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ABSTRACT

This work presents the study of the chemical composition of Senna martiana (Benth) Irw.
and Barn. belonging to the family of Leguminosas (subfamily Papilonoideae, synonym Fabaceae).
this study was orientated for the volatile chemical representatives of the leaves knowledge and of
the fixed representatives of the flowers and of the stem. Another object of interest was the
evaluation of the antioxidant activity of the extracts hidroalcodlicos of the organs of the plant above
mentioned.

The bibliographical rising revealed the absence of studies phytochemistry, biological or

pharmacolégics accomplished with this species, reason for which the plant was selected for study.

The study phytochemistry of the plant was accomplished using techniques as cromatographic
for adsorption in open column (CC); cromatographic in thin layer (CCD), and in the determination
of the structures technical such espectroscopic as: absorption in the area of the red band (IV);
Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen (RMN 'H); Nuclear Magnetic Resonance of Carbon 13
(RMN "*C) united and bidimensionais. The volatile representatives extraction was accomplished by
hidrodestilacion being used microwave oven as heating source and in the evaluation of the
antioxidant activity it was used as analysis techniques, the capacity kidnapper of free radicals

(method DPPH) and the measure of the antioxidant potential (method DHBA).

The study of the fixed oil of the seeds of Senna martiana, resulted in the identification of
fourteen graxos acids, being majority, the hexadecanoic acid (37%) and the 9,12-octadecanoic acid
(34,1%). The study cromatographic of the extract ethanolic of the stem of Senna martiana made
possible the isolation and identification of the triacontanoic acid (melissico ac.), B-sitosterol, of
three anthraquinones 1,8-dihidroxylad, crysophanol, phyiscion and aloe-emodin, whose chemical
identities were confirmed by the analysis of your spectra and comparison with the data of the
literature. Among the isolated representatives it was obtained a heterosideo of a bianthrone of the

unpublished crysophanol in the literature.



RESUMO

Neste trabalho apresenta-se o estudo da composi¢do quimica de Senna martiana (Benth)
Irw. e Barn. pertencente a familia das Leguminosas (subfamilia Papilonoideae, sindbnimo Fabaceae).
Norteou-se este estudo para o conhecimento dos constituintes quimicos volateis das folhas e dos
constituintes fixos das inflorescéncias e do caule. Outro objeto de interesse foi a avaliagdo da

atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos dos 6rgéos da planta acima citados.

O levantamento bibliogriafico revelou a auséncia de estudos fitoquimicos, biolégicos ou

farmacoldgicos realizados com esta espécie, motivo pelo qual a planta foi selecionada para estudo.

O estudo fitoquimico da planta foi realizado utilizando técnicas como cromatografia por
adsorcdo em coluna aberta (CC); cromatografia em camada delgada (CCD), e na determinacio das
estruturas técnicas espectroscopicas tais como: absor¢do na regido do infravermelho (IV);
Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H); Ressonincia Magnética Nuclear de
Carbono 13 (RMN "*C) uni e bidimensionais. A extracdo dos constituintes voldteis foi realizada por
hidrodestilagdo usando-se forno de microondas como fonte de aquecimento e na avaliagdo da
atividade antioxidante utilizou-se como técnicas de andlise, a capacidade seqiiestradora de radicais

livres (método DPPH) e a medida do potencial antioxidante (método DHBA).

O estudo do 6leo fixo das sementes de Senna martiana, resultou na identificacao de quatorze
dcidos graxos, sendo majoritarios, o 4cido hexadecandico (37%) e o acido 9,12-octadecandico
(34,1%). O estudo cromatogrifico do extrato etandlico do caule de Senna martiana possibilitou o
isolamento e identificagio do 4cido triacontandico (4c. melissico), [-sitosterol, de trés
antraquinonas 1,8-dihidroxiladas, crisofanol, fisciona e aloe-emodina, cujas identidades quimicas
foram confirmadas pela anélise de seus espectros e comparacdo com os dados da literatura. Dentre
os constituintes isolados obteve-se um heterosideo de uma biantrona do crisofanol inédito na

literatura.



1 INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais tem como um dos principais objetivos, o isolamento e
caracterizacdo de compostos quimicos de plantas superiores, que especialmente é complementada
pela avaliagdo da atividade bioldgica das substincias isoladas, com a perspectiva de um possivel
aproveitamento destas substancias.

Nesta dissertag@o € realizado o estudo fitoquimico de uma planta nativa da flora nordestina,
Senna martiana (Benth) Irw. e Barn., conhecida popularmente como caixdo de canafistula e
canafistula brava, pertencente 4 familia leguminoseae.

O levantamento bibliografico ndo revelou nenhum estudo sobre a espécie, porém foi
possivel encontrar varios estudos com as plantas pertencentes ao género Senna, onde vdrias classes
de compostos estdo presentes nestas espécies. Dentre as classes de compostos citadas, temos:
flavondides, alcaldides, terpenos e principalmente antraquinonas monoméricas e diméricas,
encontradas livres e glicosiladas. A literatura relata também algumas atividades biolégicas para as
espécies deste género, tais como: larvicida, antifiingica, antivirdtica, anticancer, laxativa e
antioxidante.

Essa dissertacdo traz uma breve descri¢cdo botinica da espécie estudada, uma pesquisa
bibliogrifica sobre os compostos isolados das espécies pertencentes ao género Senna e suas
respectivas atividades bioldgicas, a andlise do potencial antioxidante dos extratos das partes da
planta, além da descri¢do dos processos de isolamento, da determinagdo estrutural dos compostos

isolados e das técnicas usadas para avaliar a atividade antioxidante.



2 CONSIDERACOES BOTANICAS.

2.1. Consideracoes botanicas sobre a familia Leguminoseae

A familia Leguminoseae possui uma ampla distribuicdo geogréfica, representada por cerca
de 650 géneros e mais de 18.000 espécies subordinadas a trés subfamilias (Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Fabaceae — sindnimo Papilonoideae). As espécies das subfamilias Caesalpinioideae
e Mimosoideae sdo principalmente tropicais e as da Fabaceae encontram-se mais frequentemente
nas regides temperadas. A subfamilia fabaceae abrange espécies com caracteristicas consideradas
mais avancadas dentro das leguminosas. Em 1984 foi determinado que as trés subfamilias das
leguminosas por possuirem algumas diferencas anatomicas e pelo grande nimero de espécies que
cada subfamilia possuia passassem a ser classificadas como familias. No entanto a partir de 1988,
Arthur Cronquist e colaboradores passaram a recomendar que a classificacdo anterior, ou seja,
Caesalpinoideae, Mimosoideae e Fabaceae voltassem a ser classificadas como subfamilias, pois as
diferencas anatdmicas eram poucas em comparagdo a quantidade de semelhangas estruturais que

estas possuiam [BARROSO, 1984; CRONQUIST, 1988].

De modo geral, as espécies da familia Leguminoseae sdo caracterizadas como ervas anuais
ou perenes, eretas, prostradas, difusas ou escandentes, subarbustos, arbustos eretos, sarmentos ou
escandentes, e drvores de pequeno, médio ou grande porte, com sistema radicular bem desenvolvido

e predominéncia da raiz principal sobre suas ramificagdes [BARROSO, 1984].

Os tipos foliares sdo muito variados. Podem ser encontradas desde folhas simples a
compostas pinadas, bipinadas, trifolioladas, digitadas até mesmo unifoliadas. O indumento pode
estar constituido de pélos simples, unisseriados ou multisseriados, ou de tricomas glandulosos. O
tipo de inflorescéncia das Leguminoseae € o racemoso. O androceu tipico é o de dez estames. O
fruto caracteristico da familia € o legume, um tipo que pode ser definido como monocarpelar, seco,

deiscente ao longo da sutura do carpelo e da costa mediana [BARROSO, 1984].



2.2. Consideracoes botanicas de Senna martiana (Benth) Irw. e Barn.

Senna martiana (Benth) Irw. e Barn. (Figura 1) € uma espécie pertencente a familia
Leguminoseae Papilonoideae (sindnimo Fabaceae), sendo conhecida popularmente como caixdo de
canafistula e canafistula brava [CRONQUIST, 1988].

E um arbusto de ampla copa, suavemente lenhoso de crescimento rdpido com propagacio de
ramos, atingindo uma altura de 1,5 a 4,0 m, normalmente finos e longos, apresentando uma
folhagem reduzida em comparacio as demais espécies do mesmo género.

Apresenta-se na caatinga como moitas, crescendo juntamente com as ervas daninhas, ao
redor de lagoas e ao longo das margens da estrada [CRONQUIST, 1988]. Esta espécie apresenta-se
muito semelhante a Cassia alata que é muito comum no Cear4, diferenciando-se no entanto pela

inflorescéncia que é mais abundante e exuberante.

Espécie nativa do Nordeste do Brasil, habita desde o Rio Grande do Norte passando por
Paraiba e Pernambuco até o extremo da Bahia (ao longo do Rio Sdo Francisco até o Rio Pardo).

Existem registros de Senna martiana no Ceard, na Chapada do Apodi e na reserva de Aiuaba.

-
v

Figura 1 - Fotografia de Senna martiana com detalhe do fruto e da flor [foto: Prof. Silveira,

E.R]



3. BIOSSINTESE DE ANTRAQUINONAS

3.1. Biossintese de antraquinonas via chiquimato-mevalonato

As antraquinonas naturais, que sio isoladas de plantas superiores podem ser diferenciadas
pela presenca de substituintes nos anéis aromaticos. Antraquinonas que possuem substituintes em
apenas um anel aromdtico sdo formadas através de uma via chiquimato. Esta rota biossintética se
inicia quando o dcido chiquimico incorpora trés dtomos de carbono com o auxilio de ATP e da
enzima EPSP, dando origem a um precursor intermedidrio Cjo. Posteriormente este intermedidrio
perde duas moléculas de acido fosférico por duas reagdes de eliminagdo, uma 1,2 em seguida uma
1,4, para dar origem ao 4cido corismico, um composto muito importante da via chiquimato.

O 4cido corismico sofre vérias reagcdes como mostrado no Esquema I, até a formacgdo do
dcido 1,4-dihidroxinaftéico que em seguida sofre prenilacdo para a formacdo do terceiro anel.
Como etapas finais observa-se modificagdes como descarboxilacdo, hidroxilagdo e metilacdo

(Esquema I) [DEWICK, 2002].

Esquema I — Rota biossintética de antraquinonas via chiquimato. [DEWICK, 2002]
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3.2. Biossintese de antraquinonas via acetato-malonato

O caminho biossintético que leva a formagdo de antraquinonas substituidas nos dois anéis é
através da via acetato-malonato. Esta via biossintética envolve a condensacdo de uma unidade de
acetilcoenzima A como iniciador e sete unidades de malonilcoenzima A como continuador,
conduzindo a uma cadeia poli-B-cetometilénica e originando a antrona (intermedidrio hipotético 1
ou 2) que em seguida sofre oxidacdo em Cjp e Cy a uma antraquinona (crisofanol, fisciona,
endocrocina ou emodina). A diversidade de derivados antraquinOnicos desta classe se originam a
partir de modificagdes no precursor formal [DEWICK, 2002]. O esquema II ilustra a biossintese da
emodina, fisciona e crisofanol que sdo antraquinonas, hd muito tempo conhecidas por suas
propriedades purgativas e que ocorrem em plantas superiores tais como senna, cascara sagrada,

frangula, ruibarbo e aloes [DEWICK, 2002].



Esquema II — Rota biossintética de antraquinonas via acetato-malonato [DEWICK, 2002].
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4. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

4.1. Constituintes Quimicos e Atividade Biologica do Género Senna

O levantamento bibliografico (1985-2006) no Chemical Abstracts, e no SciFinder®
Scholar™, revelou para dez espécies do género Senna, atividades biolégicas comprovadas e
relevantes, contribuindo para um maior interesse no estudo do género. Estas atividades estdo
listadas na Tabela 1. As espécies pertencentes ao género Senna, sdo caracterizadas por apresentarem
conhecida atividade laxativa, propriedade esta que € atribuida a presenca de antraquinonas e
biantronas, notadamente aos senosideos A e B, que sdo bastante utilizados na industria farmacéutica
[PATRA, 2005]. Algumas espécies de Senna sdo venenosas para bovinos e caprinos, levando a
sindrome da degeneracdo muscular e consequentemente a morte [CALORE, 1998].

Outras atividades bioldgicas foram relacionadas aos constituintes quimicos presentes, como

por exemplo, a atividade estrog€nica atribuida as hidroxiantraquinonas [MATSUDA, 2001]. A

Tabela 2 apresenta os metabdlitos secunddrios isolados das espécies do género nos tltimos 20 anos.

Tabela 1 — Atividades bioldgicas de espécies do género Senna.

Espécies do género Senna Atividade biolégica Referencia
Senna alata Toéxica YAGI, 1998
Senna angustiolia Laxativa AZAM, 2003
Senna birostris Antioxidante VILA, 2003
Senna obliqua Antimicrobiana GRAHAM, 2004
Senna racemosa Antimicrobiana SANSORES, 2000
Senna racemosa Antimicrobiana SANSORES, 2000
Senna skinneri Mutagénica ARRIETA, 1999
Senna spectabilis Citotoxica SRIPHONG, 2003
Senna stipulaceae Antifedante VALENCIA, 2000

Senna wislizeni Mutagénica ARRIETA, 1999




As atividades bioldgicas citadas acima, estdo diretamente relacionadas aos constituintes

presentes em cada espécie, desta maneira a Tabela 2 mostra os metabdlitos secunddrios isolados das

espécies do género Senna.

Tabela 2 — Metabdlitos secundérios isolados de espécies pertencentes ao género Senna.

Substancias isoladas de espécies do género Senna

1,8-diidroxi-3-metilantraquinona
(Crisofanol)

Origem:

Senna bicapsulares [VALIENTE, 2003]
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1996]
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1989]

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]
Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]

Senna racemosa [MENA, 2002]
Senna rugosa [BARBOSA, 2004]
Senna septentrionalis [ALEMAYEHU, 1997]

OH O OH
CH;0 ‘ ' ‘ CH,
(0]
1,8-diidroxi-3-metil-6-metoxiantraquinona
(Fisciona)

Origem:
Senna bicapsulares [VALIENTE, 2003]
Senna birostris [VILA, 2003]

Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1997]
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1996]
Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]
Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]
Senna multiglandulosa [ALEMAYEHU, 1996]
Senna racemosa [MENA, 2002]

Senna rugosa [BARBOSA, 2004]
Senna septentrionalis [ALEMAYEHU, 1997]
Senna sophera [ALEMAYEHU, 1998]




CH,O O OH
O‘O CH,
0

1-hidroxi-8-metoxi-3-metilantraquinona
(Crisofanol 8-metil éter)

Origem: Senna lindheirina [BARBA, 1992]

OH O OH

I I I COOH
O

Reina
Origem:
Senna alata [YAGI, 1998]
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1989]

OH O OH

H“‘CH3

o

1,6,8-triidroxi-3-metilantraquinona
(Emodina)

Origem:
Senna alata [YAGI, 1998]
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1996]
Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]
Senna multiglandulosa [ABEGAZ, 1994]
Senna septentrionalis [ALEMAYEHU, 1997]

OH O OH

‘ ‘ ‘ CH,0H
0

1,8-diidroxi-3-carbinolantraquinona
(Aloe-emodina)

Origem:
Senna alata [YAGI, 1998]
Senna didymobotrya [1989]

CH,O O OH
SO W
OH O
1,5-diidroxi-8metoxi-3-metilantraquinona
(Questina)

Origem:

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

OH O OH

RS

(@)
1,7,8-triidroxi-3-metil-antraquinona
(Nataloe-emodina)

CH,

Origem:
Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]




OH OH O

CH;0 OH
torosacrisona
Origem:
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1989]
Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]
Senna multiglandulosai [ALEMAYEHU, 1996]

Senna septentrionalis [ALEMAYEHU, 1997]

OH O OH
CH;0 ‘ ‘ ‘ COOH
0

Acido parientinico
Origem:
Senna didymobotrya [ALEMAYEHU, 1989]

CHO O OH

CH;0 OCH,

CH;O ‘ ‘ ‘ CH;
0

1-hidroxi-3-metil-2,6,7,8-tetrametoxi-
9,10-antraquinona

Origem:

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

OH O OH
CH,0 ‘ ‘ ‘ CH;
OH O

1,5,8-triidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona

(Xantorina)
Origem:
Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]
Senna sophera [ALEMAYEHU, 1998]

OH OH O

Racemocrisona

CH,
CH,

OCH,

Origem:

Senna racemosa [MENA-REJON, 2002]

OH OH

“ OCH,

Rubrofusarina

0
|
CHy” YO

Origem:
Senna obliqgua| GRAHAM , 2004]




OH O

“O CH;

OH O

OH

OH
Crisofanol biantrona
Origem:

Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]

10-(Crisofanol-7'-i1)-10-hidroxi-crisofanol-
10'-antrona

Origem:

Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]

Floribundone

Origem:
Senna corymbosa [BARBA, 1992]
Senna multiglandulosa [ALEMAYEHU, 1996 e
ABEGAZ, 1994]
Senna septentrionalis [ALEMAYEHU, 1997]
Senna sophera ALEMAYEHU, 1998]

Anidroflengmacina

Origem:
Senna multiglandulosa [ALEMAYEHU, 1996 e
ABEGAZ, 1994]
Senna sophera [ALEMAYEHU, 1998]




Presengulone
Origem: Senna sophera

[ALEMAYEHU, 1998]

Isosengulona
Origem:
Senna multiglandulosa [ALEMAYEHU, 1996]
Senna sophera [ALEMAYEHU, 1998]

O OH OH

Sengulona
Origem: Senna sophera [ALEMAYEHU, 1998]
Senna multiglandulosa [ABEGAZ, 1994]

Senosideo A

Origem: Senna angustifolia

[AZAM, 2003]




Senosideo B

Origem: Senna angustifolia

[AZAM, 2003]

OH O OH

O‘O CHs

OH O OH

Crisofanol-fisciona-10,10'-biantrona

Origem: Senna longiracemosa

[ALEMAYEHU, 1993]

OH O OH

O‘O CH,
(1)
CH;O

OH O OH

Crisofanol-isofisciona-10,10'-biantrona
Origem: Senna longiracemosa

[ALEMAYEHU, 1993]

OH O OH

CH;0
L,
CH;

AT

OH O OH

Isofisciona-10,10'-biantrona
Origem: Senna longiracemosa

[ALEMAYEHU, 1993]




OH O OH

CH;0 ‘ ‘ ‘ CH
oS

OH O OH

Fisciona-10,10'-biantrona

Origem: Senna sophera

[ALEMAYEHU, 1998]

5,10-dihidroxi-2-metil-9-(fisciona-7'-il)-
1,4-antraquinona

Origem: Senna didymobotrya
[ALEMAYEHU, 1996]

10-hidroxi-10-(fisciona-7'-il)-crisofanol antrona
Origem: Senna didymobotrya
[ALEMAYEHU, 1996]

Quercetina

Origem: Senna skinneri e Senna wislizeni

[ARRIETA, 1999]




3,7,3',4'-tetrahidroxi-flavona
Origem:

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

7,3',4'-trihidroxi-3-metoxi-flavona
Origem:

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

OH O
5,7,3',4'-tetrahidroxi-3-metoxi-flavona
Origem:
Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

CH,0 O

3,7,3" 4'-tetrahidroxi-5-metoxi-flavona
Origem:

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

OH _OH

OH
HO
CH,

go HO

5,7-dimetoxirutina
Origem: Senna skinneri e Senna wislizeni

[ARRIETA, 1999]

go HO

Rutina
Origem: Senna skinneri e Senna wislizeni

[ARRIETA, 1999]




5,7-dimetoxirutina aglicona

Origem: Senna skinneri e Senna wislizeni

[ARRIETA, 1999]

OH OH O

C|O |
CH;0 0~ > CH;

CH,

Quinquangulina

Origem: Senna obligua [GRAHAM, 2004]
Senna rugosa [BARBOSA, 2004]

OH OH O

Cl‘ |
CH;O 0~ >CH,

Rubrofurasina

Origem: Senna longiracemosa [ALEMAYEHU,
1993]
Senna obliqgua [GRAHAM, 2004]
Senna rugosa [BARBOSA, 2004]

HO

[3- sitosterol

Origem: Senna bicapsulares [VALIENTE,
2003, TORRENEGRA, 2002]
Senna corymbosa [BARBA, 1992]
Senna racemosa [MENA, 2002]




HO

Estigmasterol

Origem: Senna bicapsulares [VALIENTE, 2003,

TORRENEGRA, 2002]

Senna corymbosa [BARBA, 1992]
Senna hirsuta [LORIA, 2002]
Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]
Senna racemosa [MENA, 2002]

Cassina

Origem: Senna racemosa [MENA, 2002,
SANSORES, 2000]

Piceatanol

Origem:

Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]

OH

HO

Ac. betulinico
Origem:
Senna lindheimeriana [BARBA, 1992]




OCH,

O OH O
2-metoxi-estipandrona
Origem:

Senna longiracemosa [ALEMAYEHU, 1993]

Foram encontrados registros de estudo quimico para vinte espécies de Senna, com maior
freqiiéncia para S. lindheimeriana com treze referéncias e S. longiracemosa com onze trabalhos
nestes ultimos 20 anos. Algumas espécies sé foram citadas uma vez como S. birostris, S. hirsuta, S.
obliqua e S. lindheirina. Em relagdo aos componentes quimicos, foram relatadas principalmente
antraquinonas e biantronas, constituindo assim, as duas classes mais comuns no género, com 11
diferentes antraquinonas e 15 biantronas, tanto na forma livre como glicosilada. De todas as
antraquinonas relatadas, a fisciona foi isolada e identificada em dez das espécies estudadas. Além
destas duas classes de substincias, foram encontrados também registros para hidroxiantronas,
flavonoides, esterdides e triterpenos. Em trabalho recente, foram identificados em S. spectabilis,

nove alcaldides piperidinicos, além de quatro na forma glicosilada.



5 DETERMINACAO ESTRUTURAL

5.1. Estudo dos constituintes quimicos fixos de Senna martiana.

5.2. Determinacao dos constituintes fixos das sementes de Senna martiana

As sementes de S. martiana (295 g), apOs serem trituradas foram maceradas com hexano por
um periodo de uma semana, em seguida o material foi filtrado obtendo-se o extrato hexanico que
foi submetida a evaporacdo em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se assim um
material de aspecto oleoso de coloracdo amarelada. O 6leo obtido foi submetido a uma reacdo de
saponificagdo, onde a parte saponificivel sofreu uma reacdo de metilagdo, segundo os

Fluxogramas 01 e 02, p. 96 e 97, respectivamente.

Os ésteres metilicos obtidos foram analisados por CG/EM. A identifica¢do dos constituintes
presentes nos 6leos fixos foi realizada por comparacdo dos indices de Kovat e espectros de massas

com uma espectroteca de padroes [ADAMS, 2001 e STENHAGEN, 1974].

Com os dados obtidos a partir da andlise por CG/EM foi possivel caracterizar os ésteres
metilicos referentes a vinte e trés dcidos graxos detectados no cromatograma (Figura 2, p. 21),
permitindo identificar 97,4% da composi¢do do O6leo. Destacaram-se como componentes
majoritirios os ésteres metilicos dos acidos: palmitico (37,0%), linoleico (34,1%) e estedrico

(6,5%), Tabela 3, p. 21.



Tabela 3 — Acidos graxos obtidos através dos seus respectivos ésteres metilicos, do extrato

hexanico das sementes de S. martiana.

Constituintes MM Teor (%)
Acido tetradecandico (Ac. miristico) 242 1,3
Acido pentadecandico (Ac. pentadecilico) 256 1,5
Acido 9-hexadecendico (Ac. palmitolitico) 268 1,5
. 270 37,0
Acido hexadecandico (Ac. palmitico)
Acido 9-octadecendico (Ac. oleico) 282 3,7
Acido heptadecanéico (Ac. margaritico) 284 1,9
Acido 9,12-octadecadiendico (Ac. linoleico) 294 34,1
. 298 6,5
Acido octadecanéico (Ac. estedrico)
Acido 10-nonadecenéico 310 1,1
Acido 11,14-eicosadiendico 322 0,4
Acido eicosanéico (Ac. araquidico) 326 1,7
Acido docosanéico (Ac. behémico) 354 2,0
Acido tricosandico 368 0,7
Acido tetracosanéico (Ac. lignocérico) 382 1,6
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Figura 2 - Cromatograma dos ésteres metilicos das sementes de S. martiana



Os espectros de massas dos ésteres metilicos dos acidos identificados no extrato hexanico

das sementes de S. martiana, sao mostrados a seguir.
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Figura 4 - Espectro de massas do éster metilico do dcido pentadecandico.
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Figura 8 - Espectro de massas do éster metilico do dcido heptadecandico.
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5.3. Determinacao dos constituintes quimicos do caule de S. martiana

5.3.1- Determinacao estrutural de SMCH1

O tratamento cromatografico do extrato hexdnico do caule de Senna martiana, forneceu a
fragcdo denominada SMCH1 (Fluxograma 3, p. 102), que se apresentou como um sélido branco

amorfo soldvel em piridina e apresentando uma faixa de fusao de 77-79 °C.

O espectro de absorcdo na regido do IV de SMCHI1 (Figura 17, p. 29) permitiu a
identificacio de uma banda larga e centrada em 3419 cm™ de deformacdo axial da ligagio O-H,
uma banda em 2918 cm™ caracteristica de deformagdo axial da ligacio C-H de um grupamento
metila, uma banda centrada em 2850 cm™ de acordo com a deformacio axial da ligagio C-H de
metileno, uma banda em 1707 cm™ de deformagio axial da ligagdo dupla C=0, uma banda em 1466
cm™' de deformacdo angular da ligacio C—H de metileno, uma banda em 1299 cm™ de deformagdo
angular da ligacdo C-H de metileno e uma banda em 721 cm™' de deformacao angular de ligagao C-

H.

No espectro de RMN 'H (300 MHz, CsDsN) (Figura. 18, p. 29) de SMCHI1, observou-se os
seguintes sinais: 8 0,89 (3H, t, J= 6,0 Hz), 1,29 (21H, sl), 1,41 (2H, m), 1,82 (2H, m, J=7,31) e 2,54
(2H, t, J= 7,38) que podem ser atribuidos a hidrogénios de hidrocarboneto alifatico. O sinal em 0
2,54 sugere uma proximidade destes hidrogé€nios com algum grupo de desprotecdo talvez uma

carbonila.

No espectro de RMN Bc (75 MHz, CsDsN) (Figura 19, p. 30) foi possivel observar 8
linhas espectrais, onde o deslocamento quimico de & 14,2 ¢é referente a um grupamento metila.
Foram observados sinais em 8 22,9, 25,6, 29,6, 29,81, 32,1 e 34,9 referentes a carbonos metilénicos.
O sinal em 0 34,9 é compativel com um grupamento metilénico que pode estar ligado a uma

carbonila. Também foi possivel observar um sinal com deslocamento quimico em & 175,9 atribuido
a carbono de carbonila. A comparag@o do espectro de RMN C - DEPT 135° de SMCH1 (Figura

20, p. 31) com o espectro de RMN BC-BB revelou o padrdo de substituicio dos carbonos,



confirmando assim a presenca de um carbono metilico e de vérios carbonos metilénicos, como

também o sinal em & 175,9 que é referente a carbono nio hidrogenado.

O espectro de massas de SMCH1 (Figura 21, p. 31) mostrou o pico do fon molecular com
razdo massa/carga (m/z) em 452 daltons que juntamente com os dados apresentados acima foi

possivel sugerir para SMCH1 a férmula molecular C;yHgoO,.

Com os dados apresentados foi possivel concluir que SMCHI1 tratava-se de um acido graxo
de cadeia longa denominado 4cido triacontandico, conhecido na literatura como 4cido melissico.
Este composto ja foi isolado de outras plantas como Hibiscus tiliaceus L. [MELECCHI, 2005] e
Eucalyptus globulus [FREIRE, 2005]. Os acidos graxos sdo de grande interesse em geoquimica

organica como precursores de hidrocarbonetos alifaticos [FABIANSKA, 2004].

V4
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OH

Acido triacontanéico




20

19 |

18 |

17 J

16

s 34197

T 14 1707,2

13

12 2850,0

11

10 J
9 | 2918,9

8,1 i i i i —
4000, 300 200 150 100 450,

cm-

Figura 17 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV, KBr) de SMCH1
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5.3.2. Determinacao estrutural de SMCH2

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico de S. martiana (Fluxograma 4, p.
105), levou ao isolamento de cristais incolores na forma de agulhas soliveis em cloroférmio que
apresentaram uma faixa de fusdo de 130,4 4 132,8 °C. Com a utilizac¢do do teste de Lieberman-
Bucheard conforme a literatura [MATOS, 1998], a amostra apresentou resultado positivo para

ester6ides (coloragdo esverdeada).

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) (Figura 22, p. 35), foi possivel
observar uma banda em 3420 cm™ referente a deformagio axial da ligagdo O-H, as absor¢des em
2937 e 2863 cm’™' caracteristicas de deformacdo axial da ligagio C-H de grupamento metila, ainda
se observa uma banda em 1463 cm™ que se refere a deformagio angular da ligagio C-H de sistema
ciclico, uma absor¢do em 1378 cm™ relacionada 4 deformagio angular da ligagio C-H, e as bandas

em 1057 e 963 cm™ referentes a deformacdo angular da ligacdo C-H de alquenos.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) (Figura 23, p. 35), mostrou a presenca dos
sinais em & 0,68 (s), 1,02 (s) e 0,79 — 0,94 (m) referentes a absorcdo de hidrogénios de grupos
metilicos de esterdides, de um multipleto em & 3,53 referente a hidrogénio ligado a carbono

oxigenado e outro multipleto em & 5,36 referente a hidrogénios olefinicos.

A comparag¢do do espectro de RMN C - DEPT 135° (Figura 24, p. 36) com o espectro de
RMN "*C-BB revelou a presenca de trés carbonos ndo-hidrogenados (C), nove carbonos metinicos
(CH), onze carbonos metilénicos (CH,) e seis carbonos metilicos (CHj3). Com estes dados foi

possivel estabelecer para SMCH?2 a formula molecular Cy9Hag.

Com base nos dados de infravermelho (banda em 3420 cm'l), no deslocamento de
hidrogénio em & 3,53 e de carbono em d 72,03, foi possivel constatar a presenca de uma hidroxila
na substincia em questdo. O espectro de RMN Be apresentou claramente a existéncia de dois
carbonos em d 121,89 e 141,02, que se referem a carbonos com hibridacéo spz. Desta forma pode-se
propor para SMCH2 a férmula molecular C,9Hs0O, o que corrobora com dados referentes a uma

substincia da classe dos esterdides.



Os dados obtidos no espectro de RMN '°C em comparacio com os dados descritos na
p parag

literatura [GOULART, 1993] estdo resumidos na Tabela 4, p. 34.

Com os dados de RMN 'H ¢ RMN C de SMCH2 ¢ em comparacdo com os dados da
literatura [CARVALHO, 1998, GOULART, 1993], foi possivel elucidar de forma inequivoca a
estrutura de SMCH2 como sendo o esteréide B-sitosterol. Sendo este o fitoesteréide mais comum,
citado na literatura como constituinte quimico de espécies de varios géneros e familias, como por
exemplo em Annona cherimolia (Annonaceae) [RUBALCAVA, 2005], Salvia jaminiana
(Lamiaceae) [KABOUCHE, 2005] e Proustia genus (Asteraceae) [DELPORTE, 2005] entre outras.
A literatura também relata vdrias atividades bioldgicas atribuidas a este composto, como

antibacteriana [KABOUCHE, 2005], antiinflamatdria e analgésica [DELPORTE, 2005].

[—sitosterol




Tabela 4 - Comparacdo dos dados de RMN BC de SMCH2 em comparagdo com os dados da
literatura [GOULART, 1993].

Carbonos 0 SMCH2  Literatura Carbonos dc SMCH2  Literatura

1 37,52 37,25 16 28,44 28,24
2 31,93 31,64 17 56,36 56,05
3 72,03 71,81 18 12,08 11,87
4 42,57 42,29 19 19,59 19,38
5 141,02 140,73 20 36,37 36,16
6 121,89 121,72 21 19,28 19,03
7 31,93 31,89 22 34,24 33,94
8 31,93 31,89 23 40,05 39,12
9 50,44 50,44 24 46,15 45,83
10 36,75 36,40 25 26,49 26,03
11 21,93 21,08 26 19,01 18,76
12 40,05 39,78 27 19,99 19,81
13 42,57 42,29 28 23,36 23,06
14 57,04 56,75 29 12,20 11,99
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Figura 22 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) de SMCH2
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Figura 23 — Espectro de RMN '"H (300 MHz, CDCl3) de SMCH2
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5.3.3. Determinacao estrutural de SMCH3

O tratamento cromatografico da fragdo hexanica obtida do extrato etandlico do caule de S.
martiana, segundo o Fluxegrama 5§, p. 109, levou ao isolamento de um sdlido alaranjado, com uma
faixa de fusdo de 192,2 a 196,4°C, que ao ser colocado na presenga de vapores de hidréxido de

amonio, apresentou coloracdo avermelhada. O sdlido foi solivel em CHCl3, e denominado SMCH3.

O espectro na regido do infravermelho (IV) de SMCH3 (Figura 26, p. 44), apresentou uma
banda centrada em 3434 cm™ de deformacido axial de ligagdo O-H, outra banda em 3053 cm” de
deformagdo axial da ligagdo =C-H compativel com sistema aromético, 1677 cm™ de deformagdo
axial da ligagio C=0, uma banda em 1627 cm™ de deformagcio axial da ligagio C=0 de carbonila
quelada, duas bandas em 1566 e 1474 cm™ de deformacio axial da ligagio C=C de aromaticos, uma
banda em 1370 cm™” de deformacdo angular no plano da ligagdo O-H, referente a hidroxilas
fenodlicas, uma absorcdo em 1273 cm’ que estd de acordo com a deformacio axial da ligagao C-0O,
as bandas em 1207, 1086, 1024, 839 e 752 cm™' de deformagcio angular da ligagio C—H de sistema

aromético e uma banda em e 672 cm™ de deformacdo angular da ligacdo O-H.

O espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl5) (Figura 27, p. 44), de SMCH3 apresentou sinais
emd7,89 (1H,d,J=7,9Hz), 828 (1H,t,J=79Hz) e 841 (1H, d, J=7,9 Hz) caracteristicos
de hidrogénios aromdticos com acoplamento orfo. Mostrou também, sinais em o 7,69 (1H, s) e 8,23
(1H, s) referentes a hidrogénios arométicos posicionados de forma meta ou para. Foi possivel
observar um sinal simples em & 3,08 (3H, s), além de sinais simples localizados em regido de
desprotecdo, & 12,58 (1H, s) e & 12,70 (1H, s) que podem ser relacionados a duas hidroxilas

queladas por ligacdo de hidrogénio.

O espectro de RMN *C-BB (500 MHz, CDCl;) de SMCH3 (Figura 28, p. 45) mostrou
quinze linhas espectrais. A linha espectral com deslocamento quimico em & 22,4 estava de acordo
com um carbono metilico, provavelmente ligado a anel aromadtico, foi possivel também observar
dois sinais na regido de carbono carbonilico em & 182,0 e 192,6. O deslocamento em o 192,6 é
consistente com a presenca de uma carbonila quelada. Na regido caracteristica de carbonos

aromdticos foram observados doze sinais, dos quais os carbonos com deslocamento em & 162,9 e



162,6 referiam-se a carbonos aromdticos oxigenados. Foi possivel observar ainda na regido de
aromaticos, em compara¢do com o espectro RMN BC - DEPT 135° (Figura 29, p. 45), a presenca
de cinco carbonos metinicos (CH) e por diferencga entre os espectros de RMN 3C-BB e DEPT 135°,
nove carbonos nao hidrogenados (C). Com os dados até aqui apresentados foi possivel propor para
SMCH3, segundo a Tabela 5 , a férmula molecular C;sH0O4, cujo indice de deficiéncia de

hidrogénio foi igual a onze.

Tabela 5 — Deslocamentos quimicos de (6) RMN 13 C, para SMCH3 (500 MHz, CDCl;) com padrao
de hidrogenag¢do obtido pela comparacio dos espectros DEPT 135° com o RMN Be-

BB.

C CH CH; Oxigénios TOTAL

192,6 137,1 22,4 2 carbonilas

182,0 124,7 2 hidroxilas

162,9 124,5

162,6 121,5

149,5 120,1

133,8

133,4

116,0

113,9

CisHg
CsHs CH; O4 Ci15H1004

Gy

O espectro de massas (Figura 32, p. 48), apresentou como pico do fon molecular que
coincidiu com o pico base m/z 254 daltons, que em comparagdo com os dados mencionados na
Tabela 5, confirma a férmula molecular C;sH;(O4.

Os dados discutidos até o presente momento, em especial o padrdo de acoplamento obtido
no espectro de RMN 'Hea diferenca entre os espectros de RMN BC — BB ¢ RMN "°C — DEPT
135° sugerem para SMCH3 uma estrutura antraquinonica trissubstituida. O padrido de substituicdo
pode ser observado pela presenca de nove carbonos ndo hidrogenados, dos quais seis referem-se aos

carbonos pertencentes ao esqueleto antraquindnico (8 192,6; 182,0; 133,8; 133,4; 1139 e 116,0) e



os outros trés aos carbonos antraquindnicos substituidos (0 162,9; 162,6 e 149,5). O caréter

dioxigenado pode ser comprovado através das absor¢des em & 162,9 e 162,6, mostradas no espectro

de RMN “cC.

O acoplamento orto observado no espectro de RMN 'H para trés hidrogé€nios sugere que um
dos niicleos antraquindnicos seja monossubstituido, da mesma forma os dois hidrogénios mostrados
como singletos referem-se a hidrogénios com um acoplamento meta ou para, sendo assim, o outro

nucleo antraquinodnico € dissubstituido.

A partir dos dados apresentados acima foi possivel sugerir para SMCH3 a estrutura
antraquindnica dioxigenada do tipo 3, nos quais os substituintes sdo dois grupos hidroxila e um

grupo metila.

OH O OH

SO0
0]

3

A correlacdo de todos os hidrogé€nios com os seus respectivos carbonos para a estrutura (3),
foi confirmada pela andlise do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, *C-
COSY a uma ligacdo (HMQC) (Figura 30, p. 46 ¢ Tabela 6, p. 42), mostrando os seguintes
acoplamentos: hidrogénios em & 3,08; 7,69; 7,89; 8,23; 8,28; 8,41 com os carbonos em & 22.4;
124,5; 124,7; 121,6; 137,1 e 120,1 respectivamente.



As atribui¢des dos deslocamentos quimicos foram confirmadas através do espectro de RMN
bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa distincia 'H, *C (HMBC) (Figura 31, p. 47 ¢
Tabela 6, p.42), o qual mostrou os seguintes acoplamentos: os hidrogénios em & 3,08 e 8,23 com o
carbono em § 124,5, o hidrogénio em & 3,08 com o carbono em & 149,5, os hidrogénios em 3,08 e
7,69 com o carbono em & 121,5, o hidrogénio em 7,89 & com o carbono em & 120,1, o hidrogénio
em 0 8,41 com o carbono em & 124,7, os hidrogénios em J 8,28 e 7,89 com o carbono em d 162,6,
os hidrogénios em 7,69 e 8,23 com o carbono em & 113,9, os hidrogénios em d 8,23 ¢ 8,41 com o

carbono em & 182,0 e o hidrogénio em d 8,28 como carbono em o 133,8.

Os valores das absor¢des de RMN 3C obtidos de SMCH3 foram comparados com os dados
da literatura [DAGNE, 1984] e apresentadas na Tabela 7.

A andlise dos dados apresentados acima permitiu inferir para a substancia SMCH3 a

estrutura (3), denominada 1,8-dihidroxi-3-metil-antraquinona, conhecida como crisofanol.

Crisofanol

O crisofanol ja foi isolado de outras espécies de plantas superiores principalmente
pertencentes as familias Leguminoseae e Rhamnaceae. Ele foi identificado em Cassia tora L.
(Leguminoseae) [YEN, 2000; DAGNE, 1984], Cassia italica (Mill) Lam (Leguminoseae) [KAZMI,
1994], Cassia siamea, Vatairea guianenses e Vatairea macrocarpa (Leguminoseae) [SILVA,
1987], Rumex crispus € Rhamnus purshiana (Rhamnaceae), Maesopsis eminii Engl. e Kniphofia
foliosa (Liliaceae) (Poligonaceae) [Thomson, 1971]. Registros na literatura revelam atividades
biolégicas comprovadas para esta substincia, desde o seu primeiro uso como purgativa, como no

tratamento de doencas hepaticas e psoriase [DEWICK, 1988; YEN, 2000].



Tabela 6 — Deslocamento quimico de RMN BC e seus respectivos hidrogénios mostrados pelo

espectro de HMQC, bem como as correlagdes a longa distancia (HMBC) de SMCH3.

HMQC HMBC
Carbono dc
On Jcn Jen
1 162,9 -
2 124,5 7,69 (1H, s) - 3,08; 8,23
3 149,5 - 308
4 121,5 8,23 (1H, s) 3,08; 7,69
4a 133,4 - - -
5 120,1 8,41(1H, d, J =7,9 Hz) - 7,89
6 137,1 8,28 (1H, t,J =79 Hz) - -
7 124,7 7,89 (1H, d, J = 7,9 Hz) - 8,41
8 162,6 - 7,89 8,28
8a 116,0 - - 7,89; 8,41
9 192,6 - - -
9a 113,9 - - 7,69; 8,23
10 182,0 - - 8,23; 8,41
10a 133,8 - - 8,28

Me 22,4 3,08 (3H, 5) . 7,69; 8,23




Tabela 7 — Dados de RMN'*C (125 MHz, CDCl3)de SMCH3 comparados com dados da literatura
[DAGNE,1984].

Carbono 6SMCH-3 d Literatura
1 162,9 162.,4
2 124,5 124,5
3 149,5 149,3
4 121,5 121.4
4a 1334 133.2
5 120,1 119,9
6 137,1 136,9
7 124,7 124,3
8 162,6 162,7
8a 116,0 115,8
9 192,6 192,5
9a 113,9 113,7
10 182,0 181,9
10a 133,8 133,6

Me 22,4 223
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5.3.4. Determinacao estrutural de SMCH4

Um sdlido amarelo-alaranjado em forma de agulhas, obtido a partir do tratamento da fracdo
SMCH?7/25-31 (Fluxograma 5, p. 109) do extrato hexanico de Senna martiana, apresentou faixa de

fusdo de 205,8 a 206,2 °C e foi denominado SMCH4.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 33, p. 54) mostrou uma banda
em 3433 cm™ caracteristico de deformagio axial de ligagdo O-H, duas bandas em 2923 ¢ 2847 cm’
de deformacdo axial de ligacdo C-H, em 1728 cm™ de deformagdo axial de ligagdo C=0, em 1627
cm™ de deformagio axial de C=0 de carbonila quelada, duas em 1566 e 1420 cm™ de deformacio
axial de ligacdo C=C de sistema aromadtico, 1368 cm™ de deformacdo angular de ligacdo C=C, as
bandas em 1323, 1272 e 1224 cm™ de deformagdo axial de ligagdo C-O e duas bandas em 758 ¢ 610
cm” de deformacdo angular de ligagio O-H.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl5) (Figura 36, p. 56) mostrou um sinal em J 2,46
referente a trés hidrogénios de um grupo metila, um sinal em 3,95 referente a trés hidrogénios de
uma metoxila, mostrou quatro sinais na regido de hidrogénios de sistema aromdtico sendo um
singleto em & 7,64 (1H), trés dubletos em & 7,09 (1H, d, J = 0,5 Hz), em 7,38 (1H, d,J =2,5Hz) e
6,70 (1H, d, J = 2,5 Hz), referentes a hidrogénios meta posicionados. Foi possivel observar também
dois singletos, em & 12,12 (1H, OH) e 12,32 (1H, OH), referentes a hidroxilas queladas por ligagdo

de hidrogénio.

Ao se comparar o espectros de RMN "H de SMCH3 e SMCH4, foi possivel evidenciar a
auséncia de um sinal de hidrogénio aromaético. Esta observa¢do pode ser comprovada ao se analisar
o espectro de RMN BC-DEPT 135°, onde foi observado a presenca de 10 carbonos ndo
hidrogenados para SMCH3, ao passo que o mesmo espectro de SMCH4 mostra a presenca de 9
carbonos ndo hidrogenados. O que evidencia que SMCH4 apresenta um substituinte a mais do que

SMCH3.

Os dados dos espectros de RMN BC - BB (125 MHz, CDCl3) de SMCH4 ¢ SMCH3 foram
comparados, desta forma foi possivel observar que a principal discrepincia entre tais dados
encontrou-se na presenc¢a do pico em 0 56,3 no espectro de SMCH4, apds este sinal ser analisado

através do espectro de RMN C — DEPT 135°, ficou claro que o mesmo se tratava de um carbono



metilico, provavelmente ligado a um oxigénio, foi possivel ainda obter a férmula molecular
C160120s, que foi confirmada pelo espectro d massas com o pico do fon molecular em m/z 284
(Figura 34, p. 54)

Os dados de RMN "“C-BB de SMCH4 e SMCH3, bem como os da literatura foram

comparados e podem ser resumidos na Tabela 8.

Tabela 8 — Deslocamento quimico de carbono 13 (8) para SMCH4 (125 MHz, CDCl;) em
comparacio com os dados de carbono 13 de SMCH3 e fisciona [HOFLE, 1977].

SMCH3 SMCH4 d Fisciona
Carbono
1 162,9 162,7 162,5
2 124,5 1247 124,5
3 149,5 148,7 148,6
4 121,5 121,5 121,3
4a 133,4 133,4 133,2
5 120,1 108,4 108,2
6 137,1 166,8 166,6
7 124,7 107,0 106,8
8 162,6 165,4 165,2
8a 116,0 110,5 110,3
9 192,6 191,0 190,8
9a 113,9 113,9 113,7
10 182,0 182,3 182,0
10a 133,8 135,5 135,3
Me 22,4 22,4 22,2
MeO - 56,3 56,1

Com base nos dados mostrados, é possivel concluir que SMCH4 trata-se de uma
antraquinona tetrasubstituida, sendo que os dois nicleos antraquinOnicos apresentam-se
dissubstituidos, visto que o espectro de RMN '"H mostra dois pares de hidrogénios que apresentam
acoplamento meta. Assim para SMCH4 € possivel elucidar uma estrutura antraquindnica do tipo 4,

nos quais os substituintes sdo dois grupos hidroxilas, um metila e uma metoxila.



OH O OH

CH;0 ' ' ' CH;

O
“4)

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, ">C a uma ligacdo
(HMQC) de SMCH4 (Figura 38, p.57) possibilitou atribuir os deslocamentos dos hidrogénios em
7,09 (H-2), 7,64 (H-4), 7,38 (H-5) e 6,70 (H-7) aos carbonos em 6 124,7 (C-2), 121,5 (C-4), 108,4
(C-5) e 107,0 (C-7) respectivamente, assim como a absor¢do do hidrogénio em 8 2,46 (H-Me) com
o carbono em & 22,4 (C-Me) e o do hidrogénio em & 3,95 (H-OMe) com o carbono em & 56,3 (C-
OMe).

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, BCa longa distancia
(HMBC) de SMCH4 (Figura 39, pag. 58), mostrou a correla¢@o entre os hidrogénios em 6 7,09 (H-
2) e 12,12 (OH-1) com o carbono em & 162,7 (C-1); os hidrogénios em & 12,12 (OH-1), 2,46 (H-
Me) e 7,64 (H-4) com o carbono em & 124,7 (C-2); os hidrogénios em 6 2,46 (H-Me) e 12,12 (OH-
1) com o carbono em  148,7 (C-3); os hidrogénios em & 7,09 (H-2)e 2,46 (H-Me) com o carbono
em o 121,5 (C-4); o hidrogénio em & 6,70 (H-7) com o carbono em & 108,4 (C-5), os hidrogénios
em & 3,95 (H-OMe), 7,38 (H-5) e 12,32 (OH-8) com o carbono em & 166,8 (C-6); os hidrogénios
em 0 12,32 (OH-8) e 7,38 (H-5) com o carbono em & 107,0 (C-7); os hidrogénios em & 6,70 (H-7) e



12,32 (OH-8) com o carbono em & 165,4 (C-8); os hidrogénios em & 12,32 (OH-8), 6,70 (H-7) e
7,38 (H-5) com o carbono em & 110,5 (C-8a); os hidrogénios em & 12,12 (OH-8), 7,09 (H-2) ¢ 7,64
(H-4) com o carbono em & 113,9 (C-9a); os hidrogénios em & 7,38 (H-5)e 7,64 (H-4) com o
carbono em 0 182,3 (C-10); o hidrogénio em 8 7,38 (H-5) com o carbono em & 135,5 (C-10a) e dos
hidrogénios em & 7,09 (H-2) e 7,64 (H-4) com o carbono em & 22,4 (C-Me).

Com os dados apresentados, foi possivel concluir que SMCH4 se tratava de uma
antraquinona com cardter trioxigenado, tetrassubstituida como é comprovado pelo acoplamento
meta observado no espectro de RMNH "H. Desta forma, foi possivel afirmar que SMCH4 tratava-se
da antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-metil-6-metoxi-antraquinona, denominada também como fisciona.
A fisciona ja foi isolada de Ventilago maderaspatana (Rhamnaceae), Vataireopsis araroba
(Leguminoseae), [THOMSON, 1971] e Vatairea macrocarpa (Leguminoseae), [SILVA,1987].
Trabalhos na literatura atribuem para esta substincia atividades bioldgicas significativas como anti-

cancer, no combate a osteoporose e doencas cardiacas [GALATTI, 2002].

OH O OH

CH;0 ! ' ! CH;

O

(Fisciona)

Os dados espectrométricos referentes a elucidagdo estrutural de SMCH4 encontram-se
resumidos na Tabela 9.



Tabela 9 — Deslocamento quimico de RMN "°C e seus respectivos hidrogénios mostrados pelo

espectro de HMQC, bem como as correlagdes a longa distancia (HMBC) de SMCH4.

HMBC
Carbonos S Ou 2Jen Jen
1 162,7 - 7,09 e 12,12 -
2 124,7 7,09 (d, J = 0,5 MHz) - 12,12; 2,46 ¢ 7,64
3 148,7 - 2,46 -
4 121,5 7,64 (sl) - 7,09 e 2,46
4 133,4 - - -
5 108,4 7,38 (d, J = 2,5 MHz) - 6,70
6 166,8 - 7,38 3,95
7 107,0 6,70 (d, J =2,5 MHz) - 12,32 ¢ 7,38
8 165,4 - 6,70 e 12,32 -
8a 110,5 - - 12,32; 6,70 e 7,38
9 191,0 - - -
9a 113,9 - 12,12 7,09 e 7,64
10 182,3 - - 7,38 ¢ 7,64
10a 135,5 - 7,38 -
Me 224 2,46 (s) - 7,09 e 7,64
MeO 56,3 3,95 (s) - -
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5.3.5. Determinacao estrutural de SMCD1

A substancia SMCDI1 obtida a partir do tratamento cromatogrifico do extrato etandlico do
caule de S. martiana, tratava-se de um sélido amorfo de cor laranja, com faixa de fusdo de 222,5 —

223,0 °C, solivel em acetona (Fluxograma 6, p. 113).

Através do espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 41, p. 64) foi possivel
observar uma banda em 3414 cm™ de deformacdo axial de ligagio O-H, duas bandas em 3079 e
2927 cm™ de deformacdo axial de ligagio C=C, duas bandas em 1674 e 1627 cm™ de deformacio
axial de ligagdo C=0, sendo a banda em 1627 cm'l, referente a carbonila quelada, duas bandas em
1573 e 1459 cm™ de deformacdo axial de ligacdo =C-H de aromatico, em 1387 cm’ de deformacéo
angular de ligacdo C-H, as bandas em 1276, 1202 e 1087 cm™ de deformagdo axial de ligagdo C-O,

e duas bandas em 754 e 695 cm™ de deformagdo angular de ligacdo O-H.

Com relacdo ao espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dy) (Figura 43, p. 65), foi possivel
observar a presenca de um singleto em & 4,62 (2H, s) referente a hidrogénios ligados a carbono
oxigenado e cinco sinais na regido de hidrogénios aromaticos em 6 7,28 (1H, s), 7,36 (1H, d, J = 7.8
Hz), 7,68 (1H, s), 7,70 (1H, t, J = 7,8 Hz) e 7,78 (1H, d, J] = 7,8 Hz). Entre trés dos hidrogénios

aromaticos € possivel observar um acoplamento do tipo orto.

Comparou-se os espectros de RMN 'H de SMCH3 e SMCDI, onde foi possivel observar a
mesma quantidade de sinais, cinco sinais na regido de hidrogénios aromdticos € um em regido de

maior prote¢do, este Ultimo mostra a principal diferenca entre SMCH3 e SMCDI.

O espectro de RMN Bc (125 MHz, DMSO-dg¢) de SMCD1 ao ser comparado com o
espectro de RMN C de SMCH3 apresentou as mesmas similaridades observadas nos espectros de
RMN 'H de SMCH3 e SMCD1, onde foi observado a mesma quantidade de sinais, no entanto um
apresentou deslocamento quimico com uma distin¢do relevante, para SMCH3 este sinal apresentou
um deslocamento em § 22,4, para SMCD1 o deslocamento observado foi em & 62,1. Estes sinais ao
serem observados pelo espectro de RMN BC-DEPT 135° (Figura 45, p. 66) fica evidente seu tipo
de hidrogenacgfo, o sinal em & 22,4 para SMCH3 como jd dito antes trata-se de um carbono

metilico, ja para SMCDI1 o sinal com deslocamento em d 62,1 tratava-se de um carbono metilénico,



provavelmente ligado a um oxigénio, que fica evidente por se encontrar em uma regido de

desprotegdo.

Tabela 10 — Comparacao entre os dados de RMN 3C de SMCH3 e SMCDI.

SMCD1
Carbono SMCH3

1 162,9 161,6
2 124,5 120,9
3 149,5 153,5
4 121,5 116,9
4a 1334 133,2
5 120,1 119,1
6 137,1 137,2
7 1247 124,6
8 162,6 161,9
8a 116,0 116,0
9 192,6 191,3
9a 113,9 114,5
10 182,0 181,6
10a 133,8 113,4

Me 22,4 -
MeO - 62,1

Com base nos dados discutidos até o momento, foi possivel inferir a existéncia de cinco
carbonos oxigenados, dos quais dois carbonos referentes a carbonos carbonilicos, sinais em & 181,6
e 191,3, dois referentes a carbonos ligados a hidroxila, sinais em & 161,6 ¢ 161,9, ¢ um carbono
metilénico, sinal em & 62,1, sendo assim pode-se chegar a seguinte férmula molecular para
SMCD1, C;5H;¢O:s.

O espectro de massas de SMCD1 (Figura 42, p. 64)mostrou o pico do fon molecular m/z

270, o que comprova a férmula molecular acima.



O que foi discutido at¢é o momento nos levou a propor para SMCDI, uma estrutura
antraquindnica trissubstituida, sendo que os substituintes tratam-se de duas hidroxilas e um carbono

metilénico hidorxilado, como pode ser visto abaixo (5).

OH O OH

O espectro de correlacio heteronulear 'H, °C a uma ligacio HMQC (Figura 46, p. 67) ¢ a
mais de uma ligagdo HMBC de SMCD1 (Figura 47, p. 68) permitiu associar de maneira correta as

absorcdes dos carbonos aos seus respectivos hidrogénios (Tabela 11, p. 63).

A estrutura proposta acima foi entdo confirmada, e com base nos dados obtidos, foi possivel
chegar a conclusdo de que SMCDI, tratava-se de uma antraquinona conhecida como aloe-emodina,

esta substancia no entanto, ja foi isolada de outras espécies plantas.

Aloe-emodina apresenta vdrias atividades farmacoldgicas como antitumoral, antifingica,
anitibacteriana, antiviral e laxativa. Recentemente foi reportado que esta substincia apresenta
fototoxicidade 4 pele humana, e adicionalmente foi revelado também que aloe-emodina na presencga

de luz ultravioleta, induz melanoma maligno em ratos [LIANG, 2006].



Os dados discutidos até o0 momento podem ser resumidos na tabela 11.

Tabela 11 - Dados espectroscopicos de SMCD1.

Carbono oc On 5 HMBC 5
Jcn Jcn
1 161,6 - - -
2 120,9 7,69 (1H, s) - 4,62; 7,68
3 153,5 - 462 i
4 116,9 7,68 (1H, s) 4,62; 7,28
4* 133,2 - - 7,78
5 119,1 7,70 (1H, d, J = 7,8 Hz) - 7,36
6 137,2 7,78 (1H, t, J = 7,8 Hz) - -
7 124,6 7,36 (1H, d, J = 7,8 Hz) - 7,70
8 161,9 - 7,89 7,78
8" 116,0 - - 7,36; 7,70
9 191,3 - - -
9 114,5 - - 7,28; 7,68
10 181,6 - - 7,68
10* 1334 - - -
CH,0OH 62,1 4,62 (2H, s) - -
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5.3.6. Determinacao estrutural de SMCD2

A substancia SMCD2 mostrou-se como um filme de cor laranja , solivel em acetona, com
um faixa de fusdo de 168,2-170,1 °C, que foi obtido a partir do tratamento cromatografico do

extrato etanolico do caule de Senna martiana (Fluxograma 7, p. 116).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 48, p. 79) permitiu identificar
uma deformagdo axial em 3401 cm™ de ligagdio O-H, absor¢des em 2921 e 2863 cm ' de
deformacdo axial de ligagdo C-H, uma absorcdo em 1638 cm™ referente a uma deformagio axial de
ligacdo C=0, cujo deslocamento para regido mais baixa comprova seu carater quelado. Foi possivel
observar ainda as absor¢des em 1609, 1487 e 1452 cm’ referentes a deformacdo axial da ligacdo
C=C de sistema aromdtico, a deformagdo em 1358 cm™ referente a deformagdo angular de ligagdo
C-H, além das absor¢des em 1286 ¢ 1084 cm™ relacionadas a deformagio axial da ligagio C-O e a

absorcdo em 758 cm’ referente a deformacdo angular de ligacao O-H.

Com relagdo ao espectro de RMN 'H [500 MHz, Acetona-ds] (Figura 49, p. 80), observou-
se dois sinais em 8 2,39 (3H, s) e 2,40 (3H, s) referentes a hidrogénios metilicos, uma faixa de
sinais em 0 2,93-2,97 (4H, m), dois tripletos em & 3,09 (1H, J=9,4 Hz) e 3,10 (1H, J= 9,5 Hz), dois
dubletos em 3,26 (1H, J=9,4 Hz) e 3,27 (1H, J= 9,5 Hz), uma faixa de sinais em 3,34-3,42 (4H, m),
um duplo-dubleto em 3,50 (2H, dd, J = 11,3 e 2,6 Hz), estes sinais observados na faixa de 8 2,93 a
3,50 estdo de acordo com hidrogénios de um sistema glicosilado, foi possivel ainda observar dez
sinais na regido de sistemas aromaticos, em o 6,74 (1H, sl), 6,75 (1H, sl), 6,90 (1H, dl), 6,91 (1H,
dl), 7,27 (1H, sl), 7,36 (1H, sl), 7,40 (1H, dd, ] = 7,6 ¢ 0,6 Hz), 7,50 (1H, dd, ] = 7,6 ¢ 0,9 Hz), 7,55
(1H, t, J= 7,6 Hz), 7,56 (1H, t, J = 7,6 Hz). Com base nos dados apresentados acima € possivel
observar que os sinais estdo dobrados, indicando que a substancia SMCD?2, trata-se de uma mistura

ou de uma substancia dimérica.

Ao observarmos os deslocamentos de RMN 'H de SMCD2 de forma a eliminar a
duplicidade dos sinais e excluirmos a faixa de sinais em & 2,97 a 3,50 podemos compara-los aos
deslocamentos de SMCH3, desta forma encontramos uma grande semelhanca de deslocamentos
(Tabela 14, p. 75). Podemos propor para SMCD2 uma estrutura antraquindnica semelhante a

SMCH3, no entanto de forma dimérica glicosilada como mostrado na estrutura 6.



OH O OH

SO

Glc
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Estrura 6

O espectro de RMN B¢ [125 MHz, Acetona-d¢] (Figura 50, p. 81), mostrou a presenca de
trinta e quatro linhas espectrais, uma em d 22,52 referente a um carbono metilico, dez na faixa o
63,29 - 84,55, provavelmente referentes a carbonos oxigenados, vinte e quatro sinais na regido de
carbonos aromadticos na faixa de & 115,12 - 162,90, sendo que os sinais na regiao de 6 162,17 - 162,
90 referem-se a carbonos oxigenados e um sinal em & 194, 32 referente a carbono de carbonila
quelada. O espectro de RMN 13C, confirma o provavel cariter dimérico do composto em questdo, o
que j4 havia sido exposto pelo espectro de RMN 'H, pois os sinais aparecem de forma dobrada. No
entanto, ha uma discrepincia entre os dados de RMN °C ¢ a estrutura proposta acima (Estrutura 6),
o sinal em aproximadamente & 101,0 referente ao carbono anomérico da glicose ndo esta presente, o
que nos leva a concluir que se trata de uma glicose desoxiglicosilica, a provadvel forma estrutural de

SMCD2 é mostrada abaixo (Estrutura 7).



Estrura 7

Ao se comparar o espectro de RMN °C com o espectro de DEPT 135° (Figura 51, p. 82)
foi possivel estabelecer o padrdo de hidrogenacdo dos carbonos de SMCD2, estes dados foram

resumidos na Tabela 12.



Tabela 12 — Comparacao dos dados de RMN C com DEPT 135° de SMCD2.

c CH CH; CH; TOTAL
76,77 71,83 63,29 22,52
76,83 71,83 63,29 22,52
115,15 72,93
115,26 72,93
117,26 79,32
117,45 79,36
146,49 81,01
146,53 81,12
148,14 84,56
148,93 84,56
149,04 117,61
149,09 117,66
162,17 117,78
162,45 117,86
162,64 117,98
162,90 118,80
194,32 118,91
194,32 120,10

136,16
136,97
Cig CaoHoo C,H, C,Hs Cy2H3o

Sabe-se no entanto, pela comparagio dos espectros de RMN 'H e C de SMCH3 ¢ SMCD2,

bem como pelos deslocamentos dos sinais de RMN "*C de SMCD2 para campo de desprotegio, que

a mesma apresenta dezesseis dtomos de oxigénio, dos quais doze sdo hidrogenados, desta forma

podemos propor para SMCD?2 a férmula molecular C4,H120,6 (MM: 802 daltons).

Ap6s a obtencdo do espectro de massas de SMCD2, que nos forneceu o pico do ion

molecular m/z 859, neste valor inclui-se uma molécula de dgua (m/z 18) e um fon sédio (m/z 23),

que ao serem subtraidos do valor mostrado anteriormente obtem-se o valor m/z 818 que mostrou a



presenca de um atomo de oxigé€nio a mais, o que nos levou a férmula molecular C4,H4,047, a
estrutura de SMCD2 € mostrada corretamente na estrutura 8, o que justifica o pico no espectro de

RMN “Cem 8§ 76,77 e 76,83, corresponde ao deslocamento dos carbonos 10’ e 10 respectivamente.

Estrura 8

O espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo (HMQC) bem como o de mais de uma
ligacdo (HMBC)de SMCD2 (Figura 52 e 55, p. 83 e 86), permitiram associar as absor¢des dos

carbonos aos seus respectivos hidrogénios (Tabela 14, p. 77).



Os dados de RMN °C de SMCD?2, foram comparados com os dados da literatura [MAI,

2001] em que uma biantrona, mostrada a baixo, foi isolada de Rhamnus nepalensis.

OH O

RO CH, OAc
CH; Hy OAc

OH O OH

Biantrona Prinoidina-emodina




Tabela 13 — Comparacao dos dados de RMN 'H e *C de SMCD2 com os dados de MAL, 2001.

SMCD2 Biantrona Prinoidina-emodina
Carbono 0C OH 6C oH
1 162,45 161,6
2 117,66 6,74 117,2 6,61
3 148,93 147,2
4 118,91 7,36 121,0 6,12
4a 149,04 140,4
5 118,80 7,40 109,2 5,75
6 136,16 7,55 160,4
7 117,98 6,91 102,7 6,55
8 162,64 164,7
8a 117,45 112,0
9 194,32 190,5
9a 115,12 114,0
10 76,83 56,3 4,18
10a 146,53 143,5
Me 22,52 2,4 22,1 2,27
1’ 162,90 162,5
2’ 117,86 6,75 117,2 6,61
3 148,14 147,2
4 120,10 7,27 121,0 6,02
4a' 146,49 140,4
5’ 117,16 7,50 108,7 5,70
6’ 136,97 7,56 161,8
T 117,78 6,90 102,5 6,32
8’ 162,17 164,4
8a' 117,26 111,0
9’ 194,32 190,4
9a' 115,26 114,0
10 76,77 56,3 4,10
10a' 149,09 142,9
Me’ 22,52 2,4 22,1 2,27

A comparagdo mostrada acima, mostra evidentemente a diferenca entre os deslocamentos

dos carbonos 10, onde em SMCD2 (C10 e C 10, § 76,83 e 76,77) este carbono encontra-se ligado a



um oxigénio conferindo um maior deslocamento comparado com o carbono 10 da literatura (C10 e

C107, 8 56,3 ¢ 56,3).

Com base no exposto acima € possivel propor para SMCD2 a estrutura de uma antrona
dimérica desoxiglicosilada, denominada crisofanol-10,10’-il-10-0xi-10,10’-bi-1,5-anidroglucitol. O
levantamento bibliografico no Scifinder escolar, revelou que a biantrona SMCD?2, trata-se de uma

substancia inédita.



Os dados discutidos até o0 momento podem ser resumidos na Tabela 14.

Tabela 14 — Dados espectroscépicos de RMN 'H, BCe correlacdo heteronuclear a longa distancia

de SMCD2.

Carbono oc On 5 HMBC 5
Jen Jen
Carbonos nao hidrogenados ( C)

1 162,45 - H-2

I 162,90 - H-2’

3 148,93 - Me-3; H-4

3 148,14 - Me-3’

4a 146,53 - H-4 H-1
4a 146,49 - H-1"”

8 162,64 - H-6

8’ 162,17 - H-6

8a 117,45 - H-5; H-7
8’a 117,26 - H-5"; H-7’
9/9° 194,32 -

9a 115,12 - H-2: H-4
9’a 115,26 - H-2’; H-4’
10 76,83 - H-17 H-4; H-5; H-2”
10 76,77 - H-1"” H-4’; H-5"; H-2’"’
10a 149,04 - H-6; H-1”’
10’a 149,09 - H-5 H-6"’; H-1"”

Carbonos metinicos (CH)

2 117,66 6,74(sl) Me-3; H-4
2 117,86 6,75 (sl) Me-3’; H-4’

4 118,91 7,36 (sl) Me-3; H-2
4 120,10 7,27 (sl) Me-3’; H-2

5 118,80 7,40 (dd, J=7,6 € 0,6 Hz) H-7



Tabela 15 (Cont.) — Dados espectroscopicos de SMCD?2.

5
6
6’
7
7

Me-3
Me-3’

Carbonos do
17’

-
3
"
.
o
[
-
o
.
o
-
o

117,61
136,16
136,97
117,98
117,78

22,52
22,52

7,50 (dd, J= 7,6 € 0,9 Hz)
7,55 (t, J=7,6 Hz) H-5; H-7
7,56 (t, J= 7,6 Hz) H-5°

6,91 (dl, J= 7,6 Hz)
6,90 (dl, J="7,6 Hz)
Carbonos metilicos (CH3)
2,39 (5)
2,40 (s)

sistema anidroglucitol

84,55
72,93
79,32
71,83
81,12
63,29
84,56
72,93
79,36
71,83
81,01
63,29
72,9

3,26 (d, J=9,4 Hz) H-2”
3,09 (t, J=9,4 Hz) H-1’; H-3”
3,42-3,34 (m) H-2’; H-4”
2,97-2,93 (m) H-5”
2,97-2,93 (m) H-4""; 2H-6”
3,59 (dd, J=11,3 e 2,6 Hz); 3,39 (m) H-5”
3,27 (d, J=9,5 Hz) H-27
3,10 (t, J=9,5 Hz) H-1"’, H-3*”’
3,42-3,34 (m) H-2’; H-4°”
2,97-2,93 (m) H-5"
2,97-2,93 (m) H-4"’; 2H-6""

3,50 (dd, J= 11,3 e 2,6 Hz); 3,39 (m) H-5"
3,50 (dd, J= 11,3 e 2,6 Hz); 3,39 (m) H-5"

H-5
H-5°

H-2; H-4
H-2’; H-4’

H-3"
H-4"
H-1"
2H-6"
H-1"’
H-4"
H-3""
H-4""
H-1"
2H-6"
H-1"
H-4""
H-4"
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Figura 48 — Espectro na regido do infra-vermelho de SMCD?2.
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Figura 49 — Espectro de RMN "H (500 MHz, acetona- deuterada)de SMCD2.
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Figura 50 - Espectro de RMN 13C — BB (125 MHz, acetona-deuterada) de SMCD?2.
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Figura 51 — Espectro de RMN 3C DEPT 135° (125 MHz, acetona-deuterada) de SMCD?2.
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Figura 52 — Espectro de correlag@o heteronuclear a uma ligagdao (HMQC) de SMCD2.
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Figura 53 — Sub-Espectro (faixa 60-85 e 2,8-3,6 8) de HMQC (125, 500 MHz, acetona-deuterada)
de SMCD2.
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Figura 54 — Sub-Espectro (faixa 115-135 e 6,7-7,6 8) de HMQC (125, 500 MHz, acetona-
deuterada) de SMCD2.
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Figura 55 — Espectro de HMBC (125, 500 MHz, acetona-deuterada) de SMCD?2.



]
j%E 0 B
—]mﬁa

Figura 56 — Sub-espectro (faixa 70-85 e 2,6-3,6 §) de HMBC (125, 500 MHz, acetona-deuterada)
de SMCD2.
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Figura 57 — Sub-espectro (faixa 135-165 e 6,7-7,8 8) de HMBC (125, 500 MHz, acetona-
deuterada) de SMCD2.
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Figura 58 — Espectro de RMN (500 MHz, acetona-deuterada) COSY de SMCD2.
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Figura 59 — Espectro de massas de alta resolucdo de SMCD?2.




6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1- Material botanico

6.1.1- Coleta para o estudo dos constituintes quimicos de Senna martiana (Benth) Irw. e Barn

O material utilizado para o estudo fitoquimico de S. martiana, flores, folhas, frutos e caule,
foram coletadas no dia 22 de maio de 2003 na regido da Chapada do Apodi, pelos professores
Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Orgénica e Inorginica, Maria Goretti de
Vasconcelos Silva do Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica da Universidade
Federal do Ceara.

A identificagdo botanica foi realizada pelo professor Edson de Paula Nunes, do
departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard. A exsicata referente a coleta da
espécie citada acima encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Ceard, sob o ntimero de registro 32440.

6.2- Métodos Cromatograficos

A cromatografia de adsor¢@o em coluna aberta foi amplamente utilizada no isolamento e na
purificacdo dos compostos identificados de S. martiana. O comprimento e o didmetro das colunas
variam de acordo com as quantidades de gel de silica e de material a ser cromatografado. A fase
estaciondria (adsorvente) usada foi: gel de silica 60 da VETEC (¢ mm 0,063 — 0,200) Cod. 1095
para cromatografia em coluna de fase normal; para cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizou-se cromatoplacas de confeccao manual - gel de silica 60G F254 VETEC Cod. 1134; e nas
cromatofolhas comerciais - gel de silica 60 (¢ pm 2-25) da Sigma Chemical CO (com indicador de

fluorescéncia na faixa de 254 nm).

Os eluentes utilizados seguiram uma série eluotrépica, que podia ser tanto isocratica ou com
aplicagdo de gradiente de polaridade. Os solventes mais usados foram; hexano, diclorometano,

cloroférmio, acetato de etila e metanol, todos de qualidade P.A. ou previamente destilados.



A revelacdo das substiancias nas cromatoplacas foi realizada utilizando-se métodos fisicos:
exposicao a radiacdo de luz ultravioleta (UV) em dois comprimentos de ondas 312 qm e 365 nm
obtidos em lampada modelo UVLS-28 da Sovereign Computer Systems; e também por métodos
quimicos: com vapores de iodo granulado e pela pulverizacdo com solucdo de vanilina (CsHgOs) e
dcido perclérico (HClO4) 10% em etanol P.A., seguido de aquecimento em estufa a 100° C durante

5 min.

6.3 - Técnicas espectroscopicas

6.3.1- Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de
Carbono-13 (RMN ()

Os dados técnicos e as condi¢des operacionais sobre os espectros de RMN 'H e RMN Bc
unidimensionais e bidimensionais foram obtidos junto ao Centro Nordestino de Aplicagdo e uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), coordenado pelo Prof. Dr. Edilberto Silveira
Rocha do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara. Os
espectros foram obtidos em espectrdmetros Bruker, modelo Avance DPX-300 e modelo Avance
DRX-500, operando na freqiiéncia do hidrogénio a 300 e 500 MHz, e na freqiiéncia do carbono a 75

e 125 MHz., respectivamente.

Na dissolug@o das amostras foram utilizados os seguintes solventes: cloroférmio deuterado
(CDCl3), piridina deuterada (CsDsN), dimetil suf6xido deuterado (DMSO-dg) e acetona deuterada
(CD;COCD:3).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de RMN 'H, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (8 7,3),
piridina (8 8,7; 7,6 e 7.,2), acetona (& 2,04) e DMSO (8 2,5). Para os espectros de RMN'’C, os
deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelos picos dos carbonos-13 dos solventes:

cloroférmio (8 77,0), piridina (8 123,5; 135,5 ¢ 149,2), acetona (4 29,8 ¢ 206,5) e DMSO (6 39,7).



Os conceitos de multiplicidades dos sinais dos espectros de RMN 'H foram indicadas
segundo a convencao: s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), q (quarteto), m (multipleto), sl (singleto

largo) e dd (duplo-dubleto).

O padrao de hidrogenagao dos carbonos em RMN BC foi determinado através da técnica
DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, com angulo de nutacio de 135, CH e
CHj3 com amplitudes em oposi¢do aos CH,), e foi descrito segundo a convengdo: C (carbonos nao-
hidrogenado); CH (carbono metinico); CH, (carbono metilénico) e CHs (carbono metilico). Os
carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo do espectro DEPT 135" do espectro

RMN C-BB.

Usou-se também os espectros de RMN bidimensionais de correlacio homonuclear (‘H, 'H-
COSY) e de correlagdo heteronuclear com deteccdo inversa (HMQC e HMBC) para associar as

absorcdes dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos.

6.3.2- Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas dos ésteres metilicos dos dcidos graxos extraidos das sementes de S.
martiana foram obtidos em espectrometro de massa VG Auto Spec da Fisions Instruments, modelo
M, operando em impacto de 70 eV, acoplado a cromatdgrafo a gds, modelo HP-5890 A série II
(CG/EM) do Parque de Desenvolvimento Tecnolégico do Estado do Ceard (PADETEC), equipado
com coluna capilar de silica revestida com metilfenilsilicone apresentando 25,0 m de comprimento,
0,20 mm de diametro interno e 0,30 mm de didmetro externo, mantendo-se fluxo de 1m/min. de
Hélio como gds de arraste, com um gradiente de aumento de temperatura de 4 ‘C/min. de 50 a 180
"C e 20 °C/min de 180 a 280 'C, sendo a temperatura do injetor de 250 C.

Para a determinagdo de SMCD?2 utilizou-se um espectrometro do tipo ultrOTOFqg ESI-TOF
da Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA, condi¢des do experimento bomba de infuséo, fluxo 300
puL/h, fase mével MeOH:H,O (8:2) e ACN:H,O (8:2). O modo de aquisicdo é via bomba de
infusdo,a concentragcdo da amostra é de 10 pmol/mL. O aparelho € de alta resolug@o necessitando de
uma calibragdo interna e externa antes de realizar as andlises. Usa-se para a calibracdo interna uma

solug¢@o de NA-TFA e na calibracdo externa uma solucdo de formiato de sédio (10mM).



6.3.3 - Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢d@o na regido do infravermelho (IV), foram obtidos em espectrometros
Perckin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 e espectrometros Nicolet, modelo 400 D, da central
analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

Utilizando-se pastilha de KBr para andlise das substancias sélidas.

6.3.4 - Ponto de fusao (pf)

Na determinacdo dos pontos de fusdo das substincias isoladas usou-se um aparelho de
microderminagdo da Microquimica provido de placa aquecedora modelo MQAPF-301. A

determinagdo foi feita a uma velocidade de aquecimento de 2" C/min.

6.4 — Analise do potencial antioxidante dos extratos hidroalcoélicos de Senna martiana

6.4.1 - Método DPPH

100 mg de cada extrato hidroalcodlico de Senna martiana foi dissolvido em ImL de
metanol, entdo 0,ImL desta solug¢do foi adicionada a de 3,9 mL de DPPH (1,1-dimetil-2-picril-
hidrazil) com a concentracio de 6,5)(10'5 mol/L, desta maneira mediu-se a absorbancia, em um
espectrofotometro durante o intervalo de 0-300min em um comprimento de onda de 515 nm. Os

resultados encontram-se na Tabela 28, p. 125.



6.4.2 - Método DHBA

Cerca de 100 mg da amostra foram dissolvidas em 2 mL de metanol, centrifugada em tubos
plasticos, filtrada e o solvente foi removido utilizando-se fluxo de nitrogénio. O residuo seco foi
misturado com em 1 mL de tamp@o fosfato, e 10 pL de uma dilui¢do 1:5 de xantina oxidase em
NH4SO4 (3,20 mol/L) foi adicionada para iniciar a reag@o. Os tubos foram incubados por 3 horas até
que a reacdo se completasse a uma temperatura de 37 °C. depois da incubag¢do, 20 UL da mistura
reacional foi analisada por HPLC utilizando como método de deteccdo, absorciometria na regido do

ultravioleta. Os dados referentes aos resultados desde ensaio sdo mostrados na Tabela 27, p. 120.

6.5 - Estudo dos constituintes fixos de Senna martiana

6.5.1 - Estudo dos ésteres metilicos dos acidos graxos das sementes de Senna martiana

As sementes (295 g) foram submetidas a extragdo com hexano a temperatura ambiente e o
extrato foi concentrado em evaporador rotativo, produzindo 900 mg de 6leo fixo para andlise dos
dcidos graxos através dos seus ésteres metilicos. O procedimento para obtencdo do material

saponificdvel seguido de sua esterificacdo estd resumido nos fluxogramas 1 e 2 abaixo.



Sementes (295 g)

Extrato Hexanico

(900 mg)

L=

KOH/MeOH

Refluxo (1 hora)

Adigdo de dgua

Extracdo com éter etilico (3x 20 mL)

Fase aquosa alcalina

(saponificaveis)

1. HCI

Fase aquosa

Desprezada

Fase etérea

Fase etérea (insaponificdveis)

Desprezada

2. Extrag@o com éter etilico (3x 20mL)

1. Na,SO, anidro

2. Filtragdo

3. Conc. Evaporador rotativo

Saponificdveis (823 mg)

Fluxograma 01 — Saponificacdo do extrato hexanico das sementes de Senna martiana.



Saponificaveis (823 mg)

1. H2S04/MCOH

2. Refluxo (2 horas)

3. Extragdo éter etilico (3x 20 mL)

Fase Aquosa

Fase etérea

Desprezada 1. Na,SO, anidro
2. Filtragdo
3.

Conc. evaporador rotativo

Esteres metilicos (170 mg)

Identificagio CG/EM

Fluxograma 02 — Metilacdo da frag@o saponificavel das sementes de Senna martiana.
6.5.2 - Obtencao dos extratos etandlicos das folhas, inflorescéncias e caule de Senna martiana.
As folhas, inflorescéncias e caule apds a coleta, foram trituradas mecanicamente e extraidas

exaustivamente com etanol a temperatura ambiente, onde para a obtencdo de cada extrato a torta foi

desprezada. Os extratos etandlicos foram concentrados em evaporador rotativo. Os resultados estao

mostrados na tabela abaixo:

Tabela 15 — Fracionamento do extrato etandlico do caule de Senna martiana.

Material Peso (g) Umidade (%) Extrato Peso (g) Aspecto
Folhas 2150 50,5 SMF (197,95) Verde escuro pastoso
Flores 650 60,1 SMFI 26,02 Marrom escuro pastoso
Caule 3020 23,2 SMC 70,00 Marrom escuro pastoso




6.5.3 - Preparacio da areia para o tratamento cromatografico

Tendo em vista que o processo de fracionamento utilizado frequentemente, tem como fase
estaciondria a silica (SiO,) e observando sua caracteristica polar, ou seja, em reter uma grade
quantidade de substancias durante o seu uso, neste trabalho estudou-se a possibilidade da utilizacio
de outros adsorventes como fase estacionaria a ser usada satisfatoriamente, visando diminuir o custo
no desenvolvimento do trabalho (preco da silica para coluna: R$ 320,00/500g). O uso de areia

surgiu como uma alternativa para este problema.

A areia utilizada neste trabalho foi coletada na praia do Icarai, sendo em seguida submetida
ao tratamento quimico descrito a seguir. Lavagem sucessivamente até ao ponto de ndo haver mais
turbidez na dgua de lavagem. Com o objetivo de retirar toda e qualquer matéria organica contida na
areia, esta foi tratada com uma solugao de H,SO4 (2,0 mols/L) e KMnOy4 (1,0 mol/L) onde foi posta
em contato por um periodo de 24 horas, apds este periodo todo o 4cido foi retirado através de
indmeras lavagens com dgua, até que o pH se encontrasse neutro. A areia foi posta para secar em
estufa e posteriormente moida em moinho de bolas e peneirada a diversas granulometrias (60, 100,

120, 180 e 200 mesh).

6.5.4- Fracionamento preliminar do extrato do caule de Senna martiana.

O estudo cromatografico iniciou-se com a utilizacdo de uma coluna filtrante, usando-se areia
como fase estaciondria, do extrato etandlico do caule de Senna martiana (SMC). O extrato (70 g)
foi pulverizado em gral de porcelana e acondicionado sobre 955 g de areia (60 mesh) previamente
tratada. A farofa entdo foi adsorvida em 2,0 kg de areia (60 mesh) em coluna cromatogrifica.
Utilizou-se os seguintes solventes em ordem crescente de polaridade como eluentes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros. Todas as fracdes obtidas foram concentradas em

evaporador rotativo. A quantidade de material de cada fragédo estd descrita na Tabela 16.



Tabela 16 — Dados oriundos do tratamento cromatografico de SMC.

Eluentes Fragdes (rétulo) Peso (g)

Hexano SMCH 13,9
SMCD 10,7

Diclorometano

Acetato de etila SMCA 1,5

Metanol SMCM 34,4

60,5
Total
Rendimento (%) 86,4

6.5.5- Tratamento cromatografico de SMCH de Senna martiana

O tratamento cromatografico do extrato etandlico de S. martiana forneceu a fracio SMCH
(13,9 g) que foi adsorvida em 176,1g de areia (100 mesh), pulverizada em gral de porcelana e
devidamente acondicionada sobre 350g de areia (100 mesh) em coluna cromatografica. Usando
como solvente hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou em combinagdes bindrias
seguindo uma escala crescente de polaridade. As fracdes de 1 “a 4, eluidas com hexano, foram
coletadas em um volume de 50 mL, e as demais em volumes variados entre 50 e 100 mL. As
fracdes 5 e 6 foram eluidas com hexano/diclorometano (4:1), 7 e 8 com hexano/diclorometano
(1:1), 9 com hexano/diclorometano (3:7), 10 com diclorometano, 11 com dilorometano/acetato de
etila (4:1), 12 e 13 com diclorometano/acetato de etila (1:1), 14 com diclorometano/acetato de etila
(3:7), 15 e 16 com acetato de etila, 17 com acetato de etila/metanol (4:1) e a fracdo 18 com metanol.
As fracdes coletadas, encontram-se descritas na Tabela 18, as amostras foram reunidas segundo os

resultados observados pela andlise em CCD de acordo com a semelhanga dos Rf.



Tabela 18 - Dados resultantes do tratamento cromatogréfico em areia da fracdo SMCH do caule de

Senna martiana.

Fracao Peso (g)
SMCHI1 (1-4) 0,986
SMCHI (5-6) 0,428
SMCHI1 (7-8) 2,678
SMCHI1 (9-10) 3,984

SMCHI1 (11-12) 2,649

SMCHI1 (13-18) 1,263
Total 11,988

Rendimento (%) 86,2

6.5.6- Fracionamento cromatografico da fracaio SMCH1/1-4

A fracdo SMCH1/1-4 (986 mg) (Tabela 19), foi pulverizada em gral sendo adsorvida em
3,5 g de gel de silica, e em seguida acondicionada sobre uma camada de 70 g de silica gel, utilizada
como fase estaciondria em coluna cromatografica. Utilizou-se como eluentes hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em combinac¢des bindrias. As fragdes foram
eluidas variando-se a propor¢éo entre os eluentes de maneira a se obteve um resultado satisfatdrio.
Depois de analisadas em cromatografia em camada delgada (CCD) foram reunidas de acordo com a

semelhanca dos Rf.



Tabela 19 - Dados resultantes do tratamento cromatogréfico em gel de silica da fragio SMCH1/1-4

do caule de Senna martiana.

Eluente Fracoes Peso (mg)
Hexano 1-6 57
Hexano/diclorometano (9:1) 7 52
Hexano/diclorometano (8:2) 8 41
Hexano/diclorometano (1:1) 9-10 84
Hexano/diclorometano (2:8) 11-13 69
Diclorometano 14-15 85
Diclorometano/acetato de etila (9:1) 16 63
Diclorometano/acetato de etila (1:1) 17-19 154
Acetato de etila 20 105
Acetato de etila/metanol (8:2) 21-23 123
Acetato de Etila/metanol (1:1) 24 68
Metanol 25 54
955
Total
Rendimento (%) 96,9 %

6.5.7- Isolamento de SMCH2-11A a partir de SMCH1/1-4

O tratamento cromatogréfico da fragio SMCH1/1-4, forneceu entre outras, a fracdo 11 (26 mg),
denominada SMCH2-11, oriunda da eluicdo com hexano/diclorometano (2:8). Esta fracao
apresentava-se como uma mistura de um sélido amorfo branco e uma substancia de aspecto

oleoso amarelo, que por sua vez, também estava presente em outras fragdes.



Lavagens sucessivas com diclorometano da fragio SMCH2-11, resultou na obten¢éo da
fragdo SMCH2-11A (12mg), denominada SMCHI, a qual se apresentava como um sdlido amorfo
branco soldvel apenas em piridina e apresentando uma faixa de fusdo entre 77 - 79 °C. O

isolamento desta frag@o pode ser resumido no Fluxograma 3.

Extrato etandlico do caule

de Senna martiana (SMC)
(TN ~\

1. Coluna filtrante (SMC)
2. CCD

Fragao SMCH Demais fragdes
(139 ¢g)

1. Coluna cromatografica (SMCH1)

2. CCD
Demais fragdes Fracdao SMCH1/1-4
(986 mg)
1. coluna cromatografica SMCH2
2. CCD
Demais fragdes Fracao SMCH2-11
(26 mg)
Lavagem CH,Cl,

Fracdo SMCHI1
(12 mg)

Fluxograma 3 — Obtencao de SMCHI1 a partir do tratamento cromatografico de SMC



6.5.8 — Tratamento cromatografico da fracao SMCH1/7-8

O tratamento cromatografico da fragio SMCH forneceu entre outras as fracdes 7 e 8, que ao
serem analisadas por CCD apresentaram-se semelhantes, desta forma foram reunidas e denominada
SMCHI1/7-8 (2,4 g), esta apresentava-se com um aspecto de graxa, de cor marrom.

A fracio SMCHI1/7-8 foi macerada até a sua completa pulverizacdo em gral sendo
consumido na sua adsorcdo 1,2 g de gel de silica, a mesma foi acondicionada sobre uma camada de
46 g de gel de silica em coluna cromatografica. Os eluentes usados no processo cromatografico
obedeceram uma ordem crescente de polaridade sendo usados puros ou em combinagdes bindrias. A

Tabela 20, mostra as reunides que se deram com observagdo dos Rf das fra¢des analisadas.

Tabela 20 — Tratamento cromatografico da fracao SMCH1/7-8.

Eluentes Fracao Peso (mg)

Hexano SMCHS3 (1-6) 45
Hexano/diclorometano (9:1) SMCH3 (7-12) 87
Hexano/diclorometano (8:2) SMCH3 (13-17) 107
Hexano/diclorometano (1:1) SMCH3 (18-20) 128
Hexano/diclorometano (3:7) SMCH3 (21-26) 154
Diclorometano SMCH3 (27-45) 193
Diclorometno/acetato de etila (9:1) SMCH3 (46-61) 325
Diclorometano/Acetato de etila (7:3) SMCH3 (62-70) 106
Diclorometano/acetato de etila (1:1) SMCH3 (71-83) 73
Acetato de etila SMCH3 (84-95) 183
Acetato de etila/metanol (1:1) SMCH3 (96-120) 343
Metanol SMCH3 (120-145) 61

2005
Total

74,9 %

Rendimento




As fracdes 18 — 26 apresentaram-se semelhantes tanto visualmente quanto pela andlise por
CCD de seus Rf. Desta forma estas duas fragcdes foram reunidas dando origem a uma nova fracio

denominada SMCH3/18-26 (282 mg).

6.5.9 — Isolamento de SMCH4/45-61A a partir de SMCH3/18-26

A fracio SMCH3/18-26 (282 mg) foi entdo adsorvida em 250 mg de silica gel,
pulverizada em gral de porcelana e colocada sobre 50 g de silica em coluna cromatografica.
Utilizou-se como solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou em

combinagdes bindrias.

O tratamento cromatografico de SMCH3/18-26, forneceu entre outras as fracdes 45 - 61
(37 mg), denominada SMCH4/45-61, que ao serem analisadas em CCD mostraram-se como uma
mistura. O procedimento entdo adotado foi a lavagem exaustiva do material com metanol que
resultou na fragdo SMCH4/45-61A (23 mg), denominada de SMCH2, que apresentou-se como

um sélido cristalino, solivel em cloroférmio e com ponto de fusdo de 131,3 — 132,8 °C.

O tratamento e obtengdo de SMCH2 encontra-se resumido no Fluxograma 4, p. 120.



Extrato etanolico do caule

de Senna martiana
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2. CCD

1. Coluna filtrante (SMC)

Fragdo SMCH
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1. Coluna cromatografica (SMCH1)
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Fragao SMCH1/7-8
279
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Demais fra¢oes

Demais fragoes
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Coluna cromatografica SMCH4
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Fracio SMCH4/45-56
(37 mg)

Lavagem MeOH

Fracdo SMCH2
(23 mg)

Demais fragdes

Fluxograma 4 — Obtencéo da fracio SMCH?2 obtida a partir do tratamento cromatografico do caule

de S. martiana.



6.5.10 — Tratamento cromatografico da fracaio SMCH1/9-10

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico do caule de S. martiana forneceu entre
outras a fragdio SMCH1/9-10 (3,9 g), esta foi adsorvida em 60 g de silica gel, pulverizada em gral
de porcelana e devidamente acondicionado sobre 100 g de silica gel em comluna cromatogréfica.
Utilizou-se como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em

combinagdes bindrias. A Tabela 21, mostra o fracionamento obtido do tratamento de SMCH1/9-10.

Tabela 21 — fracionamento cromatgrafico de SMCH1/9-10.

Eluentes Fracoes Peso (mg)
Hexano/diclorometano (9:1) 08-16 113
Hexano/diclorometano (8:2) 17-31 237
Hexano/diclorometano (6:4) 32-53 285
Hexano/diclorometano (4:6) 54-66 567
Diclorometano 67-75 438
Diclorometano/acetato de etila (8:2) 76-80 395
Diclorometano/acetato de etila (1:1) 81-90 423
Acetato de etila 91-103 461
Metanol 104-113 372

3291
Total
82,6 %
Rendimento

Ap6s a andlise por CCD, as fra¢des foram reunidas de acordo com a semelhanca de seus Rf. As

fracdes 55-64 foram reunidas e denominadas SMCH6/55-64 (198 mg).



6.5.11 - Isolamento de SMCH?7/25-39A

A fracdo SMCH6/55-64 (538 mg), Tabela 21, p. 106, foi acondicionada em 170 mg de
silica gel, e colocada sobre 40 g de silica gel em coluna cromatogréfica. Os solventes utilizados
foram hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em combinagdes bindrias,

como mostrado na Tabela 22.

Tabela 22 — Tratamento cromatografico da fracio SMCH6/55-64.

Eluentes Fracoes Peso (m&

Hexano 01-10 23
Hexano/diclorometano (8:2) 11-56 85
Hexano/diclorometano (1:1) 57-66 63
Hexano/diclorometano (3:7) 67-76 69
Diclorometano 77-85 53
Diclorometano/acetato de etila (1:1) 86-93 72
Acetato de etila 94-103 71
Metanol 104-110 56

492
Total

91,4 %

Rendimento

Ap6s a andlise das fragdes por CCD, foi possivel a reunifo das fracdes que apresentavam
Rf semelhantes, a andlise das fracdes 25-39 por CCD, mostrou-se como duas manchas separadas
por meio centimetro ao ser eluida com hexano/diclorometano (8:2), entdo elas foram reunidas e

denominadas de SMCH7/25-39 (79 mg).

6.5.12 - Isolamento de SMCH3 e SMCH4

A fragao SMCH7/25-39 (79 mg) foi entdo submetida a separagdo cromatogrifica
utilizando-se como técnica a cromatografia em placa preparativa. As placas foram previamente
deixadas na estufa a 120°C por 10 min, a amostra foi dissolvida na menor quantidade de solvente

(diclorometano) e foi realizada a aplicagdo do material em quatro placas preparativas, sendo que



cada placa era usada duas vezes, primeiramente a eluicdo se dava em um sentido e em seguida os
spots eram aplicados no lado oposto e a placa era eluida mais uma vez. A observagdo da placa apds
ser eluida em hexano/diclorometano (8:2) apresentava-se de forma bastante resolvida, pois as faixas
podiam ser vistas naturalmente apresentando uma distancia, considerdvel (1,0 cm) entre elas, por
este motivo ndo se fazia a necessidade de utilizacdo de métodos fisicos de revelacdo. Desta forma as
faixas foram retiradas das placas por raspagem e deixadas em contato com diclorometano em um
erlemayer por 30 min, depois filtrado e submetido a evaporagcdo em evaporador rotativo a pressio
reduzida. O tratamento de SMCH7/25-39 forneceu dois cristais, ambos em forma de agulhas, no
entanto um amarelo com uma faixa de fusdo de 205,8 — 206,2 °C e outro laranja apresentando como
faixa de fusdo 196,4 — 196,2 °C. Apds serem separadas por placa preparativa as amostras foram
denominadas SMCH3 (62 mg) e SMCH4 (10 mg). O Fluxograma 5, p. 109, ilustra resumidamente

o tratamento cromatografico para a obtencdo de SMCH3 e SMCH4.
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Fluxograma 5 — Obtencéo e isolamento de SMCH3 e SMCH4 a partir do extrato etandlico do
caule de Senna martiana.



6.5.13 — Tratamento cromatografico de SMCD de Senna martiana

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico do caule de Senna martiana, forneceu
entre outras a fracio diclorometanica (10,7 g) denominada SMCD. Esta fracdo foi entdo puverisada
com 30 g de gel de silica e em seguida acondicionada sobre uma camada de 100 g de gel de silica,
como fase estaciondria em uma coluna cromatogrifica. O fracionamento cromatogréfico foi
realisado utilizando-se como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou
emcombinacdes bindrias, obedecendo um gradiente crescente de polaridade. Apds o fracionamento
e evaporacdo do solvente, as fracdes foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com os

valores de Rf obtidos. O tratamento cromatografico de SMCD ¢ descrito na Tabela 23.

Tabela 23 — Tratamento cromatografico de SMCD.

Eluente Fracoes Peso (g)
Hexano 1-5 0,228
Hexano/diclorometano (4:1) 6-15 0,326
Hexano/diclorometano (1:1) 16 - 20 1,051
Hexano/diclorometano (1:4) 21 -25 0,987
Diclorometano 26 — 33 1,326
Diclorometano/Acetato de etila (4:1) 34 -39 0,438
Diclorometano/Acetato de etila (1:1) 40 — 45 0,725
Diclorometano/Acetato de etila (1:4) 46 - 51 1,829
Acetato de etila 52 -57 0,835
Acetato de etila/Metanol (4:1) 58 — 64 0,901
Acetato de etila/Metanol (1:1) 65-70 0,838
Acetato de etila/Metanol (4:1) 71 -176 0,635
Metanol 76 — 80 0,328

Total 10,447

Rendimento 97.,6%




6.5.14 — Tratamento cromatografico de SMCD1/25-32

Ap6s o tratamento cromatografico de SMCD, as fragdes obtidas foram entdo analisadas por
CCD, as que apresentaram Rf semelhante foram entdo reunidas. Dentre estas, as fracdes 25 — 32
(2,1 g) depois de reunidas foram denominadas SMCD1/25-32. Esta foi entdo pulverisada em silica
gel (10 g) e cromatografada utilizando-se como fase fixa silica gel (55 g). Durante este
procedimento hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, foram utilizados como eluentes, de
forma pura e em combinagdes bindrias, de forma a se obter um aumeto gradativo na polaridade do

eluente. O fracionamento de SMCD1/25-32 é mostrado na Tabela 24.

Tabela 24 — Tratamento cromatografico de SMCD1/25-32.

Eluente Fracoes Peso (mg)
Hexano 1-3 45
Hexano/diclorometano (4:1) 4-10 102
Hexano/diclorometano (1:1) 11-16 249
Hexano/diclorometano (1:4) 17 -20 183
Diclorometano 21 -27 128
Diclorometano/Acetato de etila (4:1) 28 —38 137
Diclorometano/Acetato de etila (1:1) 39-43 163
Diclorometano/Acetato de etila (1:4) 44 — 54 153
Acetato de etila 55-60 165
Acetato de etila/Metanol (4:1) 61 -71 108
Acetato de etila/Metanol (1:1) 71 - 83 185
Metanol 84 - 95 164
Total 1882
Rendimento 89,6 %

6.5.15 — Tratamento cromatografico de SMCD2/21-33

O tratamento cromatografico da fragio SMCD1/25-32 forneceu entre outras, as fragdes 21 —
33 (110 mg), que ao serem analisadas por CCD, apresentaram-se com mesmo Rf. Estas foram entao

reunidas e denominadas SMCD?2/21-33. Esta fracio apds ser pulverisada em grau de porcelana com



3,0 g de silica gel foi entdo cromatografada utilizando-se como fase estaciondria silica gel (40 g).
Os eluentes foram empregados de forma pura e em combinagdes bindrias em ordem crescente de

polaridade. Os resultados do fracionamento podem ser resumidos na Tabela 285.

Tabela 25 — Fracionamneto cromatografico da fracio SMCD2/21-33.

Eluentes Fracoes Peso (mmg)
Diclorometano 1-10 8
Diclorometano/Acetato de etila (4:1) 11-20 16
Diclorometano/Acetato de etila (1:1) 21 -25 18
Diclorometano/Acetato de etila (1:4) 26 — 31 17
Acetato de etila 32-36 13
Acetato de etila/metanol (4:1) 37-41 11
Acetato de etila/metanol (1:1) 42 — 46 12
Metanol 47 -55 8
Total 103
Rendimento 93,6 %

6.5.16 — Isolamento de SMCD1

Através do tratamento cromatografico de SMCD2/21-33 foi possivel obter as fracdes 23 —
29 que ao serem analisadas por CCD, mostraram-se semelhantes e com grau de pureza apreciavel,
sendo entdo reunidas e denominadas SMCD3/23-29 (31 mg). Esta fracdo apresentou-se como
cristais amorfos de cor laranja com faixa de fusio de 221-223 °C, solivel em acetona, e passou a

ser denominada SMCD1. A obtencao de SMCDI estd resumida no Fluxograma 6.
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Flluxograma 6 — Obtengao e isolamento de SMCD1 a partir do extrato etandlico do caule de Senna
martiana.



6.5.17 — Tratamento cromatografico de SMCD1/47-50

Com o tratamento cromatografico da fragdo SMCD do extrato etandlico de Senna martiana
(descrito no item 6.5.13), foi possivel obter entre outra as fragdes 47 - 50, que ao serem analisadas
por CCD, mostraram-se semelhantes e desta forma foram reunidas, dando origem a fragdo

denominada SMCD1/47-50 (715 mg).

A fracdo SMCD1/47-50 foi entdo pulverizada em grau de porcelana utilizando-se 5 g de
silica gel, em seguida fracionada em coluna cromatografica utilizando como fase estaciondria 20 g
de silica gel. Os eluentes empregados neste tratamento foram hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, de forma pura ou em combina¢des bindrias, obedecendo um aumeto gradativo da

polaridade do eluente. O tratamento cromatografico de SMCD1/47-50 € mostrado na Tabela 26.

Tabela 26 — Tratamento cromatografico de SMCD1/47-50.

Eluente Fracoes Peso (mg)
Hexano 1-5 23
Hexano/diclorometano (1:1) 6-10 59
Diclorometano 11-17 123
Diclorometano/acetato de etila (1:4) 18 -25 85
Diclorometano/acetato de etila (1:1) 26 — 37 73
Diclorometano/acetato de etila (4:1) 38 -45 56
Acetato de etila 46 — 51 62
Acetato de etila/metanol (1:4) 52 - 57 71
Acetato de etila/metanol (1:1) 58 - 63 86
Metanol 63 - 65 36
Total 674

Rendimento 94,3 %




6.5.18 — Isolamento de SMCD2

O fracionamento de SMCD1/47-50, fornceu entre outras as fragdes 28-34, que se mostraram
semenlhantes segundo a andlise por CCD. Estas foram entdo reunidas e denominadas SMCD4/28-
34 (39 mg), a andlise por CCD mostrou que esta fracdo apresentava-se pura para andlise

espectroscopica.

Sendo assim esta foi entdo cromatografada em placa preparativa utilizando-se como eluente
diclorometano/acetona (3:2). Apds o tratamento cromatografico obteve-se uma substincia de

coloracdo alaranjada e de aspecto oleoso denominado SMCD?2 (36 mg).

A obtengdo de SMCD2, encontra-se resumida no Fluxograma 7.



Extrato etandlico do caule

de Senna martiana (SMC)
(70 o)

1. Coluna filtrante (SMC)
2. CCD

Fragao SMCD Demais fragdes
(10,7 g)

1. Coluna cromatografica (SMCD1)

2. CCD
Demais fragdes Fracao SMCD1/47-50
(715 mg)
1. Coluna cromatografica SMCD4
2. CCD
Demais fragdes Fracao SMCD4/28-34 (39
mg)
1. Placa preparativa
2. CCD
SMCD2 Demais fragdes
(36 mg)

Fluxograma 7 — Obencao e isolamento de SMCD?2 a partir do extrato etandlico de Senna martiana.



7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Senna martiana

7.1 — Resultados dos testes de capacidade antioxidante

Foram realizados os testes de atividade antioxidante com os extratos hidroalcodlicos das

folhas, flores e caule de Senna martiana fazendo uso de duas técnicas, DPPH e DBHA.

7.1.1 - Método DHBA

A capacidade antioxidante medida pela técnica DHBA, consiste em um sistema
enzimdtico contendo a hipoxantina como um substrato e uma enzima, xantina oxidase, esta
provoca a oxidacdo da hipoxantina em duas etapas até a formagao do 4cido trico. Em ambas as
etapas de oxidacdo hd liberagdo de espécies radicalares, que por sua vez reagem com o acido
salicilico, presente no meio, e levam a formacdo dos 4cidos benzodicos dihidroxilados (2,3-
DHBA e 2,5-DHBA). Os produtos finais desta reagdo foram previamente quantificados em um

experimento padrdo, via CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Desta forma € possivel inserir no sistema uma substincia que tenha um potencial
antioxidante para ser avaliada. Portanto, se a referida substancia conseguir competir com o dcido
salicilico na captura das espécies radicalares ou inibir a oxidacdo da hipoxantina atuando sobre a
enzima, menores quantidades de DHBA e acido urico serdo formadas, indicando uma capacidade

antioxidante para a substancia testada. Este método pode ser resumido no Esquema III, pg. 119.



7.1.2 — Preparacao do ensaio

A mistura reacional consiste em uma quantidade relevante da amostra (~ 10 mg) dissolvida
em 2 mL de metanol, em seguida é centrifugada filtrada e o solvente removido com fluxo de
nitrogénio. Sobre o residuo seco € entdo posto 1,0 mL de um tampé@o fosfato, 10 pL. de uma diluicio
1:5 de xantina oxidase em NH4SO4 (3,2 mol/L). Retira-se entdo uma aliquota de 0,06 mL desta
mistura e adiciona-se sobre 0,06 mL de uma soluc@o de hipoxantina (10 mmol/L), quando a reacio
entdo devera ser iniciada. Os tubos foram incubados por 3 horas até que a reacdo se completasse a
uma temperatura de 37° C depois da incubacdo, 20 pL. da mistura reacional foi analisada por CLAE,

utilizando como método de deteccio absorciometria na regido do ultravioleta.

Os testes pelo método do DHBA foram realizados no German Cancer Center — Heidelberg-
Alemanha pela Profa. Maria Teresa Sales Trevisan, cujos resultados encontram-se na Tabela 60,

pg. 120.
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Esquema III - Esquema para a geracdo de espécies reativas de oxigé€nio no

sistema

hipoxantina/xantina oxidase: (a) Reagéo; (b) Cromatograma do HPLC da Hipoxantina (1), dos

produtos hidroxilados da xantina (2) e do 4cido drico (3); (c) 4cido salicilico, 2,3-DHBA e 2,5-

DHBA.



Tabela 27 - Porcentagem de inibicdo dos extratos estudados sobre dcido salicilico na formagdo do

2,3-DHBA e 2,5-DHBA (%)

Concentragdo do Senna martiana (porcentagem de inibi¢do)
extrato (mg/mL) Folhas (SMF) | Flores (SMFI) | Caule (SMC)
0,125 2 0 1
0,250 0 D) 0
0,500 5 3 3
1,250 13 78 15
2,500 44 52 73

60 -

50 -

40 1 —— SMF

—=— SMFI
SMC

30 -

20 -

10 A

Inibicdo da formacdao do DHBA

0 L] T T T T 1
0.125 0,25 0,5 1,25 2,5

Concentracdo dos extratos (mg/mL)

Figura 60 — Representacfo gréifica da avaliacdo da atividade antioxidante de Senna martiana pelo

método DHBA



7.1.3 - Método DPPH

A andlise antioxidante por este método consiste na captura por uma substincia com

potencial antioxidante do radical livre DPPH (1, 1-dimetil-2-picril-hidrazil).

Substéincias que apresentam um potencial antioxidante, tem como propriedade caracteristica
a capacidade seqiiestradora de radicais livres. Ao se adicionar uma substincia que possui atividade
antioxidante a uma solu¢@o contendo radicais livres (DPPH), ocorre um decréscimo da absorbancia
inicial indicando uma diminui¢do da quantidade de radicais livres. Quanto maior o potencial
antioxidante de determinada substancia maior serd a captura de radicais livres, e conseqilientemente
maior o decréscimo na absorbancia da solug¢do. O potencial antioxidante ¢ medido pelo indice de
varredura (%IV), quanto maior o valor do indice maior a capacidade seqiiestradora da substincia

em questdo. O indice de varredura € calculado de acordo com a seguinte expressao:

(Abspppu — Abssugst) X 100
IV% =

Abspppr

Onde: Abspppy = absorbancia da solucao inicial do DPPH

Absgypst = absorbancia da substancia apés 300 minutos

7.1.4 — Preparacao do ensaio

Em 3,9 mL de uma solucido de DPPH (6,5 x 107 mol/L), adiciona-se 0,1 mL de uma solugio
teste (I mg/mL), e em um espagco de 300 minutos é feito a leitura da absorbincia em um

comprimento de onda de 515 nm.

Os Esquemas IV, V e VI, p. 122, 123 e 124, propdem como uma substancia que possui
uma atividade antioxidante atua na captura do radical livre, exemplificando com a catequina ou

epicatequina [SANG, 2002].



Esquema IV - Reacdo entre catequina e epicatequina com o radical livie DPPH [SANG, 2002].

Reacdo Geral:

DPPH. 4 AH — DPPH—H + A-

As 4+ X. —= espécie ndo-radicalar

~

Reacdo especifica:

OH
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HO O ey OH
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OH

Catequina: Ri=0OH, R, =H
Epicatequina: Ry =OH, Ry =H OH

HO 0)

OH

HO 0O

OH

OH

OH

estrututra A estrutura B



Esquema V - Proposta mecanistica da reac@o entre catequina ou epicatequina com o radical DPPH,

para a formacgd@o do composto A [SANG, 2002].
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Esquema VI - Proposta mecanistica da reacdo entre catequina ou epicatequina com o radical

DPPH, para a formagao do composto B [SANG, 2002].
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Os ensaios realizados pelo método DPPH foram realizados no Laboratério de Quimica
Organica Aplicada a Produtos Naturais da Universidade Estadual do Ceard, sob a orientacdo da

Profa. Dra. Selene Maia de Morais. Os resultados encontram-se na Tabela 28, p. 125.



Tabela 28 — Avaliacdo do potencial seqiiestrador de radicais livres pela medida da absorbancia dos
extratos de Senna martiana

Tempo Absorbancia
(mim) Senna martiana
Flores (SMF1) Caule (SMC) Folhas (SMF)

0 1,094 0,956 0,723

2 0,275 0,590 0,243

4 0,211 0,650 0,223

6 0,193 0,624 0,223

8 0,130 0,623 0,179
10 0,134 0,620 0,188
15 0,176 0,581 0,201
20 0,171 0,583 0,219
30 0,168 0,620 0,100
40 0,317 0,622 0,272
60 0,141 0,746 0,199
70 0,248 0,625 0,328
100 0,198 0,594 0,227
120 0,095 0,604 0,185
150 0,172 0,648 0,228
180 0,143 0,627 0,185
210 0,119 0,639 0,183
240 0,147 0,648 0,222
270 0,153 0,659 0,208
300 0,145 0,656 0,250
e | e




——SMF
SMC
SMFI

—— Eugenol

O % % ,0 o Q’Q\QQ\(’QQ:\Q‘{,\Q

Tempo (min)
Figura 61 — Representacdo grafica da avaliac@o da atividade antioxidante pelo método do DPPH da

espécie Senna martiana

Estes resultados demonstram que utilizando-se o método do DHBA o extrato hidroalcodlico
das flores de S. martiana apresentou uma porcentagem de inibicdo da formacdo do DHBA (52,0 %),
superior aos demais extratos. Quando o método empregado ¢ do DPPH, o extrato etandlico das
flores apresentou também o maior indice de varredura (96,1%), ou seja, € o extrato que possui a
melhor capacidade seqiiestradora do radical livie DPPH, onde se pode compari-la a capacidade
antioxidante. Através dos dados mostrados tanto na Tabela 27, p. 120, como na Tabela 28, p. 125
como também nos graficos observa-se que o extrato hidroalcodlico das flores de S. martiana
apresenta significativo potencial antioxidante, chegando através do método do DPPH a se

aproximar do padrdo utilizado (eugenol).



8 CONCLUSAO

A anélise dos constituintes voldteis das folhas mostrou que a referida espécie ndo produziu
6leo essencial, utilizando-se a técnica de hidrodestilagdo usando forno de microondas como fonte de

aquecimento.

O estudo do ¢6leo fixo das sementes de Senna martiana, resultou na identificacdo dos
seguintes 4acidos graxos: tetradecandico, pentadecandico, 9-hexadecandico, hexadecandico,
heptadecandico, 9,12-octadecandico, octadecandico, 10-nonadecendico, eicosandico, docosandico,
tricosandico, 9-octadecendico, 11,14-eicosadiendico, e tetracosandico. Dos compostos identificados
os constituintes majoritarios foram, o dcido hexadecandico (37%) e o 4cido 9,12-octadecandico

(34,1%). Pode-se observar um teor significativo (44%) de 4cidos graxos insaturados identificados.

A andlise cromatogrifica do extrato etandlico do caule de Senna martiana possibilitou o
isolamento e caracterizacdo de um dcido alifdtico denominado de &cido triacontandico (4c.
melissico), do esterdide B-sitosterol e de trés antraquinonas 1,8-dihidroxiladas, crisofanol, fisciona e
aloe-emodina e um dimero, crisofanol biantrona desoxiglicosilado, cujas identidades quimicas
foram confirmadas pela andlise de seus espectros de RMN, IV, EM e comparagdo com os dados da
literatura, sendo que estas substancias sdo inéditas na espécie estudada. Apds o levantamento

bibliogréfico foi possivel concluir que a biantrona € inédita na literatura.

O extrato hidroalcodlico das flores de S. martiana mostrou-se bastante promissor com
relacdo ao seu potencial antioxidante tanto pelo método DPPH (IV 96,1%) como pelo método

DHBA inibindo significativamente a formagdo do DHBA.
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