,18 (s); 3,83 (s); 3,76
(s); 3,20 (dd, J=15,0e9,5); 2,84 (dd, J = 15,0 ¢ 7,5); 1,74 (s).

Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, CDCL3) - 6 - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 109,0 (C, C-1a); 109,7 (CH, C-1); 144,4 (C, C-2); 151,6 (C,
C-3); 1014 (CH, C-4); 148,7 (C, C-4a); 63,9 (CH,, C-6); 75,8 (CH, C-6a); 156,1 (C,
C-7a); 105,0 (C, C-8); 1704 (C, C-9); 92,5 (CH, C-10); 166,1 (C, C-11); 100,2 (C,
C-11a); 1944 (C, C-12); 67,1 (C, C-12a); 30,8 (CH,, C-4’); 88,7 (CH, C-5’); 143,1 (C,
C-6’); 113,2 (CH,, C-7"); 17,3 (CHs, C-8’); 56,7 (OCH3(2)); 56,2 (OCHj3)).
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TTP-9 - 12a-hidroxi-o-toxicarol

F.M. — Cy3H2,03

P.M. (g/mol) — 426

Aspecto — sdlido amarelo de

aspecto cristalino

Solubilidade - cloroférmio

P.f. - 133,6 - 134,8°C

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 11,63 (s); 6,72 (s); 6,51 (d, J = 10,0); 6,48 (s); 5,97 (s); 5,47
(d, J = 10,0); 4,60 (dd, J = 12,0 e 2,5); 4,54 (d, J =1,5); 4,47 (dd, J = 12,0 e 0,5); 4,17
(8); 3,82 (s); 3,75 (s); 1,43 (s); 1,36 (s).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl;) — & — (padrio de hidrogenacio,
correlacao estrutural) — 108,6 (C, C-1a); 109,6 (CH, C-1); 144,2 (C, C-2); 151,5 (C,
C-3); 1014 (CH, C-4); 148,5 (C, C-4a); 63,8 (CH,, C-6); 75,9 (CH, C-6a); 155,7 (C,
C-7a); 102,2 (C, C-8); 163,7 (C, C-9); 98,1 (CH, C-10); 164,2 (C, C-11); 100,1 (C,
C-11a); 195,0 (C, C-12); 67,0 (C, C-12a); 115,2 (CH, C-4’); 126,8 (CH, C-5"); 78,8 (C,
C-6); 28,6 (CH3, C-7°); 28,8 (CH3, C-8); 56,6 (OCHj3(2)); 56,0 (OCHj33)).
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TTP-10 — sumatrol

F.M. - C23H2207

P.M. (g/mol) — 410

Aspecto — s6lido amarelo de

aspecto cristalino

Solubilidade — cloroférmio

P.f.-213,6 - 215,1°C

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) — 12,42 (s); 6,87 (s); 6,46 (s); 6,02 (s); 5,20 (t, J = 8,5); 5,06 (s);
4,93 (s); 4,88 (t, J =3,0); 4,59 (dd, J = 12,0 e 3,0); 4,17 (d, J = 12,0); 3,85 (d, J = 4,0);
3,82 (s); 3,79 (s); 3,24 (dd, J = 15,0 € 9,5); 2,86 (dd, J = 15,0 e 8,0); 1,75 (s).

Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, CDCL3) - 6 - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 105,0 (C, C-1a); 110,9 (CH, C-1); 144,4 (C, C-2); 150,1 (C,
C-3); 1014 (CH, C-4); 147,6 (C, C-4a); 66,3 (CH,, C-6); 72,0 (CH, C-6a); 156,5 (C,
C-7a); 104,3 (C, C-8); 169,6 (C, C-9); 92,1 (CH, C-10); 166,4 (C, C-11); 101,5 (C,
C-11a); 193.,8 (C, C-12); 44,0 (CH, C-12a); 30,9 (CH,, C-4’); 88,4 (CH, C-5°); 143,2
(C, C-6"); 112,8 (CHy, C-77); 17,3 (CH3, C-8); 56,7 (OCHj3(2)); 56,2 (OCHj33)).



Capitulo8 — Caracteristicas Fisico-Quimicas e Dados Espectrométricos 170

TTP-11 - 12a-hidroxirotenona

F.M. - C23H2207

P.M. (g/mol) — 410

Aspecto — s6lido amarelo de

aspecto amorfo

Solubilidade — cloroférmio

P.f. - 152,2-153,7°C

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) - 7,83 (d, J = 8,5); 6,55 (s); 6,54 (d, J = 8.,5); 6,49 (s); 5,24 (t,
J =9,0); 5,07 (s); 4,94 (s); 4,61 (dd, J = 12,0 e 2,5); 4,59 (m); 4,50 (d, J = 12,0); 4,46
(s); 3,83 (s); 3,73 (s); 3,29 (dd, J = 16,0 € 9,0); 2,94 (dd, d, J = 16,0 € 9,0); 1,76 (s).

Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, CDCL3) - 6 - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 109,1 (C, C-1a); 110,0 (CH, C-1); 144,1 (C, C-2); 151,5 (C,
C-3); 1014 (CH, C-4); 148,7 (C, C-4a); 64,1 (CH,, C-6); 76,4 (CH, C-6a); 157,9 (C,
C-7a); 1134 (C, C-8); 168,3 (C, C-9); 105,5 (CH, C-10); 130,3 (CH, C-11); 112,0 (C,
C-11a); 191,3 (C, C-12); 67,8 (C, C-12a); 31,4 (CH,, C-4’); 88,2 (CH, C-5"); 143,1 (C,
C-6’); 112,8 (CH,, C-77); 17,3 (CHj3, C-8’); 56,7 (OCHj3(2)); 56,1 (OCHj33)).
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TTP-12 — tephrosina

F.M. - C23H2207

P.M. (g/mol) — 410

Aspecto — solido amarelo com

aspecto de resina

2

. | \_ ocH; J
Solubilidade - cloroférmio

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) - 7,73 (d, J = 9,0); 6,60 (d, J = 10,0); 6,57 (s); 6,48 (s); 6,47 (d,
J=9,0); 5,55 (d, J=10,0); 4,63 (dd, J = 12,0 e 2,5); 4,57 (dd, J = 2,5 ¢ 1,0); 4,50 (dd, J
=12,0e 1,0); 4,44 (s); 3,81 (s); 3,78 (s), 1,45 (s); 1,39 (s).

Espectroscopia de RMN BC (125 MHz, CDCL3) - 6 - (padrao de hidrogenacao,
correlacao estrutural) — 108,8 (C, C-1a); 109,8 (CH, C-1); 144,2 (C, C-2); 151,4 (C,
C-3); 101,3 (CH, C-4); 148,6 (C, C-4a); 64,0 (CH,, C-6); 76,5 (CH, C-6a); 156,8 (C,
C-7a); 109,3 (C, C-8); 160,9 (C, C-9); 112,0 (CH, C-10); 128,7 (CH, C-11); 111,3 (C,
C-11a); 191,5 (C, C-12); 67,6 (C, C-12a); 115,5 (CH, C-4’); 128,9 (CH, C-5’); 78,1 (C,
C-6’); 28,4 (CH3, C-7°); 28,7 (CH3, C-8°); 56,0 (OCHj3(2)); 56,5 (OCH33)).
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TTP-13 — 6,7-dimetoxicromona

F.M. - C11H1()O4

P.M. (g/mol) — 206

Aspecto — s6lido alaranjado de aspecto amorfo

Solubilidade - cloroférmio
P.f.-171,1-172,4°C

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) - 6 — (multiplicidade, constante de
acoplamento / Hz) - 7,81 (d, J = 5,5); 7,55 (s); 6,88 (s); 6,31 (d, J = 5,5); 3,99 (s); 3,98
(8).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl;) — & — (padrio de hidrogenacio,
correlacao estrutural) — 154,6 (CH, C-2); 112,7 (CH, C-3); 176,9 (C, C-4); 104,9 (CH,
C-5); 148,0 (C, C-6); 154,8 (C, C-7); 100,0 (CH, C-8); 152,9 (C, C-9); 118,7 (C, C-10);
56,6 (OCHj3)); 56,6 (OCH3z 7).
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