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ABSTRACT

This work presents the study of the chemical contiposof Senna martiangBenth)
Irw. and Barn. (Leguminosea). This survey was peréa to the knowledge of the
chemical constituents of the flowers and roots. Téaation and purification of
chemical constituents of the plant was accompliglgdg cromatographic techniques
and in the determination of the structures espsctqoic techniques (IR), Nuclear
Magnetic Resonance of Hydrogen (RMN); Nuclear Magnetic Resonance of Carbon
13 (RMN*®C). In evaluating the pharmacological potentialhi$ species, were assayed
for antioxidant activity (DPPH and DHBA), antitumactivity (MTT assay) and
trypanocidal activity of four isolated compoundaimgt the enzyme GAPDH. Chemical
studies and oSenna martiangBenth) 1&B, allowed to the isolation of triacontsic
acid, p-sitosterol,  stigmasterol, o- amyrin, p-amyrin, three  1.8-
dihydroxyanthraquinones, chrysophanol, physcionaaod-emodin, in addition to three
glycosides anthrones, two of them previously unighied in the literature.

Vi



RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo da composicaoicguie Senna martiana
(Benth) Irw. e Barn. pertencente a familia da Lemuseae. Norteou-se este estudo
para o conhecimento dos constituintes quimicossfokas flores e das raizes da planta.
O levantamento bibliografico revelou a ausénciaesieidos quimicos, biolégicos ou
farmacoldgicos realizados com esta espécie, m@@o qual a planta foi selecionada
para estudo. O isolamento e purificacdo dos coirgits quimicos foi realizado
utilizando técnicas como cromatografia por adsor@o coluna aberta (CC);
cromatografia em camada delgada (CCD), cromategdédiuida de alta eficiéncia
(CLAE) e na determinacgéo das estruturas, técngectroscopicas tais como: absorcao
na regiao do infravermelho (IV); Ressonancia MagaéXluclear de Hidrogénio (RMN
'H): Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13NR¥Z) uni e bidimensionais.
Na avaliacdo do potencial farmacolégico da espéomm realizados ensaios de
atividade antioxidante (método DPPH e DHBA), atadd antitumoral (método MTT) e
atividade tripanocida de quatro compostos isolddoge a enzima GAPDH. O estudo
quimico deSenna martianaBenth) Irw. e Barn., permitiu o isolamento do daci
triacontandico (ac. melissico-sitosterol e estigmasteroly e p —amirina, de trés
antraquinonas 1,8-diidroxiladas, crisofanol, fisgioe aloe-emodina além de trés

heterosideos antrénicos, dois deles inéditos exaliira.

VI
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1 INTRODUCAO

A guimica de produtos naturais tem como um dostigbge principais, o isolamento e
caracterizagdo de compostos quimicos de fontesamticomumente relacionada com a
quimica das plantas (Fitoquimica), que especiaknéntomplementada pela avaliagdo da
atividade biolégica das substancias isoladas, compesaspectiva de um possivel
aproveitamento destas substancias que apresengtivideide terapéutica e perspectivas de
patenteabilidade. Os produtos naturais tém elecadacteristicas de diversidade quimica e
especificidade bioquimica que os tornam extremagnignportantes na busca de compostos
potencialmente utilizaveis como farmacos [Ertl, 0Butler, 2004], propiciando suporte para
a terapéutica moderna composta de medicamentosagdes especificas. 61% das 877
entidades quimicas novas, publicadas durante 1082-830 produtos naturais ou estdo de
alguma forma a eles relacionados e em algumagiaties especificas, a relacdo é ainda
maior: 78% dos antibacterianos e 74% dos anticayerers sdo ou foram inspirados em
produtos naturais. A figura 1 mostra a relacdouastl entre tais compostos, onde a
intercessao entre as areas representa tal simiigidds dois farmacos que mais vendem no
mercado farmacéutico mundial (Zocor, e Lipitor,Ufay 2) tiveram suas raizes estabelecidas
em produtos naturais [Berenson, 2009; Koehn, 2R@%man, 2003].

Produtos
Naturais

Moléculas
Sintéticas

Farmacos

N

Figura 1. Similaridade estrutural entre moléculas sintétidarmacos e produtos naturais
[Ertl, 2008]
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OH OH OCa*

s

Atorvastatind.ipitor

Sivastatina, a@hcor

Figura 2. Estruturas dos compostos ativos de Zoncor edti

Vérias atividades biologicas e farmacologicas s tém orientado a busca
compostos potencialmente Uteis, entre as quaistiddaaes antitumoral, antioxidante
tripanomicida. Existem mais de cem tipos de carmee, Sdo responsaveis anualmepela
morte de mais de 4 milhdes de pessoas em todo muAdmaioria dos agente
antineoplasicos néo possui especificidade, ou sg@adestroem seletiva e exclusivamentt
células tumorais e sdo, por isso, toxicos paraeosids sdos. As investigacdcientificas
continuam na busca de agentes quimicos antitumdeaisienor toxicidade e maior ind
terapéutico. A literatura revela de 1998 a 2008squuma centena de moléculas «
atividade antitumoral oriundas de fontes naturéi®o de vegetais, 20%e animais e 5% de
fungos. As quinonas e os alcalbides junto com geet®ides se destacam como as cle
com maior numero de agentes naturais antitumdrais,como de maior potencial antican:
Valores significativos de lsp em diferentes linhagens @elulas tumorais humanas for:
observados para a variolina B (1), isolada da gapamarinhi Kirkpatrickia variolosa
(ICs=0,01 pmol.[}) [Matteo, 2005], para o taivaniaquinol D (2) 5=3,50 pmol.r%)
[Chang, 2005] e a antraquinona Kifolona, (3)s=16,30 pmol.[}) [Bringmann, 2008],
ambas as quinonas isoladas das pleTaiwania cryptomerioide@Cupressacei) e Kniphofia

pallidiflora (Aphodelaceae) respectivamente (Fig.

" ’N/LO o —0

HO

Figura 3- Agentes naturais antitumor
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Substancias com atividade antioxidante obtidasodée$ naturais sao cada vez mais
investigadas. Entre estas substancias, estdo opostws fendlicos e polifendlicos, como
flavonoides, catequinas e antraquinonas que exjmgente atividade antioxidante. O stress e
as dietas da vida moderna, enfraquecem a capacw@latitexidante natural do homem,
permitindo que surjam no organismo as formas dagémio, chamadas radicais livres,
responsaveis pela agressdo celular que é, em pinmstancia, a causa das doencgas
degenerativas e do envelhecimento precoce.

Doencas como a Doenca de Chagas e leishmaniosesssandas por parasitas e afetam
juntas mais de 18 milhdes de individuos, a maiatepariginaria das Américas do Sul e
Central. Os dados mais recentes da Organizacao iMutal Saude (OMS) mostram que ha
cerca de 13 mil mortes/ano e outras 649 mil pesgépasuas vidas desajustadas pela Doenca
de Chagas, que é provocada pelo paraRilpanosoma cruzie que, ainda hoje, ndo ha
farmacos recomendados para o tratamento desta al@resar de ter sido descrita sua
etiologia em 1909. Os medicamentos disponiveigriniiox e benzonidazol, sdo de uso
paliativo e apresentam efeitos colaterais severos.

Nesta tese € descrito o estudo quimico e avaliagotencial biofarmacoldgico de
Senna martiangBenth) Irw. e Barn., Leguminoseae nativa da flocadestina, conhecida
como caixdo de canafistula e canafistula bravaaguesenta indicacfes populares de uso
como laxante, abortivo e antitussigeno [Agra, 20@8]levantamento bibliografico ndo
revelou nenhum estudo anterior sobre a espécistigada, porém o géne8ennaé bastante
estudado e apresenta em sua composi¢cao variasressantes classes de compostos, além de
atividades bioldgicas relevantes.

O isolamento e caracterizacao estrutural dos cotmpastraquinénicos, terpenoidicos
e fitoesterois presentes, foi desenvolvido comilzatdo das técnicas cromatograficas em
coluna (CC e CLAE) e planar (CCD), técnicas espewoftricas de absorcdo na regidao do
infravermelho (IV); Ressonancia Magnética NuclearHidrogénio (RMN'H); Ressonancia
Magnética de Carbono 13 (RMNC); também os espectros de RMN bidimensionais como
COSY, HMQC e HMBC,; espectroscopia de massas (CG-&kgpectrometria de massas de
alta resolucéo.

A elaboracgéo dessa tese obedece aos padries estidsepela Coordenacdo do
Curso de Pés-Graduacgdo em Quimica da Universidedier& do Ceard, bem como as regras

e normas basicas da ABNT.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1. Consideragfes botanicas sobre a familia Legumaiseae

A familia Leguminoseae possui uma ampla distribmigéografica, representada por
cerca de 650 géneros e mais de 18.000 espéciegdsmfltas a trés subfamilias
(Caesalpinioideae, Mimosoideae e Fabaceae — sindRiapilonoideae). As espécies das
subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae principalmente tropicais e as da Fabaceae
encontram-se mais frequentemente nas regides tadgserA subfamilia Fabaceae abrange
espécies com caracteristicas consideradas maigsamandentro das leguminosas. Em 1984
foi determinado que as trés subfamilias das legosam por possuirem algumas diferencas
anatdbmicas e pelo grande namero de espécies gaesuaathmilia possuia passassem a ser
classificadas como familias. No entanto a partil@88, Arthur Cronquist e colaboradores
passaram a recomendar que a classificacdo antauigeja, Caesalpinoideae, Mimosoideae e
Fabaceae voltassem a ser classificadas como slibfarpbis as diferengas anatémicas eram
poucas em compara¢do a quantidade de semelhatrgagras que estas possuiam [Barroso,
1984; Cronquist, 1988].

As espécies da familia Leguminoseae se apresertarn ervas anuais ou perenes,
eretas, prostradas, difusas ou escandentes, satmmblarbustos eretos, sarmentos ou
escandentes, e arvores de pequeno, meédio ou gpartke com sistema radicular bem
desenvolvido e predominancia da raiz principal sdwas ramificacées. Os tipos foliares séo
muito variados. Podem ser encontradas desde fsilmgdes a compostas pinadas, bipinadas,
trifolioladas, digitadas até mesmo unifoliadas.nQuimento pode estar constituido de pélos
simples, unisseriados ou multisseriados, ou denras glandulosos. O tipo de inflorescéncia
das Leguminoseae € o racemoso. O androceu timaeédez estames. O fruto caracteristico
da familia € o legume, um tipo que pode ser deadicmmo monocarpelar, seco, deiscente ao

longo da sutura do carpelo e da costa medianad8ari984].

2.2. Considerac0Oes botanicas dgenna martianaBenth) Irw. e Barn.

Senna martiangBenth) Irw. e Barn. (Figura 4) € uma espécie pedate a familia
Leguminoseae, subfamilia Papilonoideae (Fabacsaejjo conhecida popularmente como

caix&o de canafistula e canafistula brava. E umstste ampla copa, suavemente lenhoso de



CAPITULO 2 — CONSIDERACOES BOTANICAS 5

crescimento r4pido com propagacao de ramos, atiagima altura de 1,5 a 4,0 m. Ocorre na
caatinga como moitas, ao redor de lagoas e ao ldagomargens da estrada [Cronquist,
1988]. Esta espécie apresenta-se morfologicamenti® rsemelhante &assia alataque é
muito comum no Ceara, diferenciando-se no entagltbipflorescéncia que é mais abundante
e exuberante e na forma dos frutos. Espécie ndtivdordeste do Brasil, habita desde o Rio
Grande do Norte passando por Paraiba e Pernamb&c Bahia (ao longo do Rio Sé&o
Francisco até o Rio Pardo). Existem registrosSdena martianano Ceara, na Chapada do
Apodi (limite com o Rio Grande do Norte), na Chapdd Araripe e na reserva de Aiuaba.

Figura 4 — Fotografia deSenna martiana&om detalhes dos frutos e das flores [foto: Prof.
Silveira, E. R.]



CAPITULO 3 — BIOSSINTESE DE ANTRAQUINONAS 6

3. BIOSSINTESE DE ANTRAQUINONAS

As antraquinonas naturais isoladas de plantas isoperpodem ser diferenciadas pela
presenca de substituintes nos anéis aromaticosadnihonas que possuem substituintes em apenas
um anel aromético sdo formadas através de umaigaimato enquanto a rota biossintética que leva
a formacdo de antraquinonas substituidas nos d@is e da através da via acetato-malonato.
Antraquinonas de fungos e linchens séo produzidasytra rota metabdlica, que ndo sera discutida
neste trabalho.

Os substituintes em C-10 permitem classificar ospmstos antracénicos em trés grupos:
antraquinonas (C=0), antronas (C-H) e biantrona€)Gm que eles sdo convertiveis um no outro
através de reacdes de oxidacdo e redugdor@ 5). A maioria dos glicosideos antracénicos contém
uma ou duas unidades de acucar, geralmente gkcageramnose, ligados em C8, C10 e em menor
frequéncia em C1 [Nogueira, 2009].

Antraquinona

Biantrona

Figura 5- Interconversdes entre 0s compostos antracénicos
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3.1. Biossintese de antraquinonas via chiquimato-malonato

Esta rota biossintética se inicia quando o acidquiimico incorpora trés atomos de carbono

com o auxilio de ATP e da enzima EPSP, dando origemmm precursor intermediario;C

Posteriormente este intermediario perde duas miaale acido fosforico por duas reacdes de

eliminacdo, uma 1,2 em seguida uma 1,4, para dgemrao acido corismico, um composto muito

importante da via chiquimato.

O acido corismico sofre véarias reacdes como mastracEsquema | até a formacdo do

acido 1,4-dihidroxinaftéico que em seguida sofrenfacdo para a formacdo do terceiro anel. Nas

etapas finais observa-se modificacdes como desdkag&o, hidroxilacdo e metilagd&gquema |

[Dewick, 2002].

Esquema |- Rota biossintética de antraquinonas via chiqtam®EWICK, 2002]
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3.2. Biossintese de antraquinonas via acetato-makuto

A rota acetato-malonato envolve a condensacdo de umdade de acetilcoenzima A como

iniciador e sete unidades de malonilcoenzima A coorginuador, conduzindo a uma cadeia peli-

cetometilénica e originando a antrona que em sag@dafie oxidacdo emg€@ G a uma antraquinona

(p-e. crisofanol, fisciona, endocrocina ou emodiAajiversidade de derivados antraquindnicos desta

classe se originam a partir de modificagbes noypsec formal. O esquema Il ilustra a biossintese

da emodina, fisciona e crisofanol que sao antramais que ocorrem em plantas superiores tais como

senna, cascara sagrada, frangula, ruibarbo e [@e@sck, 2002].
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Esquema Il —Rota biossintética de antraquinonas via acetatomasd [Dewick, 2002].
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4. LEVANTAMENTO BIBIOGRAFICO

4.1. PROPRIEDADES BIO-FARMACOLOGICAS E CONSTITUICAO QUIMICA DE
ESPECIES DO GENEROSENNADO NORDESTE DO BRASIL

O géneroSennaMill. pertence a tribo Cassieae Bronn, subtribo SGae Irwin &
Barneby. Espécies dgennatem ampla distribuicdo ocorrendo no Brasil interem outros
paises da América do Sul. Nos ultimos 20 anos,c®88tas de 40 espécies 8ennaforam
realizadas por quase todos os estados do nordeBiesil, e suas exsicatas estdo depositadas
no Herbério Prisco Bezerra-UFC.

A taxonomia do géner&ennatem se modificado com o passar dos anos, e analise
gendmica é utilizada para estimar o pareamento agsdmico preferencial e auxiliar na
caracterizagdo botanica inequivoca entre as espékidiversidade genética interespecifica
foi comprovada em estudos cuja analise estrutwslclomossomos e DNA de espécies de
Sennaindicou que este género apresenta majoritariament2n = 28 cromossomos,
encontrado em mais de 65% das espécies estudadgeneticamente. Excec¢des foram
detectadas por exemplo, p&amimosoidesjue apresentou 2n = 18, biflora, S. torae S.
occidentaliscom 2n=26 cromossomos entre outras. Segundo Gttidd981, os demais
nameros cromossémicos 2n = 26, 24 e 22 sofrerarfu@m por diploidia, que pode ter
ocorrido durante a diversificacdo do grupo. Deadogrande namero de espécies do género,
poucos trabalhos sobre a gendmica de espéci&enleaforam relatados necessitando de

mais estudos.

A revisdo utilizando as ferramentas de busca nd-igte® Scholaf¥ 2007 e
www.Scopus.contealizada utilizando como palavra-chave “Senndicou de 2000 a 2010,

2949 registros sendo 1911 patentes (Figura 6) redis#o-se uma evolugdo quase constante

no decorrer da década, 0 que expressa o interesgedquisadores por este género botanico.
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Figura 6 —Evolucao de artigos e patentes relacionados acg@&ennade 2000 a 2010

Na pesquisa bibliogréfica, utiliz-se anda varias atividades bioldgicas observe
para o géner&ennacomo filtro, obtend-se os dados do grafico abaixo. Somente ativid

com mais de 2% de registros foram consider

1000 .
O Antifangice
800 B Antiinflamatorie
O Antimalarice
600 O Antimicrobians
B Antioxidante
400
O Antitumora
200 @ Antiviral
O Hepatoprotetol
0 B Purgativi

Artigos Patentes

Figura 7 — Evolucdo dos artigos e patentes relatados paratiesiade: bioldgicas

apresentadas por espécies ennade 2000 a 2010
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Figura 8 — Percentual de atividades biologicas apresentamtasspécies deeBnade 2000 a
2010

Espécies do génerdennaapresentam uma variedade de aplicacdes, embowsa m
antiga seja como purgativa e sua forma de preparagédicacdo de uso esta presente nas
Farmacopéias britanica, européia, americana e ldirasicom indicacdo para casos de
constipacao, para folhas @&enna alexandrin@ Cassia angustifoliaOs compostos mais
ativos sdo os isbmeros senosideos A e B [David9]2@0pesquisa revelou que, embora a
mais antiga atividade atribuida para o gér&onaseja a purgativa, esta é ainda a que mais
tem trabalhos relatados (44% de todas as ativideoes mais de 2% de registros). Estes
dados comprovam ser esta uma atividade validadécmakihente e também extremamente
patenteavel com 431 patentes registradas, o quesponde a 44% de todas as atividades
detectadas. Foram observados para os extratos gtiedane hexanicos das folhas 8enna
macrantera intensa atividade laxativa e motilidaitestinal comparavel ao padréo bisacodil
(principio ativo da Lacto-purga®) e antiinflamagrsimilar ao diclofenaco de sodio
[Nogueira, 2009].
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Figura 9- Representacgéo estrutural de compostos purgativos

Algumas espécies deennasao relatadas como toxicas, para aves, bovinaprnos
levando a sindrome da degeneracdo muscular eratéta [CALORE, 1998]. Em setembro
de 2006 no estado indiano de Uttar Pradesh, a nderteove criangas foi atribuida ao
envenenamento pelo consumo de graosdeccidentalifVashishtha, 2007]. No entanto,
folhas da mesma espéct, occidentalisao utilizadas pelos indios em pescarias, matasdo
peixes sem torna-los toxicos e as sementes saoratet a graos de café na preparacdo de

bebida para o consumo humano pelas populagcbestdo searense [Lombardo, 2009].
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Quadro 1 —Constituintes quimicos de espéciesSéanado Nordeste do Brasil
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Quadro 1 (Cont.)- Constituintes quimicos de espéciesSéamnado Nordeste do Brasil
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Quadro 1 (Cont.)- Constituintes quimicos de espéciesSéamnado Nordeste do Brasil
HO. OH
OCHy H OH

I
|
o OH
n-Triacontanol 30) 1,8-Diidroxi-3-metoxi-6- 1-O-Metil-mio-inositol 32)
metilantraquinona3l)

HsC

OH o} OH

O\ (CHp)26CHs

HaC
HO
HaCO | CHz
o}
Acido triacontanéico34) 1,8-Diidroxi-6-metoxi-3,7-
dimetil antraquinona3pb)

OH O
1,3-Diidroxi-6,8-dimetoxi-2- Campferol 3-Oet-L- Campferol 3-O-rutinoside®8)
isoprenil antraquinon&86) ramlnopiranosil(3>2)-o-L-

ramlnopiranoside¢37)

OH OH OH
OH

Rutina @9) 4'-bis(1,3,8-triidroxi-2-metil-6- Estigmasterol41)
metoxiantraquinonayQ)

v%coﬁ

Acido malvalico 42) 3B,16B,22-triidroxiisohopano Rubrofusarina44)
(43
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Quadro 1 (Cont.)- Constituintes quimicos de espéciesSéanado Nordeste do Brasil

OH O OH
Martianina 45)

OCHy O OH

HaCO | OH
o)
1,3-diidroxi-6,8-dimetoxi-2-
metilantraquinona4@g)

3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-
metilantraquinona-1-3-D(+)-
glicopiranosideo&1)

Gli—O, o CHs

Hy o}

5-acetonil-78-D-
glicopiranosiloxi-2-metilcromona
(54

HO.

4

|
(CHp)g— C— (CHy),CH,OH

12'-hidroxi-7'-multijuguinonag7)

ﬁ OH
CHg

1,3-Diidroxi-2-
metilantraquinona4{)

]

\

(o]
1,8-diidroxi-6-metoxi-2-

metilantraquinona 3-O-
rutinosideo 49)

OH

OH

OCH; O ORham— Gli

O‘O -
HLCO OH

]

3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-
metilantraquinona-1-O-
rhamnopiranosil-(:> 6)-
glicopiranosideo52)

OH (o]

OH

H3CO

I
|
(0]

1,3,8-Triidroxi-6-metoxi-2-
metilantraquinona4?)

I
|
O

OH

OH

1,8-diidroxi-2-
metilantraquinona 3-O-
rutinosideo $0)

5-Acetonil-7-hidroxi-2-
metilcromona %3)

(0]
~ (CHgﬁi‘:— (CHp)4CH3

7'-Multijuguinona 66)

Questina §8)

O
8-O-metilcrisofanol §9)
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Quadro 1 (Cont.) —Constituintes quimicos de espéciessémnado Nordeste do Brasil

1-Hidroxi-7-metoxi-3-
metilantraquinonagl)

1,5-diidroxi-3-metoxi-7- Aurantio-obtusinag4) Crisofaneinab)
metilantraquinonag3)

OH O OCH; OH O OCH; OCH;O  OCHs
OGi HsCO OH H3CO. OGili
| I CHs Gio ‘ ' ‘ CHs HyCO ‘ ‘ g CH

O (o) (6]
Glicosil-obtusifolina 66) Aurantioobtusina-@3-3-D- Glicosil-crisoobtusinag8)

glicopiranosideoq7)

HO. O. CHs OH O OH
0
LTI Beoe
X o

HO ? OH

NorrubrofusarinA-60--D-(6'-O-acetil) - 1-Demetilaurantio-obtusina-@-p-d-
glicopiranosideoq9) glicopiranosideo?0)
OH O  OH ° OCH;0  OH
See CT 0
HsC 9 OCH; HO (e]
1,8-Diidroxi-3-metoxi-6- Euxantona2) Isogentisina{3)

metilxantona 71)

O OH
HO
o) CHs

1,7-diidroxi-3-metilxantonad4) Lupeol (75) Friedelina 76)
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Quadro 1 (Cont.)- Constituintes quimicos de espéciessémnado Nordeste do Brasil

; . HO
Acido betulinico {7) a-Amirina (78) (249)-24-etilcolesta-5,2H),25-
trien-3B-ol (79)
OH OH OH OH
0
D0 M QD e
HO H|-(|DO oHO . OH QO
COOH COOH
HO l l
COOH
Acido 2-benzil-4,6-diidroxi Acido 2-Benzil-4-hidroxi Acido 2-benzil-6-hidroxi
benzdbico 80) benzoico-6-OB-D- benzdico -4-O3-D-
glicopiranosideog1) glicopiranosideog?2)
OH O OCH; OCHO  OCHs
909 oy
CH3 H3CO CH3
o o]
Crisoobtusinag4)
OCHO  OH
HiCO l I l CH OH
HsCO o7}
1 ‘
Islandicina 86) 1,3-Diidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-metilantraquinonaG-

o—rhamnopiranosil-(3>6)—p—glicopiranosil
(1—>6)—-p—galactopiranosided{)
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Quadro 1 (Cont.) —Constituintes quimicos de espéciesSéanado Nordeste do Brasil

QH OH O OH

OCHO O CHs
O‘O
HaCO
1-hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxi-2-metilantraquinona 1 Crisarobina 89)

O-a-rhamnopiranosil (&6)—p—glicopiranosil
(1—»6) — B — galactopiranosidedg)

OHO\

pee OH

Cassiolina91)

OH OH O OH

OH
O ke B
CH3
HO
HsCO %
OCH, o
GO
O OH OH
Vitexina 92) Occidentalol 11 3

OH

O O

Cassioccidentalina E96) Cassioccidentalina (6)
HO. CH
[Oj ‘O @) | 3 HscoHsc OH
w OO
CH, OH OH O
OH O

N-Metilmorfolina (97) Nor-rubrofusarina48) QumquangulonaSXQ)



CAPITULO 4 — LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO 21

Quadro 1 (Cont.) —Constituintes quimicos de espéciessémnado Nordeste do Brasil

OH OH
A O OH HO I X O oH

CHs

HsCO. O _CHs
g o
OH OH O i]n

HO
OH OH
Quinquangulina00) 5,5'-(1E)-1,2-etenediilbis- 1,3- 5-[(1E)-2-(3,5-
Benzenediol,101) diidroxifenil)etenil]-1,2,3-

Benzenetriol 102

OH O OH OH O OH

OH
o C 909 909
X OH HO OCH OH
o} o}

HsCO
OH
5-[(1E)-2-(3,5- Lunatina (04 1,3,8-triidroxiantraquinona
diidroxifenil)etenil]-2-metoxi 1,3- (105

Benzenediol 103

OH O OH

ChHs
OO

HsC

OH O OH
Crisofanol -10,10’-biantrona [-sitosterol (07) S-amirina (LO8)
(106

HO

HsC
H3C

CHs

OH ©
Luteolina (12 Cassiarina AX13 Cassiarina B1(14)
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Quadro 1 (Cont.) —Constituintes quimicos de espéciesSéanado Nordeste do Brasil

CHs CHs
N A
7\ o, @
HaC —
|
0 H,c~ ~O OH
CHs
Cassiarina C1(15 Barakol (L16) 10,11-Diidroanidrobarakoll(l7)

A
Glio GliO
Cicloeucalenol 118 B-Sitosterol-O-glicosideal9 Estigmasterol-O-glicosideo
(120
CHs HC, N . HC, N

HsC ] 8

2\ ‘ /> HO" HO""' o

o] N N

‘CHg
Cafeina 12]) Cassina122 Iso-6-cassinal@3)

A revisdo utilizando as ferramentas de busca Sa#fin Scholaf¥ 2007 e
www.Scopus.com realizada com as 40 espéci€&edaacoletadas e depositadas no Herbario
Prisco Bezerra, revela o perfil quimico e propriggabioldgicas comprovando o grande

potencial do género (Quadro 01, pg. 14).

Das 40 espécies pesquisadas, 24 (60%) ndo apmesemtanhum estudo quimico, 21
(52%) permanecem até hoje sem nenhum relato ddosshio-farmacolégicos e 20 (50%)
tiveram indicacdes de usos diversos como em maieerdermatites, abortivos e como
laxantes. As espécies mais extensivamente estudiadasnto de vista quimico, foraB
alata e S. obtusifoliacom 31 compostos identificados, seguidos Sleoccidentalis(27
COmMpostos).

A composicdo quimica das espécies pesquisadaseafmese estruturalmente

diversificada, com compostos da classe dos pohs&Bns, esterdides, lactonas, estilbenos e
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triterpenos, porém as classes mais comuns sactrasj@nonas, flavondides e cromonas. A
grande maioria das espécies que apresentam edtiic@, ou tem antraquinonas, ou tem
alcaldides em sua composicao, com excecas.dginquangulatague nao tem relato até o
presente de nenhuma das duas clas&sat@ataque, diferente das outras espécieSdena
apresenta alcaléides e antraquinonas em sua cagapagilimicaA Figura 10 representa o

perfil quimico das 40 espécies Senngpesquisadas.

DOAlcaloides
BCromenos e Xantonas
OFitoesterdis
OFlavonoides

BOutros

DOAntraquinonas

BTriterpenoides

Figura 10- Perfil quimico de 40 espécies 8ennado Nordeste do Brasil

Alguns dos componentes quimicos se destacaranpal@jgpresenca constante ou rara
nas plantas investigadas ou pelas atividades aypeelses. As antraquinonas crisofariglX,8-
diidroxi-3-metil-antraquinona) e fisciona2,( 1,8-diidroxi3-metil-6-metoxi-antraquinona)
foram os compostos identificados em um numero ndgoespécies (nove). Além de muito
frequentes, estes compostos, notadamente o cridafidm de ser citado atualmente em 1645
referéncias, das quais 1306 estdo associadas @ &ijgu de estudo bioldgico, estd também
presente em 160 patentes de diferentes paisesdates antiinflamatérjaantimicrobiana,
purgativa, antipsoriase, antitumoral, antimalaei@ntioxidante entre outras sao relatadas para
o crisofanol.

A N-metilmorfolina97, foi isolada como produto natural uma Unica vez s@mentes
de S. occidentalisE extensivamente utilizada em sinteses de complmetalicos [Yadav
2010].
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O extrato aquoso d8enna siameapresentou baixa atividade ansiolitica, porém,
ensaios com 0 seu constituinte ativo barakidlg( 2,5-Dimetil-3xH-pirano[2,3,4-de]-1-
benzopiran-&,8-diol) apresentaram resultados semelhantes aephia, revelando-se um
potente ansiolitico natural [Thongsaard, 1996].r@uiiocomposto potencial revelado foi
cassiaindolin27, um alcaloide inddlico dimérico presente nas foldi@S. alataque mostrou
excelente atividade analgésica e antiinflamatdfibelsenor, 2009].

Pela composicao quimica estruturalmente diversifice potencial biofarmacoldgico,
as espécies de Senna nativas do nordeste do Bé&silim universo a ser explorado na busca
por biocompostos uteis.
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Tabela 0% Perfil Quimico e Bio-farmacolégico de 40 espédeSennacoletadas no Nordeste do Brasil

Espécie Indicacdes Atividades Constituintes Quimicos Referéncias
N exsicata populares Comprovadas

S. alata L. Hipertenséo, | Abortiva, Crisofanol (), Fisciona 2), Reina 8), Aloe-emodina 4), | Fernand 2008,
Mangerioba- | anemia, anti-maléarica, | Emodina b), Isocrisofanol }), 4,5-diidroxi-2-| Okpuzor 2009
grande diabetes, antiviral, hidroximetilantraquinonarj, Alatonal @), Alquinona 9), 1,3,8-| Okwu 2009,
EAC 6248 | malaria, antifingica Triidroxi-2-metilantraquinona 10), Alatinona (1,5,7-trihidroxy: Pinto, 2004,
asma, antioxidante, 3-methylanthraquinone 1{), Aloe-emodina-8-(B-glicosideo| Yakubu, 2010

eczema, anti- (12 1,5-Diidroxi-8-metoxi-2-metilantraquinona-3-®b- | Kayembe 2010

hepatite, inflamataria, glicopiranosideo 1(3) Fisciona-1-O-glicosideo 14), Metil- | Rodrigues 2010.

Ulcera, purgativa, rubrofusarina 15), Rubrofusarina 6-O-glicosideo 1), | Villasenor 2009,

escabioses, | hepatoprotetora; Campferol 17), Campferol-3-OB-D-glicopiranosideo 1@8), | Liu 2009,

impigens, antimicrobina, | Campferol-3-OB-D- glicopiranosil-(1->6)8-D-glicopiranosideo| Hazni 2008,

vermes estimulante  de (19), Campferol 3-O-gentiobioside@q), 6,8,4'-triidroxi flavona Rahman 2006,

intestinais em) crescimento | (21), 4-Triidroxiflavanona 22), Naringina £3), Apigenina 24), | Hennebell 2009,

humanos vegetal, toxica Rahaman 2006,

Quercetina Z5), Crisoeriol g6), Cassiaindolina27), 5, 7, 17-
29),

hidroxitetratriacontano 2g), n-Dotriacontanol

Triacontanol 80)

n-

Idu 2007,
Agbagwa 2003,
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Tabela 01 (Cont.)- Perfil Quimico e Bio-farmacologico de 40 espédeSennacoletadas no Nordeste do Brasil

S. birostris 1&B - - 1,8-Diidroxi-3-metoxi-6-metilantraquinona 31), 1-O-| Vila 2003
Mutuy Metil-mio-inositol (32), Sacarose3Q)
EAC 22523
S. cearensigAfr. - Citotoxica e[ Crisofanol (), Fisciona ), Acido triacontan6ico3d), n- | Ferreira 2009
Fern. & E. Nunes Antioxidante | Triacontanol 80)
Besouro, pé-de-bode
EAC 15801
S. didymobotrya - Antimalarica Crisofanoll)), Fisciona ) Alemayehu 1996
1&B Ramalhete 2008
EAC 22154
S. fistulaL. Ornamental - Crisofanoll), Fisciona 2), Reina 8), 1,8-Diidroxi-6-| Ahuja 1988, Dutta
Chuva de ouro metoxi-3,7-dimetil antraquinona3%), 1,3-Diidroxi-6,8-| 1998, Das 2000
EAC 39514 dimetoxi-2-isoprenil antraquinon&)

S. hirsutal&B Febres, Tratamento de Campferol 17), Campferol 3-(B-L- | Joshua 2010, RS9
EAC 11296 colicas placas e Cé.l’ieEa,rhamnopiranosil(_l_)Z)-a-L-rhamnopiranosideo (37), | 1999, Singh 1987
uterinas, antimicrobiana| Campferol 3-O-rutinoside®8), Rutina 89), Quercetina
dores (25), 4,4'-bis(1,3,8-triidroxi-2-metil-6}
estomacais, metoxiantraquinona) 40), Estigmasterol 41), Acido

ref[engéo de malvalico @2), 33,16p3,22-triidroxiisohopano43)
urina
S. macranthera Laxante, Antioxidante, | Emodina §), Rubrofusarina44) Nogueira 2009
1&B . brinquedos | antiinflamatori Branco 2008
Pau fava, mangagade madeira | a,
aleleuia antimicrobiana
EAC 39085 , purgativa
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Tabela 01 (Cont.)- Perfil Quimico e Bio-farmacologico de 40 espédeSennacoletadas no Nordeste do Brasil

S. martiana 1&B | Laxante, Citotéxica, Crisofanol (), Fisciona 2), Aloe-emodina 4), | Agra 2008, Maced(
Canafistula, café-abortivo e| antioxidante | Martianina @5) (10,10'-il-Crisofanol -10-oxi-10,10'-bj-2009

bravo antitussigen glicosideo),

EAC 32440 0

S. multijuga Construcgao | Inibidor da| 1,3-Diidroxi-2-metilantraquinona4g), 1,3,8-Triidroxi-6-| Tiwari 1983, Singh
Canafrista, canelg-civil, Acetilcolineste | metoxi-2-metilantraquinona  47), 1,3,8-triidroxi-2-| 1981
paula-teixeira, fosforos, rase metilantraquinona 10), 1,3-diidroxi-6,8-dimetoxi-2+

cassia-aleluia, moveis metilantraquinona  49), 1,8-diidroxi-6-metoxi-2-

cigarreira, populares, metilantraquinona 3-O-rutinosideo49j,1,8-diidroxi-2-

manduirana-de- corante metilantraquinona 3-O-rutinosided®(j, 3-hidroxi-6,8-

folha-mole, dimetoxi-2-metilantraquinona-1--D(+)-

pauamendoim, pay- glicopiranosideo 1), 3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-

de-cigarra, pau-de- metilantraquinona-1-O-rhamnopiranosil-(1 — 6)-

fava e pau-de-pito glicopiranosideo 52), 5-Acetonil-7-hidroxi-2-

EAC 23345

metilcromona %3), 5-acetonil-78-D-glicopiranosiloxi-2-
metilcromona %4), Rutina @9), Cassiglucina §5) 7'-

Multijuguinona 66), 12'-hidroxi-7'-multijuguinona7)




CAPITULO 4 — LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Tabela 01 (Cont.)- Perfil Quimico e Bio-farmacologico de 40 espédeSennacoletadas no Nordeste do Brasil
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S. obtusifolia 1&B
Matapasto, fedegos
EAC 37724

Abortivo,
plaxante,
sedativo,

reumatismo,

dor-de-
cabeca,
hepatite,
diurético,
para
melhorar
vista

a

Antiasténica,
diurética,
neuroprotetora

Crisofanol (), Fisciona 2), Reina 8), Aloe-emodina4),
Emodina 5), Questina §8), 8-O-metilcrisofanol §9),
Obtusifolina 60), 1-Hidroxi-7-metoxi-3-
metilantraquinona 1), 7-Metilfisciona 62), 1,5-
diidroxi-3-metoxi-7-metilantraquinona 68), Aurantio-
obtusina 64), Crisofaneina 5), Glicosil-obtusifoling
(66), Aurantioobtusina-&-p-D-glicopiranosideo g7),
Glicosil-crisoobtusina @8), Nor-rubrofusarin-69-p-D-
(6'-O-acetil) - glicopiranosideds9), 1-Demetilaurantio
obtusina-20-p-d-glicopiranosideo 70) 1,8-Diidroxi-3-
metoxi-6-metilxantona7(l), Euxantonaq?2), Isogentising
(73), 1,7-diidroxi-3-metilxantona 74), Estigmastero
(41), Lupeol {5), Friedelina 76), Acido betulinico 77),
a-Amirina (78), (24S)-24-etilcolesta-5,2K),25-trien-3-
ol (79), Acido 2-benzil-4,6-diidroxi benzo6ic@(), Acido
2-Benzil-4,6-diidroxi benzdico-6-@-D-glicopiranosided
(81), Acido 2-benzil-4,6-diidroxi benzéico -4-@D-

glicopiranosideog2)

Agra
Sob
Tang
Kim

Wu 2010

2008,
2010
2008,
2009,
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Tabela 01 (Cont.)- Perfil Quimico e Bio-farmacologico de 40 espédeSennacoletadas no Nordeste do Brasil

S. occidentalig. Bebida Anti-alérgica, Crisofanol (), Fisciona 2), Aloe-emodina4), Emodina] Crawford 1990,
Pajamarioba, como cafe, yntiinflamatori | (2)» Questinag8), 8-O-metilCrisofanol §9), Obtusifolina) Guo 1998
pajimarioba tonico, a, antioxidante (60), 1-hidroxi-7-metoxi-3-metilantraquinona 61), | Chukwujekwu 2006
Coffe sene estomaquic | t4xica para Aurantio-obtusina &4), Glicosil-obtusifolina §6), 1-O-| Chauhan 2001
EAC 26392 o, febrifugo,| capras metilCrisofanol 83), Crisoobtusinag4), Obtusina 85), | Sreejith 2010
laxante ¢ gestantes, Islandicina 86), 1,3-Diidroxi-6,7,8-trimetoxi-24 Barbosa 2010
antimicrobi | 5405 coelhog, Metilantraquinona 3-@-—rhamnopiranosily Yadav 2010,
ano bovinos e aves (1—->6)—-p—glicopiranosil(1:>6)—-p—galactopiranosideo | Lombardo 2009
(87), 1-hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxi-2-metilantraquironKim 1971
1-O-a-rhamnopiranosil
(1—6)—p—glicopiranosil(:>6)—pf—galactopiranosideo
(88), Crisarobina§9), Campesterol90), Cassiolina 1),
Apigenina @4), Crisoeriol 6), Vitexina @2),
Occidentalol 1l @3),Cassioccidentalina A 94),
Cassioccidentalina B9p), Cassioccidentalina ®§¢), N-
Metilmorfolina 97)
S. quinquangulata Antiipertensival Rubrofusarina 6-O-glicosidedl®), Rubrofusarina 44), | Gescher 2003, Choj
1&B , bactericida | Nor-rubrofusarina  98), Quinquangulona  99), | 2007
EAC 10556 Quinquangulina X00), 5,5-(1E)-1,2-etenediilbis- 1,3-

Benzenediol, 101), 5-[(1E)-2-(3,5-diidroxifenil)etenil]
1,2,3-Benzenetriol 102, 5-[(1E)-2-(3,5-

diidroxifenil)etenil]-2-metoxi 1,3-Benzenedidl @3

29
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Tabela 01 (Cont.)- Perfil Quimico e Bio-farmacologico de 40 espédeSennacoletadas no Nordeste do Brasil
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S. reticulatawilld Reumatism | Antioxidante, Santos 2008
Saragundi 0, doencas fungicida Crisofanol (), Fisciona 2), Aloe-emodina4), Emodina| Lizcano 2010,
EAC 31588 do figado,| Antimalarica | (5), Lunatina {04), 1,3,8-triidroxiantraquinona1Q9), | Kvist 2006

Anti- Crisofanol -10,10'-biantronal(Q6), p-sitosterol L07) e

reumatico, Estigmasterol 41), o-Amirina (78), f-amirina (08),

dermatites Campferol 17)
S. rugosd&B Raiz-| Vermifugo, | Vermes Crisofanol (), Fisciona 2), Rubrofusarina 44), | Rodrigues 2001
preta, boi gordo mordeduras| intestinais em QuinquangulinaX00 Fenner 2006
EAC 29779 de cobra| humanos Barbosa 2004

Feridas,

Alimento

para

bovinos
S. siamed&B Antimalaric | Antidiabeico, | Emodina §), Campferol {7), Apigenina @4), Lupeol| Kumar 2010,
Céssia siamea,a, purgativa| antilipidémico, | (75), Friedelina 76), Acido oleandlico 109, Acido | Abdulelah 2010
cassia do Sido Analgésica; ursolico (@10, Betulina (@11, Luteolina (12, | Oshimi 2009,
EAC 32640 Antiinflamator | Estigmasterol41), s-sitosterol £07), Cassiarina C1(13), | Thongsaard 1996

ia; Antipirética | Cassiarina D 114), Cassiarina E1(l5, Barakol (16),
10,11-Diidroanidrobarakoll(l7)

S spectabilis vaf Gripes, Citotoxica, Acido betulinico 77), Lupeol {5), a-Amirina (78), g | Silva 2010;
excelsd&B resfriados, | Inibidor de| amirina @08, Friedelina 16), Cicloeucalenol 118), | Agra 2008,
Canafistula, céassig-laxativo, acetilcolinester| Acido oleandlico {09), Acido ursdlico £10), B-Sitosterol| Santos 2010
do-nordeste amenorrea, | ase (107, Estigmasterol 41), p-Sitosterol-O-glicoside®
EAC 33013 anemias (119, Estigmasterol-O-glicosidedlZ0), Cafeina 121),

Cassina12?), Iso-6-cassinall3
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5. DETERMINACAO ESTRUTURAL

5.1. Determinacao dos constituintes quimicos da mdeS. martiana
5.1.2- Determinacao estrutural de SMRH1

O tratamento cromatografico do extrato hexanicorala deSenna martianaforneceu a
fracdo denominada SMRHZFI(uxograma 1, p. 12}, que se apresentou como um solido branco

amorfo soluvel em piridina e apresentando uma fdextusao de 77-79 °C.

O espectro de absorcdo na regido do IV de SMRH@ufa 11, p. 33 permitiu a
identificacdo de uma banda larga e centrada em &#iT'de deformacéo axial da ligacdo O-H, uma
banda em 2918 cicaracteristica de deformacado axial da ligacdo @eHim grupamento metila,
uma banda centrada em 28507cte acordo com a deformagcéo axial da ligagdo C-kheleno,
uma banda em 1707 ¢hde deformacéo axial da ligacdo dupla C=0, uma d@md 1466 cit de
deformacao angular da ligacdo C—H de metileno, bemaa em 1299 crthde deformac&o angular da

ligacdo C-H de metileno e uma banda em 721 de deformacéo angular de ligagéo C-H.

No espectro de RMNH (300 MHz, GDsN) (Figura. 12, p. 34 de SMRH1, observou-se os
seguintes sinais 0,89 (3H, tJ= 6,0 Hz), 1,29 (21H, m), 1,41 (2H, m), 1,82 (2H,dJm 7,31) e 2,54
(2H, t, J= 7,38) que podem ser atribuidos a hidrogéniosiddarboneto alifatico. O sinal et
2,54 sugere uma proximidade destes hidrogénios a@lgom grupo de desprotecao talvez uma
carbonila.

No espectro de RMNC (75 MHz, GDsN) (Figura 13, p. 39 foi possivel observar 8 linhas
espectrais, onde o deslocamento quimica det,2 ¢é referente a um grupamento metila. Foram
observados sinais en22,9, 25,6, 29,6, 29,81, 32,1 e 34,9 referentemlaonos metilénicos. O sinal
em & 34,9 € compativel com um grupamento metilénico pp@e estar ligado a uma carbonila.
Também foi possivel observar um sinal com desloogmnguimico end 175,9 atribuido a carbono
de carbonila. A comparacéo do espectro de RRMN- DEPT 135° de SMRHIF{gura 14, p. 39
com o espectro de RMNC-BB revelou o padréo de substituicdo dos carbarmsjrmando assim a
presenca de um carbono metilico e de varios cagbam@bilénicos, como também o sinal &mh75,9

gue é referente a carbono n&o hidrogenado.
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O espectro de massas de SMRHig@ra 15, p. 3¢ mostrou o pico do ion molecular com
razao massal/cargan( em 452 daltons que juntamente com os dados apaeles acima foi

possivel sugerir para SMRH1 a formula moleculaHgsO..

Com os dados apresentados foi possivel concluirSiieH1 tratava-se de um acido graxo
de cadeia longa denominado acido triacontandiathexdo na literatura como acido melissico. Este
composto ja foi isolado de outras plantas coHibiscus tiliaceusL. [MELECCHI, 2005] e
Eucalyptus globulu§FREIRE, 2005]. Os acidos graxos sdo de grandeesge em geoquimica

organica como precursores de hidrocarbonetosiafafFABIANSKA, 2004].

(@)
Y
CHz—(CHgp)2s— C<

OH

Acido triacontanodico
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5.1.3. Determinacéo estrutural de SMR3

O tratamento cromatografico da fragcdo hexanicadaltio extrato etandlico do raizes Sle
martiana levou ao isolamento de um sélido alaranjado, oom faixa de fusdo de 192,2 a 1964
gue ao ser colocado na presenca de vapores dexidmlrde amonio, apresentou coloracéo

avermelhada. O sdlido foi soluvel em CH@& denominado SMR3 (83,0 mg).

O espectro na regido do infravermelho (IV) de SMRigura 16, p. 43, apresentou uma
banda centrada em 3435 trde deformacédo axial de ligagdo O-H, outra banda3@88 cni de
deformacédo axial da ligacdo =C-H compativel contesia aromatico, 1677 ¢inde deformacéo
axial da ligacdo C=0, uma banda em 1627 afa deformacéo axial da ligagdo C=0 de carbonila
quelada, duas bandas em 1566 e 1472 dendeformac&o axial da ligacdo C=C de arométions,
banda em 1370 cMmde deformacdo angular no plano da ligacdo O-teresfe a hidroxilas
fendlicas, uma absorcdo em 1273 ¢mue esta de acordo com a deformacao axial daitig@e-O,
as bandas em 1207, 1086, 1024, 839 e 752 @endeformac&o angular da ligacdo C—H de sistema

aromatico e uma banda em e 672'ate deformac&o angular da ligacdo O—H.

O espectro de RMNH (500 MHz, CDCY) (Figura 17, p. 43, de SMR3 apresentou sinais em
67,89 (1H,dJ=7,9 Hz), 828 (1H,1=7,9Hz) e 8,41 (1H, d,= 7,9 Hz) caracteristicos de
hidrogénios aromaticos com acoplamentttd. Mostrou também, sinais e®n/,69 (1H, s) e 8,23 (1H,
s) referentes a hidrogénios aroméaticos posiciondddermametaoupara. Foi possivel observar um
sinal simples emd 3,08 (3H, s), além de sinais simples localizadnsegido de desprotecdd12,58
(1H, s) ed 12,70 (1H, s) que podem ser relacionados a duhsxias queladas por ligacéo de

hidrogénio.

O espectro de RMNC-BB (500 MHz, CDCJ) de SMR3 Eigura 18, p. 49 mostrou quinze
linhas espectrais. A linha espectral com desloctmgmimico emd 22,4 estava de acordo com um
carbono metilico, provavelmente ligado a anel atmoafoi possivel também observar dois sinais na
regido de carbono carbonilico ém82,0 e 192,6. O deslocamento &m92,6 é consistente com a
presenca de uma carbonila quelada. Na regido esdsima de carbonos aromaticos foram

observados doze sinais, dos quais os carbonos eslocdmento erd 162,9 e 162,6 referiam-se a
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carbonos aromaticos oxigenados. Foi possivel ohseanda na regido de aromaticos, em
comparacéo com o espectro RMIC - DEPT 135°Figura 19, p. 49, a presenca de cinco carbonos
metinicos (CH) e por diferenca entre os especedRMN *C-BB e DEPT 135°, nove carbonos n&o
hidrogenados (C). Com os dados até aqui apresentadpossivel propor para SMR3, segundo a

Tabela 2 a formula molecular £8H;004, cujo indice de deficiéncia de hidrogénio foi iga@anze.

Tabela 2— Deslocamentos quimicos d&& RMN **C, para SMR3 (125 MHz, CD§)lcom padréo de
hidrogenacao obtido pela comparacéo dos especEBI 235° com o RMN°C-BB.

C CH CHs Oxigénios TOTAL

192,6 137,1 22,4 2 carbonilas

182,0 1247 2 hidroxilas

162,9 1245

162,6 1215

149,5 120,1

133,8

133,4

116,0

113,9

CisHg

C CsHs CHs Oq4 Ci15H1004

O espectro de massaBidqura 22, p. 47, apresentou como pico do ion molecular que
coincidiu com o pico basm/z 254 daltons, que em comparacdo com os dados mewo® na
Tabela 2 confirma a formula molecular;§4100a.

Os dados discutidos até o presente momento, erpigispgadrdo de acoplamento obtido no
espectro de RMNH e a diferenca entre os espectros de RMN— BB e RMN**C — DEPT 135°
sugerem para SMCH3 uma estrutura antraquindngsutrstituida. O padrao de substituicdo pode ser
observado pela presenca de nove carbonos nao émdrdgs, dos quais seis referem-se aos carbonos
pertencentes ao esqueleto antraquindénict9@,6; 182,0; 133,8; 133,4; 113,9 e 116,0) e dsosu
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trés aos carbonos antraquindnicos substituigld$2,9; 162,6 e 149,5). O carater dioxigenado pode

ser comprovado através das absorcdes 62,9 e 162,6, mostradas no espectro de RI@N

O acoplamentorto observado no espectro de RMN para trés hidrogénios sugere que um
dos nucleos antraquindnicos seja monossubstitdalopesma forma os dois hidrogénios mostrados
como singletos referem-se a hidrogénios com umlagmmtometaou para, sendo assim, 0 outro
ndcleo antraquindnico é dissubstituido.

A partir dos dados apresentados acima foi posssuglerir para SMR3 a estrutura
antraquindnica dioxigenada do tiBpnos quais 0s substituintes sao dois grupos hidrexum grupo

metila.

OH O OH

“O CHs
o)

3

A correlacao de todos os hidrogénios com 0s saecivos carbonos para a estrut{®p
foi confirmada pela andlise do espectro de RMNnbétisional de correlacdo heteronucfé#r'3c-
COSY a uma ligacdo (HMQC)Figura 20, p. 45e Tabela 3, p. 4], mostrando 0s seguintes
acoplamentos: hidrogénios én3,08; 7,69; 7,89; 8,23; 8,28; 8,41 com os carb@mo8 22,4; 124,5;
124,7; 121,6; 137,1 e 120,1 respectivamente.

As atribuicbes dos deslocamentos quimicos foranfirotadas através do espectro de RMN
bidimensional de correlacdo heteronuclear & lorigé@ntia'H, **C (HMBC) (Figura 21, p. 46e
Tabela 3, p.4), o qual mostrou os seguintes acoplamentos: gsdédios end 3,08 e 8,23 com o
carbono end 124,5, o hidrogénio e 3,08 com o carbono et149,5, os hidrogénios en3,08 e
7,69 com o carbono etl121,5, o hidrogénio em 7,89com o carbono e 120,1, o hidrogénio em

d 8,41 com o carbono et124,7, os hidrogénios efin8,28 e 7,89 com o carbono énl162,6, os
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hidrogénios end 7,69 e 8,23 com o carbono &iml13,9, os hidrogénios ef8,23 e 8,41 com o
carbono end 182,0 e o hidrogénio eti8,28 como carbono efinl133,8.

Os valores das absorcdes de RM® obtidos de SMR3 foram comparados com os dados da

literatura [Dagne,1984] e apresentada3 alaela 4, p 42

A analise dos dados apresentados acima permiticaindara a substancia SMR3 a estrutura

(1), denominada 1,8-diidroxi-3-metil-antraquinona, leecida como crisofanol e &cido crisofanico.

Crisofanol

O crisofanol ja foi isolado de outras espécies d@ntps superiores principalmente
pertencentes as familias Leguminoseae e RhamnaE&adoi identificado emCassia toral.
(Leguminoseae) [YEN, 2000; DAGNE, 1984Jassia italica(Mill) Lam (Leguminoseae) [KAZMI,
1994], Cassia siameaVvatairea guianenses Vatairea macrocarpgLeguminoseae) [SILVA, 1987],
Rumex crispue Rhamnus purshiangRhamnaceae)Maesopsis eminiEngl. e Kniphofia foliosa
(Liliaceae) (Poligonaceae) [Thomson, 1971]. Regsstna literatura revelam atividades biolégicas
comprovadas para esta substancia, desde o seurprime como purgativa, como no tratamento de

doencas hepaticas e psoriase [Dewick, 1988; Yd&1)]20
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Tabela 3 — Deslocamento quimico de RMNC e seus respectivos hidrogénios mostrados pelo
espectro de HMQC, bem como as correlacdes a lastgndia (HMBC) de SMR3.

HMQC HMBC
Carbono dc > 3
O Jen Jen
1 162,9 -
2 124,5 7,69 (1H, s) - 3,08; 8,23
3 149,5 - 3,08
4 121,5 8,23 (1H, s) 3,08; 7,69
4a 133,4 - - -
120,1 8,41(1H, d] = 7,9 Hz) - 7,89
137,1 8,28 (1H, tJ = 7,9 Hz) - -
124,7 7,89 (1H, d =7,9 Hz) - 8,41
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

e 22,4 3,08 (3H, s) : 7,69; 8,23
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Tabela 4— Dados de RMNC (125 MHz, CDG)de SMR3 comparados com dados da literatura
[Dagne,1984].

Carbono 6 SMR-3 S Literatura
1 162,9 162,4
2 1245 1245
3 149,5 149,3
4 1215 121.,4

4a 133,4 133,2
120,1 119,9
137,1 136,9
124,7 124,3
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 22,3




43

CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL
462
44 |
42 | .
40 ]
38 . \ 303346 102‘435
7 73104 \ s
1
36 - 9320 1 .
4 H ' 16154
FUsl lr A N
32 ] sm5046 137085 120771 i
%T 75275
30 |
28]
2 .
24 |
22 | 162726
20 | : 127341
18 .
16’7 T T T T T
4000,0 3000 2600 1500 1000 450,0
: vl
Figura 16 —Espectro de absorcédo na regido do IV (KBr) de SMR3
: 34 yspanass g
1 )
A M1 SRS | ! ;= R S — SN .| ES———
ppm 12 10 8 6 4 2

Figura 17 - Espectro de RMNH (500 MHz, CDC}) de SMR3



CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

. g g 58 2RIR57835% 225 3
g i g 33 RERIISRED RS g
[ T T T T T T T r T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T I T T ™ 1
opm 200 175 150 128 100 75 50 25

Figura 18 —Espectro de RMN’C-BB (125 MHz, CDGJ) de SMR3

pom
137. 11
124.70
124.52
22.44

-5
—_—121.52

———120.08

T T e e B B S B — e — -
npm 140 120 100 80 60 40 20

Figura 19 —Espectro de RMN*C-DEPT 135° (125 MHz, CDG) de SMR3



CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

8 OH O OH ¢

Y o
AL
I D

gl 1

I

L

1 L} L I' T T T i I ] 1 1
o E ! f z 1

s

-

Figura 20 —Espectro de HMQC (500, 125 MHz, CRLtle SMR3.

45



CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

1

3
OH O OH
10 OH\ O OH H
H CHs 12
2 H O H
4 H O H
9

b 1
@ £ o
@}' w4 9@2 a
12
9 T
(o9 )
III )
B
13
[
npr I . B.2 Sh

147

—icn

Figura 21 —Espectro de HMBC (500, 125 MHz, CDfte SMR3.

46



CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

10000000

76

152
127
» g s

% 9
| il e Tl et

I
|ll 2

T T

30 40 SO 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

170 180 190 200 210 220 230 240 250

Figura 22 —Espectro de massas de SMR3

47



CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL 48

5.1.4. Determinacéo estrutural de SMR4

Um solido amarelo-alaranjado em forma de agulhbsdo a partir do tratamento da fragédo
SMR7/25-31 do extrato hexanico das raizeSelena martiangapresentou faixa de fusdo de 205,8 a
206,2 °C e foi denominado SMR4 (16,0 mg).

O espectro de absor¢céo na regido do infraverméligara 23, p. 53 mostrou uma banda em
3433 cmt' caracteristico de deformac&o axial de ligacdo @ktds bandas em 2923 e 2847 ate
deformacéo axial de ligacdo C-H, em 1728%ate deformac&o axial de ligacdo C=0, em 1627 cm
de deformacao axial de C=0 de carbonila queladss dm 1566 e 1420 chue deformacéo axial de
ligacdo C=C de sistema aromatico, 1368'ae deformacado angular de ligagdo C=C, as bandas em
1323, 1272 e 1224 cinde deformacéo axial de ligagdo C-O e duas banua#s8 e 610 cih de
deformacéo angular de ligagédo O-H.

O espectro de RMNH (500 MHz, CDCJ) (Figura 25, p. 59 mostrou um sinal eré 2,46
referente a trés hidrogénios de um grupo metilasumal emd 3,95 referente a trés hidrogénios de
uma metoxila, mostrou quatro sinais na regido diobénios de sistema aromatico sendo um
singleto env 7,64 (1H), trés dubletos ein7,09 (1H, dJ = 0,5 Hz), em 7,38 (1H, d,= 2,5 Hz) e
6,70 (1H, dJ = 2,5 Hz), referentes a hidrogénimetaposicionados. Foi possivel observar também
dois singletos, em 12,12 (1H, OH) e 12,32 (1H, OH), referentes adxdas queladas por ligacéo

de hidrogénio.

Ao se comparar os espectros de RN de SMR3 e SMR4, foi possivel evidenciar a
auséncia de um sinal de hidrogénio aromatico. @sdarvacédo pode ser comprovada ao se analisar o
espectro de RMN®*C-DEPT 135°, onde foi observado a presenca de thibias néo hidrogenados
para SMCH3, ao passo que o0 mesmo espectro de SMiR%ara presenca de 9 carbonos néo
hidrogenados. O que evidencia que SMCH4 apresemtanpo, um substituinte a mais do que
SMR3.

Os dados dos espectros de RNMS — BB (125 MHz, CDG) de SMR4 e SMCH3 foram
comparados, desta forma foi possivel observar quairecipal discrepancia entre tais dados

encontrou-se na presenca do pico &M6,3 no espectro de SMR4, apés este sinal seisadal
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através do espectro de RMRC — DEPT 135°, ficou claro que o mesmo se tratavard carbono
metilico, provavelmente ligado a um oxigénio, faspivel ainda obter a formula molecular
C1601205, que foi confirmada pelo espectro de massas cqgut® do ion molecular em m/z 284
(Figura 24, p. 53

Os dados de RMKC-BB de SMR4 e SMR3, bem como os da literaturanioramparados e
podem ser resumidos iabela 5

Tabela 5 — Deslocamento quimico de carbono B} fara SMCH4 (125 MHz, CDg)l em
comparagdo com os dados de carbono 13 de SMRE@agHo6fle, 1977].

Carbono SMR3 SMR4 é Fisciona
1 162,9 162,7 162,5
2 1245 124,7 1245
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

137,1 166,8 166,6
7 1247 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, € possivel conaeiSlIR4 trata-se de uma antraquinona
tetrassubstituida, sendo que os dois nlcleos amtiéatcos apresentam-se dissubstituidos, visto que

o espectro de RMNH mostra dois pares de hidrogénios que apresentaplamentaneta Assim
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para SMR4 é possivel propor a estrutura antraqiga@o tipo4, nos quais 0s substituintes séo dois

grupos hidroxilas, um metila e uma metoxila.

OH O OH
O

(4)

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo betelear'H, *C a uma ligacdo
(HMQC) de SMR4 Figura 28, p.56 possibilitou atribuir os deslocamentos dos hiérogs emd
7,09 (H-2), 7,64 (H-4), 7,38 (H-5) e 6,70 (H-7) asbonos end 124,7 (C-2), 121,5 (C-4), 108,4
(C-5) e 107,0 (C-7) respectivamente, assim comusargdo do hidrogénio ein2,46 (H-Me) com o
carbono emd 22,4 (C-Me) e o do hidrogénio eén3,95 (H-OMe) com o carbono en56,3 (C-
OMe).

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo betetear’H, *C a longa distancia
(HMBC) de SMR4 Figura 29, pag. 57, mostrou a correlagédo entre os hidrogénioeht9 (H-2)
e 12,12 (OH-1) com o carbono &m62,7 (C-1); os hidrogénios esnl2,12 (OH-1), 2,46 (H-Me) e
7,64 (H-4) com o carbono eénl24,7 (C-2); os hidrogénios e#rR,46 (H-Me) e 12,12 (OH-1) com o
carbono end 148,7 (C-3); os hidrogénios e#7,09 (H-2)e 2,46 (H-Me) com o carbono érmi21,5
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(C-4); o hidrogénio emd 6,70 (H-7) com o carbono etn108,4 (C-5), os hidrogénios en3,95 (H-
OMe), 7,38 (H-5) e 12,32 (OH-8) com o carbono&f66,8 (C-6); os hidrogénios eil2,32 (OH-
8) e 7,38 (H-5) com o carbono enl07,0 (C-7); os hidrogénios eén6,70 (H-7) e 12,32 (OH-8)
com o carbono erd 165,4 (C-8); os hidrogénios e#l2,32 (OH-8), 6,70 (H-7) e 7,38 (H-5) com o
carbono emd 110,5 (C-8a); os hidrogénios esn12,12 (OH-8), 7,09 (H-2) e 7,64 (H-4) com o
carbono end 113,9 (C-9a); os hidrogénios &nhv,38 (H-5)e 7,64 (H-4) com o carbono ém82,3
(C-10); o hidrogénio erd 7,38 (H-5) com o carbono ednl 35,5 (C-10a) e dos hidrogénios 8m,09
(H-2) e 7,64 (H-4) com o carbono én22,4 (C-Me).

Com os dados apresentados, foi possivel concle@irSiMR4 se tratava de uma antraquinona
com caréter trioxigenado, tetrassubstituida denadainl,8-diidroxi-3-metil-6-metoxi-antraquinona
(fisciona). A fisciona %) ja foi isolada deventilago maderaspatanéRhamnaceae)yataireopsis
araroba (Leguminoseae), [Thomson, 1971]Matairea macrocarpalLeguminoseae) [Silva,1987].
Trabalhos na literatura atribuem para esta suhbstédatividades bioldgicas significativas como

antitumoral, no combate a osteoporose e doencdgcas [Galati, 2002].

OH O OH

O
(Fisciona)

Os dados espectrométricos referentes a elucidat@mugal de SMR4 encontram-se resumidos na
Tabela 6
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Tabela 6 — Deslocamento quimico de RMNC e seus respectivos hidrogénios mostrados pelo
espectro de HMQC, bem como as correlagdes a lastgndia (HMBC) de SMR4.

HMBC
Carbonos dc O 23 en e
1 162,7 - 7,09e 12,12 -
2 124,7 7,09 (d) =0,5 Hz) - 12,12; 2,46 e 7,64
3 148,7 - 2,46 -
4 121,5 7,64 (sl) - 7,09 e 2,46
4 133,4 : - :
108,4 7,38 (d) = 2,5 Hz) - 6,70
166,8 - 7,38 3,95
107,0 6,70 (dJ = 2,5 Hz) - 12,32 e 7,38
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 e 7,64
10a 135,5 - 7,38 -
Me 22,4 2,46 (s) - 7,09e 7,64

MeO 56,3 3,95 (s) - -
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Figura 27 —Espectro de RMN®C-BB (125 MHz, CDGJ) de SMR4
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5.1.5. Determinacgédo Estrutural de SMRAC3

O extrato etandlico das raizes 8e martianaapos particdo liquido-liquido, seguido de
purificacdo por CLAE em coluna C-18, produziu unidgdviscoso de cor marrom. Este solido foi
denominado SMRAC-3 (18 mg).

A andlise do espectro de RMN 500 MHz, piridinas] (Figura 31, p. 63 de SMRAC-3,
apresentou sinais e 6,74 (1H, s), 6,89 (1H, s), 7,79 (2H, s) carastmtds de hidrogénios
aromaticos posicionados de formmetaou para. Foram observados sinais na regia® &56 (1H,
m), 3.78 (1H, tJ = 8.5 Hz), 3,94 (1H, d, J = 8,4 Hz), 3.96 (1H, dd;, 11,3 e 5.6 Hz), 4,14 (2H, dd,
=11.3 e 2.8 Hz) e 4,19 (3H, m), estes sinais obseis na faixa dé 3,56 a 4,19 estdo de acordo
com hidrogénios de uma unidade glicosilada. O snab 2,26 (3H, s) ficou claro ser de hidrogénio
metilico, além de sinais simples localizados enicede desprotecdsd,12,57 (1H, s) 12,73 (1H,

S) que podem ser relacionados a duas hidroxildadpgpor ligacdo de hidrogénio.

O espectro de RMNC [125 MHz, piridinads] (Figura 32, p. 64, mostrou a presenca de
vinte e uma linhas espectrais, uma&8@g,48 referente a um carbono metilico, seis n@athab3,54 -
85,31, provavelmente referentes a carbonos oxigsndckze na regido de carbonos aromaticos na
faixa ded 103,30 — 166,37, sendo que o0s sirail62,16, 165,73 e 166,37 referem-se a carbonos

oxigenados e um sinal e#l92,40 referente a carbono de carbonila quelada

Ao se comparar o espectro de RMI com o espectro de DEPT 138tgura 32, p. 69 foi
possivel estabelecer o padrdo de hidrogenacédo altb®nos de SMRAC-3, estes dados foram
resumidos ndabela 7.
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Tabela 7 —Comparacéo dos dados de RNAS com DEPT 135° de SMRAC-3.

c CH CH» CHg3 TOTAL
77,33 72,22 63,54 22,48
110,82 73,38
115,31 80,10
147,34 82,10
149,42 85,31
150,39 103,30
162,16 109,08
165,73 117,71
166,37 118,71
192,40
Cio CoHog CH; CHs; CaiH1a

Analisando os deslocamentos dos sinais nos espdtiidl ‘H e **C de SMRAC-3,é possivel
concluir que existe dez a&tomos de oxigénio, dosscgete sdo hidrogenados, desta forma podemos

propor para SMRAC-3 a férmula molecula1 821010 (MM: 333 daltons).

Os dados discutidos até o presente momento, eroiaispgadréo de acoplamento obtido no
espectro de RMNH e a diferenca entre os espectros de RMN— BB e RMN*C — DEPT 135°
sugerem para SMRAC-3 uma estrutura antronica tdistisuida. O padrao de substituicdo pode ser
observado pela presenca de dez carbonos ndo hdidm®e dos quais seis referem-se aos carbonos
pertencentes ao esqueleto antroni&d 92,10; 150,39, 149,42, 115,31, 110,82 e 77,33 eutros
guatro aos carbonos antrbnicos substituidbs1§6,37, 165,73, 162,16 e 147,34). O caréter
trioxigenado pode ser comprovado atraves dos moos 166,37, 165,73, 162,16, mostradas no
espectro de RMIFC.

Ao se observar o espectro de RMiN, especialmente na regido de hidrogénios arongtico
percebe-se a presenca apenas de singletos, gefesr a hidrogénios com um acoplamengta

ou para, confirmando que ambos os ndcleos antrénicos s&almistuidos.
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Com base nos dados supracitados, € possivel progpar SMRAC-3 a representacéo
estrutural mostrada abaixo.

SMRAC-3

O espectro de correlagao heteronuclear a uma g QC) bem como o de mais de uma ligacéo
(HMBC) de SMRAC-3 Figura 33 e 34, p. 65 e §/permitiram associar as absorcdes dos carbonos
aos seus respectivos hidrogénidslfela 8, p. 62 em comparacdo com os dados da martianina
(SMDC-34). SMRAC-3 foi nomeada como 10-hidroxienrmzdB-antrona-1R-C-p-D-glicosideo
(rumejaposideo E). Esta substancia foi isoladarianteente de duas espécies do gérirumex:R.
japonicuse R. dentatus[Zhu, 2010], sendo esta inédita no gérteeana.

SMRAC-3 SMDC-34
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Tabela 8— Comparacéo dos dados espectrais de Ri@Nle martianina e SMRAC3

Carbono HMQC $MRAC3) piridina-d; Martianina (SMDC34) acetona-g
5c S Sc | S
Carbonos néo Hidrogenados (C)
1 162,16 - 162,45 -
1 - - 162,90 -
3 147,34 - 148,93 -
3 - - 148,14 -
4a * - 149,04 -
4'a - - 146,49 -
6 166,37 - - -
8 165,73 - 162,64 -
8 - - 162,17 -
8a 110,82 - 117,45 -
8'a - - 117,26 -
9/9’ 192,40 - 194,32 -
9a 115.31 - 115,12 -
9'a - - 116,26 -
10 77,33 - 76,83 -
10 - - 76,77 -
10a * - 146,50 -
10'a - - 149,09 -
Carbonos metinicos (CH
2 117,71 6,89 (sl) 117,66 6,74 (s)
2 - - 117,8¢ 6,75 (sl
4 118,7: 7,79 (sl 118,9: 7,36 (sl
4 - - 120,10 7,27 (sl)
5 109,0¢ 7,79 (sl 118,8( 7,40 (dd,7,6; O,¢
5 - - 117,6: 7,50 (dd,7,6; 0,¢
6 - - 136,16 7,55 (t, 7,6)
6’ - - 136,9: 7,56 (t, 7,6
7 103,3( 6,74 (sl 117,9¢ 6.91 (dl,7,6)
7 - - 117,78 6,90 (dl, 7,6)
CHs
11 22,4t 22.26 (s 22,52 2,39 (s
1r - - 22,52 2,40 (s)
HO-1 - 12,57 (s
HO-8 - 12,73 (s
Unidade dexosiglicosilica
1" 85,31 3,94 (d, 8,4 84,5t 3,26 (d, 9,4
2" 73,3¢ 4,19 (m 72,9: 3,09 (t, 9,4
3" 80,10 4,19 (m) 79,32 3,42-3,34 (m)
4" 72,22 3,78 (t, 8.5 71,82 2,97-2,93 (m
5" 82,10 3,56 (m) 81,12 2,97-2,93 (m)
6" 63,54 4,14 (dd, 11,3; 2,8) 63,29 3,50 (dd, 11,3; 2,6)
3,96 (dd, 11,3; 5,6) 3,39 (m)

* Provavelmente superpostos com um dos sinaisrathra-ds (6¢ 150,39-149,42)

62
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5.1.6. Determinacéo estrutural de SMRAC4

A substancia SMRAC4 apresentou-se de cor laraojayesl em metanol, com um faixa de
fusdo de 166,2-169,1 °C, que foi obtido a partitddamento cromatogréafico do extrato etandlico

das raizes d8enna martianaEste solido foi denominado SMRAC4 (23 mg).

O espectro de absor¢cdo na regido do infraverméllgur@ 35, p. 73)permitiu identificar
uma deformacéo axial em 3401 tute ligacdo O-H, absorcdes em 2921 e 2863'ae deformacao
axial de ligacdo C-H, uma absorcdo em 1638 oefierente a uma deformagcéo axial de ligagédo C=0,
cujo deslocamento para regido mais baixa comprewaarater quelado. Foi possivel observar ainda
as absorcdes em 1609, 1487 e 1452 ceferentes a deformacdo axial da ligacdo C=C stersa
aromatico, a deformacéo em 1358 tmeferente a deformacdo angular de ligacdo C-Hn alés
absorcdes em 1286 e 1084 trelacionadas a deformac&o axial da ligacdo C-@lesarcdo em 758

cm* referente a deformac&o angular de ligacdo O-H.

Com relacéo ao espectro de RMMI[500 MHz, Piridina-g] (Figura 36, p. 79, observou-se
dois sinais end 2,02(3H, s) e 2,26 (3H, s) referentes a hidrogémetilicos, um multipleto ed
3.55 (2H, m), dois tripletos e 3.69 (1H, tJ = 9.1 Hz) e 3,72 (1H, = 9,3 Hz), um dubleto em
3,86 (1H,J= 9,9 Hz), um multipleto em 3,87-3,92 (4H, m), uophkb-dubleto em 3.95 (2H, dd,=
10.7 e 5.4 Hz), um multipleto em 4.20-4.10 (2H, om) dubleto em 4,13 (2H, d,= 10.7 Hz), estes
sinais observados na faixa @de3,55 a 4,13 estdo de acordo com hidrogénios desigtema
glicosilado, foi possivel ainda observar dez simaigegido de sistemas aromaticos,e81 (1H,

s), 6,88 (1H, s), 7,00 (1H, d= 8,1 Hz), 7,09 (1H, d] = 8,0), 7,40 (1H, tJ = 8,0 Hz), 7,61 (1H, 1]
= 8,1 Hz), 7,65 (1H, s), 7,78 (1H, s), 7,85 (1HJds 8,1 Hz), 7,93 (1H, dJ = 8,0). Os sinais
mostram-se de forma duplicada, de forma que podemaduir que a substancia SMRAC4, trata-se

de uma mistura ou de uma substancia dimérica.
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O espectro de RMN®C [125 MHz, Piridina-¢] (Figura 37, p. 75, mostrou a presenca de
guarenta e duas linhas espectrais, duas 8220 e 22,55 referentes a carbonos metilicogpmea
na faixao 63,38 - 84,66, provavelmente referentes a carbor@enados, vinte e seis sinais na
regido de carbonos aromaticos na faixaddEl5,41 - 162,70, sendo que 0s sinais na regiad de
162,05 - 162,70 referem-se a carbonos oxigenadhmssesinais end 194,17 e 194,20 referentes a
carbonilas queladas. O espectro de RMB| confirma o provavel carater dimérico do compasto
questdo, o que ja havia sido exposto pelo espdet®@MN *H, pois os sinais aparecem de forma
dobrada. Assim foi possivel fazer a comparacdodddes espectrais de SMRAC4 com os dados da

martianina, que também foi isolada do caul&dmartianaTabela 09, p. 68).

Tabela 09— Comparacéo dos dados espectrais de SMRAC4 colados da martianina

Carbono SMRAC4 Martianina [Macedo, 2010]
dc OH dc OH
1 162,70 162,4% -
1 162,32 162,90 -
3 147,34 148,93 -
3 148,37 148,14 -
4a 147,17 149,04 -
4'a 147,11 146,49 -
8 162,05 162,64 -
8’ 162,45 162,17 -
8a 117,59 117,45 -
8'a 117,71 117,26 -
9 194,17 194,32 -
9’ 194,20
9a 115,52 115,1p -
9'a 115,41 11626 -
10 77,05 76,83 -
10’ 77,14 76,77 -
10a 147,10 146,50 -
10'a 149,00 149,09 -
CH
2 117,91 6,81 (sl) 117,66 6,74 (sl)
2’ 117,59 6,88 (sl) 117,86 6,75 (sl)
4 119,95 7,65 (sl) 118,91 7,36 (sl)
4 118,78 7,78 (sl) 120,10 7,27 (sl)
5 117,54 7,93 (d, 8.0) 118,80 7,40 (dd,7,6,0,6)
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Tabela 09 (Cont.)- Comparacao dos dados espectrais de SMRAC4 caladas da martianina

5 118,64 7,85 (d, 8.1) 117,61 7.50 (dd,7,6; 0,9)

6 136,66 7,61 (t, 8.1) 136,16 7,55 (t, 7,6)

6’ 135,50 7,40 (t, 8.0) 136,97 7,56 (t, 7,6)

7 117,43 7,09 (d, 8.0) 117,98 6,91 (dl, 7,6)

7 117,59 7,00 (d, 8.1) 117,78 6.90 (dl, 7.6)
Me-3 22,20 2,02 (s) 22,52 2,39 (s)
Me-3’ 22,55 2,26 (S) 22,52 2,40 (s)

Duas unidades desoxiglicosilicas

1” 84,63 3,86 (d, 9,9) 84.55 3,26 (d, 9,4)

2" 73,45 3,92-3,87 (m) 72.93 3,09 (t, 9,4)

3" 80,16 4,20-4,10 (m) 79.372 3,42-3,34 (m)

4” 72,13 3,69 (t, 9,1) 71.82 2,97-2,93 (m)

5” 82,20 3,55 (m) 81.12 2,97-2,93 (m)

6" 63,43 4,13 (dl, 10,7), | 63.29 | 3,50 (dd, 11,3, 2,6), 3,39 (m)

3,95 (dd, 10.7, 5,4

1 84,66 3,86 (d, 9,9) 84.55 3,27 (d, 9,5)

2" 73,40 3,92-3,87 (m) 72.93 3,10 (t, 9,5)

3" 80.09 4,20-4,10 (m) 79.36 3,42-3,34 (m)

4" 72,09 3,55 (m) 71.82 2,97-2,93 (m)

5" 82,11 4,13 (dl, 10,7), | 80.01 2,97-2,93 (m)

3,95 (dd, 10,7, 5,4
6" 63,30 3,55 (m) 63,29/ 3,50 (dd, 11,3;2,6), 3(89)

O espectro de massas de SMRAC4 forneceu o picordméleculamm/z 859 e neste valor
incluiu-se uma molécula de agua (m/z 18) e um éaolios(m/z 23), que ao serem subtraidos do valor
original obtém-se o valor m/z 818, que indica aenga de um atomo de oxigénio a mais, levando a
formula molecular G;H420,7. A representacdo estrutural de SMRAC4 é mostradaxa Os picos

no espectro de RMKC em§ 77,05 e 77,14 correspondem ao deslocamento dosnear 10’ e 10

respectivamente.
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O espectro de correlacdo heteronuclear a uma bgdt8QC) bem como o de mais de uma
ligacdo (HMBC) de SMRAC4Higura 38 e 40, p. 76 e }7 permitiram associar as absorcdes dos

carbonos aos seus respectivos hidrogéfiabdla 10, p. 71
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Tabela 10 —-Dados espectroscépicos de RM#M »°C e correlacdo heteronuclear a longa distancia de
SMRAC2.

Carbono dc O > FMBC 3
JcH JcH
Carbonos néo hidrogenados ( C)

1 162.70 H-2

T 162.32 H-2’

3 147.34 3H-11

3 148.37 3H-11

4a 147.17

4'a 147.11

8 162.05 H-7 H-6

8 162.45 H-7’ H-6’

8a 117.59 H-5; H-7
8'a 117.71 H-5"; H-7’
9 194.17 “Jen : H-4; H-5
o 194.20 “Jen : H-4', H-5’
9a 115.52 H-2; H-4
9a 115.41 H-2'; H-4’
10 77.05 H-4; H-5
10’ 77.14 H-4'; H-5’
10a 147.1 H-'1"; H-6
10’a 149 H-1""; H-6’

Carbonos metinicos (CH)

2 117.91 6.81 (sl) H-4; 3H-11
2’ 117.59 6.88 (sl) H-4’; 3H-11’
4 119.95 7.65 (sl) H-2; 3H-11
4 118.78 7.78 (sl) H-2’; 3H-11'

5 117.54 7.93 (d, 8.0)
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Tabela 10 (Cont.) -Dados espectroscépicos de SMRACA4.

5
6
6
7
7

Me-3
Me-3’

.
-
.
e
-
=
1
-
-
-
-
&

118.64
136.66
135.50
117.43
117.59

22.20
22.55

84.63
73.45
80.16
72.13
82.20
63.43
84.66
73.40
80.09
72.09
82.11
63.30

7.85 (d, 8.1)
7.61 (t, 8.1) H-5
7.40 (t, 8.0) H-5’
7.09 (d, 8.0)
7.00 (d, 8.1)
Carbonos metilicos (CH)
2.02 (s) H-2; H-4
2.26 (s) H-2'; H-4’
Carbonos Das unidades desoxiglicosilicas
3.86 (d, 9.9) H-2"
3.92-3.87 (m) H-1": H-3" H-4"
4.20-4.10 (m) H-4" H-1"
3.69 (t, 9.1) H-5" 2H-6"
3.55 (m) H-4"; H-6"b H-1"
4.13 (dl, 10.7), 3.95 (dd, 10.7, 5.2 H-4"
3.86 (d, 9.9) H-2"" H-3™
3.92-3.87 (m) H-1""; H-3" H-4'"
4.20-4.10 (m) H-4"" H-1""
3.55 (m) H-5" 2H-6™
4.13 (dl, 10.7), 3.95 (dd, 10.7, 5.4) H-4:6"b  H-1"
3.55 (m) H-4"

Com base no exposto acima € possivel propor paRAEM a estrutura de uma antrona dimeérica

desoxiglicosilada, denominada crisofanol-10,1@@koxi-10,10’-bi-1,5-anidroglucitol.
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5.1.7. Determinacéo estrutural de SMRAC5

A substancia denominada SMRACS5 (28,0 mg) mostrooeseo um filme de cor marrom,
solavel em metanol, que foi obtido a partir doamaénto cromatografico do extrato etandlico das
raizes dé&Senna martiana.

Com relacdo ao espectro de RMMI[500 MHz, Piridina-g] (Figura 42, p. 89, observou-se
dois sinais end 1,99 (3H, s) e 2,13 (3H, s) referentes a hidrag€mietilicos, trés tripletos edn3,52
(1H, t,J = 9.3 Hz), 3,98 (1H, )= 9,3 Hz) e 4,12 (1H, ] = 9,3), um multipleto emd 3.63 (1H, m),
dois dubletos em 3,87 (1H, dJ= 9,3 Hz) e 4,68 (1H, dl = 11,3 Hz) e um duplo-dubleto em 4,24
(1H, dd,J = 11.3 e 7,2 Hz), estes sinais observados na texa3,52 a 4,68 estdo de acordo com
hidrogénios de um sistema glicosilado, foi possanetia observar oito sinais na regido de sistemas
aromaticos, end 6,76 (2H, s), 6,84 (1H, s), 6,87 (1H, s), 6,95,(8H 7,31 (1H, dJ = 8,3 Hz), 7,55
(1H, d,J = 8,3 Hz), 7,62 (1H, s), 7,82 (1H,X= 8,1 Hz), 7,65 (1H, s), 7,78 (1H, s), 7,85 (1HJ &

8,1 Hz), 7,93 (1H, dJ = 8,0). Trés singletos ei 12,61 (1H, s), 12,75 (1H, s) e 13,81 (1H, s)
referentes a hidrogénios hidroxilicos quelados.

O espectro de RMNC [125 MHz, Piridina-¢| (Figura 43, p. 8§, mostrou a presenca de
trinta e seis linhas espectrais, duascep®,88 e 22,09 referentes a carbonos metilicos,rsefaixa
de 5 64,84 - 84,76, provavelmente referentes a carborigenados, vinte e seis sinais na regiao de
carbonos aromaticos na faixa 895,12 — 183,08, sendo que 0s sinais na regiad 188,84 —
183,08, referem-se a carbonos’ sxigenados e um sinal e 183,08 referente a carbono
carbonilico. Apés andlise dos espectros de Rf@Ne RMN*H, foi possivel concluir que SMRACS5
tratava-se uma de uma mistura, contendo cerca @e & uma substancia A e 64% de uma
substancia B. Esta proporcdo pode ser determirtsaleea da observacdo do valor da integral dos
picos do espectro de RMI. A substancia em maior quantidade (SMRAC5-A)iuido comparada
com a substancia SMRACBabela 11, p. 79
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Tabela 11— Comparacéo dos dados espectrais de RidNle SMRAC5A e SMRAC3

Carbono SMRACS5-A SMRAC-3
S¢c SH oc On
Carbonos néo hidrogenados (C)

1 162,61 - 162,16 -

3 146,24 - 147,34 -

4a 146,17 - - -

6 167,03 - 166,37 -

8 165,00 - 165,73 -

8a 111,01 - 110,82 -

9 n.r. - 192,40 -

9a 115,54 - 115,31 -

10 77,38 - 77,33 -

10a 152,67 - - -

Carbonos metinicos (CH)

2 117,94 6,84 (sl) 117,71 6,89 (sl)

4 119,71 7,62 (sl) 118,71 7,79 (sl

5 107,43 7,82 (sl) 109,08 7,79 (sl

7 103,04 6,87 (sl) 103,30 6,74 (sl)

Carbonos metilicos (CH)

11 22,04 21,9 (s) 22,48 22,26 (s)
HO-1 - 12,61 (s) - 12,57 (s)
HO-8 - 12,75 (s) - 12,73 (s)

Unidade glicosidica

1g 84,76 3,87 (d, 9,3) 85,31 3,94 (d, 8,4)

29 73,14 3,98 (t, 9,3) 73,38 4,19 (m)

39 79,93 4,12 (t, 9,3) 80,10 4,19 (m)

4q 71,43 3,52 (t, 9,3) 72,22 3,78 (t, 8,5)

5g 79,06 3,63 (m) 82,10 3,56 (m)

6g 64,04 4,68 (dI, 11,3) 63,54 4,14 (dd, 11,3; 2,8

4,28 (dd, 11,3, 7,2) 3,96 (dd, 11,3; 5,6
Aco-6g- 171,12 -
20,88 2,13 (s)

79
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Fica claro a grande semelhanca entre as duas saiastéexceto pela presenca dos sinais em
RMN *¥C § 171,12 &5 20,88 que é concordante com carbono carbonilicéstEr e um grupo metil

ligado a carbonila. Desta forma foi possivel prgpema SMRACS5A a estrutura abaixo.

5A
O espectro de correlacdo heteronuclear a uma bgdt8QC) bem como o de mais de uma

ligacdo (HMBC) de SMRACS5A (10-hidroxiemodina-9-amta-10R-CB-6"-acetil-D-glicosideo)
(Figura 44 e 47, p. 87 e §8permitiram associar as absor¢cdes dos carboreses respectivos

hidrogénios Tabela 12, p. 8], comprovando a estrutura proposta acima.
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Tabela 12— Dados espectrais de RMfC (HMQC e HMBC) de SMRAC5A

HMQC HMBC
dc O “Jew e

C

1 162,61 - HO-1; H-2

3 146,24 - 3H-111

da 146,17 - H-4

6 167,03 - H-7

8 165,00 - H-7; HO-8

8a 111,01 - HO-8

9 n.r. -

9a 115,54 - HO-1; H-2; H-4

10 77,38 - H-1g; H-4; H-5

10a 152,67 - H-5
CH

2 117,94 6,84 (sl) HO-1

4 119,71 7,62 (sl) H-2

107,43 7,82 (sl) H-7

7 103,04 6,87 (sl) H-5; HO-8
CH;

11 22,04 21,9 (s) H-2; H-4
HO-1 - 12,61 (s) - -
HO-8 - 12,75 (s) - -

1g 84,76 3,87 (d, 9,3) H-2g

29 73,14 3,98 (t, 9,3) H-1g

3g 79,93 4,12 (t, 9,3)

4qg 71,43 3,562 (t, 9,3) H-3; H-5g

59 79,06 3,63 (m) H-4g; H-6bg

69 64,04 4,68 (dl, 11,3)

4,28 (dd, 11,3; 7,2)
Aco-6g- 171,12 - 2H-6g
20,88 2,13 (s)

Os dados espectrais da substancia minoritaria, ntieada SMRACS5B, foram entdo

comparados com os dados de SMRACSHA.

81



CAPITULO 5 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

Tabela 13— Comparacao entre os dados de RMBlde SMRAC5B e SMRACSA.

Carbono SMRACS5B SMRAC5A
3c 8h 3¢ | 8n
Carbonos néo hidrogenados (C)
1 - - 162,61 -
165,20 - -

3 - - 146,24 -

4a 152,02 - 146,17 -
166,14 - 167,03 -

8 162.47 - 165,00 -

8a 105,32 - 111,01 -

9 183,03 - n.r. -

9a 148,10 - 115,54 -

10 - - 77,38 -

10a 158,20 - 152,67 -

Carbonos metinicos (CH)

1 114,93 7,93 (s) - -

2 - - 117,94 6,84 (sl)

3 119,87 7,55 (dl, 8,3) - -

4 117,20 7,31 (d, 8,3) 119,71 7,62 (sl)

5 100,27 6,76 (sl) 107,43 7,82 (sl)

7 95,12 6,76 (s) 103,04 6,87 (sl)

10 104,28 6,95 (s) : -

Carbonos metilicos (CH)

11 - : 22,04 1,99 (s)
HO-1 - - - 12,61 (s)
HO-8 13,81 (s) - 12,75 (s)

Unidade glicosilica

1g - : 84,76 3,87 (d, 9,3)

29 - : 73,14 3,98 (t, 9,3)

39 - : 79,93 412 (t,9,3)

4qg - : 71,43 352t 9,3)

59 . - 79,06 3,63 (m)

69 - - 64,04 4,68 (dI, 11,3)

4,28 (dd, 11,3; 7,2)
Aco-60- - - 171,12 -
- - 20,88 2,13 (s)

Com os dados mostrados acima, bem como pela amfdsespectros bidimensionais de
correlacdo heteronuclear a uma ligacdo (HSQC) maie de uma ligacdo (HMBC) de SMRAC5

82
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(Figura 44 e 47, p. 87 e §8 permitiram associar as absor¢cdes dos carborosess respectivos
hidrogénios Tabela 14, p. 84 Levando assim, a propor a representacao esifudbaixo, para
SMRACS5B (2,6,810-tetraidroxi-dibenzeno[b,e]loxephoi®a). Nao foi detectada até o momento a

presenca desta substancia na literatura, sendo ieétdita.

SMRACSA SMRACSB
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Tabela 14— Dados espectrais de RMRC (HMQC e HMBC) de SMRACB

HMQC HMBC
Carbono 5 3
d¢ OH Jen Jen
Carbono nao hidrogenado (C)
2 165,20 H-1; H-3
3 - - - -
4a 152,02 - H-4 H-1; H-3
6 166,14 - H-5; H-7
162,47 - H-7; HO-8
8a 105,32 - H-5; H-7; HO-8
9 183,03 - H-5
9a 148,10 - H-1 H-4
10a 158,20 - H-5
Carbono metinico (CH)
1 114,93 7,93 (sl) H-3
3 119,87 | 7,55 (dI, 8,3) H-1
4 117,20 | 7,31 (d, 8,3)
5 100,27 6,76 (sl) H-7
7 95,12 6,76 (sl) H-5; HO-8
10 104,28 6,95 (s)
Carbono metilico (CHg)
HO-1 - - -
HO-8 13,81 (s) - -
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Figura 43 - Espectro de RMN 13~ BB (125 MHz, piridina-¢) de SMRACE
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5.1.8 - Determinacao Estrutural de SMF5

O tratamento cromatografico do extrato hexanicdlal@s deSenna martianasegundo o
fluxograma 01, p. 121, forneceu um sdlido incolor ®rmas de agulhas, com uma faixa de fuséo
140,0-142,0 °C. A realizacéo do teste de LierberBumchard [Matos, 1998] resultou como positivo

para esteroides, tendo maior solubilidade em donab. Essa fracdo foi denomina8aF5 (64,0
mgQ).

O espectro de RMRH (300 MHz) deSMF5, (Figura 50, p. 93, foi possivel observar dentre
outros alguns sinais caracteristicos: &n8,53 (m), para hidrogéncio ligado a carbono caitmo;
emody 5,36 (d,J= 4,8) referentes a hidrogénio olefinico; 85,15 (ddJ= 8,5 e 15,0) &4 5,02 (dd,

J= 8,5 e 15,1) também de hidrogénios olefinicosuradgsinais de hidrogénios metilicos séo
destacados: erdy 1,01 (s),04 1,03 (s) edy 0,68 (s), podem ser atribuidos a grupos metildms

esteroides [Carvalho, et al 1998].

O espectro de RMN’C-BB (125 MHz),(Figura 52, p. 94 apresentou 36 linhas espectrais
sendo que alguns sinais sugerem representar siolispostos. Na comparacdo com os dados de
RMN *C-DEPT 135° Figura 53, p. 94)com os dados d&C, foi possivel verificar algumas
absorcbes: emdc 141,2 para carbono ndo hidrogenado; &nl22,1; 129,5 e 138,7 atribuidos a
carbonos olefinicos; erdc 72,2 uma absorcdo correspondente a carbono ntetimigenado; na
regido de 12,2-20,2 para carbonos metil&o€l2,2; 12,4; 19,1; 19,3; 19,8 e 20,2).

A analise dos valores dos deslocamentos quimiasacedo ao grande numero de sinais
caracteristicos de grupos metinicos e metilénicdEava queSMF5 tratava-se de uma mistura de
dois compostos da classe dos esteroides. Analisssdados de RMRKC e RMN*C-DEPT 135,
foi possivel organizar @abela 15, p 91 na qual encontram-se os dados de carbono congsasad
literatura.
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Tabela 15 - Deslocamentos quimicos pa@MF5 com padrdo de hidrogenacdo obtido pela
comparacao dos espectros utilizando a técnica RI@NDEPT 138 [Chang, 2000].

C d¢c B-sitosterol dc SMF5 dc estigmasterol| ¢ SMF5
1 37,2 37,6 37,4 37,6
2 31,5 28,7 31,7 28,7
3 71,7 72,2 71,8 72,2
4 42,1 42,7 42,4 37,6
5 140,7 141,1 140,9 141,1
6 121,6 122,1 121,7 122,1
7 31,8 32,0 31,9 32,0
8 31,8 32,3 31,9 32,3
9 50,0 50,6 50,3 50,6
10 36,4 36,9 36,6 36,9
11 21,1 21,5 21,1 21,5
12 39,6 40,2 39,8 40,2
13 42,73 42,7 42,4 42,7
14 56,7 56,4 57,0 56,5
15 24,3 23,5 24,4 23,5
16 28,2 28,7 28,9 28,7
17 55,9 57,2 56,0 57,3
18 11,8 12,2 12,2 12,4
19 19,3 19,4 19,4 19,4
20 36,1 36,6 40,5 40,3
21 19,0 19,2 21,1 20,2
22 33,8 34,3 138,4 138,7
23 25,9 26,5 129,4 129,7
24 45,7 46,2 51,3 51,6
25 29,3 29,5 31,9 32,0
26 19,7 19,2 19,0 19,2
27 19,8 19,8 21,1 20,2
28 22,9 21,5 25,4 24,7
29 11,9 12,4 12,0 12,6
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A comparacao dos dados obtidos com a literaturauttada [Carvalho, 1998; Chang, 2000;
Santos, 2007; Macédo, 2006], possibilitou iderdifiSMF5 como mistura dos fitoesteroi8-
sitosterol e estigmasterol. A presenca de tais titoimes € extremamente comum em plantas
superiores, mas que ainda ndo haviam sido relafmtas$enna martianaA literatura relata varias

atividades bioldgicas para estes compostos, indugintra veneno de cobra [Silva, 2003].

p-sitosterol estigmasterol
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5.1.9 - Determinacao estrutural de SMF6

O estudo da fracdo SMF6 do extrato hexanico dassf®enna martianagFluxograma 1, p. 121,
forneceu um sélido branco em forma de agulhas eptasdo uma faixa de fusdo de 178,4-
180,0°C soluvel em cloroférmio. Apds teste de Léerban-Burchard conforme técnica
empregada na literatura [Matos, 1998] apresenttaraigiio avermelhada, portanto positivo para

triterpenos. Esta fracao foi entéo rotulad&t-6 (80,0 mg)

O espectro de RMN'H 500 MHz Eigura 54, p. 99 mostra varias absorcées
apresentando um padréo caracteristico de tritegpenafirmado pela presenca de varios singletos
na regido de 0,8 a 1,8(1,14, 1,08, 1,02, 1,00, 0,92, 0,95, 0,97, 0,819)0 Destaca-se também a
presenca do sinal efiy 3,25 caracteristico de em triterpenos do tipaOB e também os sinais
emdy 5,19 edy 5,13 correspondentes aos hidrogénios olefinicasvitho, 1998; Messias, 2005;
Mahato, 1994].

O espectro de RMIC - BB a 125 MHz Kiguras 56, p. 99 apresenta absorcées de carbono
spf emdc 121,8 e 145,25 124,4 e 139,3 que podem ser atribuidos respeativma ocorréncia de
uma mistura de triterpenoides pentaciclicos deeadstjuoleanano (olean-12-eno) e esqueleto ursano
(urs-12-eno0). Observou-se também uma absorcaotedstica de carbono carbindlico &n 79,2
além de outras. A comparacédo entre os dados esigede RMN**C BB, RMN *C-DEPT 135°
(Figura 58, p. 100 obtidos para SMF6, encontram-se relacionadogesaptados ndabela 16, p
96, e permitiram concluir que SMFBata-se de uma mistura de dois triterpenos pefitaas
monohidroxilados conhecidos na literatura como 1&sen-3-ol (a-amirina) e olean-12-eng3ol
(B-amirina) [Carvalho, 1998; Mahato, 1994].

A literaturarelata que esta mistura triterpénica é frequentesramcontrada e detectada como
uma Unica substancia, sendo esta separacdo causidprase sempre inviavel [Albuquerque, 2000;
Carvalho, 1998, Mahato, 1994]. Atividade antiinfitdria e antitumoral para diferentes linhagens de
células, sado relatadas para esta mistura [Zilbers2009]. Esta € a primeira referéncia da presenca

destas substancias na esp&sana martiana
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Tabela 16 -Comparacéo dos valores de deslocamento quimicdvié BC 125 MHz de SMF6 com
os valores da literatura [Carvalho, 1998];

C 8¢ o-amirina 8c SMR5-12(a-amirina) &c B-amirina 8c SMR5-12(B-amirina)
1 38,7 38,9 38,7 38,9
2 27,2 27,7 27,2 27,7
3 79,6 79,2 79,6 79,2
4 38,7 39,0 38,7 39,0
5 55,1 55,4 55,1 55,4
6 18,3 18,2 18,3 18,2
7 32,8 33,6 32,8 33,6
8 39,9 40,0 39,9 40,0
9 47,7 47,8 47,7 47,8
10 36,9 37,1 36,9 37,1
11 23,6 23,5 23,6 23,5
12 124,4 124,6 121,8 121,9
13 139,6 139,8 145,2 145,4
14 42,0 42,3 41,7 41,7
15 28,7 28,6 26,1 26,8
16 26,6 26,2 26,9 26,4
17 33,7 33,9 33,7 33,9
18 59,0 59,3 47,6 47,8
19 39,6 39,9 46,7 47,0
20 39,6 39,8 31,1 31,3
21 31,2 31,3 34,7 33,9
22 41,5 41,7 37,1 37,4
23 28,0 28,3 28,4 28,4
24 15,7 15,6 15,6 15,6
25 15,7 14,8 15,7 14,8
26 16,9 17,1 16,9 17,1
27 23,3 23,5 26,1 26, 8
28 28,1 28,2 28,8 28,9
29 23,3 23,5 33,4 33,5
30 21,4 21,6 23,6 23,6
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6. Comparacao de perfis metabdlicos dgennaspp através de CLAE-DAD

A metodologia utilizada na pesquisa de novos cotogosioativos ou de novas atividades
para compostos ja conhecidos, tem sido modificasa ¢ crescente desenvolvimento de técnicas
analiticas, como a cromatografia, e com o0 aper@ngnto da analise espectroscopica. O
entendimento dos mecanismos das enfermidades tamrporado ensaios com enzimas, proteinas,
receptores permitindo o desenvolvimento rapidoda e@z mais eficiente de novos farmacos.

Uma técnica introduzida nos anos 90, a desreplicat@ta do processo de triagem
(screening) de extratos brutos, de modo a ideatificom o auxilio de padrdes, substancias presentes
nestes extratos, ou de negativar a presenca deste8es. Técnicas de desreplicacdo sdo entdo
continuamente desenvolvidas visando encontrar &odiss bioativas estruturalmente inéditas, ou

estabelecendmarcadores quimicos para espécies, géneros,gaimznte de plantas (Fx).

As metodologias utilizadas nesta técnica incluemvasgas modalidades de técnicas
cromatogréficas acopladas, as quais sao importdetesmentas para a analise preliminar de
extratos, notadamente cromatografia liquida acapladespectrometria de massas (LC-MS) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadsas (CG/EM). Bancos de dadiosouseou
comerciais, sdo incorporados as metodologias cogréficas para a obtencéo de perfis metabdlitos
moleculares. O uso de sistemas multi hifenados, ¢camo LC-PDA-MS, LC-SPE-RMN, LC-
MS/MS, HPLC-PDA-MS-SPE-NMR também séo utilizaddagsk, 2009; Lang, 2008].
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Figura 59. Perfil em CLAE do extrato das partes aéreaslai@odium acutifoliunonde 9 alcaloides
foram identificados através de experimentos HPLCA-FNIS—-SPE-NMR [Staerk, 2009]

A desreplicacdo foi aplicada através da utilizagaatécnica cromatografica CLAE em uma
coluna de fase reversa e detector de arranjo deosli®JV-VIS (CLAE-DAD), para avaliar
preliminarmente a composi¢cdo quimica do extratdoacetanolico das folhas de vinte espécies de
Senna(S. cana, S. chrysocapa, S. hirsuta, S. piliferam@rtianina, S. cearensis, S. alata, S.
splendida, S. macranthera, S. reticulata, S. obaliaj S. aversiflora, S. sylvestris, S. trachyp8s,
spectabilis(var. excels®, S. pendula, S. velutina, S. harleyi, S. neglec& rugosa coletadas no

Nordeste do Brasil e seus perfis metabdlicos coaojue:.



CAPITULO 6 — Comparacéo de Perfis Metabolicos d&enna 103

6.1-Desreplicacdo de metabdlitos espéciesSenna
Os cromatogramas obtidos para os extratos dassfalaa espécies supracitadas foram

comparados com uma espectroteca de padrdes, @gos godem ser vistos mabela 17, p. 104
cromatogramas de quatro antraquinonas utilizadasocpadrdes, ndigura 60. p. 103. Os

cromatogramas das 20 espécieSdrnase encontram niéigura 61, p. 109 .
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Figura 60- Espectro na regido do UV e cromatograma de padtéantraquinonas isoladasSnna

martiana
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Tabela 17 - PadrGes estudados, espectros na regidao do €Wpd de retencao (TR), Parametro de pureza do(Big®) e classe a
gual o padrao pertence.

TR
(C18) Nome Estrutura uv PuP Classe
HO.__O
47.36 | Acido salicilico OH ﬂ 253.44 | Acido benzdicg
14\ \
OH N \
N 3 /0
78.00 Acido cinamico X o o ] 279.05 | Acido cinamicg
o/
; "
o} i\
| [\
£ . ;s . o7y / \ . - A .
39.41 Acido cumarico N Nom ™/ N 274.93 | Acido cinamicg
HO \\\
7 N
AN i / \
o — OH N\ / \ o s A
33.60 Acido ferulico \ 297.71 Acido cinamicd
HO \_/ \
O\CHa \\,
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Tabela 17 (Cont.) - Padrdes estudados, espectros na regidao do Uvpd de retencéo (TR), Parametro de pureza do BigB)(e

classe a qual o padrédo pertence.

(0]
¢ . L N om < . A
21.87 Acido caféico 294.85 Acido cinamicg
HO
OH
A ‘ OH : /g\
Acido Ho AP o7 N \ \ o
18.91 | . on p 297.82 Acido cinamicg
clorogénico -
HO OH
HO —
o OH N
6.67 Acido gélico “\\ \ 272.13 Acido gélico
HO OH = N
OH = s
26.05 Mangiferina h o on : 269.25 Xantona
HO O o O OH g \\ :
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Tabela 17 (Cont.) - Padrdes estudados, espectros na regidao do Uvpd de retencéo (TR), Parametro de pureza do BigB)(e

classe a qual o padrédo pertence.

Cafeoil M@E i
50.80 o o ir on o - i 275.26 Xantona
Mangiferina °” T TN
83.57 Sulfuretina 336.03 Aurona
OH s
OH ‘
15.73 Catequina "o O © O \‘\\ m 239.03 Catequina
OH ‘\\ /\
on N
o O Flavonoide
73.84 Eriodictiol He ° 276.39
O (flavanona)
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Tabela 17 (Cont.) - Padrdes estudados, espectros na regidao do Uvpd de retencéo (TR), Parametro de pureza do BigB)(e

classe a qual o padrédo pertence.

3,4,7- : Flavonoide
75.28 . _ \ e 293.74
Triidroxiflavona \ (/ \ (flavona)
ZSﬁ\ /a\ .
. , \ Flavonoide
92.21 Luteolina ) \__/ 296.50
T . (flavona)
o Flavonoide
97.52 Apigenina \ i 303.64 (ﬂ )
N /\/‘/// \ avona
_ ) Flavonoide
54.24 Hiperosideo N\ 291.67
I\ \\ = (flavonol)
——
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Tabela 17 (Cont.) - Padrdes estudados, espectros na regidao do Uvpd de retencéo (TR), Parametro de pureza do BigB)(e

classe a qual o padrédo pertence.

36.72

Homoorientina

295.27

Flavonoide

(flavonol)

32.88

(+)-Taxifolina

276.94

Flavonodide

(flavonol)

86.93

Quercetina

299.41

Flavonoide

(flavonol)

10.37

Teobromina

O

@y,

268.68

Alcaldide
purinico

(xantina)
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Tabela 17 (Cont.) - Padrdes estudados, espectros na regidao do Uvpd de retencéo (TR), Parametro de pureza do BigB)(e
classe a qual o padrédo pertence.

mAUfE000

)Ot I / Alcal6ide
H3C\N N> /
10.61 Teofilina | 4/ 268.95 purinico
o)\N N -\ .
Su, ; (xantina)
CHy A B
o M Alcaléide
N \
19.55 Cafeina Tl/\';[\> \\/"’ 266.75 purinico
e N o
He I tH, . (xantina)
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Os tempos de retencdo e espectros na regidao do dgVdiversos picos obtidos foram
comparados através de anélise multicomponente (M&&) dados de uma biblioteca de padrdes de
metabolitos secundarios, disponiveis no laboratfrieparada no mesmo equipamento. A analise por
indice de similaridade (maximo de dissimilaridade0,30) foi realizada através do programa
PolyView2000 Varian, Inc.. Os resultados fornecemimcipalmente o perfil qualitativo metabdlico
de flavonoides e antraquinonas, pois o trabalhmigaldo pela espectroteca, devido a quantidade dos
padrbes ainda ser pequena. Dependendo do indgmiieridade entre os componentes encontrados,
os dados indicam a presenca do padrdo ou a predanciasse de substancia. Mesmo assim, foi
possivel verificar a ocorréncia de inédita na ditera de quercetina2%) em S. trachypuse S.
martiang de luteolina 112) em S. sylvestris, S. martiar®aS. cearensig de &cido cafeico, @cido
clorogénico ent. sylvestrie de crisofanol, aloe-emodina, emodina e fiscicara $. neglectaOs
dados também corroboraram com a presenca ja @esarliteratura de crisofandl)(e aloe-emodina

(4) paraS. alata, S. martiana, S. reticulagés. cearensis.
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Tabela 18.Identificacdo para os picos principais dos cromaimgs dos extratos das espécies de
Senna

Substéancias identificadas g (min) Espécie
Ac. clorogénico 7,33 S. sylvestris
Teofilina 16,55 -
Ac. cafeico 21,60 S. sylvestris
Cafeoil derivado 33,33 S. sylvestris
Homo-orientina 34,67 S. velutina
Antraguinona 38,25 S. reticulata
Antraguinona 53,33 S. reticulata
Hiperosideo 54,64 S. trachypus, S. cearensis
Flavonol glic (ag-quercetina) 57,24 S. reticulata
Flavona glic (ag -apigenina) 62,85 S. velutina
Flavonol glic (ag-querceteina) 63,24 S. martiana
Flavonol glic (ag-apigenina) 74,26 S. cearensis
Flavonol glic (ag-apigenina) 80,24 S. velutina
Quercetina 86,40 S. trachypus, S. martiana
Luteolina 90,93 S. sylvestris, S. martiana, S.
cearensis
Flavonol 96,12 S. reticulata
Flavonol 96,21 S. alata
Flavonol 96,37 S. martiana
Flavonol 97,79 S. martiana
Aloe-emodina 103,4 S. alata, S. reticulata, S. neglecta
Antraguinona 109,7 S. alata, S. martiana
Emodina 113,1 S. neglecta
Crisofanol 114,8 S. alata, S. martiana, S. reticulata, S.

cearensis, S. neglecta

Fisciona 117,0 S. neglecta
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A aplicacdo da técnica de desreplicacéo foi reddizao laoratério de produtos naturais da
Unesp, sob a supervisdo do Prof. Dr. Alberto CraveEsta técnica permitiu a partir do
conhecimento prévio do perfil metabdlico das espeicieestigadas, direcionar o estudo para classes
de compostos importantes, ou até para extracatvaetke um Unico composto potencialmente util,

com ganho de tempo.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1- Material botanico

7.1.1- Coleta para o estudo dos constituintes quiatis deSenna martiana (Benth) Irw. e Barn

O material utilizado para o estudo quimico $lemartiana flores, folhas, frutos, caule e
raizes, foram coletadas na regido da Chapada ddiApelos professores Edilberto Rocha Silveira
do Departamento de Quimica Organica e Inorganiddada Goretti de Vasconcelos Silva do
Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quirded&niversidade Federal do Ceara.

A identificacdo botanica foi realizada pelo protesSdson de Paula Nunes, do departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Acata referente a coleta da espécie citada acima
encontra-se depositada no Herbario Prisco BezerrBapartamento de Biologia da Universidade

Federal do Cear4, sob o numero de registro 32440.

7.2- Métodos Cromatograficos

A cromatografia de adsorcdo em coluna aberta f@lamente utilizada no isolamento e na
purificacdo dos compostos identificados Slemartiana O comprimento e o diametro das colunas
variam de acordo com as quantidades de gel da silide material a ser cromatografado. A fase
estacionaria (adsorvente) usada foi: gel de shlicda VETEC ¢ mm 0,063 — 0,200) Cod. 1095 para
cromatografia em coluna de fase normal; para cragnafia de camada delgada (CCD) utilizou-se
cromatoplacas de confeccdo manual - gel de sile@ 254 VETEC Cod. 1134; e nas
cromatofolhas comerciais - gel de silica §Qufn 2-25) da Sigma Chemical CO (com indicador de
fluorescéncia na faixa de 2o4n).

Os solventes mais usados foram; hexano, diclororogteloroformio, acetato de etila e
metanol, todos de qualidade P.A. ou previamentdilathss. As analises por cromatografia em
coluna aberta seguiram uma série eluotrépica, @aéaser tanto isocratica ou com aplicacao de

gradiente de polaridade.

A revelacdo das substancias nas cromatoplacagdbzada utilizando-se métodos fisicos:

exposicao a radiacdo de luz ultravioleta (UV) ens @ammprimentos de ondas 34 e 365nm



CAPITULO 7 — Parte Experimental 117

obtidos em lampada modelo UVLS-28 8avereign Computer Systengs também por métodos
guimicos: com vapores de iodo granulado e pelaepulcdo com solugédo de vanilinagi{gOs) e
acido perclérico (HCIG) 10% em etanol P.A., seguido de aquecimento enfieeat100 C durante 5

min.

7.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) fealizada em aparelho Waters-1525,

constituido de uma bomba binaria e um detector A RVaters-2996 a 254 nm. As separagdes
foram efetuadas em colunas XTerra® RP-18 (4,6 xr@B0) 5um) e XTerra® RP-18 (10 x 250 mm,
10 um), mantidas num forno termostatico a 35°C. As drassforam eluidas com MeOH/8,
adotando-se fluxos de 1mL/min (coluna analitic&)nelL/min (coluna semi-preparativa).

Os solventes empregados apresentavam grau HPLC HMeCOHO-Milli-Q) e foram
adequadamente filtrados através de membranas da ngin poros de 0,4bm (Phenomenex) e
desgaseificados por sonicagdo a vacuo durante 115As amostras foram dissolvidas nas fases
moéveis empregadas em cada analise e filtradaséatde membranas de teflon com poros de 0,45
um (Waters).

Para a realizacdo da comparacéo de perfis metabdieSennaspp através de CLAE-DAD,
foram utilizadas as condi¢gbes abaixo descritasesEstperimentos foram realizados no Instituto de
Quimica da UNESP-(Araraquara).

Equipamento: CLAE-DAD. Cromatografo liquido de adficiéncia analitico — Cromatografo
liquido Varian, Pro star 240, detector de arrargodibdos UV-VIS modelo Pro star 330, injetor
automatico modelo 410, e aquisi¢do de dados viguatador tipo Pentium Il 550 MHz, utilizando
software Star Chromatography Workstation, vers@i,5e PolyView 2000 v. 5.5 (tratamento de
dados espectrais). Coluna: Phenomenex Luna C18x(259 mm — 5 mm), solventes: A (Agua+ 0,5
% HOAC) , B (MeOH + 0,5 % HOACc), Vazéao: 1,0 mL/moketeccdo: UV — DAD (230 — 400 nm),

volume inje¢&o: 10 pL.
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7.3 - Técnicas espectroscopicas

7.3.1- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nemi de Hidrogénio (RMNH) e de
Carbono-13 (RMN *C)

Os dados técnicos e as condicdes operacionais ssbespectros de RMM e RMN °C
unidimensionais e bidimensionais foram obtidosquaxd Centro Nordestino de Aplicacdo e uso da
Ressonéncia Magnética Nuclear (CENAUREMN), coordenpelo Prof. Dr. Edilberto Silveira
Rocha do Departamento de Quimica Organica e Inm@a&ta Universidade Federal do Ceara. Os
espectros foram obtidos em espectrometros Brukedelo Avance DPX-300 e modelo Avance
DRX-500, operando na frequéncia do hidrogénio a88600 MHz, e na frequéncia do carbono a 75
e 125 MHz., respectivamente.

Na dissolucdo das amostras foram utilizados osirsegusolventes: cloroformio deuterado
(CDCl) e piridina deuterada ¢DsN).

Os deslocamentos quimicay foram expressos em partes por milhdo (ppm) eeedtados,
no caso dos espectros de RV pelos picos dos hidrogénios pertencentes asculak residuais
ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizalbweférmio ¢ 7,27), piridina § 8,7; 7,6 e 7,2).
Para os espectros de RME, os deslocamentos quimic@® foram referenciados pelos picos dos
carbonos-13 dos solventes: cloroférmic/{,0) e piridinad 123,5; 135,5 e 149,2).

Os conceitos de multiplicidades dos sinais dos atspe de RMN'H foram indicadas
segundo a convencgao: s (singleto), d (dubletd)jpi€to), q (quarteto), m (multipleto), sl (sintpe
largo) e dd (duplo-dubleto).

O padréo de hidrogenacéo dos carbonos em Rf@Nfoi determinado através da técnica
DEPT (Distortionless Enhancement by Polarizatioan®fer, com angulo de nutacéo de’18% e
CHsz com amplitudes em oposicédo aosA;H foi descrito segundo a convengéo: C (carbodos
hidrogenado); CH (carbono metinico); £karbono metilénico) e CH(carbono metilico). Os
carbonos nao hidrogenados foram caracterizadoscpeiparacdo do espectro de DEPT X38n o
espectro de RMN?C-BB.

Usou-se também os espectros de RMN bidimensiomaisortelacdo homonucleat( *H-
COSY) e de correlacao heteronuclear com detecozmrsa (HSQC e HMBC) para associar as

absorc¢des dos hidrogénios aos seus respectivamostb
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7.3.2- Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas dos ésteres metilicosidos graxos extraidos das sementeSde
martianaforam obtidos em espectrometro de massa VG Autc 8ad-isions Instruments, modelo
M, operando em impacto de 70 eV, acoplado a cragrafid a gas, modelo HP-5890 A série lI
(CG/EM) do Parque de Desenvolvimento Tecnoldgicdedtado do Ceara (PADETEC), equipado
com coluna capilar de silica revestida com metidéicone apresentando 25,0 m de comprimento,
0,20 mm de didmetro interno e 0,30 mm de didmetrereo, mantendo-se fluxo de 1,0 mL/min. de
Hélio como géas de arraste, com um gradiente de @tonde temperatura de'@/min. de 50 a 18{C
e 20 °C/min de 180 a 280, sendo a temperatura do injetor de Z50

7.3.3 - Espectroscopia na regido do infravermelhd\)

Os espectros de absorcdo na regido do infravernjBfoforam obtidos em espectrémetros
Perkin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 e espewtros Nicolet, modelo 400 D, da central
analitica do Departamento de Quimica Organica egémca da Universidade Federal do Ceara.

Utilizando-se pastilha de KBr para analise dastéumogas solidas.

7.3.4 - Ponto de fuséo (pf)

Na determinacdo dos pontos de fusdo das substaisolaslas usou-se um aparelho de
microderminacdo da Microquimica provido de placauemgdora modelo MQAPF-301. A

determinacéo foi feita a uma velocidade de aquetionge 2C/min.
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7.4. Comparacao de perfis metabdlicos dgennaspp através de CLAE-DAD

7.4.1. Preparacao dos extratos.
O material vegetal seco (folhas, 200 mg), foi suimpea extragdo com uma solucdo

Acetona/MeOH 20%, que foi deixado a temperaturai@nmtd por 2 horas seguido por sonicacao por

15 min.

7.4.2. Preparacéo das amostras. )
Padrbes. Substancias puras ou com grau de purtiefatéao foram diluidas em MeOH/Agua

1:1 (v/v), numa concentracdo de cerca de 1 mg/niltiradas em membrana 0,32n. Para os
extratos, cerca de 20-50 mg de extratos foram stithmsea extracao liquido-liquido segundo método
descrito por Nehme e colabs (2002). Resumidamaramostra de extrato € solubilizada em 3 mL de
hexano e sonicada por 30 min. A seguir sao adidm& mL de MeOH/HOAc 10% 1:1 e mais 30
min. de sonicacédo, seguida por centrifugacdo panibO Da fase hidro-alcodlica inferior € retirado

cuidadosamente cerca de 1,0 mL, filtrado em menal®a22um e analisado em CLAE.

7.5 - Obtencédo dos extratos etandlicos das infloncias e raiz d&enna martiana
As inflorescéncias e raizes apds a coleta foramurdadas mecanicamente e extraidas

exaustivamente com etanol a temperatura ambientie, para a obtencdo de cada extrato a torta foi
desprezada. Os extratos etandlicos foram concestraith evaporador rotativo. Os resultados estédo

mostrados na tabela abaixo:

Tabela 19 —-Obtencédo dos extratos etandlicos das flores esrd®enna martiana.

Material Peso (g) Umidade (%)  Extrato Peso (g)Aspecto

Marrom escuro
Flores 650 60,1 SMFI 26,02

pastoso

Marrom escuro
Raiz 1555 34,3 SMR 134,00

pastoso
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7.6 - Estudo dos constituintes fixos das flores &=nna martiana
As flores (690 g) foram submetidas a extracdo ceraho a temperatura ambiente e o extrato

foi concentrado em evaporador rotativo, produzi®0 mg de 6leo fixo para andlise dos acidos
graxos através dos seus ésteres metilicos. O pnoeeitd para obtencdo do material saponificavel

seguido de sua esterificacdo esta resumidé-ho®gramas 1 e Zabaixo.

Flores (650 ¢

Extrato Hexanico (1,4

KOH/MeOH
Refluxo (1 hora)
Adicao de 4gua

Evtran3in ~rnm Atar atilicrn (2v *

rwonNE

Fase aquosa alcalina (saponificas Fase etérea (insaponificave

1. HCI
2. Extracdo com éter etilico (3x

Fase aquo: Fase etére

Despreza 1. NaSO, anidro

2. Filtracéo

2 Nran~r Chvannarade

Saponificaveis (823 m

Fluxograma 01— Saponificacdo do extrato hexanico das floreSetena martiana
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Saponificaveis (823 m

1. H,SO/MeOH
2. Refluxo (2 horas)

2 Evtrar3n Atar atilinrn (2

Fase Aquos

Despreza

Fase etére¢

1. NaSQO, anidro
2. Filtracéo
3. Conc. evaporador

Esteres metilicos (170 ir

Identificacdo CG/EN

Fluxograma 02— Metilacdo da fracdo saponificavel das floreSdena martiana

7.6.1 - Estudo dos ésteres metilicos dos acidos)gra das Flores d&enna martiana

Ap0s a reacdo de metilagdo do extrato hexanicdla®s deS. martiana os respectivos

122

ésteres metilicos foram analisados através de CGeE&tesultados obtidos foram resumidos

na tabela abaixo.
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Tabela 20 -Esteres metilicos obtidos do extrato hexanico kdass deS. martiana

Esteres metilicos

Férmula molecular

Composicao %

Tetradecanoato de metila 1683,0, 1,0
10-undecenoato de metila 182,0; 1,0
9-cis-octadecenoato de metila 1983602 1.8
Palmitato de metila C17H3402 64,0
Pentadecanoato de metila 1583002 9,2
Tetradeacanoato de etila 168320, 1,0
9,12-octadecadienoato de metila 10K340, 10,2
9-hexadecenoato de metila 1783202 4,2
Octadecanoato de metila 1483802 5,7
Total 98,1

7.6.2. Isolamento de SMF5 a partir do extrato hexdoo das flores

O extrato hexanico da flores apds ser submetideagdo de saponificacdo, produziu uma
fracdo contendo material insaponificavel (SMF, 409, este foi submetido a diversos tratamentos

cromatogréaficos em coluna aberta, utilizando coase ffixa silica gel, e como eluentes, hexano,

diclorometano, acetato de etila e metanol, purosmeeombinagdes binarias.

403 mg de SMF5, foi cromatogrado utilizando 80 negsdlica gel como fase fixa, e como

eluentes, hexano, diclorometano, acetato de etil@et@nol, puros ou em combinacdes binarias, de

123

forma a produzir 23 fracdes, que apds andlise @iD,Goram reunidas como mostrado Tabela

22, p 124
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Tabela 21— Fracionamento cromatografico de SMF

Fragao Peso (g
SMF1 (1-5) 0,032
SMF2 (6-9) 0,051
SMF3 (10-15) 0,073
SMF5 (16-19) 0,064
SMF6 (20-23) 0,080
Total 0,3
Rendimento 74,4%

A fracdo SMF5, mostrou-se como um solido incolorfermas de agulhas, com uma faixa de
fusdo 140,0-142,0 °C, que apds analise dos sews daectrais, foi identificado como sendo a
mistura de esteroidgssitosterol e estigmasterol.

Como resultado desse tratamento de SMF, foi tampéssivel isolar SMF6, o qual
apresentou-se como um solido branco em forma déhagurom uma faixa de fusédo de 178,4-
180,0°C, que apdés andlise dos seus dados espdoairaientificado como uma mistura de dois
triterpenos pentaciclicos monohidroxilados conhegisha literatura como Urs-12-ef-8l (a-

amirina) e olean-12-enB3ol (B-amirina).

7.7. Tratamento cromatografico de SMR
O extrato etanolico das raizes S8emartiana(SMR, 54,0 g), foi cromatografado em coluna

aberta usando como fase fixa 150 g de silica grlperada, e como fase moével, foi utilido os
solventes, hexano, diclorometano, acetato de etilaetanol de forma pura. O resultado desse
tratamento cromatogréafico de SMR, encontra-séateela 22, p. 125
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Tabela 22— Tratamento cromatografico de SMR

Fracao Peso (g)
SMRH (01-04) 1,7
SMRD (06-11) 7,9
SMRAC (12-16) 18,6
SMRM (17-19) 20,4
Total 48,6
Rendimento 97,2%

7.7.1. Isolamento de SMR3
A fragdo SMRH (1,67g) foi cromatografado em colaeerta, utilizando 12 g de silica gel e

como fase movel os solventes hexano, dicloromet®iato de etila e metanol de forma pura ou em
combinacdes binarias. As fracGes obtidas foramidesnsegundo os resultado observados apos

analise das mesmas por CCD. O tratamento croméittmgde SMRH, foi resumido néabela 23

Tabela 23— Tratamento cromatografico de SMRH

Fracao Peso (g)
SMRHL1 (01-06) 0,154
SMRH2 (07-12) 0,362
SMRH3 (13-18) 0,252
SMRH4 (18-22) 0,321
SMRHS5 (22-26) 0,368
SMRH6 (26-31) 0,129
Total 1,59

Rendimento 95,2%
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A fragdo SMRHS foi entdo submetida a um outro ireato cromatogréfico, e apds analise por
CCD ela apresentou-se como duas manchas que ao skrielas com hexano/diclorometano (8:2)
mostraram os Rf de 0,3 e 0,4. A fracdo SMRH3-7 (X foi entdo submetida a separacéao
cromatogréfica utilizando-se como técnica a crograifta em placa preparativa. As placas foram
previamente deixadas na estufa a 120°C por 10aramostra foi dissolvida ha menor quantidade de
solvente (diclorometano). A observacdo da placas &g@b eluida em hexano/diclorometano (8:2)
apresentava-se de forma bastante resolvida, poigaizas podiam ser vistas nhaturalmente
apresentando uma distancia, consideravel (1,0 artrg eelas, por este motivo ndo se fazia a
necessidade de utilizagdo de métodos fisicos ddagio. Desta forma as faixas foram retiradas das
placas por raspagem e deixadas em contato conratitdbano em um erlemayer por 30 min, em
seguida a mistura foi filtrada e submetido a evag@io em evaporador rotativo a presséo reduzida. O
tratamento de SMRH3-7 forneceu dois cristais, angmogorma de agulhas, no entanto um amarelo
com uma faixa de fusédo de 205,8 — 206,2 °C e ¢atamja apresentando como faixa de fusdo 196,4
—196,2 °C. Apés serem separadas por placa privaasst amostras foram denominadas SMR3 (83
mg) e SMR4 (16 mg), as quais apds analise dos d&dss espectrais foram identificadas como

crisofanol e fisciona, respectivamente.

7.7.2. Tratamento cromatografico de SMRAC
A fracdo SMRAC, foi submetida a uma cromatogrdfiaito-liquido, onde 10 g do mesmo fo

dissolvido em 100 mL de uma mistura de MeOMDH1:1). As fases liquidas utilizadas foram
hexano, diclorometano e acetato de etila. Os egdt da particdo podem ser resumidos atzela
24, p. 127
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Tabela 24— Tratamento Cromatografico de SMRAC

Fragao Peso (0)
SMRAC1 0,84
SMRAC?2 4,36
SMRAC3 3,25
Total 8,50
Rendimento 84,5%

7.7.3. Fracionamento cromatografico de SMRAC3

1,0 g da fracdo SMRACS3 foi dissolvida em 1,0 mLnaetanol/HO (1:3) e submetida a analise

por CLAE, utilizando coluna analitica X-terra déicsi (® = 1,0 cm) e loop de 20L. A analise

preliminar sugeriu um método com resolucdo parars€fo cromatografica, utilizando eluicdo
isocratica com uma mistura isovolumétrica dos sub® hexano e acetato de etila, num fluxo de 1

mL/min. Este método analitico foi reproduzido entuna semi-preparativa X-terra de silica comum

(® = 4,5 cm), provida de um loop de 200, permitindo o isolamento de 3 metabdlitos presema

amostra. Desta forma, 20,0 mg da amostra foranidddguem 1,0 mL de eluente (metangZH(1:3)

e a solucao injetada na coluna em aliquotas deiR06endo eluida com um fluxo de 4,0 mL/min.

Foram coletadas 10 fracdes, correspondentes aws bit0 do cromatogramBigura 62, p. 129.
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Figura 62. Cromatograma da fragdo SMRACS3, obtido por CLAES(Bm

Os picos 3 (SMRAC3), 4 (SMRAC4) e 5 (SMRACS) foraaracterizados quimicamente
RMN, IV e EM, como derivados antrénic
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8. AVALIACAO DO POTENCIAL FARMACOLOGICO DE  Senna martiana

O potencial farmacolégico d8. martianafoi avaliado através da atividade antioxidante e
antitumoral dos extratos das vérias partes daglerda atividade antiparasitaria coritrgpanosoma
cruzi, através de ensaio bioquimico frente a enzima GAB® quatro substancias isoladas da planta
em estudo.

8.1 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE  Senna martiana

Foram realizados os testes de atividade antio@daoin os extratos hidroalcodlicos das

folhas, flores, caule e raiz &nna martiandazendo uso de duas técnicas, DPPH e DBHA.

8.1.1 — Método DHBA

A capacidade antioxidante medida pela técnica DHiaAsiste em um sistema enzimatico
contendo a hipoxantina como um substrato e umamanzkantina oxidase, esta provoca a
oxidacdo da hipoxantina em duas etapas até a féordg acido urico. Em ambas as etapas de
oxidacdo ha liberacdo de espécies radicalarespousua vez reagem com o acido salicilico,
presente no meio, e levam a formacédo dos &cidosblwes dihidroxilados (2,3-DHBA e 2,5-
DHBA). Os produtos finais desta reacdo foram preeiste quantificados em um experimento

padréo, via CLAE (Cromatografia Liquida de Altadi&#ncia).

Desta forma € possivel inserir no sistema uma &nbist que tenha um potencial
antioxidante para ser avaliada. Portanto, se aidafeubstancia conseguir competir com o acido
salicilico na captura das espécies radicalaresibir a oxidagcdo da hipoxantina atuando sobre a
enzima, menores quantidades de DHBA e acido udcd@osformadas, indicando uma capacidade

antioxidante para a substancia testada. Este mptmtioser resumido iagura 63, p. 131
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8.1.2 — Preparacao do ensaio
A mistura reacional consiste em uma quantidadeaate da amostra (~ 10 mg) dissolvida em 2

mL de metanol, em seguida é centrifugada filtradaselvente removido com fluxo de nitrogénio.
Sobre o residuo seco é entdo posto 1,0 mL de updtafosfato, 1L de uma diluicdo 1:5 de
xantina oxidase em NiSO, (3,2 mol/L). Retira-se entdo uma aliquota de @6desta mistura e
adiciona-se sobre 0,06 mL de uma solucao de hipimea(l0 mmol/L), quando a reacdo entéo
devera ser iniciada. Os tubos foram incubados gwr&s até que a reacdo se completasse a uma
temperatura de 37° C depois da incubacaql2@a mistura reacional foi analisada por CLAE,

utilizando como método de deteccdo absorciomedriegido do ultravioleta.

Os testes pelo método do DHBA foram realizados amfan Cancer Center — Heidelberg-
Alemanha pela Profa. Maria Teresa Sales Trevisgpns aesultados encontram-se Tabela 25, p.
132
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Figura 63 - Esquema para a geracdo de espécies reativas @gnioxi no sistema

hipoxantina/xantina oxidase: (a) Reacéo; (b) Crograima do HPLC da Hipoxantina (1), dos
produtos hidroxilados da xantina (2) e do acidealfB3); (c) acido salicilico, 2,3-DHBA e 2,5-
DHBA.
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Tabela 25- Porcentagem de inibicdo dos extratos estudanlm® sicido salicilico na formacdo do
2,3-DHBA e 2,5-DHBA (%)

Concentracdo do Senna martianaporcentagem de inibi¢cao)
extrato (mg/mL) | Folhas (SMF)| Flores (SMFI)Caule (SMC) | Raiz (SMR
0,13 2 0 1 1
0,25 0 2 0 1
0,50 5 3 2 2
1,25 13 28 15 17
2,50 44 52 28 35
60 1

£ 50

[a)

o

o 407 ——SMF

18 —=— SMFI

g 307 SMC

S SMR

< 20

©

o

S 10 -

e

[

1= 0 .

0.125 0,25 0,5 1,25 2,5

Concentracdo dos extratos (mg/t

Figura 64 —Representacdo grafica da avaliacdo da atividadexatdnte deSenna martiangelo
método DHBA
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8.1.3 — Méetodo DPPH

A analise antioxidante por este método consisteamura por uma substancia com potencial
antioxidante do radical livre DPPH (1,1-dimetil-i&qg-hidrazil).

Substancias que apresentam um potencial antioeidé&in como propriedade caracteristica a
capacidade sequestradora de radicais livres. Amlisgonar uma substancia que possui atividade
antioxidante a uma solucdo contendo radicais livie®PH), ocorre um decréscimo da

absorbancia inicial indicando uma diminuicdo dangdade de radicais livres. Quanto maior o

potencial antioxidante de determinada substanciernserd a captura de radicais livres, e
consequentemente maior o decréscimo na absorbdacsolucdo. O potencial antioxidante é

medido pelo indice de varredura (%lV), quanto maiovalor do indice maior a capacidade

sequestradora da substancia em questdo. O indisardedura é calculado de acordo com a
seguinte expressao:

(Abspppr— Abssugst) X 100
V% =

AbspppH

Onde: Absppy= absorbancia da solucéo inicial do DPPH

Abssysst = absorbancia da substancia apos 300 minutos
8.1.4 — Preparacéo do ensaio
Em 3,9 mL de uma solucdo de DPPH (6,5 X irbl/L), adiciona-se 0,1 mL de uma solucao teste

(2 mg/mL), e em um espaco de 300 minutos é fel@itara da absorbancia em um comprimento
de onda de 515 nm.
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As Figuras 65, 66 e 6/7p. 134, 135 e 135propdéem como uma substancia que possui uma
atividade antioxidante atua na captura do radicak,l exemplificando com a catequina ou
epicatequina [SANG, 2002].

Figura 65 —Reacéo entre catequina e epicatequina com o rdidieaDPPH [SANG, 2002].
Reacéo Geral:

DPPH- + AH =—= DPPH—H + A-

A+ + X. ——= espécie ndo-radicalar

Reacdo especifica:

Nl
@@ b

Catequina:R; =OH, RR=H
Epicatequina: Ry = OH, Rz =H

: [ © ] \\\\\\\\\\\\\\\\
!
U R2
Ry

OH

estrututra A estrutura B
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Figura 66 —Proposta mecanistica da reacao entre catequingicatejuina com o radical DPPH,
para a formag&o do composto A [SANG, 2002].

{ H
o) (0]
OH OH HO
e % e
Ho\@i\, HO_(
N C
0 o)
H \/'H

Figura 67 - Proposta mecanistica da reacdo entre catequirgpioatequina com o radical DPPH,

para a formacg&o do composto B [SANG, 2002].

Os ensaios realizados pelo método DPPH produzisaresultados que se encontramlabela 26
p. 136
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Tabela 26— Avaliacdo do potencial sequestrador de radicamss pela medida da absorbancia dos
extratos de&Senna martiana

Tempo Absorbancia
(mim) Senna martiana

Flores Caule Folhas Raiz (SMR)

(SMFI) (SMC) (SMF)
0 1,094 0,956 0,723 0,832
2 0,275 0,590 0,243 0,696
4 0,211 0,650 0,223 0,622
6 0,193 0,624 0,223 0,674
8 0,130 0,623 0,179 0,656
10 0,134 0,620 0,188 0,648
15 0,176 0,581 0,201 0,635
20 0,171 0,583 0,219 0,626
30 0,168 0,620 0,100 0,615
40 0,317 0,622 0,272 0,605
60 0,141 0,746 0,199 0,598
70 0,248 0,625 0,328 0,601
100 0,198 0,594 0,227 0,575
120 0,095 0,604 0,185 0,586
150 0,172 0,648 0,228 0,578
180 0,143 0,627 0,185 0,603
210 0,119 0,639 0,183 0,594
240 0,147 0,648 0,222 0,589
270 0,153 0,659 0,208 0,573
300 0,145 0,656 0,250 0,602
e o - ;je 96,1 27,0 37,7 32,3




CAPITULO 8 — Atividade Bioldgica 137

1,2 -
1 -

C
c
s —— SMF
LC
T SMC
g SMFI
E —— Eugenol
¢ —=— SMRC
E

Q % @ O N0 O O 0O QO 0
MR
Tempo
Figura 68 —Representacdo grafica da avaliacdo da atividadexatdante pelo método do DPPH da

espécieSenna martiana

Estes resultados demonstram que utilizando-se odoélo DHBA o extrato hidroalcodlico das
flores deS. martianaapresentou uma porcentagem de inibicdo da formdgadHBA (52,0 %),
superior aos demais extratos. Quando o método gagiwee do DPPH, o extrato etandlico das flores
apresentou também o maior indice de varredura¥®6,4u seja, € o extrato que possui a melhor
capacidade sequestradora do radical livre DPPH; sagode compara-la a capacidade antioxidante.
Através dos dados mostrados tanto fiakelas 25e 26, p. 132e 135, como também nos gréaficos
Figuras 64 e 68, p. 132e 137 observa-se que o extrato hidroalcodlico das flae$S. martiana
apresenta significativo potencial antioxidante,gamelo através do método do DPPH a se aproximar

do padréao utilizado (eugenol).
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8.2 — Estudo da atividade antitumoral dé&Senna martiana

Os extratos etanolicos das flores (EESMFL), folflBESMFO) e caule (EESMC) de.
martiana foram testados no Laboratério de Oncologia Expentad da Universidade Federal do
Ceara, Departamento de Farmacologia para verificaitoxicidadein vitro das fracbes em quatro
linhagens de células tumorais: HL-60 (leucemia), MB-435 (mama), HCT-8 (célon) e PC-3

(prostata). Essa analise faz parte desgmeeninginicial para determinacdo do potencial antitumoral
destas amostras.

A analise de citotoxicidade foi efetuada segundnébodo MTT [Mosmann, 1983jue vem
sendo utilizada no programa slereeningdo National Cancer Institutelos Estados Unidos (NCI), e
usa analise colorimétrica baseada na conversa@lddesMTT em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais presentes somente nas cétudsbolicamente ativas. Nesse método séo
selecionadas as fracdes com percentual de inilligacrescimento tumoral maior que 90 % sobre
todas as linhagens utilizadas (G1% > 90 %). O enpepduziu os resultados reportadosTiadela

27, que nao atingiram o valor minimo para serem cenados promissores.

Tabela 27 -Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC#3 amostras em trés linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 25 pg/mL(fray@abdres sdo média + DPM (Desvio Padrédo da
Média).

AMOSTRAS | HCT-8 HL-60 PC-3 MDA-MB-435
GI% DPM | GlI% DPM| GI% | DPM| GI% | DPM
EESMFL 10,21 | 2,97 6,23 6,23 0,00 0,00 0/00 0,00
EESMFO 10,15 | 10,15 0,00 0,00 0,0(¢ 0,00 0,00 0,00
EESMEC 15,57 | 7,84 37,71 2,08 0,0( 0,00 0,00 0,00
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8.3- Estudo da atividade inibitéria de compostos draquindnicos de Senna martianafrente a
enzima glicoliticaGAPDH de Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruziparasito que causa a Doenca de Chagas, € alameptndente da
glicélise como fonte de producdo de ATP, de mod® cpmpostos que inibem a via glicolitica sédo
potenciais tripanossomicidas e esta grande depeiadéa glicolise como fonte de energia é que faz
das enzimas da via dlicolitica alvos importantesrapa planejamento de substancias
tripanossomicidas. O mecanismo de reacdo da en@ARDH) ocorre através do sitio catalitico
essencial que € constituido por uma cisteina es/&studos demonstram que a enzima (GAPDH)
pode ser inibida por pequenas moléculas derivadagradutos naturais. Os ensaios bioquimicos
frente a enzima GAPDH d&rypanosoma cruzi(Figura 69) foram realizados através de dois
experimentos:calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC) e pompesrofotometria de NADH
formado a 340nm. Estes ensaios foram realizadod atmwratério de Quimica Medicinal —
NEQUIMED, Instituto de Quimica de Sao Carlos- USP.

Figura 69- Estrutura quaternaria da GAPDH deipanosoma cruz(Fonte: PDB -Protein Data
Bank)
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Tabela 28. Resultados dos ensaios enzimaticos de inibiciendana GAPDH deTrypanosoma
cruzi

Composto % Inibicao*
Aloe-emodina4) 0
Crisofanol () 5

Fisciona 7

Martianina (46)

_ . 64
Ki =27.3 +2.47 umol I* (ITC)

INIBIDOR PADRAO (100 pmol.I) 40

*Todos os compostos foram analisados em uma caagéot padrdo de 200 pmot.L

A ITC é uma ferramenta interessante na identificag®timizacdo de compostos bioativos,
pois além de fornecer parametros cinéticos dadaiild enzimatica (kcat, KM e Ki) e da os
parametros termodinamicos de interacdo (DH, DG ¢ &%re o alvo biomacromolecular e o
composto bioativo, informacdo que reflete o pot@nda atividade investigada. A medicdo da
atividade enzimética da GAPDH, através da deterpama@&spectrofotométrica baseia-se no aumento
da absorbéancia & medida que o NAD+ é reduzido.&&RDH for inibida, por exemplo por alguma

substancia, a absorbancia diminui e esta diminuég&bacionada com o potencial da atividade.

O ensaio espectrofotomeétrico frente & enzima GARDeVvelou a falta de inibicdo para as
antraquinonas aloe-emodina e crisofanol, tendontanéo fornecido um resultado promissor para a
martianina, superior ao padréo de referéncia atibz no ensaio. A atividade tripanocida de
martianina foi entdo avaliada através da obtenedsud constante de inibi¢do (Ki) determinada por
titulacdo calorimétrica isotérmica (27,3 + 2,47 |rhd), que confirmou o resultado obtido por
espectrofotometria. Estes dados sugerem que esisseclde molécula tem potencial no

desenvolvimento de novos farmacos a serem utilzadotra a doencga de Chagas.
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9. CONCLUSAO

Pesquisa na literatura sobre as 40 espéci&edeacoletadas em varios estados do Nordeste
do Brasil, pela composi¢cdo quimica estruturalmetitersificada, e potencial biofarmacologico,
revelou um universo interessante a ser exploradbusaa por biocompostos uteis. O estudo de
comparacdo de perfis metabdlicos 8ennaspp, através de CLAE-DAD, permitiu verificar a
ocorréncia inédita na literatura de substancias papécies ainda sem nenhum estudo e também
confirmou a presenca de outras ja descritas matlite.

O estudo fitoquimico d8enna martiangossibilitou a identificacdo de duas antraquingéas
descritas na literatura, 1,8-diidroxi-3-metil-aguanona (crisofanol) e 1,8-diidroxi-3-metil-6-metox
antraquinona (fisciona), bem como das antromasofanol-10,10'-il-10-0xi-10,10’-bi-1,5-
anidroglucitol (martianina), isolada em estudo pré&o seu caule, e 10-hidroxiemodina-9-antrona-
10R-C-B-D-glicosideo (rumejaposideo E). O Tratamento dagdloevelou a presenca dos fitoesteroéis
B-sitosterol e estigmasterol, dos triterpenoidedgmdicos urs-12-enfBol (a-amirina) e olean-12-
en-3B-ol (B-amirina). Com o estudo das raizes 8e martiana obteve-se as antronas, 10-
hidroxiemodina-9-antrona-10R-@6’-acetil-D-glicosideo e 2,6,810-tetraidroxi-
dibenzenol[b,e]oxepin-9-ona, estas inéditas natitea.

Em relacé@o ao potencial farmacologico, a espé@emdstrou um comportamento promissor,
com excecado do extrato das flores que apresent@uatividade sequestradora de radicais livres
eficiente traduzida pelo indice de varredura de 9@2@nalise antioxidante pelo método DPPH. A
atividade tripanocida de martianina, biantronaaglilada, isolada do caule e da raizSlemartiana
guando avaliada como inibidor da GAPDH apresentaundice de inibicdo de 64%, sugerindo que
esta classe de molécula tem potencial no desenveiito de novos farmacos a serem utilizados
contra a doenga de Chagas.
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