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RESUMO

Este trabalho descreve a investigacao fitoquimécasiécie veget@laesalpinia ferrea
(Leguminosag conhecida como “juca” e usada popularmente nuoleste do Brasil
como antirreumatico, antimicrobiano e entre outusss. Os extratos d€. ferrea
através da cromatografia em coluna tendo como éassacionaria gel de silica e
Sephadex LH-20 levaram ao isolamento de quatraautias do tipo polifendis {acido
galico (acido-3,4,5-tri-hidroxi-benzaoico), acido aeico (4,4,5,5,6,6'-
hexahidroxidifénico-2,6,2’,6’-dilactona), amentaoftana (8-[5-(5,7-dihidroxi-4-oxo-
cromeno-2-il)-2-hidroxi-fenil]-5,7-dihidroxi-2-(44droxifenil) ~ cromeno-4-one) e
resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno)}; ammistura constituida de um esteréide
{p-sitosterol (24-etilcolest-5-ensdl) e de dois &cidos graxos [acido palmitico (n-
hexadecanodico) e estearico (n-octadecandico)]}; wuta mistura constituida dos
triterpenos [Lupeol (Lup-20(29)-enpdl) e f-amirina (olean-12-enfBol), do esterdide
24-metilenocicloartanol  (89,19-Ciclolanostan-3-ol-24-metileno) e do élcool
lignocérico (n-tetracosonol). A caracterizacdo @asnpostos envolveu o uso das
técnicas de RMNH e **C (1D e 2D), IV, CG-EM-IE e CLAE-EM-IES. Os extrato
brutos das vagens e algumas de suas fracdes fafamesdos a testes de atividades
antiacetilcolinesterase e antioxidante com resaoigoromissores. O bi-flavonodide, a
fitoalexina e os constituintes das misturas meradas sao relatados pela primeira vez
na literatura enc. ferrea.

Palavras ChavesCaesalpinia ferreaLeguminosae, compostos aromaticos,
triterpenos, estudos espectrais.



Contribuicdo ao conhecimento Quimico de plantas ddordeste Caesalpinia ferregLeguminosae);
Magalhées, I. L.
8

ABSTRACT

This work describe the phytochemical investigatioin pods and stems of specie
Caesalpinia ferrea(Leguminosagknown as “juca”. Popularly, this plant is used as
antirheumatic, antimicrobial and among other usé& hexane and ethanol extracts to
pods and stems &. ferreawere submitted to column chromatography havirigasiel
and Sephadex LH-20 as stationary phase that lgtetcsolation of four compounds of
the type polyphenol: {gallic acid (3,4,5-trihydrexenzoic acid), ellagic acid (4,4', 5,5',
6,6'-hexahydroxydifénico-2,6,2',6'-dilactone), amofiavone (8-[5-(5,7-dihydroxy-4-
oxo-chromene-2-yl)-2-hydroxyphenyl]-5,7-dihydroxy<-hydroxyphenyl)) chromen-
4-one and resveratrol (trans-3,5,4’ trihydroxysik)}; a mixture consisting of a
steroid {3-sitosterol(24-etilcolest-5-eng2ol) and two fatty acids [palmitic acid (n-
hexadecanoic) and stearic acid (n-octadecanoig]gcahother mixture consisting of
the triterpenes [Lupeol (Lup-20(29)-epi-8l) andp-amyrin (olean-12-en#Bol), steroid
24-metilenocicloartanol (89,19 Ciclolanostan-3-ol-24-methylene) and lignacer
alcohol (n-tetracosonol). The characterizationhaf themical components involved the
use'H and*C NMR (1D and 2D), IR, GC-MS-EI e HPLC-MS-ESI. Thetracts of
pods and some of its fractions were submitted &t & the antioxidant activities and
antiacetylcholinesterase with promising results.e Tii-flavonoid, phytoalexin and
components of mixtures mentioned are first repoiretie literature t&. ferrea

Keywords: Caesalpinia ferreal.eguminosae, aromatic compounds, triterpene, sgect
studies.
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1. INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais tem por objetivoig@gal investigar o registro
de constituintes quimicos resultantes do metabolisetundario dos seres vivos. No
campo da fitoquimica, a investigacao direciona@® o isolamento e elucidacdo das
estruturas moleculares desses constituintes (MARPO@)). Estes constituintes, por sua
vez, fornecem suporte para a utilizacdo de recwusgstais com fins medicinais atravées
dos chamados “fitoterapicos”.

Vegetais, micro-organismos e, em menor escala #@inaoresentam um
metabolismo diferenciado (enzimas, coenzimas e neftga) capaz de produzir,
transformar e acumular substancias que, necessarie/mao estdo relacionadas de
forma direta a manutencao da vida do organismouyboodmas que garantem vantagens
para sua sobrevivéncia e para a perpetuacao deiespe seu ecossistema (RICARDO,
2011). Os metabdlitos secundarios sdo restritos aniimero limitado de organismos
gue possuem uma bioquimica e um metabolismo egmecifendo elementos de
diferenciacéo e especializacéo (SIMO&ES, 2010).

Plantas do génerGaesalpiniasdo amplamente distribuidas por todo o mundo
e diversas espécies deste género tém sido usadasediaina popular. Algumas
atividades biologicas de certas espécies desseoggndoram avaliadas (Wt al,
2011): citotoxica enC. sappanre C. pulcherrima antiproliferativa entC. bonduc e C.
ferreg antimicrobiana entC. pulcherrima antimalarica enC. crista e C. bonducella
imunossupressora e anti-inflamatério @npulcherrima e C. sappamantiviral emC.
minax e C. cristaNo Brasil, destaca-se a espé€le ferreq abundante na regiao
Nordeste, onde € conhecida como “jucd” ou “pawfee usada popularmente como
antirreumatica (LIMAet al, 2012) e antimicrobiana (SAMPAI€& al, 2009).
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Em pesquisa bibliografica realizada 8oifinder®foi observado que o estudo

fitoquimico deCaesalpinia ferreainda € bastante limitado, sendo encontrado apenas
trés artigos (UEDAet al 2001; NAKAMURA et al, 2002; NOZAKI et al, 2007)

relatando a investigacdo de fracdes polares prentss dos extratos das vagens e do

caule. Ao todo, foram isoladas cinco substanciagi(& 1, pag. 2) pertencentes a classe

dos compostos fendlicos e que para os quais fouadfe o estudo sobre inibicdo

enzimética e atividade antitumoral.

OH
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Figura 1: Substancias isoladas G@aesalpinea ferrea

Em geral, Caesalpinia ferreaé utilizada popularmente como antipirético e
antireumatico (LIMA et al 2012), anti-inflamatério, analgésico e antitémnic
(CAVALHEIRO et al, 2009), antimicrobiano (SAMPAI®t al, 2009; CAVALHEIRO
et al 2009), no tratamento de diabetes (LIMAal 2012; VASCONCELOS:t al,
2011; LUCINDAEet al, 2010; MENEZESet al, 2007) e em infecgbes orais (SAMPAIO
et al, 2009).

Estudos bioldgicos usando extratos brutos e fragpelares (aquosa,
metanolica e etandlica) das cascas do caule, trdndos, folnas e sementes @Ge
ferrea comprovaram seu potencial como: anti-inflamaté(idMA et al 2012;
PEREIRA et al 2012; CARVALHO et al 1996), analgésico (LIMAet al, 2012,
CARVALHO et al, 1996), antinociceptivo (LIMAet al, 2012), inibitorio viral (LOPES
et al, 2013); antimicrobiano (SAMPAI@t al, 2009), fungistatico (JESU& al, 2000),
celulasico, amilasico, anticoagulante, larvicid®YALHEIRO et al, 2009), inibitorio
de proteases (CHEVREUIt al, 2011), hipoglicémico (VASCONCELO& al, 2011),
cardiovascular (MENEZESt al,2007), antitlcera (BACCHgt al, 1995), regulador
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positivo da mielopoiese (QUEIRGCa al, 2001) e agente despigmentante/clareador da
pele (Chemyunion Quimica LTDA, 2009).

O pouco conhecimento sobre a composicdo quimica enwdtas citacoes
literarias sobre atividades biolégicas nos motivara estudar a espécigaesalpinia

ferreabuscando contribuir com o acervo fitoquimico dasifas medicinais do Ceara.

2. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 FamiliaLeguminosae

Leguminosae ou Fabaceg&euma das maiores familias dentre as angiospermas,
perdendo par@®rchidaceaee Asteraceagcom cerca de 730 géneros que reunem mais
de 19.325 espécies (LEWIS. al 2005). Ela pode ser dividida em trés subfamilias
Mimosoideag Caesalpinioideae e Papilionoideae (CRONQUIST, 1981).
Economicamente, heguminosaeé considerada a segunda maior familia botanica em
importancia, perdendo pardoaceae apresentando potenciais nas industrias
alimenticias, medicinais, madeireiras, ornamentais na  agricultura
(WOJCIECHOWSKI et al2004)

2.2 SubfamiliaCaesal pinioideae

Caesalpinioideaeé formada por 170 géneros e aproximadamente 3.000
espécies, sendo extremamente diversa em morfolddifCKER, 2003). Algumas
espécies apresentam folhas bipinadas, pinada$iplsiftas ou unifolioada ; corola com
prefloracdo imbricada ascendente, dificilmente lpapicea, cinco pétalas ou ausentes e
sépalas geralmente livres entre si ( LIMA e MANSANRD11).
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Segundo Lee e Langenheim (1975), as espécies sigistmilia, com importancia na
producio de resinas, estdo presentes nos ecossstgmatoriais da Africa e América
do Sul.

2.3 GéneroCaesalpinia

O génerdcCaesalpiniaé composto por aproximadamente 500 espécies v&geta
fontes de metabdlitos bioativos, distribuidas edoto mundo (ZANINet al, 2012).
Algumas espécies apresentam ramos inermes, fothgeoiolo, foliolos desenvolvidos
e fruto ndo moniliforme (LIMA e MANSANO, 2011).
Os constituintes quimicos relatadoscatéomento no génerGaesalpinia,séo
em namero de 280 e incluem terpenos, compostosidea@ acidos organicos (Weét
al, 2011).

2.4 EspécieCaesalpiniaferrea

A espécieCaesalpinia ferreaconhecida popularmente como juca, madeira de
ferro e pau de ferro, pertence a famleguminosaee a sub-familiaCaesalpinoidae
(SOUZAet al,2011) . E uma arvore amplamente distribuida, jpaimente no Norte e
Nordeste do Brasil (OLIVEIRAet al, 2010) sendo encontrada em quase todo o Estado
do Ceara mais frequentemente nas serras do Ararfgeodi (CAVALHEIRO et al,
2009).
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C. ferrea apresenta flores pequenas, amarelas e em cachtss fie cor
marrom, do tipo legume (vagem), com sementes escim@as compostas; uma altura
de 10-15 m e tronco curto (40 a 60 cm de diamea) presenca de manchas claras
(LORENZI , 2002).

3. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

3.1 Analise de M-1

O fracionamento cromatografico em coluna de gdililsa do extrato hexanico
bruto das vagens deaesalpinea ferrepossibilitou a obtencdo de um material resinoso
branco (14,5 mg), codificado convb-1.

O cromatograma del-1 (Figura 2, pag. 9) obtido através de cromatogiddia
gas acoplada a espectrometria de massa (CG-EMjesgpaetrés picos principais com
tempos de retencdo e porcentagens de area reletivag,36 min. (5,18 %), 12,38 min.
(2,37 %) e 20,70 min. (74,76 %). Para cada picoolitido um espectro de massas e
realizada a comparacdo com o perfil de fragmentag&oespectros disponibilizados
pela biblioteca do equipamento e dados da litematur

Os espectros de RM{C deM-1 (Figuras 3 e 4, pags. 10 e 11) registraram um
total de 37 sinais, a grande maioria na regidcadeonos alifaticos. Dentre esses sinais,
aqueles endc 141,00 edc 121,00 sado caracteristicos de um componente ektke(G =
C), enquanto, varios outros, em tornodde9,00 ed¢c 29,8 (com destacada intensidade
relativa) juntamente com um sinal com deslocamenignico emdc 178,6, sao
compativeis com a presenca de dois acidos graxstas Eobservacdes permitiram
analisatM-1 como uma mistura terciarid¢la M-1ge M-1¢).
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3.1.1 Identificagdo de M-4

Os espectros de RMN’C de M-1 (Figuras 3 e 4, pags. 10 e 11,
respectivamente) em compara¢do com o espectro d¢ RMDEPT 138 (Figura 5,
pag. 12) permitiu verificar que os dois sinais e@i& de carbonos sEm ¢
141,0 e &¢ 121,0 séo devidos a carbonos néo hidrogenados e metiagmectivamente,
sendo esses sinais atribuidos, respectivamenteaaosnos C-5 e C-6 do componente
esterdidal. A comparacao entre 0s espectros, assim, a comparacdo com dados da
literatura (GOMES, 2012), permitiram ainda verificiversos outros tipos de carbono,
com destaque para um sinal & 72,0 de um carbono carbindlico metinico (C-3),
conforme observado comumente em esteroides.

O espectro de RMNH (Figura 6, pag 13) d#l-1 exibe um sinal emdy 5,34
(1H) atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 (d,= 4,7 Hz); um sinal multiplo em
oy 3,53 (1H) correspondente ao atomo de hidrogénibiredico H-3 (sext.J = 5,8 e
10,5 Hz), além de sinais devidos a hidrogéniosrdpas metila endy 0,7 a 1,00.

Os espectros de HSQC (Figuras 7 e 8, pags.14 edritem observar
algumas correlagcbes que justificam atomos ou grugacteristicos na estrutura
esterdidal: hidrogénio vinilico no carbono C-64 (5,34; &c 122,0); hidrogénio
carbindlico no carbono C-38{ 3,53; dc 72,00); grupos metila no carbono C-18
(64 0,69; s;0c12,2) e C-19& 1,00, s;0c 19,6), entre outros.

Os espectros de HMBC (Figuras 9 ephfys. 16 e 17), por sua vez, exibem
algumas correlacbes que permitem identificar algitosnos de carbonos, entre eles,
carbonos quaternarios. Por exemplo, os hidrogé&aogrupo metila 3H-19 mostram
correlagbes com os carbonos C-8 36,7), C-5 &c 141,0), C-1 & 37,5) e C-9 &¢
50,4), conforme indicado na figura 18 pag. 16).
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O espectro de massa (Figura 12, pag. 18) refeenf@co do cromatograma
com tempo de retencdo 20,70 minutos apresentaocodpidon molecular emrm/z414,
compativel com a formula moleculaggHs00 paraM-1,, com IDH = 5 justificado pelo
nacleo ciclopentanoperhidrofenantreno e a ligagimadentre os carbonos C-5 e C-6. A
fragmentacdo com perca da cadeia lateral do ed¢e(Bigura 13, pag. 18) justifica o
pico emm/z273 registrado no espectro de massiide.

Os dados espectrométricos obtidos pMal, (Tabela 1, pag. 19e
comparacao com dados da literatura (GOMES, 2012¢am queM-1, trata-se dgs-
sitosterol (24-etilcolest-5-engol; Figura 14, pag 7) ainda nao registrado na @spe
Caesalpinia ferreaporém ja isolado das partes aérea€aesalpinia millettii(CHEN,
2007).

HO

Figura 14: Estrutura déM-1, , - sitosterol (24-etilcolest-5-ens3l).
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3.1.2. lIdentificacdo de M-de M-1c

O espectro de RMR’C (Figura 3 e 4, pags. 10 e 11)Mel através do sinal
em &¢c 178,6 (CO,H) em conjunto com um sinal acentuadamente intems@c 29,9
(além de outros em torno @e 30,00; (CH),), sugere a presenca de constituintes que
apresentam grupo funcional &cido carboxilico em uageia linear alifatica longa. Os
diversos sinais negativos (incluside 29,9) no espectro de RMRC DEPT 138
(Figura 5, pag. 12) confirmam esta observacao. @igéa, foram registrados dois sinais
para carbonos metilicos terminais em torn@gl&4,0, correspondentes aos carbonos de
grupos metila terminais associados a cadeiasiadifatEsses dados indicam a existéncia
de dois acidos graxos como componentesMid&, correspondentes aos picos no
cromatograma (Figura 2, pag. 9) com os tempos agé&o em 11,36 e 12,38 min.
(Figuras 14 e 15, pag. 19).

No espectro de RMNC DEPT 135° (Figura 5, pag. 1@)inal emdc 34,04 é
negativo (CH) e corresponde no espectro de HSQC (Figura 8,1gao tripleto em
oy 2,37, atribuidos aos hidrogénios metilénieas carboxila. Do mesmo modo, o sinal
em &c 24,94 foi correlacionado ao multipleto ém1,62. Finalmente, vale ressaltar a
correlacéo observada entre os hidrogéniosdgrd,37 e o carbono carboxilico ebg
178,6 no espectro de HMBC (Figura 9, pag. 16).

O espectro de RMNH (Figura 6, pag. 13) d&l-1 exibe também sinais

caracteristicos e compativeis com os sinais docespge RMN'3C (Figura 3 e 4, pag.
10 e 11).



Contribuicdo ao conhecimento Quimico de plantas ddordeste Caesalpinia ferregLeguminosae);
Magalhées, I. L.
30

Assim, foi observado um sinal simples e intensodni,26, tipico de hidrogénios
metilénicos alifaticos [(Ch)n]; um sinal tripleto emdc 2,37 0 = 7,5 Hz) atribuidos aos
hidrogénios metilénicog ao grupo carboxila e, um multipleto edy 1,62 que podem
ser correlacionados aos hidrogénios metilénjgas grupo carboxila em ambos os
constituintes.

Os espectros de massas referentesi@ss ggomatograficos com os tempos de
retencdo em 11,36 e 12,38 minutos (Figuras 15 e pHg. 20) apresentam,
respectivamente, picos com ions molecularesrén256 (GeH3z.02) € 284 (GgHz602)
(IDH = 1). Os picos nos dois espectros com razassalearga 60 podem ser
justificados através de fragmentacao fipc_afferty(Figura 17, pag. 21).

Assim, os dados espectrométricos registrados (@aBel pag. 21) como
também, comparacdo com dados da literd®@JSA, 2005) permitem identificid-
1g e M-1¢ (Figura 18, pag. 9) como constituintes de uma mastios acidos palmitico
(n-hexadecandico) e estearico (n-octadecandicopaido registrados e@aesalpinea
ferrea O acido n-hexadecandico ja foi isolado do cael€desalpinia sappafFU et
al, 2008).

Figura 18: Estruturas dé1-1g (dcido n-hexadecandico)-1¢ (acido n-
octadecanaico).
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Figura 2: Cromatograma dil-1 obtido pela técnica CG-EM.
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TABELA 1. Dados espectrais de RMiN (300 MHz) e'*C (75 MHz) paraM-1, em
CDCl.

M-1% GOMES, 2012 *
HSQC HMBC

'HE)  BcE) Jon Jon 'H (3) B ®)
1 CH, 37,5 51,02; 3H 37,5
2  CH, 29,9 29,9
3 HC-O 353(1Hy, 721 3,53 (1H,m) 72,0

sept, 5,1;

53:99e

11,1 Hz)
4 CH, 42,7 42,6
5 =C - 141,0 51,02: 3H - 141,0
6 =CH 534(1H) 1220 5,36 (1H)  121,9
7 CH, 31,9 31,9
8 CH 32,2 32,2
9 CH 50,4 51,02; 3H 50,4
10 C - 36,7 51,02 3H - 36,7
11 CH, 21,3 21,3
12 CH, 40,0 50,69; 3H 40,0
13 C - 425 50,69 3H - 43,5
14 CH 57,0 50,69; 3H 57,0
15 CH, 24,5 24,5
16 CH, 28,5 28,5
17 CH 56,3 50,69; 3H 56,3
18 CHs 0,69(s) 12,2 0,69 (s) 12,2
19 CHs 1,02(s) 19,6 1,04 (s) 19,6
20 CH 36,4 36,4
21 CHs 19,0 19,0
22 CH, 34,2 34,2
23 CH, 26,4 26,4
24 CH 46,1 46,1
25 CH 29,5 29,4
26 CHs 20,0 20,0
27 CHs 19,3 19,3
28 CH, 23,3 23,3
29 CHs 12,0 12,1

Formula Molecular C2gHscO

(-) ndo existe; Teferéncia da literatura.
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Figura 17: Mecanismo do rearranjo de McLafferty.

TABELA 2: Dados espectrais de RMMN (300 MHz) e'*C (75 MHz) paravl-15 e M-

1c em CDC4.
B C E3
M-1" e M-1 SOUZA, 2005
HSQC HMBC
1 - ) 'H®) “cE
H (3) C (¥ Jo
1.17 C=0 - 17889 62,37 2H - 177.50
2’2" CH, 2,37 () 34,04 223 34,01
3,3" CH, 1,62 (quint) 24,94 1,56 24.80
4, 4"  CH, 29,30 1,29 2901
5-13", CH, 1,26 (s) 29,92 1,29 29.70
5" 15”
14’,16” CH, 1,26 32,15 1,29 31,90
15’, 17" CH, 2291 1,33 22 80
16’, 18" CHs 14,01 0,85 14,01

(C16H3202) € (C1eH3602)

(-) ndo existe* referéncia da literatura
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3.2. Andlise de M-2

O fracionamento cromatografico em coluna de gdililsa do extrato hexanico
bruto das vagens deaesalpinea ferrepossibilitou a obtencdo de um material resinoso
branco (5,30 mg), codificado convb2.

O cromatograma (Figura 19, pag. 28) kle2 obtido através de CG-EM
apresenta, entre outros, cinco picos principais oosn tempos de retencdo e
percentagens de areas relativas em 17,42 min. ¢5)219,40 min. (3,28 %), 21,48
min. (14,79 %), 22,12 min. (54,67 %) e 22,74 mitD,$3 %), sinalizando qué-2
representa uma mistura de pelo menos cinco compngh2,, M-2g, M-2¢, M-2p e
M-2g). Para cada um dos picos relacionados, foi ohtidespectro de massas (Figuras
20, 21, 22, 23 e 24, pags. 28, 29 e 30) onde fazamparados com o perfil de
fragmentacao dos espectros disponibilizados pbleteca do equipamento e dados da
literatura.

Os espectros de RMRKC (Figuras 25 e 26, pags. 31 e 32) e de RMN
(Figuras 27 e 28, pags. 33 e 34) Me2, conforme esperado, exibem sinais que
confirmam a existéncia de uma mistura. O espear®KIN *C apresenta inimeros
sinais na regido de carbonos saturados relativoartzonos metilicos, metilénicos e
metinicos; sinais de carbonos’ sgigenados endc 79,3 edc 63,3; sinal de destacada
intensidade endc 29,9; sinais na regido de carbono$, sproximadamente, endc
151,0 edc 109,5. O espectro de RMM mostrou varios sinais na regido de hidrogénios
metilicos, com destaques para um singleto largodgn,53 e um singleto de alta
intensidade relativa ey 1,26; um tripleto J = 6,6 Hz) emdy 3,65; sinais de baixa
intensidade relativa na regido de hidrogénios mileds emdy 4,57 ady 5,14. Assim,
esses espectros indicam que a mistura represquialie?2 é formada por constituintes

de natureza triterpénica e de cadeias alifaticagale.
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3.2.1. Identificacdo de M-2

Os espectros de RMRC (Figuras 25 e 26, pags. 31 e 32)Mi& exibem varios
sinais emd¢ 16,0 adc 55,5 relativos a carbonos metilicos, metilénicosetinicos, em
acordo com compostos de natureza triterpénica.ir@semdc 151,2 (C) ed¢c 109,5
(CHy) indicam paraM-25 um componente triterpeno contendo uma ligacaoadupl
dissubstituida terminal g& = CH; carbonos C-29 e C-20) tipica de triterpenos da sé
lupano (FERREIRA, 2008), enquanto, o sinal &, 79,3 € atribuido ao carbono
metinico sp oxigenado (C-3), geralmente observado nesses io§0

Os espectros de RMN (Figuras 27 e 28, pags. 33 e 34), além dos Vaiiass
entre oy 0,80 e 2,45, exibem dois singletos largos &m4,69 (1H) edy4,57 (1H)
atribuidos aos hidrogénios olefinicos geminadobgd&gdo dupla terminal; um dubleto
de dubleto {= 10,8 e 5,4 Hz) el 3,22, caracteristico do hidrogénio carbinélico H-3
e um tripleto de dubleto & 10,0 e 5,0 Hz) centrado edn 2,39 correlacionado a um
hidrogénio alilico (H-19). Adicionalmente, o singleemdy 1,69 € interpretado como
sendo devido aos hidrogénios do grupo metila emi(8H-30).

Os espectros de HSQC (Figuras 29 e 30, pags. 3b6) eex3bem varias
correlagbes, com destaque para as do hidrogénig¢dd-3,22) com o carbono C-8(
79,3), dos hidrogénios vinilicos 3H-384(1,69) com o carbono C-3@d 19,5), bem
como, dos demais hidrogénios metilicos com seyectisos carbonos (Tabela 3, pag.
39).

Os espectros de HMBC (Figuras 31, 32 e 33, pag 38) também registram

correlagbes que confirmam as atribuicbes de desleatns quimicos.
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Assim, foram registrados os acoplamentos dos héafiog metilicos 3H-300( 1,69)
com os carbonos C-19d 48,2), C-20 & 151,2) e C-29& 109,5), bem como, dos
hidrogénios metilicos 3H-23( 0,98) e 3H-24&, 0,77) com o carbono C-8479,3),
entre algumas outras.

O espectro de massa (Figura 23, pagreédérente ao pico do cromatograma
com tempo de retencdo em 22,12 minutos, apresepiteocdo ion molecular emn/z
426 (GoHs00) com IDH = 6, justificado pelo esqueleto penttcic(série lupano) e a
ligacdo dupla (& — Go).

Assim, os dados espectrométricos obtidos (Tabelpad, 39) e a comparacdo com
dados da literaturFERREIRA, 2008) permitem identificAl-24 (Figura 34, pag. 24)
como sendo o Lupeol 3 up-20(29)-en-3-ol), ainda ndo registrado na egpéc
Caesalpinia ferregporém ja isolado das folhas Gaesalpinia decapetal@IEM et al,
2005).

Te

(&)
]

Ha
&
23 24

Figura 34: Estrutura quimica dél-2 5. Lupeol ($-Lup-20(29)-en-3-0l).
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3.2.2. ldentificagdo de M-g e M-2¢

Nos espectros de RMfC (Figuras 25 e 26, pags. 31 e 32)Mi€, o sinal em
Oc 29,9 com alta intensidade relativa mostra a presencagmgpos metilénicos
caracteristicos de cadeias carbonicas linearesaorigste sinal, juntamente, com dois
sinais em torno d&y 14,0 correspondentes aos carbonos metilicos teisrassociados
a essas cadeias e, também, o sinal &m63,3, atribuido a carbono metilénico
oxigenado, foram consistentes com a existénciatealcoois graxos na mistura.

Os espectros de RMRH (Figuras 26 e 27, pags. 32 e 33)Me exibem
também, sinais caracteristicos e concordantes cpmeles registrados no espectro de
RMN **C. Assim, é observado um sinal intenso &ml,26, tipico dos hidrogénios
metilénicos alifaticos [(Ch),] em cadeia longa e um sinal tripleto em 3,65 6,6 Hz)
atribuido a hidrogénios metilénicasao grupo hidroxila.

Os espectros de HSQC (Figura 28, pag. 34) e de Higlira 30, pag. 36)
exibem como destaques, as correlagcdes entre o dozalhidrogénios endy 3,65
(hidrogéniosz-OH) e o sinal do carbono oxigenado 8g61,3 {Jcy) e do sinal endy
1,26 com os carbonos metilénicos na vizinhafgs, € 3Jch), respectivamente.

O espectro de massas (Figura 20, pag. 28) refeaenf@co cromatografico
com tempo de retencdo em 19,40 minutos revela wrapale fragmentacao bastante
informativo, interpretado como perda sequencidl4le.m.a. (fragmentas/z139, 125,
111, 97, 83, 71, 57, 43) a partir do ion molecutaerente com uma cadeia carboénica
linear. Em adicdo, um pico correspondente a unmfeagom/z 336 (M-18; Figura 37,
pag. 27) permite propor a formula moleculasHgO paraM-2;g.
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Esses dados espectrométricos (Tabela 4, pag. #O)canjunto com a
comparacao com dados da literat(8®UZA, 2005) identificanM-2g como sendo o
alcool lignocérico (n-tetracosonol; (Figura 34, pa4), inédito na espéciéaesalpinia

ferrea.

4-20
23 22 5 3I~.2.-1

21 17 OH

Figura 35: Estrutura quimica del-2g. Alcool lignocérico (n-Tetracosonol).

O espectro de massas (Figura 19, pag. 28) refeaenfg@co cromatografico
com tempo de retencdo em 17,42 minutos exibe o mgmdrao de fragmentacdo
coerente com uma cadeia carbonica linear (fragmesmtum/z153, 139, 125, 111, 97,
83, 71, 57, 43) semelhante ao espectro de masdd2gdeporem, nao foi possivel uma
identificacdo para o alcod-2¢. Um alcool de mesma natureza, o n-nonacosang), (C
foi isolado das partes aéreasGhesalpinea millettiiCHEN, 2007).

3.2.3. ldentificacdo de M-3

O espectro de massas (Figura 21, pag. 29) refeaenf@co cromatografico
com o tempo de retencdo em 21,48 minutos apreseapitzd do ion molecular em/z
426 (GoHs00), como enM-2,4.
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Considerando o indice de deficiéncia de hidrog@ilibl = 6) e os picos de fragmentos

principais no espectro de massa4218, 203 e 189), sobretudo, 0 pico baséz 18,

resultante de um mecanismetro Diels-Alder), este espectro sugere a presenca do

triterpenop-amirina e/ow-amirina (Figura 35, pag. 25) na mistura. A compaoacom

a base de dados de referéncia padrdo do NIST, écemdo com a presenca deste

metabdlito, ainda nao registrado €nferrea.
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Figura 36: Estrutura quimica d®l-2p. (a) a-amirina e(b) p-amirina.

Identificacdo de M-2

O espectro de massas (Figura 23, pag. 30) refeaenf@co cromatografico

com o tempo de retencdo em 22,74 minutos apreseapitzd do ion molecular em/z
440 (G1Hs520) e picos principais de fragmentacao etz 425 (M-15), 422, 407, 353,
300, 297, 175, 107, 95, 83, 81 e 69.
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A comparacdo com a base de dados de referénciagoddr NISTpermite propor a
presenca do esterdide 24- metilenocicloartanoB-939-Ciclolanostan-3-ol-24-
metileno) (Figura 36, pag. 26), com um indice diceacia de hidrogénio (IDH) igual
a 6, justificado pela presenca do esqueleto 9anitdool e de uma insaturacdo no

carbono C-24. Esse composto é relatado pela panaeir entC. ferrea.

3l

F-A LT

HO

Figura 37: Estrutura quimica d&l-2¢. 24-metilenocicloartanol (89,19 ciclolanostan-
3-0l-24-metileno).
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Figura 23: Espectro de massa referente ao pico em 22,12dmicromatograma dd-2.

L]

il

13

4
13 3

300 4%

Mg B g g3 “
I 51 43 48

0 20 40 60 § 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura 24: Espectro de massas referente ao pico em 22,74dmgromatograma dd-2.




Contribuicao ao conhecimento Quimico de plantas ddordeste Caesalpinia ferredLeguminosae);

Magalhées, I. L.

CW=rEeme s Nr- Y ¥ 4 LR T T WP W T

; r\:f_--.:'-r—:r-:_--r Fg-lh-:——.n::?-'.'l'\d'r':-"!rl'\:—rl:'
= FrhrndernrigErnenaed G ERERASFAN—-=CD EDEM- O
= = L Ll e T e e L L L
! - - i § oA =

PSS B (VE D 1XS NN DSl s v W ow B o8 MW o M ¥R BN 0NN FIN o

Figura 25: Espectro de RMNC (75 MHz, CDC}) de M-2.
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Figura 26: Expanséo do espectro de RMIC deM-2.
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Figura 27: Expanséo do espectro de RMN (300 MHz, CDCY) deM-2.
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Figura 28: Expans&o do espectro de RN (300 MHz, CDCY) deM-2.
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TABELA 3: Dados de RMNH (300 MHz, CDC}J), * C (75 MHz, CDC}) paraM-2,.

M-24 FERREIRA, 2008 *
HSQC HMBC

'H () aEel() ek ek H (&) B¢ @)
1 CH, 39,02 50,84 (3H) 38,96
2 CH, 28,35 27,70
3 CH 3,22 (dd; 79,26 50,98 (3H) 3,20 79,25

54e10,8 50,77 (3H)
Hz)
4 C - 39,10 30,98 (3H) - 39,09
50,77 (3H)
5 CH 55,55 50,98 (3H) 55,56
50,77 (3H)

6 CH, 18,24 18,56
7 CH, 34,53 34,54
8 C - 41,08 50,95 (3H) - 41,09
9 CH 50,69 50,84 (3H) 50,70
10 C - 37,41 50,84 (3H) - 37,42
11 CH, 21,18 21,18
12 CH, 25,40 25,41
13 CH 38,31 38,32
14 C - 43,08 30,95 (3H) - 43,08
15 CH, 27,19 50,95 (3H) 27,66
16 CH, 35,81 50,80 (3H) 35,83
17 C - 43,24 30,80 (3H) - 43,23
18 CH 48,56 48,57
19 CH 2,38 (td, 48,22 51,69 (3H) 2,38 48,22

50e10

Hz)
20 C - 151,20 51,69 (3H) - 151,18
21 CH, 29, 93 30,10
22 CH, 39,86 50,80 (3H) 40,24
23 CHs 0,98 (s) 28,35 0,97 (s) 28,22
24 CH, 0,77 (s) 15,59 0,76 (s) 15,59
25 CHs 0,84 (s) 16,35 0,83 (s) 16,34
26 CHs 1,04 (s) 16,22 1,03 (s) 16,22
27 CHs 0,95 (s) 14,80 0,95 (s) 14,79
28 CH, 0,80 (s) 18,24 0,79 (s) 18,23
29 =CH, 4,69;457 109,55 51,69 (3H) 4,69;4,57 109,54
(sl)

30 CHs; 1,69 (s) 19,54 1,68 (s) 19,54

Férmula molecular CycHs,0

(-) ndo existe* referéncia da literatura.
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Tabela 4: Dados de RMNH (300 MHz — CDGJ) e** C (75 MHz - CDCJ) paraM-2g

M-2g SOUZA, 2005
'H (8) “c© 'H (8) “c©
1 CH,-O 3,65 (1) 63,35 3,53 62,9
2 CH, 33,05 1,48 32,3
3 CH, 25,40 1,29 25,7
4-20  CH, 1,26 (s) 29,93 1,29 29,7
21 CH, 29,59 1,29 20,4
22 CH, 31,50 1,29 31,9
23 CH, 22,92 1,33 22,8
24 CH; 14,10 0,96 14,1

Formula molecular Co4H5,0

* referéncia da literatura

; .
‘/‘_‘\’Uﬁ )
H-C {cH CH, — H€ CH CHz  + H:0
T ™en i~ B \(CHzﬂ; s
20

cHy @

Mi(m/z 354) _ M-18 (m/z 336)

Figura 38: Proposta mecanistica de obtencdo do fragmento hi8336).

3.3. ldentificagao de S-8

A substanciaS-8 foi isolada a partir do extrato etandlico das vagdeC.
ferreacomo um sdélido alaranjado em forma de agulhasatitio coluna de Sephadex
LH-20 eluida com MeOH.
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O espectro de absorcéo na regido do IV (Figurp@@, 40) des-8exibe como
destaques, bandas em 3600 - 2500 fimensa e larga tipica de deformacdo axial de
grupo O-H (alcoois / fendis / acidos carboxilicps)p88 cnitt (compativel com
deformacéo axial de ligacdo C = O de acido carlmaxdonjugado), 1609, 1542 e 1448
cm * (indicativas de deformacédo axial de ligacdes C enCanel aromatico) e 1300
1192 e 1023 crit (absorcdes intensas compativeis com deformacabaxiigacées C
-0).

O espectro de RMNC (Figura 39, pag. 43) d&-8 exibe apenas cinco sinais,
todos na regido de carbono<’,spendo um caracteristico de carbono carbonilico. A
analise comparativa com o espectro de RM& DEPT 135 (Figura 40, pag. 44)
possibilita relacionar somente um sinal para cashoonohidrogenado ed: 110,5 e
quatro para carbonos ndo hidrogenadodet70,6, 146,5, 139,7 e 122,2. O sinal em
3¢ 170,6 é atribuido a um carbono carboxilico, tendo enavdsauséncia de carbond sp
oxigenado, excluindo a possibilidade de uma cathate éster e em acordo com a
banda larga emon 2600 a 2500 cihno espectro do IV (tipica de acido carboxilico). O
deslocamento quimico e®: 170,6 é coerente com acido carboxilico conjugado e
assim,S-8 apresenta-se comon derivado do acido benzodico. O sinal 8n146,5 €
atribuido a carbono oxigenado e devido sua alengitlade relativa € associado a dois
atomos de carbono equivalentes. Igualmente, o ema&k 110,5, com alta intensidade
relativa, é associado a dois atomos de carbonasdadados e equivalentes. Estas
observaces indicam a existéncia de sete atomcareno eng-8.

O espectro de RMRH (Figura 41, pag. 45) d&-8mostra somente um singleto
intenso endy 7,06 (s, 2H) na regido de hidrogénios aromatidgsim, tendo em vista
um total de sete atomos de carbono com somente sinais no espectro de RMRC
e somente um singleto no espectro de RMNpara dois hidrogénios equivalentes, é
possivel propor par@-8as alternativas estruturai® b (Figura 42, pag. 46).
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Na estrutureb os carbonos hidrogenados equivalentesosfma dois grupos
hidroxila emetaa carbonila o que ocasionaria um valor de deslootmguimico em
torno dedc 95,0, menor que o valor apresentado no espectMi °C (B¢ 110,5).
Em adig&o, o carbono oxigenado (C-4) estdaa duas hidroxilas gara a carbonila e,
assim, o deslocamento quimico seria edtr#50,0 e 160,0, maior que o valor presente
no referido espectra¢ 139,70), argumentos que permitiram descartar aogtap. Na
estrutura da proposta, o carbono C-4, embora oxigenado,0é0 a dois grupos
hidroxila, o que justifica o valob¢ 139,70) relativamente baixo.

Os dados espectroscopicos obtidos e comparadosdados registrados na
literatura (Tabela 5, pag. 47) permitem identifi§a8 como sendo acido galico (acido-
3,4,5-tri-hidréxi-benzoico; Figura 44, pag. 42) jeegistrado em C. ferrea
(NAKAMURA et al, 2002).

Figura 44: Estrutura quimica do componer8e8.Acido gélico (acido-3,4,5-tri-hidroxi-
benzaoico).
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Figura 43: Propostas estruturais pa@eB; (a)estrutura quimica dacido-3,4,5-tri-

hidréxi-benzoico €b) estrutura quimica dacido-2,4,6-tri-hidréxi-benzaoico.

Tabela 5: Dados de RMN d&H (500 MHz — MeOD)* C (125 MHz — CROD) para
S-8

S-8 SOUZA FILHO et al, 2006 *
1H (d) 13¢C ) 1H (d) 13¢C )

1 C - 122,25 - 121,9

2 CH 7,06 (s) 110,53 7,05 (s) 110,3

3 C - 146,52 - 146,4

4 C - 139,70 - 139,6

5 C - 146,52 - 146,4

6 CH 7,06 (s) 110,53 7,05 (s) 110,3

1’ C=0 - 170,59 - 170,4

(-) ndo existe* referéncia da literatura.
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3.4. ldentificacdo de S-9

A substanci&-9 foi isolada a partir do extrato etandlico das vagdeC.
ferreacomo um solido amorfo amarelo através de cromafiagean coluna de gel de
silica.

Os espectros de RMNC (Figura 45, pag. 49) e de RMMN (Figura 46, pag.
50) deS-9 exibem perfis semelhantes aos3#& O espectro de RMRH registrou um
anico sinal simples e intenso en 7,46, o que indicou um anel aromatico benzénico
contendo dois hidrogénios equivalentes comdSe@Por sua vez, o espectro de RMN
13C exibe um total de sete sinais, sendo, umdni10,25 para carbono metinico,
confirmado através do experimento DEPT 135° (Figlira pag. 51),e seis para
carbonos spndo hidrogenados.

No espectro de HSQC (Figura 48, pag. 52) o uniamalsregistrado
correlaciona o sinal do atomo de carbonodil10,25 com o sinal singleto dos dois
hidrogénios arométicos ey 7,46 e no espectro de HMBC (Figura 49, pag. 53)
observa-se a correlagdo destes dois hidrogénios aomisinais dos carbonos ebg
107,61, 112,37, 139,71, 148,17 e 159,20 (Figurg&ag, 53).

Assim, com base nesses dados espectrais (Talpdg.664) e na interpretacéo
dos espectros de RMN bidimensional e, ainda, papenacdo com dados espectrais da
literatura (SOLON, 2009)S-9 é identificado como sendo um éster dimérico ddova
do &cido gélico, conhecido como &cido elégico (8,&'tetrahidroxidifénico-2,6, 2’,6'-
dilactona; Figura 51, pag. 48), j& anteriormendéaido deC. ferrea(UEDA et al, 2001).
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Figura 51: Estrutura quimica par®-9.Acido elagico (4,4', 5,5, 6,6'-
hexahidroxidifénico -2, 6, 2’, 6’-dilactona).
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Figura 50: Correlagbes (HMBC) d8-9
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Tabela 6 : Dados de RMN H (500 MHz — DMSOd®), '3 C (125 MHz - DMSCOd®) e
RMN HMBC paraS-9

S2 SOLON, 2009 *
HSQC HMBC

'HE) “c® o o 'H () 2 C (3)
1,1 C - 107,61 - 57,46 (s) - 106,87
2,2 C-0 - 136,41 - - - 136,33
3,3 C-O - 139,71 - 57,46 (s) - 140,49
4,4 C-O - 148,17 57,46 (s) - - 148,27
5,5 C-H 7,46 (s, 2H) 110,25 - - 7,57 (s, 2H) 109,85
6,6 C - 112,37 57,46 (s) - - 112,51
7,7

' C=0 - 159,20 - 57,46 (s) . 159,20

o existe* referéncia da literatura.

D

()n

3.5. Identificacéo de S-10

A substancig-10foi isolada a partir do extrato etandlico do calgeC. ferrea
como um solido amorfo amarelo utilizando colunaS#phadex LH-20 eluida com
MeOH.

O espectro na regiéo do IV (Figura 52, pag. 563smrta bandas em 3083tm
(banda intensa e larga tipica de deformacdo axalm ou mais grupos OH em
compostos fenolicos), 1618 ertdeformacéo axial de grupo C = O quelado ou C = O/
C = C conjugadas), 1571, 1498 e 1420'¢deformacao axila de anel aromatico), 1233,
1141 cm' (deformacéo axial de ligacées C — O / C — C) e@8b(deformacado angular
de ligacdo Csp-H).

Os espectros de RMNC (Figuras 53, 54 e 56, pags. 57, 58 e 60) aprasent
um total de 28 sinais, todos na regido de carbspiosendo dois devidos a &tomos de
carbono carbonilicad¢ 183,96 e5¢ 184,24).
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A comparacdo com o espectro de RMI8 DEPT 135° (Figura 55 pag 59) revela 18
carbonos quaternarios e 10 carbonos metinicosimas para carbonos metinicos em
dc 129,46 &¢ 116,94 apresentam intensidades relativamente atado cada um deles
correlacionado com dois atomos de carbono. Assiespectro indicou a presenca de 30
atomos de carbonos, consistente com um compostipaldi-flavonéide com férmula
molecular GoH18010 €m concordancia com os picos em m/z 539 [M *eH]537 [M —
H] (Figuras 57, 58, pag. 61) obtidos nos espectranatsas em alta resolucado usando
ionizacao poeletrospray(IES).

Nos espectros de RMM (Figuras 59 e 60, pags. 62 e 63) um sistema de
acoplamento de spins AA'BB' em anel benzpam substituido € inferido pelos sinais
emody 7,58 (d, 2H,J = 8,7 Hz) e 6,67 (d, 2H,= 8,7 Hz) em concordancia com os sinais
de carbonos metinicos eip 129,46 (2 CH) e 116,94 (2 CH). O espectro de kjiéinm
exibe também dois singletos &m 6,61 edy 6,59, cada sinal com integracdo para um
atomo de hidrogénio, atribuidos
no presente caso, a cada uma das duas unidadesaleat do dimero [sinal singleto
com este deslocamento quimico (aprox. em 6,60 gpegracteristico do hidrogénio
ligado ao carbono 3 no esqueleto de flavonas)gisieméy 8,07 (1H, dJ = 2.1 Hz),
7,89 (1H, ddJ = 8,6, 2.1 Hz) e 7,10 (1H, d,= 8,6 Hz) que revelam um sistema de
acoplamento AMX em 3"- 4" no arigl dissubstituido da unidadede S-10indicando
que C-3" dd é a posicao de ligacdo entre as duas unidaddavimdides (HEet al,
1996); dois sinais de hidrogéniogetaacoplados no anél; ocorreram endy 6,17 (1H,
d,J=1,8 Hz) e 6,29 (1H, dl = 1,8 Hz). Assim, o0s sinais dos atomos de hidrargeda
unidadel do bi-flavonéide foraméy 6.61 (s, H-3"), 6.17 (d, H-6"), 6.29 (d, H-88)07
(d, H-2"™), 7.89 (dd, H-6") e 7.10 (d, H-5™).
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Por outro lado, um sinal singleto para um hidrog&msdy 6.32 (1H, s) foi atribuido ao
hidrogénio H-6 (anef\;) assumindo que o carbono C-8 na unidhdé na posicdo de
ligacdo entre as duas unidades de flavondides.mAses sinais dos atomos de
hidrogénios da unidadé do bi-flavonoide foramdy 6.59 (s, H-3), 6.32 (s, H-6), 7.58
(d, H-2'/H-6") e 6.67 (d, H-3'/H-5"). Todos os @esimentos quimicos dos atomos de
carbono hidrogenados foram assinalados usandoasimgnto HSQC (Figura 61, pag.
64).

Os espectros de HMBC (Figuras 62, 64, 65, 66, 87 69 pags. 65, 66, 67 e
68) mostram que os hidrogénios H-&® 6,32, eml) e H-2" 64 8,07, emll) séo
acoplados ao atomo de carbono G38 108,91) e que o hidrogénio H-58(7,10)
acopla com o carbono C-3'6¢(122,59). Estas correlagbes sao importantes para
confirmar que a unido entre as duas unidades ftages ocorre através dos anBis
(carbono C-3"g A, (carbono C-8).
A andlise dos dados dos espectros (Tabela 7, Pdgle’RMN'H e de'*C 1D em
combinag&o com dados dos espectros de RMN 2D (HNHBQC e COSY; Figuras 70
e 71, pag. 69) e, ainda, comparacdo com dadostafatlira (BAHIA et al, 2010)
permite identificarS-10 (Figura 72, pag. 71) como um bi-flavondide com assd
unidades interligadas em C-8 — C-3" e pertencemtesérie conhecida como
“amentoflavonas” (HEet al, 1996). Este é o primeiro relato de isolamentdek) a

partir deC. ferrea.
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Tabela 7 :Dados de RMNH (500 MHz — CROD), ** C (125 MHz - CROD), HMBC
E COSY par&-10

S-10 BAHIA et al,
HSQC HMBC 2010
1 H (6) 13 C (6) 2‘]C-H 3‘JC-H 1H _ 1H 1 H (6) 13 C
Cosy (%)
2 C - 166,56 6,59 (H-3) 07,58 (H-27); - 165.5
07,58 (H-6")
3 CH 6,59 (s) 103,41 6,56 (s) 102.7
4 C - 183,96 6,59 (H-3) - 182.8
5 C-0 - 162,38 6,32 (H-6) - 162.4
6 CH 6,32 (s) 101,64 6,22 (s) 100.1
7 C-0 - 162, 55 6,32 (H-6) - 164.2
8 C - 106,91 08,07 (H-2™); - 108.5
56,32 (H-6)
9 Cc-0 - 156,70 - 156.6
10 C - 104,93 06,59 (H-3); - 103.8
56,32 (H-6)
1 C - 123, 09 56,67 (H-3); - 121.9
56,67 (H-5)
2'l6" CH 7,58 (d, 129,46 07,58 (H-6") H-3/H-5" 7,66 (d, 129.3
8,7 Hz) 8,7 Hz)
3/5 CH 6,67 (d, 116,95 06,67 (H-5) H-2'/ H-6’ 6,58 (d, 115.1
8,7 Hz) 8,7 Hz)
4 C-0 - 163,28 06,67 (H- 07,58 (H-27); - 162.0
3’); 66,67 07,58 (H-6")
(H-5)
2" C - 167,25 6,61 (H-3") 08,07 (H-2") - 165.6
3” CH 6,61 (s) 103,93 6,49 (s) 102.9
4" C - 184,24 6,61 (H-3") - 183.8
5” C-0 - 165, 92 6,17 (H-6") - 163.5
6” CH 6,17 (d, 100,36 06,29 (H-8") H-8” 599 (d, 99.9
1,8 Hz) 2,0 H2)
7 Cc-0 - 166,30 - 163.5
8 CH 6,29 (d, 95, 29 06,17 (H-6") H-6" 6,05 (d, 94.8
1,8 Hz) 2,0 Hz2)
9” C-0 - 159,52 6,29 (H-8") - 156.6
10” C - 105,37 06,61 (H-3"); - 108.5
56,17 (H-6");
06,29 (H-8")
1 C - 123,41 67,10 (H-5) - 122.2
2 CH 8,07 (d, 132,96 57,89 (H-6") H-6™ 8,26 (d, 132.3
2,1 Hz) 2,3 Hz)
37 C - 122,59 07,10 (H-5™) - 123.1
4" C-0 - 162,67 48,07 (H-2") - 161.9
57,89 (H-6")
5 CH 7,10 (d, 118,97 H-6" 7,09 (d, 117.4
8,6 Hz) 8,7 Hz)
6" CH 7,89 (dd, 128,56 68,07 (H-2) H-2""; H-5" 7,88 128.7
8,6; 2,1 (dd, 8,7
Hz) e23
Hz)

Férmula Molecular C3H1¢01¢
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Figura 72: Estrutura dé&-10.Amentoflavona 8-[5-(5,7-dihidroxi-4-oxo-cromeno{2-i
2-hidroxi-fenil]-5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil) omeno-4-one.
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3.6. Identificacéo de S-11

A substénciaS-11 foi isolada a partir do extrato etandlico do cad&C.
ferrea,como um solido cinza, utilizando colunas de Sepkate20 e gel de silica.

O espectro de IV (Figura 73, pag. 73) Sld1 apresenta absorcbes em: 3204
cm’ (banda larga e intensa de deformacéo axial deogBupl); 1584 crit, 1509 crit e
1460 cni (deformacdo axial de C = C de anel aromatico)s1d@*, 986 cni e 963
cm’ (deformac&o axial de C — O / C — C) e 827 deformacéo angular de GspH).

A anélise geral dos dados dos espectros de RMFiduras 74 e 75, pags. 74
e 75) mostra qu&-11 € constituido de dois anéis fenila conectados @drale uma
ligacdo dupla (C = C) dissubstituida. A constamedoplamental(= 16,0 Hz) para os
hidrogénios olefinicosd; 6,79 (1H, dJ = 16,0 Hz) e 6.95 [1H, d, = 16,0 Hz)] indica
uma configuracatrans para a ligacadupla. Em adicéo, os sinais ebp 6,15 (1H, t,J
= 2.1 Hz) edy 6,44 (2H, d,J = 2.1 Hz) indicam que um dos anéis aromaticos €
trissubstituido de maneira simétrica, enquantoagusinais enoy 6,76 (2H, dJ = 8.6
Hz) edy 7,34 (2H, d,J = 8.6 Hz) indicam que o segundo anel é dissulidtitmas
posicdes 1 e 4.

O espectro de RMNC (Figura 76, pag. 76) registra dez sinais, todnsdbs
a 4tomos de carbono®speis sinais de carbonos metinicos e quatro demaios; os
carbonos quaternarios com deslocamentos quimico$ceb®9,80 edc 158,51 séo
oxigenados, sendo que, o sinal 8§1159,80, devido sua alta intensidade relativa, é
atribuido a dois atomos de carbonos equivalentes.

O espectro de HMBC (Figura 77, pag. 77) estd emndacoom o padréo de
substituicdo para os anéis aromaticos atravésateslagdes dos hidrogénios H-2/H-6
(64 6,44) com os carbonos C-3/C-&:(159,80) e H-2'/H-6'dy 7,34) e H-3'/H-5"d4
6,76) com o carbono C-84158,51), (Figura 78, pag. 77).
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A Tabela 8 (pag. 78), mostra os deslocamentos qaérde RMN'H e *C que foram
confirmados através dos experimentos de DEPT 1Bfura 79, pag. 79), HSQC
(Figura 80, pag. 80), HMBC (Figura 77, pag. 77)c pomparacdo com dados da
literatura (Park e Boo, 2013).

Esses dados séo consistentes com a estrutdrands,5,4'-trihidroxiestilbeno

(Figura 81, pag. 72) conhecido como resveratrdke E primeiro relato do isolamento
deS-11a partir deC. ferrea.

Figura 81: Estrutura dé&s-11.ResveratrolTrans 3,5,4'-trihidroxiestilbeno
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Figura 73: Espectro de absorcao na regido do infravermelt®-te.
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Tabela 8: Dados de RMN déH (500 MHz — CROD), ** C (125 MHz - CROD) e
HMBC paraS-11

S-11 Park e Boo, 2013*
HSQC HMBC

'H () 3C (3) e Jen 'HE)  “BcE)

1 C - 141,47 5 6,96(H-8) - 140,91

2/6 CH 6,45 (d, 105,96 56,45 (H-6) 6,56 (d, 105,70
2,2 Hz) 56,79 (H-7)  2,0Hz)

35 C-0 - 159,80 56,45 (H-2) - 159,59

4 CH 6,16 (1, 2,0 102,84 56,45 (H-2) 6,29 (t, 102,69
Hz) 6,45 (H-6) 2,3 Hz)

7 CH 6,79 (d, 127,20 56,45 (H-2) 6,90(d, 126,86
16,2 Hz) 56,45 (H-6) 16,5 Hz)

8 CH 6,96 (d, 129,56 56,79 (H-7) 7,03(d, 129,99
16,0 Hz) 16,0 Hz)

1 C - 130,61 56,76 (H-3) - 129,13

56,76 (H-5")

2'/6' CH 7,35 (d, 128,93 36,96 (H-8) 743 (d, 128,74
8,6 Hz) 57,35(H-6") 85H2)

3/5 CH 6,76 (d, 116,65 6,85(d, 116,43
8,6 Hz) 9,0 Hz)

4 C-0 - 158,51 56,76 (H-3") - 158,16

56,76 (H-5)

Formula Molecular C14H 1,03

* Referéncia bibliografica



Contribuicdo ao conhecimento Quimico de plantas ddordeste Caesalpinia ferregLeguminosae);

Magalhées, I. L.
105

gmo ) Vi
" Q) 9 o
o o8I % vl
(ke Nel = < <
28 = = =
lx

Mo

REERR! | T T Bt L e | EEEES EEERT REERT T | T T ]
66 155 150 15 M0 13 e 1y e ns o 10w 9% % 8§ % 7 T ppm

Figura 79: Espectro de RMN°C DEPT (75 MHz — CBOD) deS-11.
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4.PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta do material

O caule e as vagens @maesalpinia ferrea Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) -
foram coletados no municipio de Acarape - CE, malidade de Garapa durante a
florada entre os meses de maio e junho de 2014, pef. Francisco José Queiroz
Monte da Universidade Federal do Ceara. A exsioalixente a coleta encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra, no Departde Biologia da Universidade
Federal do Ceara, sob o registro de numero 55116.

4.2 Métodos cromatograficos
4.2.1 Cromatografia em coluna aberta Liquido-Solid¢CLS)

A cromatografia em coluna aberta liquido-solidioutilizada no fracionamento
dos extratos brutos e fracdes, bem como na sepanagéficacdo e no isolamento de
substancias.

Na cromatografia por adsorcao (CLS-A) utilizou-s¢ de silica 60 como fase
estacionaria e n-hexano, diclorometano, acetatetitde n-butanol, metanol como fase
movel.

Na cromatografia por exclusdo molecular (CLS-EM)liastu-se gel de
Sephadex LH-20 (dextrana modificada) como faseciestaria e metanol como fase
movel.

O didametro da coluna e a quantidade de fase es@a@oe modvel variaram
conforme a quantidade de fracdo. Os solventes imagforam todos da marca SYNTH
e VETEC.
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4.2.2 Cromatografia planar liquido-solido

A cromatografia planar liquido-sélidgCCD- cromatografia em camada
delgada; gel de silica 6QG47= 0,2 mm, folhas de aluminio da marca MERCK) foram
utiizadas no monitoramento das fracbes obtidas saps fracionamentos
cromatograficos. Como reveladores a radiacao udtiete no comprimento de onda em
365 nm, solucéo etandlica de vanilina e vaporasdte As fracdes foram aplicadas nas
placas de CCD por meio de tubo capilar a uma attard,0 cm do inferior da placa e

em média a uma distancia de 0,2 cm uma das ouglagdas em uma cubeta.

4.2.3 Cromatografia em coluna de média presséao Liglo-Sdlido (CLSHlash)

Na cromatografia em coluna de média pressao ligaidtido foi utilizada silica
gel 60 (0,040-0,0063 mm; 230-400 mesh) da marca R bomba compressora do
fabricante NS Industria de Aparelhos Médicos Ltdderéncia R-60. O didmetro e o
comprimento das colunas variaram conforme as qledds de fracOes e valores do
Fator de Retencéo (FR) em CCD.

4.2.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectromedrde Massas (CG-EM)

A separacéao e identificacdo dos componentes ddsragdl-1 e M-2 foram
realizada em cromatografo de fase gasosa da meiéaA®ZU equipado com injetor
split/splitlesse detector de massas com analisador de massasugpiad O injetor
operou no mod&plita temperatura de 250 °C. Como gas de arrasteoutifie hélio no
fluxo de 0,79 mL/min e como fase estacionaria aiwlcapilar Rtx — 5MS com

dimensdes de 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 pum.
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A temperatura da fonte de ions e da interfaceréspectivamente, de 260 °C e 320 °C.
O intervalo da varredura de fragmentos foi de m@® & 500,00, operando no modo
Scan O programa de temperatura do forno iniciou-sede®0 °C em 3 minutos, onde

a taxa foi de 15,5 °C por minuto até atingir 310e@ermaneceu por 10 minutos,

totalizando 23,45 minutos de corrida.
4.2.5 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometa de Massas (HPLC-EM)

Os espectros de massas de alta resolucdo da sud&ar0foram obtidos no
modo positivo e negativo usando um espectrometrmagsa model@CMS-IT-TOF
(225-07100-34) da SHIMADZU equipado com fonte deizacédo por electrospray. O
cromatédgrafo operou no modo isocratico: MeOsH 0% (0,1% AC. FORMICO) e o
intervalo da varredura de fragmentos foi de m/z600. O equipamento encontra-se no
Laboratério de Espectrometria de Massas do Nordesteencente a Universidade
Federal do Cearad (LEMANOR-UFC).

4.3 Métodos fisicos de analise organica
4.3.1 Espectroscopia de absor¢ao na regiao do Infrermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelitmlos numa faixa de
4000 a 400 cr, foram registrados em espectrdometro PERKIN-ELMERydelo
SPECTRUM 100 FT-IR usando o aparelho UATR ambogepeentes a central
analitica do Departamento de Quimica Organica myémoca da Universidade Federal
do Ceara (DQOI/UFC).
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4.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nwul¢RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear dteddnio (RMN'H) e
Carbono 13 (RMN™C), unidimensionais e bidimensionais, foram obtides
espectrometros BRUKERnodelo ADVANCE DRX-500, operando nas frequéncias d
300 e 500 MHz para o hidrogénio e de 75 e 125 M&ta p carbono 13, pertencentes
ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso de Resstmaklagnética Nuclear
(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara.

Os solventes, deuterados, utilizados para obterd@® espectros foram
cloroférmio (CDC}), metanol (CROD) e dimetilsulfoxido ((CR).SO) comercializados
pela empresa ACROS, CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIB8ERCK E
ALDRICH.

Os deslocamentos quimicay foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados pelos picos dos hidrogénios das mlaelecesiduais ndo deuteradas nos
solventes CDGI(dy 7,25), CRBOD (b4 4,84 e 3,30), (CB)2SO ©n 2,49) nos espectros
de RMN *H e pelos picos centrais dos carbonos 13 nos selweBDC} (3¢ 77,0),
CDs0D (3¢ 49,0), (CD5).SO @y 39,5) nos espectros de RMAC (PAVIA et al, 2001).

A multiplicidade dos sinais, nos espectros de RMiNfoi indicada segundo a
convencao: s (singleto), d (dubleto), dd (duploddeleto), t (tripleto), td (tripleto de
dubleto), gq(quarteto), m (multipleto).

O padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em RFMN foi determinado
utilizando-se a técnica DEPT 135° (CH e Gidm amplitudes em oposicéo do £id
foi descrito segundo convencgéo: C (carbono nambairado), CH (carbono metinico),
CH, (carbono metilénico), CH(carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados
foram caracterizados através da subtracdo doss siwai espectros RMNC - DEPT
135° e RMN"C.
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Os experimentos bidimensionais de correlacao haietear (HSQC e HMBC)
foram realizados em aparelho BRUCKER AVANCE DRX-®0DRX-300.

4.3.3 Espectrofotometria de Ultravioleta (UV)

As medidas de absorbancia, em triplicata, foranizestas na faixa de 520 nm em
espectrofotometro de UV-VIS VARIAN Cary calibradonec metanol.

4.4. Estudo fitoquimico deCaesalpinia ferrea

4.4.1 Obtencdo do extrato hexanico e etandlico daagens (EHV-CF/ EEV-CF) e
caule (EHC-CF/ EEC-CF) deCaesalpinia ferrea.

As vagens, com sementes, secas e trituradas (530ragh extraidas com
hexano (2 L) por trés dias em mariote com agitayg@sional. O extrativo obtido foi
filtrado utilizando-se algoddo e as menores pddscdioram retidas em filtracdo a
vacuo. O solvente foi rotaevaporado em pressaozidae reutilizado no mesmo
material inicial por mais duas vezes obtendo-seextrato com 1,481 g, identificado
por EHV-CF. A torta resultante foi extraida comneta(2 L) utilizando-se do mesmo
procedimento anteriormente descrito e obteve-seexirato com 121,15 g, identificado
por EEV-CF (Figura 82, pag. 89).

4,410 kg do caule, triturados, foram extraidos ecehexano (18 L) por trés
dias em mariote com agitacdo ocasional. O extrasivtido foi filtrado utilizando-se

papel de filtro.
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O solvente foi rotaevaporado em pressao reduzideu#lizado no mesmo material

inicial por mais uma vez obtendo-se um extrato 2434 g, identificado por EHC-CF.

A torta resultante foi extraida com etanol (18 tijzando-se do mesmo procedimento
anteriormente descrito e obteve-se um extrato c6/816g, identificado por EEC-CF

(Figura 83, pag. 90).

4.4.2 Fracionamento cromatografico do EHV-CF e obtegdo das misturas M-1 e
M-2

M-1

1,481g do EHV-CF foram submetidos a cromatografiagaisorcdo, chamada
de CLS-A 1, utilizando-se os eluentes hexano 100%, dicloran®etl00%, acetato de
etila 100% e metanol 100% obtendo-se 4 fracdes.

A fracdo diclorometano 100% (875,8 mg), proveniedte CLS-A 1, foi
submetida a cromatografia por adsor¢do, chan@d&A 2, utilizando-se os eluentes
hexano 100%, hexano:diclorometano 50%, diclorontei®l0%, acetato de etila 100%
e metanol 100% obtendo-se 97 fragcbes que foramideasirconforme o Fator de
Retencao (FR) obtido na cromatografia liquida emaza delgada (CCD).

As fragBes 40-51 (192,6 mg), proveniente da CLS;Aofam submetidas a
cromatografia por adsorgéo, cham&lss-A 4, utilizando-se os eluentes hexano 100%,
hexano:diclorometano  10%, 30%, 50%, 70%, dicloramet 100%,
diclorometano:acetato de etila 30%, 60%, acetatoetiia 100% e metanol 100%
obtendo-se 120 fragcdes que foram reunidas confBRRnebtidos na CCD.

As fragOes 54-59 (14,5 mg), proveniente da CLS;Aptesentaram-se como

uma resina branca que foi denominadddé (Figura 82, pag. 89)
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M-2

As fracdes 34-39 (28,5 mg), proveniente @aS-A 2, foram submetidas a
cromatografia por adsorgéo, cham&les-A 3, utilizando-se os eluentes hexano 100%,
hexano:diclorometano 30%, 60%, 90%, diclorometed@d, diclorometano:acetato de
etila 50%, acetato de etila 100% e metanol 100%mlat-se 54 fracdes que foram
reunidas conforme FR obtido em CCD.

As fracdes 9-13 (17,50 mg), proveniente da CLS;Aoram submetidas a
cromatografia por adsorgéo, cham&les-A 5, utilizando-se os eluentes hexano 100%,
hexano:diclorometano 20%, 40%, 60%, 80%, dicloramet100% e acetato de etila
100% obtendo-se 80 fragbes que foram reunidas oafeR obtido em CCD .

As fragbes 50-53 (5,30 mg), proveniente da CLS;A@esentaram-se como
uma resina branca que foi denominad&id2 (Figura 82, pag. 89).

4.4.3 Fracionamento cromatografico das fracdes do BY-CF e obtencdo das

substancias S-8 e S-9

O EEV-CF foi submetido a uma extracdo liquido-liguionde foram
dissolvidos 70,51g do extrato bruto em uma soluggoa:metanol 70% e entéo
extraidos com hexano (n-Hex; 3x50 ml), dicloromet@DCM; 4x50 ml), acetato de
etila (AcOEt; 4x50 ml) e n-butanol (n-BuOH; 3x50)nTodas as fracdes obtidas foram
tratadas com sulfato de sédio anidro, filtradas solwente rotaevaporado em pressao

reduzida (Figura 82, pag. 89).



Contribuicdo ao conhecimento Quimico de plantas ddordeste Caesalpinia ferregLeguminosae);
Magalhées, I. L.
114

4.4.3.1 Obtencao da substancia S-8

500,06 mg da fracdo AcOEt foram submetidos a crognafia por excluséao
molecular, chamad&LS-EM 1, utilizando-se o eluente metanol obtendo-se 127
fracbes que foram reunidas conforme FR obtido €D CAs sub-fragdes 23-25 (24,5
mg), apresentaram-se como um sélido em forma déhagyua cor laranja que foi
denominada d8-8 (Figura 82, pag. 89).

4.4.3.20btencéo da substancia S-9

200,06 mg da fracdo n-Hex foram submetidas a crgnafia por adsorcéo,
chamadaCLS-flash 1, utilizando-se os eluentes hexano : acetato the%aP6, acetato
de etila 100%, acetona 100% obtendo-se 3 fracodsmcAo acetona 100% (12,05 mg)
apresentou-se como um sélido amorfo na cor amayed foi denominada d8-9
(Figura 82, pag. 89).

4.4.4 Fracionamento cromatogréfico das fracdes do EEC-CFe obtencdo das
substancias S-10 e S-11.

O EEC-CF foi submetido a uma extracdo liquido-liquionde foram
dissolvidos 32,57 g do extrato bruto em uma solug§oa:metanol 70% e entédo
extraidos com n-hexano (n-Hex; 5x50 ml) e diclortame (DCM; 5x50 ml). As fracdes
obtidas foram tratadas com sulfato de sodio anfdt@das e o solvente rotaevaporado

em pressao reduzida (Figura 83, pag. 90).
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4.4.4.10btenc¢é&o da substancia S-10

2,00 g da fracao diclorometano foram submetida®@atografia por excluséo
molecular (sephadex LH-20), chamadhS-EM 2, utilizando-se o eluente metanol e
obtendo-se 5 fracoes.

A fracdo 4 (64,4 mg), proveniente da CLS-EM 2, fibmetida a
cromatografia por exclusdo molecular (sephadex 0H-ZhamadaCLS-EM 3,
obtendo-se 21 fracdes que foram reunidas confoRnelfido em CCD. As sub-fracfes
18-21 (25,0 mg) foram submetidas a cromatografragoisorcéo (silica gglchamada
CLS-grav.1, utilizando-se os eluentelexano:diclorometano 80%; diclorometano
100%; diclorometano: acetato de etila 10%, 20%, ,38080, 50%, 60% e acetato de
etila 100% obtendo-se 17 frac6es que foram resrddaforme FR obtido em CCD. As
sub-fracbes 14-17 (20 mg), apresentou-se como lidodaranco que foi denominado
de S-10(Figura 83, pag. 90)

4.4.4.20btencéo da substancia S-11

A fracdo 2 (144,0 mg), proveniente da CLS-EM 2, fibmetida a
cromatografia por exclusdo molecular (sephadex 0OH-2hamadaCLS-EM 4,
obtendo-se 24 fragbes que foram reunidas conforReolstido em CCD. As sub-
fracdes 22-24 (15,0 mg) apresentaram-se como udosg@inarelo que foi denominado
deS-11Figura 83, pag. 90)
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(873 8mg) Froheano  Frdidorometano  FRAcEt0  Frphutanel P agua-
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L
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(3,0mg)

Figura 82: Fluxograma de obtencéo b1, M-2, S-8e S-9.
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Figura 83: Fluxograma de obtencéo 8e10eS-11
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4.5 ESTUDOSIn vitro

4 5.1 Teste de atividade antioxidante

Definicdo

A atividade antioxidante, por definicdo, é a cagade que um composto tem
de inibir a degradacdo oxidativa (ROGINSKY e LIS3005). Ela pode ser avaliada
através dos métodos ORAC- Oxygen Radical Absorb&agacity (CACet al, 1993);
Autoxidagdo do Sistemg-caroteno/acido linoléico (OLDONI, 2007); FRAP —ri@
Reducing Antioxidant Power (HUKKANEN, 2006); ABTS 2,2’-azinobis-(3-
ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid (REal, 1999) e dentre esses podemos comentar o
meétodo doador de ion hidrogénio ao radical 2,2adie-picrilhidrazil (DPPH; figura
93, pag. 101). Nesse método os radicais de DPPHsokmao metandlica, absorvem a
517 nm na regido do ultravioleta. Na presenca fet8ncias antioxidantes ocorre uma
mudanca progressiva na cor da solucdo, de roxogmasaselo, sendo assim possivel a

quantificacao dos radicais de DPPH remanescentes.

Experimento

A metodologia utilizada na avaliacdo da atividadgioxidante foi a do
sequestro de radicais livres (HEGA&t at,2002) onde o radical utilizado foi o DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazila) na concentracéo d& smol.L*.
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As amostras e os padrbes foram submetidos a dsi¢dm metanol) para
concentracdes de 0,001 mg/mL, 0,005 mg/mL, 0,01mhg0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL e
1,0 mg/mL a partir de uma solugao estoque com cdraggio conhecida. Em 1,0 ml, de
cada diluicdo, foi adicionado 1,0 ml da solucdoamélica de DPPH (60 umol*).
Apo6s 30 minutos foram realizadas medidas de absoida

A porcentagem de inibicdo (%) foi obtida pela razidre a absor¢ao da
solugéo contendo amostra e a absorcéo da solugdmleode DPPH sem amostra,
subtraindo de um. Apds o célculo, foi construidogréfico de porcentagem de inibicéo
versus a concentracao (Figuras 84 a 91, pags.d0xr Para o célculo do 4lfoi
utilizada a equacado da reta, substituindo o valrydpor 50 para obtencdo da
concentracdo da amostra com capacidade de reddird® DPPH.Como padrdes
positivos de referéncia utilizaram-se Trolox (&c&Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico) e Vitamica-C (acido ascérbico), aidigos daSigma Aldrich.

O teste foi realizado pela doutoranda Macia Cle@oares de Almeida no
Laboratorio de Biotransformagfes e Produtos Negutlai Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da UFC

45.2 Teste de atividade antiacetilcolinesterase

Definicdo

A atividade antiacetilcolinesterase € a capacidpgeum composto possui em

inativar reversivel e/ou irreversivelmente a enziacatilcolinesterase. Ela pode ser

avaliada qualitativamente e guantitativamente.
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No método do teste qualitativo da cromatografia eammada delgada da
antiacetilcolinesterase (CCD/AChE) por Rhee (208&p utilizadas solugbes dos
reagentes acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdéico (DTINiBdeto de acetilcolina (ATCI) em

tampéao, enzima AChE e o padréao fisostigmina. Nagmea da enzima AChE, em meio
aquoso, o iodeto de aceticolina é hidrolisado ddaeicético e tiocolina. Esse ultimo,
por sua vez, reage com o DTNB formando o aniono&-nitrobenzoato e o 2-

nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina. O anion 5-tiof2ebenzoato apresenta coloracdo
amarela, sendo assim possivel a comprovacao ddaakes enzimatica, pois uma vez
inibida a acdo dela ndo ocorre a hidrolise do neamemissor, ndo € gerado a tiocolina
e ndo se forma o anion 5-tio-2-nitrobenzoato. Ptotaa inibicdo enzimética €

observada pela presenca de halos brancos (ausi@n&raon 5-tio-2-nitrobenzoato) que

sdo medidos e comparados com o halo branco doméetura 92, pag 101).

Experimento

A metodologia utilizada na avaliacdo da atividadgaaetilcolinesterase foi a
do teste qualitativo da cromatografia em camadgadiel da antiacetilcolinesterase
descrita por (RHEEt al, 2001).

Amostra de 2 mg, de cada extrato e fragcado (promeesedas vagens), foi
diluida em 1 mL de metanol. Uma aliquota de 1,5 deL.¢cada diluicéo, foi aplicada em
placa de cromatografia de camada delgada - CCe(dxC-Alufolien, Silica gel 60
F254, 0.2 mm Merck).
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Uma mistura equimolecular das solu¢des 5,5'-disigbnitrobenzdico - DTNB (1mM)
e iodeto de acetilcolina - ATCI (1mM) foi pulverda na CCD e ap6s 5 minutos a
solucéo enzima acetilcolinesterase AChE (5 Utaathbém foi pulverizada na mesma
placa. Passados 10 minutos uma coloracdo amarela surgide Gouve inibicdo da
enzima, halos brancos apareceram. Fisostigmina,aloaéide, foi usado como
resultado positivo.

O teste foi realizado no Laboratério de QuimicaRtedutos Naturais do
Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidadadtsi do Ceara pela bolsista de
iniciacao cientifica Marina Maciel de Oliveira Silsob orientacdo da Prof2. Dr2. Jane
Eire Silva Alencar de Menezes e Prof2. Dr2. MdaaConceicdo Tavares Cavalcanti
Liberato.

4.5.3. Resultados e discussao

O extrato hexéanico bruto e todas as fracOes testapeesentaram atividade
antioxidante com valores de sglde 2,09.15 & 5,46.10 sendo préximos ao valor
referente ao padréo Trolox 2,63® menores do que o valor para o padrdo vitamina C
4,3.10%, dando-se énfase para as fracbes hexano, acetagtilal e n-butanol que
obtiveram, respecticvamente, 3,19%10,09.10°e 2,37.1C (Tabela 9, p4g95).

O Clso representa a concentracdo necesséaria para neagéaizle 50% dos
radicais de DPPH presentes na aliquota testada,g@gnto menor for esse valor mais
eficaz sera a amostra. Levando em consideracao faseverificamos a seguinte
ordem, decrescente, de eficacia da amostra: FrEAeCFr. n-BuOH > Fr. Hex > Fr.
H,O/MeOH > Fr. DCM > Ex. Hex.
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Os valores de @4 foram obtidos utilizando-se a equacdo da reta sporedente ao
grafico de porcentagem de inibi¢cdo versus a coragi analisada para cada fracdo e
padréo (Figuras 84 a 91, pags 97 a 100).

As fracOes Fr. AcCOEt, Fr. n-BuOH, Fr. Hex e odrpas foram avaliados nas
concentracdes de 0,002 e 0,004 mg/ml porque end On@dm| essas fracOes e padrbes
ja apresentaram uma elevada porcentagem de injldgé&ouicdo essa que deveria ter
sido realizadas também com a fracdo Hex. e o path@ox, em concentracdes entre
0,005 e 0,1 mg/ml, e com o extrato Hex, em conaed#s entre 0,1 e 1,0 mg/ml, visto
serem intervalos grandes de concentracao.

As fracbes AcOEt e n-BuOH foram as que obtiveranompaorcentagem de
inibicdo em menor concentracdo, e também o meror ga Cky, Se compararmos com
os valores para as demais fragdes. Ja a concemtaya cada fracdo, em que melhor
apresentou atividade, em meio a todas as concéagaégstadas.

Estudos tém demonstrado que o0s compostos fenos@os os principais
responsaveis pela atividade antioxidante nos visga@tB/ERON, 2010).

O extrato hexanico e todas as fracOes avaliadasseqmiaram atividade
antiacetilcolinesterase. Os tamanhos dos halosibd&do variaram de 0,6 a 0,9 cm,
onde o maior valor corresponde também ao padréivadivo (Tabela 10, pag. 96). As
fracoes Fr. HO/MeOH, MeOH e n-BuOH ocasionaram uma inibigdo de,
respectivamente, 0,8, 0,8 e 0,9 cm, sendo os waloass significativos. Observamos
que a fracdo n-BuOH, além de apresentar a mamdadie inibitoria da AChE, teve o
segundo menor valor de §(2,37.10°) e apresentou, em baixa concentracdo (0,005
mg/mL), uma porcentagem alta (98,0 %) de neutrgdi@aadicalar pressupondo, assim,
uma relagcéo entres as duas atividades avaliadas.

Algumas classes fitoquimicas podem levar a formag@ofalsos positivos
quanto a degradacdo da enzima acetilcolinestecasep a presenca de taninos e

compostos fendlicos, por promoverem a desnaturdg@mzima (TREVISAN e



Contribuicdo ao conhecimento Quimico de plantas ddordeste Caesalpinia ferregLeguminosae);
Magalhées, I. L.
123

MACEDO, 2003), dessa forma o acido galico (acidwfieo) e elagico (polifenol) ndo

foram submetidos na avaliagdo da atividade antiecktesterase. Entretanto nao
podemos afirmar que os resultados de inibicdo et obtidos para as fracdes Fr.
AcOEt e n-Hex, onde foram isolados o acido galicelagico, respectivamente, sdo
justificados apenas pelo argumento da desnaturpgi®,nas mesmas podem existir

outras classes de metabdlitos responséaveis pblgdoida AChE.

TABELA 9: Valores de porcentagem de inibigéo (%) e valoreSlgee(mg/mL).

CONC./ 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 1,0 ICs
AMOSTRAE (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
PADRAO

Ex. HEX 139% 647%  8,38% 35,6 % 640%  939% (Y) 761

+2,6.10°

Fr. DCM 113%  496%  86,0% 943%  995% (*) 99,6 % 5.@8.

+5,1.10°

Fr. HIDRO/ 997% 549%  857% 97,0%  995%(*) 99,6 % 581,

MEOH +1,1.10°
CONC. / 0,001 0,002 0,004 0,005 0,1 1,0 IC 50

AMOSTRAE (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
PADRAO

Fr. ACOET 269%  497% 87,9% 987% (*)  99,8% 99,9 % 2,08.
+9,38.10°

Fr. n-BUOH 218%  438%  823% 980%(*)  99,8% 99,9 % 287.
+7,3.10°

Fr. HEX 179% 320%  598% 81,0%  997%(Y)  99,8% 3,a8.
+2,4.10°

TROLOX 245%  418%  51,8% 86,5%  99,8% (Y)  99,9% nB.1
+2,3.10
VITAM. C 325%  178%  19,0% 193%  928%(*)  99,8% 3.
+1,9.10°

(*) Altas porcentagens de inibicdo do radical DRffRimenor concentracdo de fragdo e padréo testados.
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TABELA 10: Valores para atividade antiacetilcolinesterase.

MENOR CONC.
(mg/ml)
EXTRATO/ TESTADA
FRACAO/ Clso (mg/mL) COM MAIOR HALO DE
PADRAO % DE INIBICAO (cm)
INIBICAO
RADICALAR
(Fr. AcOEY) 2,09.19+9,8. 10° 0,005 (98,7%) 0,7
(Fr. n-BuOH)* 2,37.10°+ 7,3. 10° 0,005 (98,0%) 0,9*
(Fr. Hex) 3,19. 1+ 24. 10 0,1 (99,7%) 0,6
(Fr. HLO/MeOH) 531.1+1,1. 1C° 0,1 (99,5%) 0,8
(Fr. DCM) 5,46. 16 + 5,1. 10/ 0,1 (99,5%) 0,7
(Ex. Hex) 7,61.18+2,6. 10° 1,0 (93,9%) 0,6
(Fr. MeOH) - - 0,8
TROLOX 2,6.10°+2,3. 10 0,1 (99,8%) -
VITAMINA C 4,3.10%+1,9. 10 0,1 (92,8%) -
FISOSTIGMINA - - 0,9

* Fracdo com o mesmo halo de inibicdo do padréasetiggaina (0,9 cm);
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Figura 84: Grafico de porcentagem de inibigdo versus a cdragio para o extrato
hexano.
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Figura 85: Grafico de porcentagem de inibicdo versus a cdrexgo para fracao
diclorometano.
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Fr. Agua/metanol
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Figura 86: Grafico de porcentagem de inibic&o versus a cdraxgo para fracdo agua/
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Figura 87: Grafico de porcentagem de inibicdo versus a cdrexgo para fracao

acetato de etila.
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Figura 88: Grafico de porcentagem de inibig&do versus a cdragio para fracao
hexano.

Fr. n-Butanol
100
ad -

&0

¥ - % de Inibigao

¥ =4205+19090x
R =0,99363

T T T T T T T T T
9001 agoz 0,003 0,004 005

X- Cencentagdo {(mg.ml-1)

Figura 89: Grafico de porcentagem de inibicdo versus a cdraxgo para fracdo n-
butanol.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou uma aplicacdo praticaétaicas espectrométricas
na identificacdo de produtos naturais. Assim, ugasgpectrometria de massa em alta
resolucdo e, especialmente, espectroscopia de néggsa magnética nuclear
bidimensional, dois componentes (S-10 e S-11) aim@la publicados a partir de
C.ferreaforam caracterizados. Esses compostos sédo deténpia potencial para saude
humana como antioxidante e também em alimentac&o.

Conforme citado anteriormente, esta espécie vegdiaktante investigada sob
0 ponto de vista de atividades bioldgicas. O presestudo, mostrou em adi¢do, que as
fracOes obtidas das vagens @eferreaapresentaram potencial terapéutico no que diz
respeito as atividades antioxidantes e antiacétiksterase.

Como a presente espécie é quimicamente pouco datuaiafracdes obtidas a
partir do caule precisam ser submetidas a tesetideade antioxiante, bem como, a

avaliacdo antiacetilcolinesterase.
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