UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA “PROFESSOR
DELBY FERNANDES DE MEDEIROS”

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

GABRIELA LEMOS DE AZEVEDO MAIA

Estudo fitoquimico da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil

(Griseb.) Reis (Fabaceae)

JOAO PESSOA
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



GABRIELA LEMOS DE AZEVEDO MAIA

Estudo fitoquimico da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)

Reis (Fabaceae)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da  Paraiba, em
cumprimento as exigéncias para a obtengdo do
titulo de Mestre em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. Area de Concentracio:

Farmacoquimica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho

JOAO PESSOA
2008



M271e Maia, Gabriela Lemos de Azevedo.
Estudo fitoquimico de Anadenanthera colubrina var.

cebil (Griseb.) Reis (Fabaceae)/Gabriela Lemos de Azevedo Maia.
Joao Pessoa, 2008.

151p.

Orientador: José Maria Barbosa Filho.
Dissertacdo (mestrado) — UFPB/ CCS/ LTF
1. Produtos naturais. 2. Anadenanthera

UFPB/ BC CDU: 547.9 (043)




GABRIELA LEMOS DE AZEVEDO MAIA

Estudo fitoquimico da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)

Reis (Fabaceae)

Dissertacao aprovada em 28 / 02 / 2008

COMISSAO EXAMINADORA:

Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho

Universidade Federal da Paraiba- Orientador

Prof. Dr . Vicente Toscano de Araujo Junior

Universidade Federal do Rio Grande do Norte-Examinador externo

Prof. Dr. Josean Fechine Tavares

Universidade Federal da Paraiba- Examinador interno



Muitas vezes, as pessoas sdo egocéntricas, ildgicas e insensatas.
Perdoe-as, assim mesmo.

Se vocé é gentil, as pessoas podem acusd-lo de egoista, interesseiro.
Seja gentil, assim mesmo.

Se vocé é um vencedor, terd alguns falsos amigos e inimigos verdadeiros.
Venga, assim mesmo.

Se vocé ¢ honesto e franco, as pessoas podem engand-lo.
Seja honesto e franco, assim mesmo.

Se vocé tem paz e é feliz, as pessoas podem sentir inveja.
Seja feliz, assim mesmo.

O bem que vocé faz hoje, pode ser esquecido amanhd.
Faca o bem, assim mesmo.

D& ao mundo o melhor de vocé, mas isso pode hunca ser o bastante.
Dé o melhor de vocé, assim mesmo.

Veja vocé que, no final das contas,
E ENTRE VOCE E DEUS.

Nunca, entre vocé e as outras pessoas!

(Madre Teresa de Calcuta)
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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento e a identifica¢ao estrutural de alguns
constituintes quimicos das cascas do caule de Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)
Reis, com o objetivo de ampliar o conhecimento quimico sobre o género Anadenanthera, bem
como da familia Fabaceae. O fracionamento cromatografico das fases hexanica, cloroformica
e acetato de etila das cascas do caule resultou no isolamento de oito substancias: lupeol,
alcool betulinico, calenduladiol, 2,4-diidroxi-6,3-dimetil-benzoato de metila (fase hexanica)
acido betulinico , lupenona, B-sitosterol glicosilado (fase cloroférmica) e epicatequina (fase
acetato de etila). Os constituintes quimicos foram identificados através da analise de dados
obtidos por métodos espectroscopicos como IV ¢ RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais,
além de comparagdo com valores da literatura. Dentre as substancias isoladas os triterpenos
alcool betulinico e calenduladiol e os compostos fendlicos epicatequina e acido atrarico estao

sendo descritos pela primeira vez no género Anadenanthera.



ABSTRACT

The present work described the isolation and structural identification of some
chemical compounds from the stem bark of Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.)
Reis, in order to extend the chemical knowledge of Anadenanthera genus as well as the
Fabaceae family. The chromatographic fractioning of the hexane, chloroform and ethyl
acetate phases resulted in the isolation of eight substances: lupeol, betulinic acid,methyl-2,4-
dihydroxy-3,6-dimethylbenzoate (atraric acid), calenduladiol (hexane phase), betulinic acid,
lupenone, B-sitosterol glucoside (chloroform phase) and epicatechin (ethyl acetate phase). The
structural identification of the isolated chemical constituents was held by spectroscopic
methods such as Infrared, 'H and *C Nuclear Magnetic Resonance, with the add of two-
dimensional techniques, besides comparisons made with models of literature. Among the
isolated compounds the triterpenes betulinic alcohol and calenduladiol and the phenolic
compounds epicatechin and atraric acid are being described for the first time at the

Anadenanthera genus.
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‘ INTRODUCAQO



1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo, ha muito tempo, utilizadas pela populagao mundial
como matéria-prima para o tratamento, cura e prevengdo de seus males. Seu uso ocorre desde
o inicio da civiliza¢do, quando o homem tomou consciéncia da necessidade de combater as
doengas que afligiam o corpo e chegou aos tempos atuais, tornando-se, muitas vezes, o Unico
recurso terapéutico eficaz disponivel em muitas comunidades (DI STASI, 1996).

Em épocas remotas, a utilizacdo de uma planta como medicamento se dava de modo
empirico ou a partir da observagdo da natureza. O comportamento dos animais, por exemplo,
foi uma fonte importante de informacdes sobre o potencial terapéutico das plantas. A ingestao
de ervas por animais doentes ou a capacidade dos animais silvestres de distinguir entre plantas
propicias ao consumo e plantas toxicas foram dois aspectos comportamentais que chamaram a
aten¢do e auxiliaram o homem na identificacdo de possiveis agentes terapéuticos de origem
vegetal (DI STASI, 1996). Muitas das propriedades terap€uticas das plantas que sdo relatadas
pela populagdo, sdo confirmadas, em sua maioria, pelos estudos cientificos comprovando,
portanto, a importancia da pesquisa etnofarmacologica (SIMOES et al., 2002).

As primeiras descri¢des sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as
sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado por Georg
Ebers, sendo traduzido pela primeira vez, em 1890, por H. Joachin e enumera mais ou menos
100 doengas e descreve um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal. Durante o
periodo anterior & era cristd que ficou conhecido como civilizacdo grega, varios filosofos
podem ser destacados por suas obras sobre histéria natural. Dentre esses, sobressaem-se
Hipocrates (350 aC), considerado o pai da medicina moderna, que se caracterizou por tomar a
natureza como guia na escolha dos remédios (Natura medicatrix) e Teofrasto (372 aC),
discipulo de Aristoteles, que escreveu varios livros sobre a historia das plantas. Porém o
isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comeca a acontecer no século
XVIII. Este século, juntamente com o XIX, caracteriza-se pelos trabalhos de extracao,
principalmente de acidos organicos e de alcaldides. E desta época o isolamento de morfina
(1806), quinina e estriquinina (1820) (PINTO et al., 2002).

Atualmente € notorio que os produtos naturais desempenharam um importante papel
no processo de descorbeta de farmacos. Observando-se a historia do desenvolvimento da
aspirina, por exemplo, modelo do paradigma ocidental de farmaco considerado como uma
molécula pura com efeitos definidos pode-se compreender este fato. No entanto, os produtos

naturais, especialmente apds a Segunda Guerra Mundial, foram esquecidos, acreditando-se



obter farmacos somente através da sintese de um grande ntimero de compostos e seu teste ao
acaso, sem nenhuma orientagdo. Somente por volta de 1970 , quando a Organizacdo Mundial
de Saude reconheceu os beneficios da medicina chinesa (paradigma oriental a base de extratos
= misturas), ¢ com o surgimento de alguns importantes medicamentos obtidos de fontes
naturais, foi que cientistas e industrias voltaram a se interessar por esse ramo. Pode-se, assim,
observar que, atualmente, os produtos naturais sdo responsaveis, direta ou indiretamente, por
cerca de 40% de todos os farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos os
usados como antibidticos e antitumorais, esta porcentagem ¢ de aproximadamente 70%
(CALIXTO; YUNES, 2001).

Na medicina moderna os compostos de origem natural desempenham quatros papeis
importantes. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos extremamente tuteis, cuja
producdo e comercializacdo na forma sintética ¢ dificil, se ndo impossivel. Entre eles estdo
grupos tao diversificados de substancias como os alcaldides da papoula produtora de 6pio, do
espordo do centeio, a maioria dos antibidticos e todos os soros, vacinas e produtos afins. De
fontes naturais também sdao retirados compostos basicos que podem ser ligeiramente
modificados para tornarem-se mais eficazes ou menos toxicos; exemplo disso sdo as
numerosas variagdes da molécula da morfina. O terceiro papel desempenhado pelos produtos
naturais € a sua utilidade como prototipo ou modelo para medicamentos sintéticos que tenham
atividades fisiologicas semelhantes as dos originais; a procaina e os anestésicos locais
costumam ser citados como representantes desta categoria.

Hé um quarto papel desempenhado pelos produtos naturais, bem diferente dos acima
citados, mas ndo menos importante. Alguns produtos naturais contém compostos que
apresentam atividade pequena ou nula em si mesmos, mas que podem ser modificados por
métodos quimicos ou bioldgicos para produzir drogas potentes, nao obtidas facilmente por
outros métodos. Por exemplo, o tratamento quimico e biologico do estigmasterol, que ocorre
em abundéncia no 6leo de soja, permite a producdo em larga escala da hidrocortisona ou de
corticosterdides afins, compostos estes que ocorrem pequenas quantidades na natureza. Nao
se poderda estimar devidamente o valor dos produtos naturais como precursores de
medicamentos importantes (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, os apelos da
midia para o consumo de produtos a base de fontes naturais aumentam a cada dia. Dados da
Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) mostram que mais da metade dos habitantes da Terra
especialmente nos paises pobres ¢ em desenvolvimento fazem uso de ervas medicinais na

busca de alivio de sintomatologia dolorosa ou desagradavel, e que desse total pelo menos 30%



as utilizam por indicagdo médica (ESTRELA, 1995). O Brasil ¢ o pais com maior potencial
para pesquisa com espécies vegetais, pois detém a maior e mais rica biodiversidade do
planeta, distribuida em seis biomas distintos (NOLDIN et al., 2006). O pais tem mais de
56.000 espécies de plantas distribuidas em cinco diferentes ecossistemas, constituindo cerca
de 19% da flora mundial (GUILIETTI et al., 2005). Entretanto, as plantas medicinais da flora
nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovagdo de suas propriedades
farmacologicas, propagadas por usuarios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo,
inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas
(VEIGA-JUNIOR et al., 2005). O panorama para a fitoquimica ¢ muito mais importante e
decisivo para o Brasil, num futuro préximo, ao considerarmos sua grande riqueza vegetal
ainda sem estudo, e as possibilidades que observamos para o desenvolvimento de novos
medicamentos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

A utilizacdo de plantas medicinais estd em continua expansdo em nivel mundial. A
crescente busca por agentes terapéuticos derivados de espécies vegetais justifica-se pelo
surgimento de doengas ainda sem tratamento apropriado, e pelo crescimento do conhecimento
cientifico a respeito dos fitoterdpicos, como importantes alternativas terapéuticas
(GUARRERA, 2005). Trabalhos de Cragg et al. (2003) indicam que cerca de 25% das
prescri¢des dispensadas nos Estados Unidos durante os ultimos 25 anos estavam relacionadas
a medicamentos que continham principios ativos de origem natural ou semi-sintética,
normalmente oriundos de plantas superiores; cerca de 13% relativas a medicamentos de
fontes microbianas e 2,7% de origem animal. O mesmo autor descreve ainda resultados de
andlise de novos farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) e por
entidades reguladoras de outros paises, no periodo de 1983 a 1994, indicativos de que os
medicamentos recomendados para tratamento de doencas infecciosas e do cancer atingiram
520 novos medicamentos com este perfil terapéutico no periodo, dos quais 78% na classe dos
antibacterianos e 61% na classe dos antineoplasicos eram de origem natural.

Embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas, e aproximadamente 20 mil
compostos obtidos de microorganismos, tenham sido determinados, as fontes de metabdlicos
secundarios parecem ser inesgotaveis em relagdo as possibilidades de se encontrar novas e
diferentes estruturas com atividades de extrema importancia a quimica medicinal e &
agricultura (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

Diante destas justificativas, evidenciamos a importdncia do estudo das plantas

medicinais para a obten¢do de novas moléculas bioativas, obtendo-se, portanto, protdtipos



para a sintese de novas moléculas ou para adaptar as moléculas ja existentes, tornando-as mais
potentes ou ativas.

Contribuindo com os estudos de plantas do Nordeste brasileiro para a descoberta de
novas substancias quimicas, tomou-se como objeto de estudo a espécie Anadenanthera
colubrina var. cebil (Griseb) Reis planta pertencente a familia Fabaceae. Esta espécie ¢
bastante utilizada como antireumatica e no tratamento de doengas respiratdrias, sendo rica em
compostos, como triterpenos, alcaldides, flavonoides e esterdides (GUTIERREZ-LUGO et
al., 2004; MIYAUCHI; YOSHIMOTO; MINAMI, 1976). Embora esta espécie ja tenha sido
submetida a alguns estudos, sua grande utilizacdo pela populacdo, principalmente no
Nordeste, justifica a importancia de novos estudos com o propdsito de se conhecer
detalhadamente a composicao quimica e possibilitar a seguranga e eficacia na utilizagdo desta

planta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o estudo quimiotaxondmico do género Anadenanthera, através do

estudo quimico da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Reis.

2.2 Objetivos especificos

» Analisar fitoquimicamente as cascas do caule de Anadenanthera colubrina, através de

métodos de extracao, isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos.

» Identificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos isolados através de

técnicas de IV, e RMN (uni e bidimensionais).

» Obter extratos e substincias ativas para posterior avaliagdo da sua atividade bioldgica

e preparacao de derivados quimicos destas substancias.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracoes sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae pertence a divisdao Angiospermae, maior divisao do reino vegetal,
que compreende as plantas superiores que contém sementes encerradas no ovario e, portanto
podem formar frutos. Esse grupo domina a flora terrestre, sendo reconhecidas 344 familias
agrupadas em duas classes, as monocotiledoneas e as dicotiledoneas, compreendendo mais de
200.000 espécies (JOLY, 2002).

As dicotiledoneas compreendem 48 ordens, representadas por 291 familias dentre as
quais se encontra a familia Fabaceae, que ¢ a terceira maior deste grupo, sendo superada
apenas por Asteraceae e Orchidaceae, sendo ainda a maior familia dentro da ordem Rosales
(VARELA et al., 2004).

Trés subgrupos sdo geralmente reconhecidos como pertencentes a familia Fabaceae:
Caesalpinioideae, Mimosoideae ¢ Faboideae (= Papilionoideae). Em muitas classificacdes,
estas sdo consideradas como subfamilias, mas elas sao algumas vezes tratadas como familias
separadas. Dentre estes trés subgrupos, Faboideae apresenta-se como o maior, sendo
constituida por cerca de 430 géneros e 12.615 espécies, seguido por Caesalpinioideac com
cerca de 150 géneros e 2.700 espécies e de Mimosoideae com 40 géneros e aproximadamente
2.500 espécies (JUDD et al., 1999).

As Mimosoideae constituem-se na menor sub-familia das Leguminosae com espécies
distribuidas nos tropicos, subtropicos e regides de clima temperado, sendo a América
Tropical, Africa e Asia-Australia centros de grande diversidade do grupo, com géneros e
espécies representativos no ecossistema caatinga, no nordeste brasileiro (SILVA; BARBOSA,
2000).

A familia Fabaceae (classificada pelos botanicos mais antigos como Leguminosae) ¢
rica em plantas de grande importancia para o homem, como plantas ornamentais ou como
fonte de corantes e madeira. S3o plantas de grande importancia econdmica; as vagens e
sementes de muitas das espécies herbaceas sao fonte de alimentagdo para humanos e animais,
pertencem a esta familia todos os nossos legumes, a maioria constituida por plantas cultivadas
tais como Phaseolus vulgaris L. (feijao), Pisum sativun L. (ervilha), Lens culinaris Medik.

(lentilha), Vicia faba L. (fava), Cicer arietinum L. (grao-de-bico), Glycine max L. (soja) e



Arachis hypogaea L. (amendoim). Sdo fontes ricas de proteinas bem como de contetdo
mineral, sendo, portanto, de alto valor em 4reas deficientes de tais constituintes. Na industria
sdao muito utilizadas Indigofera anil L. e Indigofera hirsuta L. (anil) e Astragalus gummifer
(goma-arabica). Como madeiras importantes tém Myroxylon balsamum L. (cabriva ou
balsamo), Dalbergia brasiliensis Vog. e Dalbergia nigra All. (caviina), Machaerium
ocutifolium Vog. e Machaerium scleroxylon Tul. (jacarandd), Centrolobium microchaete
Mart., Centrolobium robustum Mart. e Centrolobium tomentosum Guill. (araribd), Bowdichia
nitida Spruce., Bowdichia virgilioides H. B. K. e Bowdichia martiusii Benth. (sucupira),
Andira bahiensis N. (angelim) e Dipteryx odorata Aubl. (cumari da Amazodnia). Como
plantas forrageiras destacam-se Melilotus alba e Medicago sativa L. (alfafa) (JOLY, 2002; Da
SILVA; SOUZA; CARREIRA, 2004). Algumas espécies sao usadas como fertilizantes e
aumentam largamente os niveis de nitrogénio do solo (HEYWOOD, 1996). Muitas espécies
sdo também cultivadas apenas para uso ornamental, devido principalmente a suas belas flores
como, por exemplo, Lathyrus odoratus L. (ervilha de cheiro), Spartium junceum L. (giesta),
Lupinus polyphyllus Lindl. (lupino), certas espécies de Phaeseolus, Erythrina crista-galli L.,
Erythrina falcata Benth., Erythrina glauca Willd., Erythrina mulungu Mart., Erythrina
velutina Willd e Erythrina verna Vell. (sanduba, magaranduba, suina, corticeira-do-litoral e
mulungu) e Wisteria floribunda D. C. e Wisteria sinensis Sweet. (glicia) que sdo trepadeiras
de flores roxas (JOLY, 2002; Da SILVA; SOUZA; CARREIRA, 2004). Boa parte destas
plantas pertence, originariamente, a flora brasileira.

O aparelho vegetativo desta familia ¢ muito variavel. Ha arvores, arbustos, ervas e
trepadeiras, tanto escandentes como voluveis. Quase sempre apresentam flores compostas,
alternantes, com estipulas (SCHULTZ, 1984).

A familia Fabaceae encontra-se entre um dos grupos botanicos mais avaliados tanto do
ponto de vista quimico como farmacoldgico. Os géneros que se apresentam como plantas
herbaceas, considerados sob o ponto de vista quimiotaxondmico, sdo mais difundidas nas
regides temperadas, enquanto que as plantas lenhosas sdo mais representativas nas regides
tropicais e subtropicais. De modo geral, caracterizam-se como ervas anuais ou perenes, eretas,
prostadas, difusas ou escandentes, subarbustos, arbustos eretos e arvores de pequeno, médio e
grande porte, com sistema radicular bem desenvolvido e predominancia da raiz principal
sobre suas ramificagoes.

Espécies da familia Fabaceae sdo reputadas pelo grande nimero de ocorréncias de
flavonoides, em especial isoflavonoides, sendo que muitos deles apresentam atividade

antimicrobiana (DEWICK, 1994), como também pela presenca de alcaldides com atividade



cardioativa (CORDELL; QUINN-BEATTIE; FARNSWORTH, 2001). Também podem ser
encontrados taninos, alguns glicosidios cianogénicos, cristais de proteinas e graos de amido

(JUDD et al., 1999).

3.2 Consideracdes sobre o género Anadenanthera

O género Anadenanthera Spegazzini faz parte do subgrupo Mimosoideae, pertencente
a familia Fabaceae, ordem Fabales. A primeira descricdo cientifica apareceu em 1737 no
Hortus Cliffortyianus, especialmente no Jardim Cliffort na Holanda. Safford (1916)
acreditava que as primeiras sementes teriam vindo da India ou da América do Sul.

O género Anadenanthera foi estabelecido em 1955 por J. P. M. Brenan, e inicialmente
fazia parte da secdo Niopa do género Pipitadenia compreendendo cinco espécies. Brenan fez
uma revisdo do género Piptadenia e utilizando critérios com a estrutura das sementes, dividiu
este género em oito géneros, dentre eles o género Anadenanthera. Siri Von Reis Altschul
(1964) estabeleceu em sua revisdo que este género € composto por duas espécies,
Anadenanthera peregrina e Anadenanthera colubrina, e que cada uma destas espécies possui
duas variedades. Anadenanthera peregrina € composta por Anadenanthera peregrina var.
peregrina Reis e A. peregrina var. falcata (Benth) e 4. colubrina compreende as variedades
A. colubrina var. colubrina Reis e A. colubrina var. cebil (Griseb) Reis. Esta classificagdo
tem por critérios caracteristicas morfologicas e localizagao geografica (TORRES; REPKE,
2006).

Este género ¢ encontrado no continente Sul Americano e nas Antilhas. As espécies
tém preferéncia pelas savanas embora suas sementes se adaptem a variadas altitudes.

Evidéncias encontradas em diversos sitios arqueologicos na Argentina, Peru, Bolivia,
Chile e Colombia demonstram o uso destas espécies em rituais e cerimdnias por milhares de
anos. Os utensilios usados no preparo das plantas e pinturas encontradas demonstram que
nestes rituais as plantas eram inaladas ou fumadas produzindo efeitos alucindégenos
(TORRES; REPKE, 2006).

As espécies de Anadenanthera cultivadas ou selvagens tem grande importancia
econdmica sendo empregadas como corantes na industria téxtil, como celulose na fabricacao
de papel (BARBOSA, 1980). Além disso, estas plantas sdo fontes de um agente medicinal

conhecido com goma-resina de angico, que ¢ utilizada no tratamento de infecgdes



respiratdrias como bronquite € pneumonia, como abortiva e na cura de constipacdo e dores de
cabeca (HOEHNE, 1939). Entretanto o mais interessante aspecto do género estd no seu uso na
preparagao de varias drogas cicatrizantes utilizadas pela populacdo em toda a América do Sul
(RIZZINI, 1971).

Praticada por séculos a arte e a ciéncia de curtir e tingir couro levou a uma extensa
procura por todo o mundo de agentes capazes de realizar tal fungdo. As espécies de
Anadenanthera apresentam-se ricas em tanino, substancia que quando combinada com
proteina animal, impede sua putreficagdo e a converte em couro. Estudos relatam que a
percentagem de tanino no caule de A. peregina var. falcata ¢ de 15 a 25% e de 4. colubrina
var. cebil 15 a 20 % e nas sementes desta Giltima a percentagem ¢ de 3% (BRANDAO, 1992).
Pesquisas anteriores relatam que os taninos presentes nas madeiras tropicais sao do tipo
condensado formados por unidades de catequinas e flavan-3, 4-diois (DOAT, 1978).

Quase todas as plantas deste género ja foram estudadas do ponto de vista da
fitoquimica. Um numero consideravel de esterdéides como o B-sitosterol e o acido palmitico,
assim como varios triterpendides (lupeol e lupenona) e cumarinas (dalbergin e kulmannim) ja
foram encontrados no cerne da medeira (MIYAUCH et al.,1976). Das folhas foram isolados
C-flavondides como orientina e vitexina, ciclitols (inositol, pinitol, bornesitol, ononitol)
(PARIS; SAINT-FIRMIN; ETCHEPARE, 1967), diversos aminoacidos como acido 5-
hidroxipipecolinico, L-albizina e acido djencolico, além de alcaldides inddlicos. Alcalodide ¢ a
classe de metabdlito secundario mais investigadas neste género, sendo relatado presenca de
alcaldides em sementes, folhas, caules, raizes, vagens e ramos (SHULTES et al., 1977). As
sementes possuem grande quantidade de trés alcaldides, bufotenina, N, N-dimetiltriptamina e
5-hidrox-N-monometiltriptamina (IACOBUCCI; RUVEDA, 1964). O Quadro 1 (pag. 30)
mostra os constituintes quimicos isolados de espécies deste género (pag. 30). As estruturas

dos compostos isolados sao mostradas na Figura 1 (pag. 32).



TIPO DE COMPOSTO

Alcaloide

Bufotenina

Benzenoide

Acido 4-hidroxibenzoico

Cumarinas
Dalbergina

Kuhlmannina

Benzoquinona

3,4-Dimetoxidalbergiona

Esteroides
3-Sitosterol
Estigmasterol
3-Sitosterol palmitato

B-Sitosterol glicosilado

Fenilpropandide

Acido cindmico

Flavonoides
Anadanthoflavona
Anadanthosideo

Apigenina

Pais (parte usada)

Anadenanthera colubrina

var. cebil

Bolivia (sementes)

Argentina (partes aéreas)

Japao (caule)

Japao (caule)

Japao (caule)

Argentina (partes aéreas)
Argentina (partes aéreas)
Japao (caule)

Japao (caule)

Argentina (partes aéreas)

Argentina (partes aéreas)
Bolivia (caule)

Argentina (partes aéreas)

3,3°,4’,8,9-Pentahidroxoflavana  Japao (caule)
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QUADRO 1. Constituintes quimiceos 1solados de espécies do género Anadenanthera.
Continuag¢do do QUADRO 1.

Triterpenos

Alnusenol Argentina (partes aéreas) GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
a-Amirina Argentina (partes aéreas) GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
B-Amirina Argentina (partes aéreas) GUTIERREZ-LUGO et al., 2004

Acido betulinico Argentina (partes aéreas) GUTIERREZ-LUGO et al., 2004

Lupenona Argentina (partes aéreas) GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
Lupeol Argentina (partes aéreas) GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
Anadenanthera colubrina
var. colubrina
Alcaléide
Bufotenina Estados unidos (semente) PACHTER et al., 1959
Anadenanthera peregrina
var. peregrina
Alcaléides
Bufotenina Venezuela (sementes) DE BUDOWSKI et al., 1974

Bufotenina oxido

2-Metil-6-metoxi-1,2,3,4-

PARIS et al., 1967
AGURELL et al., 1968

Haiti (sementes)
Brasil (caule)
tetrahidro-B-carbolina
1,2-Dimetil-6-metoxi-1,2,3,4- Brasil (caule) AGURELL et al., 1968
tetrahidro-B-carbolina
2-Metil-1,2,3,4-tetrahidro-f3- Porto Rico (sementes) SCHULTES et al., 1977
carbolina

SCHULTES et al., 1977

AGURELL et al., 1968

5-Metoxidimetiltriptamina Porto Rico (sementes)

Brasil (Folhas e caule)

N,N-Dimetiltriptamina

N-metiltriptamina

Alcaldide

Bufotenina

Porto Rico (sementes e raiz)

Brasil (Folhas e caule)

Brasil (caule)
Anadenanthera peregrina

var. falcata

Brasil (sementes)

SCHULTES et al., 1977
AGURELL et al., 1968
AGURELL et al., 1968

GIESBRECHT et al., 1960




H
N COH Meo o
/©/ HD =
H CH,——CH;——NMe, HO
Ph
Bufotenina Acido 4-hidroxibenzéico Dalbergina
OMe Ph
MeO 0] 0] o CH —CH ——cH,
HO MeO o
Ph OMe
Kuhlmannina 3,4-Dimetoxidalbergiona
:/
Q@EN
HO
HO
B-Sitosterol Esigmasterol
e

AN (CH2)14/[K0“\\‘

B3-Sitosterol palmitato

FIGURA 1. Constituintes quimicos isolados das espécies do género Anadenanthera.
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3.3 Consideracoes sobre a espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Reis.

A espécie Anadenanthera colubrina pertence a familia Fabaceae e possui como
sinonimia cientifica os nomes Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan, Niopa
macrocarpa (Bentham) Brit & Rose e Piptadenia macrocarpa Bentham (TORRES; REPKE,
2006).

Esta espécie pode ser encontrada na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil. Em nosso
pais ela € a espécie de angico com maior abrangéncia geografica estando presente nos estados
da Bahia, Ceard, Espirito Santo, Goias, Minas Grais, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Sergipe e Sdo Paulo (FIGURA 2, pag.
37).

Anadenanthera colubrina ¢ uma espécie arborea com até 20 m de altura, bastante
representativa nas caatingas, com utilizagdo muito diversificada. Popularmente ¢ conhecida
por uma gama de denominagdes como angico, angico-vermelho, cebil colorado, yopo, angico-
verdadeiro, guarapiraca, brincos-de-sagui entre outros (CARVALHO, 1994). Tem grande
importancia econdmica por apresentar uma madeira pesada com elevada resisténcia mecanica
e durabilidade sendo utilizada na construcao rural, naval e civil, além de possuir um alto teor
de lignina, sendo considerada excelente para a produgdo de alcool e coque. O angico € usado
como planta ornamental em parques e na arborizacdo rodoviaria e ¢ recomendado no
reflorestamento de mata ciliar em locais com auséncia de inundagdo. Fornece polen e néctar
sendo importante na apicultura e quando fenadas e secas suas folhas constituem boa forragem
(CANDIDO; GOMES, 1996).

Quando ferido, o tronco de A. colubrina exsuda em abundancia uma goma-resina
amarelada, sem sabor e cheiro, semelhante as gomas do cajueiro e ardbica. A composi¢ao
desta goma, um heteropolissacarideo, contém arabinose (67,8%), galactose (24,1%), acido
urdnico (5,9%) e tracos de ramnose, apresentando baixa viscosidade e sendo empregada como
adesivo e no tratamento de problemas respiratorios (PAULA; BUDD; RODRIGUES, 1997;
SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998).

Na medicina popular a casca ¢ usada em infusos, xaropes, maceragao e tinturas e tem
propriedades hemostaticas (GONZALEZ; SILVA, 1987), depurativa, adstringente e peitorial
(DESMARCHELIER et al., 1999). O uso da resina e folhas, na forma de xarope e cha, ¢



considerado depurativo do sangue (GONZALEZ; SILVA, 1987), ainda ¢ recomendada para
reumatismo e bronquite (DESMARCHELIER et al., 1999).

Vérios estudos quimicos ja foram realizados com esta espécie, sendo relatado o
isolamento de terpenoides, flavonoides, iriddides, bezenoides, polifenois e alcaloides
(GUTIERREZ-LUGO et al.,, 2004; MIYAUCHI; YOSHIMOTO; MINAMI, 1976). As
sementes de A. colubrina encerram boa quantidade do alcaldide inddlico bufotenina que
possui propriedades alucinégenas. (RATCLIFFE, 1971).

Os extratos aquosos e metandlicos de A. colubrina apresentaram atividade

antioxidante in vitro (DESMARCHELIER et al., 1999).

FIGURA 2. Mapa de distribuicao da espécie Anadenanthera colubrina, representada em

preto (www.mobot.org).

3.3.1 Caracteristicas botinicas de Anadenanthera colubrina.

Apresenta-se como uma arvore comumente com 8 a 20 m de altura e 30 a 50 cm de
didmetro a altura do peito (DAP) , podendo atingir até 30 m de altura e 90 cm de DAP na
floresta estacionail (FIGURA 3, pag. 38). No Cerrado e na Caatinga, o angico-vermelho
apresenta porte menor, com altura variando de 3 m a 15 m. O tronco € reto ou tortuoso, fuste
com até¢ 13 m de altura. Copa abaulada com os galhos apresentando aculeos e lenticelas.
Casca: com espessura de até 30 mm. Casca externa geralmente parda-grisdcea e acinzentada e

com muitas variagdes em sua morfologia, como a) completamente coberta de aculeos, escura,



profundamente gretada, dspera, apresentando arestas salientes; b) com poucos aculeos e c)
pode ser lisa, totalmente desprovida de aculeos e ter fissuras longitudinais pouco profundas.
Casca interna esbranquigada. Folhas: bipinadas com até¢ 30 pares de foliolos opostos e 60-80 pares de
foliolulos; peciolo com glandula preta elipsoide, localizada junto a insercdo e mais algumas
menores entre os ultimos pares de foliolos. Flores: hermafroditas; brancas, pequenas, reunidas
em capitulos globosos axilares ou terminais. Fruto: foliculo achatado, deiscente, coridceo, castanho-
avermelhado, com superficie rugosa e dotada de pequenas excrescéncias, com 15 cm a 32 cm de
comprimento por 2 cm a 3 cm de largura. Cada fruto contém 8 a 15 sementes. Semente: castanha a

pardo-avermelhada escura, brilhante, orbicular, lisa, sem asa, comprimida ou achatada, com pequena

reentrancia hilar. com 2 cm de comprimento e 1,5 cm de largura (CARVALHO, 1994).

ol

FIGURA 3: Fotos da espécie A. colubrina var. cebil (Adaptada de Silva, 1999).

3.4 Consideracoes sobre Terpendides

Os terpenodides constituem uma classe de metabolitos secundarios distribuidos na flora
e fauna, marinha e terrestre ocorrendo na forma livre ou em forma de ester, éter e glicosideo
(MAHATO; KUNDU, 1994). Sao conhecidos pelas suas importantes funcdes biologicas e

fisioldgicas e, por isso, muitos sdo utilizados na area farmacéutica (DEWICK, 2002).



3.4.1 Aspectos Quimicos

Os terpendides constituem uma grande familia de metabolitos secundarios,
compreendendo cerca de 30.000 terpenos, classificados de acordo com o niimero de unidades
de isopreno, que vao se ligando entre si, orientadas em sentido inverso (cabeca-cauda):
hemiterpenoides, Cs; monoterpendides, Co; sesquiterpenodides, C;s; diterpendides, Cyp;
sesterpenos, Cys. triterpendides, Cso; e tetraterpenodides Cyq9 (DUBEY et al., 2003). O isopreno
(IP) ¢ produzido naturalmente, mas ndo esta envolvido diretamente na formacao dos produtos
pertencentes a estas classes. As unidades bioquimicamente ativas de isopreno sdo na realidade
o dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e o isopentenil pirofosfato (IPP) (NIERO; MALHEIROS,
2007).

3.4.2 Atividades Bioldgicas de Terpendides

Os terpenoides apresentam funcdes variadas nos vegetais e de modo geral possuem
diversas atividades farmacoldgicas (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Os monoterpenos sdao os principais constituintes dos Oleos volateis, importantes
comercialmente no fabrico de sabdes, detergentes, cosméticos e perfumaria, além de serem
atrativos dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam fungdes protetoras
contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpendides ddo origem aos hormdnios de
crescimento vegetal. Os triterpenoides e seus derivados esteroidais apresentam uma gama de
fungdes como protecdo contra herbivoros, alguns sdo antimitéticos, outros atuam na
germinagdo das sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (NIERO; MALHEIROS,
2007).

3.4.3 Consideracoes gerais sobre triterpenos

Os triterpenos sao metabodlitos secundarios muito difundidos na natureza,

principalmente no Reino Vegetal, especialmente nos latex e resinas como glicosideos, ésteres



ou livres, e s@o constituidos por multiplas unidades isoprénicas (C5). Ocorrem também no
Reino Animal como ¢ o caso do esqualeno, obtido do 6leo de figado de tubardo.

De acordo com os esqueletos basicos sdo divididos em seis grupos: damarano,
gamacerano, lanostano, lupano, oleanano e ursano, onde cada grupo apresenta uma variedade
estrutural em decorréncia de perda ou adicdo de grupos metilénicos, abertura de anel ou
formag¢do de novos e, principalmete, rearranjos de grupos metilicos do esqueleto padrao
(MAHATO; KUNDU, 1994).

Recentemente, t€ém-se isolado alguns triterpenos com novos esqueletos, porém com
uma unica via biossintética. Muitos com ciclizagdo incompleta ou com ciclizagdo dentro da
cadeia, ou ainda, com duas ciclizagdes consecutivas sendo que essa ciclizagdo inicia-se desde
o final da cadeia (MAHATO; SEM, 1997)

Eles apresentam diversas propriedades medicinais, destacando-se os efeitos
antiinflamatdrios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NIERO; MALHEIROS,
2007). A betulina, triterpeno mais abundante na natureza, ¢ o precursor na biossintese do
acido betulinico, sendo este o composto biologicamente mais ativo deste grupo. Estes
compostos tém apresentado varias atividades biologicas, entre as quais destaca-se a atividade
antiinflamatéria. Trabalhos recentes também tém demonstrado que os acidos ursélico e
oleandlico exercem intimeras atividades biologicas, dentre as quais atividade antiinflamatoria,
analgésica, antitumoral, anti-HIV e tripanossomicida, além de serem inibidores da
acetilcolinesterase, podendo ser utilizados no tratamento do Mal de Alzheimer. Estes sdo
apenas alguns exemplos da importancia desta classe de compostos presentes, principalmente,
em plantas superiores, muitas delas, encontradas na flora brasileira (NIERO; MALHEIROS,
2007).

3.4.4 Aspectos gerais da biossintese de triterpenos

Os triterpenos sao formados a partir de unidades isoprénicas. Inicialmente ocorre
formagao da acetoacetil CoA através de condensacdo do tipo cabeca-cauda, sendo catalisada
pela enzima tiolase. Uma terceira molécula de acetil CoA adiciona-se ao grupo carbonila na
posi¢do trés da acetoacetil CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA. Este ¢, entdo,

reduzido a &cido mevalonico, sendo provavelmente precedido pelo intermedidrio acido



mevaldico. Como a reacdo ¢ praticamente irreversivel o acido mevaldnico deve ser o
precursor direto para compostos isoprendides (LUCKNER, 1969).

A enzima mevaldate redutase transfere um hidrogénio estereoespecificamente do lado
“A” do NADH ou NADPH para o substrato. O acido mevalonico formado ¢, entdo,
fosforilado no grupo alcodlico primario para formar o dcido mevalonico monofosfato e em
uma segunda etapa da reagdo o acido pirofosfato. O isopentenil pirofosfato ¢ obtido de um
composto posterior por descarboxilacdo e eliminacdo de uma molécula de agua. A reagao
requer a presenga de ATP (LUCKNER, 1969).

A polimerizagdo do pirofosfato de isopentenila inicia-se com a ionizagdo da ligacao C-
O do pirofosfato de dimetilalila (o qual é formado por isomerizagdo do pirofosfato de
isopentenila) resultando em um centro catidnico que sofre adi¢do de uma molécula de
pirofosfato de isopentenila gerando pirofosfato de geranila, que na etapa reacional seguinte
recebe outra molécula de pirofosfato de isopentenila produzindo o pirofosfato de farnesila
(LUCKNER, 1969).

A formacdo do esqualeno ocorre através da condensacdo tipo cabeca-cauda entre
moléculas de pirofosfato de farnesila. Trata-se de uma reacao estereoespecifica, em que um
atomo de hidrogénio do carbono 1 de um dos dois grupos farnesila ¢ recolocado por um
atomo de hidrogénio originado do NADPH (LUCKNER, 1969).

Inicialmente ocorre substituicdo de um dos dois grupos farnesila por um grupo
carregado negativamente, seguido de eliminagdo do grupo pirofosfato, o que resulta na
formagdo de um derivado de nerolidol. Este derivado na substituicao nucleofilica da segunda
molécula de pirofosfato de farnesila com a eliminagdo do grupo difosfato e inversdo de
configura¢do no atomo de carbono 1. Como a dupla ligacdo no derivado de nerolidila ¢
deslocada, uma carga positiva forma-se no carbono 2 desta molécula, a qual ¢ neutralizada
pelo substituinte X e, entdo, removido da molécula o préton do carbono 2 que encontra-se no
plano ¢ eliminado. Durante a sequéncia de deslocamento da dupla ligagdo do carbono 2 e 3
para os carbonos 3 e 4 da porcdo nerolidila associado com a eliminagdo do grupo X, um
atomo de hidrogénio de NADPH ¢ introduzido na molécula e o esqualeno ¢ formado
(LUCKNER, 1969).

A formacdo dos sistemas de anéis triterpénicos cilcicos a partir do esqualeno inicia-se
com a oxidacdo do composto isoprenodide a esqualeno-2,3-epoxido. O anel epoxido ¢ rompido
pela acdo de prétons formando o grupo hidroxila no carbono 3 e uma carga positiva no

carbono 2. O 3-hidroxi-esqualeno formado cilciza-se espontaneamente. O numero e a



conformac¢do dos anéis formados dependem das dobras da cadeia do esqualeno (LUCKNER,
1969).

O cation esterdide (XI) sofre um rearranjamento Wagner-Meerwein alargando o anel
D. Depois, fecha-se um anel adicional seguido de rearranjamento Wagner-Meerwein, em que
novamente ocorre alargamento construindo o anel E. Esta estrutura, céation lupenil, ¢ o
material de partida para a sintese dos triterpenos pentaciclicos das séries lupano, friedelano,

oleanano e ursano por eliminagao de prétons (DEWICK, 2002) (FIGURA 4, pag. 42)
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FIGURA 4. Representagcdo esquematica da biossintese de triterpenos.
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3.5 Consideracdes gerais sobre Fitoesterdides

Os fitesterdides constituem um grupo de matabolicos secundarios formados via
ciclizagdo do eaqualeno. Possuem o esqueleto tetraciclico do peridrociclopentanofenantreno e
ndo sdo considerados triterpenos verdadeiros, visto que possuem em seus esqueletos um
numero de atomos de carbono menor que Cjy (27 a 29 atomos de carbono), devido a
degradacao que ocorre durante a sua formagdao. Em sua maioria, compreendem uma grande
variedade estrutural de esterdis, glicosideos cardiotonicos, saponinas, saponinas esteroidais e
hormonios sexuais. Essa diversidade resulta principalmente de alteracdes nas cadeias laterais
e diferencas na substituicdo ¢ do grau de insaturagdo do nucleo (MANN; DAVIDSON;
HARBONE, 1994).

Esterdides de plantas sdo importantes produtos agricolas para indistrias farmacéuticas
e alimenticias. Eles sdo emulsificantes uteis para a industria de cosméticos e suprem a maior
parte de intermediarios esteroidais e precursores para a producao de hormdnios farmacéuticos.
Alguns com estruturas especificas inibem a deterioragdo oxidativa de o6leos servindo como
potentes agentes antipolimerizantes para 6leos de fritura. Atividades hipocolesterolémicas de
alguns fitoester6is (por exemplo, esteroides da soja, componentes de oleos vegetais e
sitosterol) foram documentadas. Os analogos saturados dos fitoesterois e seus €steres foram
sugeridos como agentes efetivos para baixar o nivel de colesterol do sangue oferecendo

beneficios cardiologicos (ABIDI, 2001).

3.6 Consideracoes gerais sobre compostos fenolicos

Os compostos fendlicos compreendem desde moléculas simples até outras com alto
grau de polimerizagao (BRAVO, 1998). Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligado
a acucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998). Ribéreau-Gayon (1968) adotou a
seguinte classificacdo para estes compostos: pouco distribuidos na natureza, polimeros e
largamente distribuidos na natureza.

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fenolicos
encontrados geralmente em todo reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em uma

sO planta.



Os compostos fenolicos de fontes vegetais podem se divididos em dois grupos: os
flavondides e os ndo flavonodides, sendo que ambos sdo metabolitos secundarios presentes em
frutas e vegetais. Os denominados de flavonoides sdo os que apresentam a estrutura quimica
descrita como C6-C3-C6. J4 os denominados de ndo flavonoides sdo classificados como: os
derivados das estruturas quimicas C6-C1 especificas dos acidos hidroxi benzobico, galico e
elagico; os derivados das estruturas quimicas C6-C3 especificas dos acidos caf€ico e p-
cumarico, hidroxi cinamatos e os derivados das estruturas quimicas C6-C2-C6 especificas do
trans resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glicosidio. (MELO; GUERRA, 2002;
BURNS et al., 2001)

A presenca dos compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada pelo fato
destes apresentarem atividades farmacologicas e por inibirem a oxidagdo lipidica e a
proliferagao de fungos (NAGEN et al., 1992; GAMACHE et al., 1993; IVANOVA et al.,
1997; AZIZ et al., 1998; FERNANDEZ; SAENZ; GARCIA, 1998; HOLLMAN; KATAN,
1998), além de participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em
varios alimentos (PELEG; BODINE; NOBLE, 1998).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloragdo vermelha/azul, sdo as mais
importantes fontes de compostos fenolicos em dietas alimentares. Especialmente os derivados
do acido hidroxibenzoico e do acido hidroxicindmico dentre estes cita-se: as antocianinas, 0S
flavonois, as catequinas e os taninos (hidrolisados ou condensados) nas quais estdo
freqiientemente presentes. Muitos destes compostos apresentam uma gama de efeitos
biologicos, incluindo agdes antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatoria e vasodilatadora.
Estes compostos fendlicos apresentam diversas fungdes de defesa para as plantas, nao
somente contra agentes do meio ambiente (luz, temperatura e umidade), mas para fatores
internos incluindo diferengas genéticas, nutrientes, hormonios, contribuindo para a sua sintese
(AHERNE; O’BRIEN, 2002; BURNS et al., 2001; KAHKONEN, HOPIA; HEINONEN,
2001; SELLAPAN, AKOH; KREWER, 2002; SLUIS et al., 2001; ZHENG; WANG, 2001)

Diversos pesquisadores tém trabalhado no isolamento, identificagdo, quantificacio e
utilizacdo dos compostos fenodlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama de substancias (fenodis simples, acidos
fenolicos, cumarinas, flavonodides, taninos e ligninas), eles sdo, na maioria das vezes, de

grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas (KING; YOUNG, 1999).



3.6.1 Compostos fenolicos do tipo nao flavonoide

Os acidos fenolicos estdo reunidos em dois grupos, a saber: derivados do acido
hidroxicindmico e derivados do 4acido hidroxibenzoico. Os derivados do 4acido
hidroxicinamico sao compostos fenolicos de ocorréncia natural que possuem um anel
aromatico com uma cadeia carbdnica, constituida por 3 carbonos ligada ao anel. Os &cidos p-
cumdrico, ferulico, caféico e sinaptico sdo os hidroxicinamicos mais comuns na natureza.
Estes acidos existem nas plantas, usualmente na forma de ésteres, a exemplo do acido
clorogénico, éster do acido quinico, cuja molécula ¢ constituida pelo acido quinico
esterificado ao acido caféico. Também sao encontrados na forma de glicosideos ou ligados a
proteinas e a outros polimeros da parede celular e, raramente, como 4acidos livres. Isomeros do
acido clorogénico e do acido caféico sdo descritos com antioxidantes (BELITZ; GROSCH,
1988; DURAN; PADILLA, 1993; HARBORNE, 1973).

No grupo dos acidos hidroxibenzdicos, compostos que possuem grupo carboxilico
ligado ao anel aromaético, destacam-se os 4acidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico,
salicilico, elagico e galico. Esses dois grupos de 4cidos fendlicos tém apresentado
propriedades antioxidantes (HARBORNE, 1973). Embora outras caracteristicas também
contribuam para a atividade antioxidante dos acidos fendlicos e seus ésteres, esta ¢&,
geralmente, determinada pelo numero de hidroxilas presentes na molécula (RAJALAKSMI;
NARASIMHAN, 1995).

Os acidos sinaptico, fertlico e p-cumarico sdo antioxidantes mais ativos do que os
derivados do acido benzobico, tais como acido procatecuico, siringico e vanilico. Isso se deve a
dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do acido cindmico (-HC=CHCOOH), que
participa da estabilizagdo do radical por ressondncia de deslocamento do elétron
desemparelhado, enquanto que os derivados do 4acido benzodico ndo apresentam essa

caracteristica (WANASUNDARA; AMAROWICZ; SHAHIDI, 1994).

3.6.2 Flavonoides

Os flavonoides sao compostos de baixo peso molecular, contendo 15 atomos de
carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), que s@o denominados A, B e C. Um outro
aspecto estrutural comum ¢ a ligacdo de dois grupos fenila a uma cadeia de trés carbonos, isto

¢, derivados difenilpropanicos.



As varias classes de flavonodides diferem no grau de oxidacdo e de substituicao do anel
C, enquanto que compostos individuais em uma classe diferem quanto a substituicdo dos
anéis A e B (PIETTA, 2000) (FIGURA 5, pag. 49). Nos compostos triciclicos, as unidades
carbonicas sdo denominadas nucleos A, B e C e os carbonos recebem numeragao com
numeros ordinarios para os nucleos A e C, e os mesmos numeros, seguidos de uma linha (*)
para o nucleo B. Alguns autores substituem a numeragdo 9 e 10 nos flavonoides por 8a e 4a,
respectivamente.

Estas substancias sdo usualmente oxigenadas e possuem substituintes hidroxila,
metoxila, metilenodioxila e prenila. Sao isolados de um grande nimero de plantas vasculares,
com aproximadamente 8.000 compostos individuais conhecidos (PIETTA, 2000).

Um grande numero de flavonoides ocorre como O-glicosidios, no qual um ou mais dos
grupos hidroxila do flavonoide estdo ligados a um agucar ou agtcares. Esta forma, chamada
conjugada, também ¢ conhecida como heterosidio. Nos flavondides C-glicosidios o agucar
esta ligado a um atomo de carbono. Quando o metabdlito ocorre sem conjugacdo com esses
carboidratos ou entdo quando ¢ submetido a hidrolise 4cida, ¢ denominado aglicona ou genina

(ZUANAZZI, 1999).
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FIGURA 5: Classes de flavonoides

Flavonoides podem ser utilizados como marcadores taxondmicos. Isto ¢ devido,
sobretudo a: abundancia relativa em quase todo o reino vegetal, sua especificidade em
algumas espécies, sua relativa facilidade de identificagdo, sua relativa estabilidade e seu

acumulo com menor influéncia do meio ambiente (VON-POSER; MENTZ, 1999).



3.6.3 Flavan-3-ol

Os Flavan-3-ols também denominados de catequinas, pertencem a classe dos
flavanoides que nao possuem o grupo 4-C=0 nem conjugacdo entre os an¢is A e B. Esta
classe tem recebido grande importancia nos ultimos anos por ser as unidades constituintes de
proantocianidinas. (PORTER, 1988; FERREIRA; BEKKER, 1996; FERREIRA; LI, 2000).

Devido aos seus diferentes efeitos fisioldgicos, o grupo flavan - 3 - ol ¢ de grande
interesse. Nas plantas podem agir como sinais quimicos para atrair ou dissuadir insetos e
proporcionar uma defesa contra agentes patogénicos e tensdes ambientais (TREUTTER,
2006). No que diz respeito a sua saude humana, eles mostram atividades cardiovasculares,
anticancerigenas e efeitos antivirais (FRIEDMAN, 2006; KERMENZ, 2006). No entanto,
apesar de catequina e epicatequina terem sido analisadas por diferentes métodos analiticos e
testado em varios modelos, alguns aspectos ndo foram investigadas ainda (DONOVAN, 2006;
VISON, 2006). No que diz respeito a sua estrutura, catequina, epicatequina possuem dois
centros quiral. Portanto, ¢ importante lembrar que as propriedades de substancias com centro
quiral como (+) - catequina e (-) - epicatequina e seus enantiomeros (FIGURA 6, pag. 51)
depende da conformacdo das moléculas. Consequentemente, alguns estudos tém mostrado
efeitos fisiologicos totalmente diferentes para cada enantiomero (DONOVAN et al., 2006;
NYFELER et al., 1983; CAO et al., 2006). Durante a biossintese catequina, epicatequina sao
predominantemente sintetizados como (+) - catequina e (-) - epicatequina (PFEIFFER et al.,
2006). Os enantidmeros (-) - catequina e (+) - epicatequina, frequentemente referidos como
ent- catequina e ent - epicatequina, raramente ocorrem na natureza € sua presenga parece ser
induzida por agdes enzimaticas (ELLIS; YEAP ; PORTER, 1983). Ultimamente, a ocorréncia
natural de todos os enantiomeros de flavan - 3 - ol, tanto (+/-)- catequina e (+/-)- epicatequina
foi descrito em sementes do guarand (Paullinia cupana var. sorbilis) (KOFINK.;

PAPAGIANNOPOULOS; GALENSA, 2007).
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3.6.4 Atividades biolégicas dos flavonoides

Flavondide ¢ um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural, sendo amplamente distribuido no reino vegetal. Encontrados em
plantas principalmente sob a forma de glicosideos, sdo os pigmentos amarelos, laranjas, azuis
e vermelhos das flores, reponsaveis também pela cor amarela das folhas no outono. Sao
importantes para o crescimento normal, desenvolvimento e defesa das plantas. Atuam como
atrativos visuais favorecendo a poliniza¢do, como um mecanismo de defesa diante do ataque
de insetos e microorganismos € como protetores da radiagdo ultravioleta por suas
propriedades antioxidantes (MUCHIETTI; MARTINO, 2006). Em adi¢do, os flavonodides
estdo envolvidos na transferéncia de energia, morfogénese e determinacao do sexo, niveis de

respiracdo e fotossintese, acdo de hormonios de crescimento e reguladores da planta (SMITH;
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BANK, 1986), expressdo de genes e comportamento.



Sdo importantes constituintes da dieta humana, apesar de ndo serem considerados
nutrientes. Encontram-se em uma grande variedade de vegetais, bebidas como chéd e vinho
tinto, e em frutas, especialmente as citricas. O fato de que estejam presentes na dieta e que se
atribua a eles uma grande variedade de atividades biologicas (PIETTA, 2000). Por exemplo,
eles podem ser utilizados como protegdo para a integridade vascular (BERETZ; CAZENAVE,
1988), como agentes antiosteoporoticos (EVANS, 1994) e por suas propriedades
antihepatotoxicas (SOIKE; PESCHLOW, 1987). Alguns flavondides foram examinados para
a verificacdo da sua atividade em modelos experimentais de tumores do colon in vitro ¢ in
vivo (DESCHNER et al., 1991). Certos flavonodides inibiram a atividade de enzimas tais como
a aldose-redutase (IWU et al., 1990) e xantina-oxidase (PATHAK et al.,, 1991). Os
flavonoides também foram reportados por atuar no trato gastrintestinal como agentes
antitilcera (DI CARLO et al., 1999), antiespasmddico (CAPASSO et al., 1991), anti-
secretorio e antidiarréico (DI CARLO et al., 1993). Os flavonodides também s3o conhecidos
pelos seus efeitos antialérgicos. Estes efeitos sdo em parte atribuidos a influéncia dos
flavonoides sobre a produgdo de histamina (BERG; DANIEL, 1988).

Os flavonodides também podem prevenir catarata diabética por inibir a aldose-redutase
optica (CHAUDRY et al., 1983). As acdes de alguns flavondides podem estar relacionadas
com a sua capacidade de interagir com o 6xido nitrico (NO), que ¢ um mediador de vérios
sistemas bioloégicos (MONCADA et al., 1991). Outras atividades importantes como agentes
antioxidantes e anti-radicais livres (BURDA; OLESZEK, 2001) também sao relatadas.

Os flavonoides estdo presentes também em muitas plantas medicinais e em muitos
medicamentos em todo o mundo. Alguns deles e algumas das drogas que os contém
adquiriram importancia terapéutica, como por exemplo, o etilrutosideo e a diosmina

empregados no tratemento de afecgoes circulatorias (MUCHIETTI; MARTINO, 2006 ).

3.6.5 Aspectos biossintéticos dos flavondides

O esqueleto basico dos flavonoides, dois anéis aromaticos conectados por uma ponte
de trés carbonos (C6-C3-C6), resulta de rotas biossintéticas separadas: a do acido chiquimico
e a do acetato, via acido mevaldnico (FIGURA 7, pag. 56). O anel B e a parte heterociclica do
esqueleto flavonico sdo originados a partir de um éster do 4acido hidroxicindmico,

ordinariamente denominado de 4-cumaril-CoA, ao passo que o nucleo A se origina de trés



unidades de acetato, via malonil-CoA. Ambos precursores derivam de carboidratos
(metabolismo primdrio). A malonil-CoA ¢ formada do acetil-CoA e CO, catalisado pela
enzima acetil-CoA carboxilase (ACC). 4-Cumaril-CoA e ésteres dos acidos hidroxicinamicos
relacionados, sdo supridos pelos primeiros passos da via geral dos fenilpropanoides. Esta via
inicia-se a partir do aminoacido aromatico fenilalanina, sendo este, por sua vez, sintetizado
através da via chiquimato. A chave dessa reagdo ¢ a desaminagdo da fenilalanina catalisada
pela fenilalanina amonia liase (PAL). Esta enzima liga o metabolismo primario com a via dos
fenilpropanoides, sendo que nas plantas estd sob o controle de varios fatores internos e
externos, tais como: hormoénios, niveis de nutricdo, luz, infeccdo por fungos, lesdes, entre
outros. O produto da reacdo, frans-cinamato, ¢ hidroxilado ao 4-cumarato pela 4-hidroxilase
cinamato, um citocromo P450 monoxigenase de fungao mista. A ativacdo do 4-cumarato pela
formacdo do éster CoA ¢ catalisada pela ligase de 4-cumarato-CoA. O 4-cumaril-CoA pode
ser hidroxilado na posi¢do 3 para cafeoil-CoA, que pode servir como substrato para a
formagao de chalconas (GOTTLIEB; BORIN, 1998).

A principal enzima envolvida na formag¢dao do esqueleto flavonico ¢ a chalcona
sintetase (CHS), este substrato catalisa a condensagdo gradual de trés unidades de acetato
malonil-CoA com 4-cumaril-CoA ao C15 intermediario 2°,4°,6°,4-tetrahidroxichalcona. O
composto 6’-deoxichalcona, isoliquiritigenina, ¢ um similar sintetizado a partir do malonil-
CoA e do 4-cumaril-CoA via CHS, envolvendo nessa reacdo uma redutase dependente
(NADPH). Os dois tipos de chalcona citados podem ser precursores diretos das auronas e de
outros fenilpropandides. Mas, em particular o 6-hidroxi e 6-deoxichalcona sdo os genitores
imediatos de todos os tipos de flavondides e isoflavondides. Contudo, as enzimas envolvidas
nesta etapa ainda ndo sdo conhecidas.

A ligacao estereoespecifica da chalcona, catalisada pela enzima chalcona isomerase
(CHI), prové a 2S-flavanona com o esqueleto flavonoide tipico. Dois tipos de CHI sao
conhecidos, um catalisa a ciclizagdo de 6’-hidroxichalcona a 5-hidroxiflavanona; a outra CHI
conhecida ¢ o substrato chave na isomeriza¢do da 6’-hidroxi e 6’-deoxichalcona para a 5-
hidroxi e 5-deoxichalcona, respectivamente (HELLER; FORKMANN, 1994).

Flavanonas sdo precursores diretos da maioria das classes de flavonas e isoflavonas,
como também na formagdo de dois flavondides intermediarios: 4-flavanol e o dehidroflavonol
(BOHM, 1994).

Flavonas s3o biossintetizadas a partir de flavanonas pela introdu¢do de uma dupla
ligacao entre C-2 e C-3. Dois tipos de enzimas, a flavona sintase I-2-oxoglutarato dioxigenase

dependente (FNS I) e a flavona sintase I (FNS II) sdo os catalizadores dessa reagao.



A formagdo de isoflavonas a partir de flavanonas se dé pela participagdo da 2-hidroxi-
isoflavanona sintase (IFS), um citocromo P450 monoxigenase de fun¢do mista. Esta enzima
aceita tanto 5-hidroxi como 5-deoxiflavanonas como substrato. A reacdo em questdo envolve
um rearranjo oxidativo da flavanona, incluindo a troca do anel da posicao 2 para a posigao 3
(DEWICK, 1994).

DEWICK (1994), a partir de experimentos realizados com Cicer arientinum
(Fabaceae), postulou que a sintese de pterocarpanos procede a partir de isoflavonas, através de
um intermediario pterocarpeno. Esse processo ¢ mediado pela enzima pterocarpano sintase
(PTS) e envolve a formacdo de um intermedidrio pterocarpeno. A transformacdo de
pterocarpanos hidroxilados na posicdo 6a se da a partir de agdo especifica da enzima
pterocarpano 6a-hidroxilase (P6aH). As prenilagdes nesta classe de isoflavondides sdo bem
freqiientes e ocorrem pela presenca de uma enzima especifica, a pterocarpano prenil
transferase (PTP).

A reducdo do grupo carbonila das flavonas origina compostos com esqueleto 4-
flavanol. Esta reacdo ¢ catalisada pela flavanona 4-redutase (FNR) e prové os precursores
imediatos para a formagao de 3-deoxiantocianinas, que, por sua vez, ocorrem em um nimero
restrito de plantas.

Finalmente, as flavanonas podem se hidroxiladas na posi¢do 3, formando
dehidroflavonois, que sdo intermediarios biossintéticos na formacao de flavanois, catequinas,
procianidinas e antocianidinas. Esta reacdo ¢ catalisada pela 3-flavanona hidroxilase (FHT),
uma 2-oxoglutarato dioxigenase dependente.

Dehidroflavonoéis sdo substratos diretos para a abundante classe dos flavonois, como
também para a formagdo de substiancias com esqueleto 3,4-didis, conhecidos como
leucocianidinas. Flavonois sao formados a partir de dehidroflavonoéis por introdugdao de uma
dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3, reacdo esta catalisada pela enzima flavonol sintase
(FLS), outra 2-oxoglutarato dioxigenase dependente. A reducdo de dehidroflavonois na
posicdo 4, catalisada pela enzima 4-dehidroflavonol redutase (DFR), leva a formagdo de
compostos do tipo cis-diois, que sdo, por sua vez, intermediarios na formacao de catequinas,
protocianidinas e antocianidinas (HELLER; FORKMANN, 1994). As principais enzimas
envolvidas nos processos biossintéticos das varias classes de flavondides sdo mostradas no

Quadro 2 (pag. 55) .



Enzima Sigla Numeragio
Acetil-CoA carboxilase ACC I
Fenilalanina amonia liase PAL II
Cinamato-4-hidroxilase ligase C4H I
4-Cumarato-CoA ligase 4CL v
4-Cumaril-CoA 3-hidroxilase CC3H \%
Chalcona sintase CHS 1
Policetidio redutase PKR 2
Chalcona isomerase CHI 3
2-Hidroxiisoflavanona sintase IFS 4
2-Hidroxiisoflavanone desidrase IFD 5
Flavona sintase I FNSI 6
Flavona sintase I1 FNS I
Flavanona 4-redutase FNR 7
Flavanona 3-hidroxilase FHT 8
Flavonol sintase FLS 9
Dehidroflavonol 4-redutase DFR 10
Leucoantocianidina 4-redutase LAR 11
Antocianidina sintase ANS 12
Flavonoide 3-O-glucosil transferase AGT 13
Pterocarpano sintase PTS 14
Pterocarpano 6a-hidroxilase P6aH 15
Prenil-pterocarpano transferase PTP -
Prenil transferase PT -
2’-Hidroxilase isoflavona 2’H -
Isoflavona redutase IFR -
S-Adenosil Metionina SAM -
2-Hidroxiisoflavanona desidrase 2HFR -
3’,5’-hidroxilase 3°,5’-H -

QUADRO 2. Enzimas envolvidas nos processos biossintéticos de varias classes de

flavonoides.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Estudo fitoquimico

4.1.1 Material vegetal

O material vegetal, cascas do caule, foi coletado no municipio de Santa Rita, Estado
da Paraiba, em fevereiro de 2006, e identificado pela botanica Profa. Maria de Fatima Agra do
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB).
Uma exsicata desta espécie encontra-se catalogada no Herbario JPB/UFPb. Colegdo de M. F.

Agra et al. 6805 (JPB).

4.1.2 Métodos de analise

4.1.2.1 Métodos cromatograficos

Na cromatografia de adsor¢do em coluna (CC) foi utilizada silica gel 60, ART 7734 da
MERCK, de particulas com dimensdes entre 0,063-0,200 mm. O comprimento e o didmetro
das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras e as quantidades de silica a
serem utilizadas. Para cromatografia em camada delgada (CCD), foi usada silica gel 60 PF,s4
ART 7749 da MERCK.

As revelacdes das substancias nas CCD analiticas foram executadas pela exposi¢ao
das placas a lampada de irradiag¢do ultravioleta com dois comprimentos de onda (254 ¢ 366
nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58 e/ou pela pulverizagdo com o
reagente vanilina cloridrica. Também foi utilizado como revelador camara saturada com
vapores de iodo. O grau de pureza das substancias foi evidenciado por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA), determinando-se a pureza quando observada uma Unica

mancha apds revelagdo, em pelo menos trés tipos de sistemas de elui¢do diferentes; como



também pela variacdo do ponto de fusdo das substancias (o critério de pureza adotado ¢ que a
diferenga entre o ponto de fusdo final e o ponto de fusdo inicial ndo seja maior que 3 °C).
Como fase moével foram usados os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e

metanol, isoladamente ou em misturas binarias em gradiente crescente de concentracao.

4.1.2.2 Métodos espectrométricos

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram registrados em pastilha de KBr,

em espectrofotometro marca BOMEM, modelo MB 100.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Iy (RMN de 1H) e Ressonancia
Magnética Nuclear de “C (RMN de "*C) uni e bidimensionais foram obtidos em
espectrometro da marca MERCURY-VARIAN (LTF/UFPB) operando a 200 MHz ('H) e 50
MHz (*C) ¢ VARIAN- NMR-SYSTEM (LTE/UFPB) operando a 500 MHz (‘H) e 125 MHz
(*C). As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se cerca de 10 mg das mesmas
em solvente deuterado da Cambridge Isotope Laboratories (CDCl;, CD;0D e CsDsN). Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e foram
referenciados para RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as
fragdes ndo deuteradas destes solventes: cloroformio (6y = 7,24), metanol (oy = 3,30 ppm).
Para os espectros de RMN de °C, estes mesmos pardmetros foram utilizados: cloroférmio (8¢

=77,0), metanol (6¢ = 49,00 ppm).

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

4.1.2.3 Pontos de fusao

Os pontos de fusao das amostras foram determinados em aparelho digital para ponto
de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302, com bloco de platina em microscopio
optico tipo “Kofler”, marca REICHERT, modelo R3279, com temperatura que varia de 0-350

°C. Os valores obtidos nao foram corrigidos.



4.1.3 Processamento das cascas do caule de Anadenanthera colubrina.

As cascas do caule de Anadenanthera colubrina foram secas em estufa com ar
circulante a temperatura média de 45 °C durante 3 a 4 dias. Apds a secagem, o material
vegetal foi submetido a um processo de pulverizagdo em moinho mecanico tipo Harley,

obtendo-se 10 kg de p6 seco.

4.1.3.1 Obtencio e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol
(EtOH) a 95 %, em um recipiente de aco inoxidavel. Foram feitos trés processos de extragdo
num intervalo de 72 horas entre eles, para garantir uma maxima extracado dos constituintes
quimicos. A solucdo etandlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a evaporagdo do
solvente com o auxilio de um rotavapor a uma temperatura média de 50 °C. Apos esse
processo de evaporacao do solvente, obteve-se o extrato etandlico bruto (EEB), que pesou 2,5
kg (25 % em relacdo ao peso seco da planta).

Uma parte do extrato etandlico bruto (500 g) foi suspenso em uma solucdo de
etanol/agua (7:3 v/v) sob agitacdo mecanica, obtendo-se uma solucao hidroalcoolica. Esta foi
submetida a uma extracao liquido/liquido, em uma ampola de separagdo, sob agitagdo manual
de forma exaustiva e sucessiva, utilizando seguidamente os solventes hexano, cloroférmio e
acetato de etila. As solu¢des obtidas foram tratadas com Na,SO, anidro ¢ submetidas a
filtracdo a vacuo. Apos esse processo, os solventes foram evaporados em evaporador rotativo
a uma temperatura média de 50 °C, fornecendo as fases hexanica, cloroformica e acetato de

etila (FLUXOGRAMA 1, pag. 61).



FLUXOGRAMA 1. Obtencao e particionamento do extrato etandlico bruto de Anadenanthera
colubrina.

EXTRATO ETANOLICO BRUTO (500 g) l

EtOH:H,0 (7:3)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA

Hexano

FASE HEXANICA (1,8 g)

FASE HIDROALCOOLICA I

CHCl;

FASE CLOROFORMICA (6,0 g) FASE HIDROALCOOLICA II l

AcOEt

FASE ACETATO DE ETILA (25,0 g) FASE HIDROALCOOLICA III l




4.1.4 Fracionamento cromatogriafico da fase hexidnica das cascas do caule de

Anadenanthera colubrina.

A fase hexanica (1,8 g) foi submetida a coluna cromatografica (CC), utilizando como
adsorvente silica-gel e como eluentes hexano, cloroférmio e metanol puros ou em misturas
binarias, obedecendo um grau crescente de polaridade. Conseguiu-se um total de 117 fragdes
que foram coletadas a cada 125 ml e concentradas no evaporador rotativo.

Todas as fragdes foram monitoradas através de (CCDA) em diversos sistemas de
solventes, e foram reunidas de acordo com os seus Rf, apos visualizagdo na luz ultravioleta e
revelacdo em camara de vapores de iodo. As fragcdes foram reunidas em 18 grupos como
mostrado no QUADRO 3 ( pag.63).

As fragdes reunidas foram monitoradas através de CCDA. As fra¢des 11-14, 20-23,
34-36 e 39-42 apds concentragdo em evaporador rotativo, apresentaram-se como solidos
brancos cristalinos que ap6s sucessivas recristalizagcdes com hexano e gotas de cloroféormio,
forneceram a substancias codificadas como Ac-1, Ac-2, Ac-3 e Ac-4 respectivamente sendo
encaminhadas para analise espectral. O esquema geral para o isolamento dessas substancias ¢
mostrado no FLUXOGRAMA 2, abaixo.

FLUXOGRAMA 2. Fracionamento da fase hexanica do extrato etanolico bruto de

Anadenanthera colubrina.

Fase hexanica (1,8 g)

CC silica gel
CHCIl3/ MeOH

117 fragdes
(125 mL)

CCDA

21 Grupos

Conc. rotaevaporador

11-14 20-23 34-36 39-42
| Recristalizacio | Recristalizacao |
Ac-1 Ac-2 Ac-3 Ac-4
(120 mg) (10 mg) (43 mg) (12 mg)




Eluentes Proporc¢ao Fracoes obtidas Fracoes reunidas

Hex 100 01-05 01-05
Hex:CHCl; 06-10
80:20 06-14 11-14

Hex:CHCl; 60:40 15-16 15
16-18

19
Hex:CHCl; 50:50 17-30 20-23
24-30
Hex:CHCl; 40:60 31-38 31-33
34-36
37-38
Hex:CHCl; 30:70 39-52 39-42
43-52
CHCl, 100 53-59 53-59
CHCIl5:MeOH 99:01 60-71 60-62
64-71
CHCIl5:MeOH 95:05 72-95 72-95
CHCIl5:MeOH 90:10 96-117 96-117

QUADRO 3. FEluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da fase

hexanica do extrato etandlico bruto de Anadenanthera colubrina.




4.1.5 Fracionamento cromatografico da fase cloroformica das cascas do caule de

Anadenanthera colubrina.

A fase cloroférmica (6 g) foi submetida a coluna cromatografica (CC), utilizando
como adsorvente silica-gel e como eluentes hexano, acetato de etila ¢ metanol em misturas
binarias ou sendo apenas o solvente puro, obedecendo a um grau crescente de polaridade.
Conseguiu-se um total de 144 fragcdes que foram coletadas a cada 125 ml e concentradas no
evaporador rotativo.

Todas as fracdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) sendo analisadas e reunidas as fracdes que possuiam Ry semelhantes (QUADRO 4,
pag. 65). As fracdes 09-11 e 40-44 apresentaram-se como solidos brancos cristalinos que
apos sucessivas recristalizagdes com hexano e gotas de cloroférmio, forneceram a substancias
codificadas como Ac-5 e Ac-6. A fracdo 62-70 apresentou-se como um soélido branco
cristalino que apos sucessivas recristalizacdes com metanol, forneceu a substancia codificada
como Ac-7 (FLUXOGRAMA 3). Ac-5, Ac-6 ¢ Ac-7 foram encaminhadas para analise

espectral.

FLUXOGRAMA 3. Fracionamento da fase cloroformica do extrato etandlico bruto de

Anadenanthera colubrina.

Fase cloroformica (6 g)

CC silica gel
CHCIl3/ MeOH

144 fragoes
(125 mL)

CCDA

21 Grupos

Conc. rotaevaporador

09-11 40-44 62-70

Recristalizacao Recristalizacao

Ac-5 Ac-6 Ac-7
(9 mg) (100 mg) (40 mg)




Eluentes Proporc¢ao Fracoes obtidas Fracoes reunidas

01-08
Hex:CHCls 09-11
50:50 01-23 12-15
16-20
21-23

Hex: CHCl3 40:60 24-29 24-29

30-39
Hex: CHCl3 30:70 30-52 40-44
45-52

CHCls 100 53-59 53-59
CHCl;: MeOH 99:01 60-89 60-61
62-70
71-89
90-99
CHCl;: MeOH 95:05 90-119 100-110
111-119

CHCI3: MeOH 90:10 120-144 120-144

QUADRO 4. Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da fase

cloroférmica do extrato etanodlico bruto de Anadenanthera colubrina.

4.1.6 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila das cascas do caule de

Anadenanthera colubrina.

Uma aliquota da fase acetato de etila (3,0 g) foi submetida a CC, utilizando como fase
estaciondria sephadex LH 20 e como fase moével cloroférmio e metanol na proporgao 1:1.
Conseguiu-se um total de 34 fragdes.

Todas as fragdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) sendo analisadas e reunidas as fragdes que possuiam mesmo Rf (Fr. 01 -02, Fr. 03-
04, Fr. 05 - 09, Fr. 10 -12, Fr. 14-21, Fr. 22- 26, Fr. 27-30, Fr.28-34) . O grupo 10-12, apds
andlise em CCDA, foi submetido a Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP),
utilizando-se acetato de etila ¢ metanol (9:1) como eluentes, obtendo-se duas subfragdes: 10-

12.1 e 10-12.2. A subfragao 10-12.1, apresentou-se como solido avermelhado, que apds



andlise por CCDA mostrou-se como Unica mancha, resultando na substincia codificada como

Ac-8, que foi encaminhada para analise espectral (FLUXOGRAMA 4, pag. 66).

FLUXOGRAMA 4. Fracionamento da fase acetato de etila do extrato etandlico bruto de

Anadenanthera colubrina.

Fase Acetato de Etila (3.0g)

- Sephadex LH 20
- CHCIl3;:MeOH
- CCDA.

oy b b

172 3/4 5/9  10/12  14/21 22/26 27/30 31/34

- CCDA
- CCDhP
10-12.1 10-12.2

l

Ac-8 (27 mg)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo estrutural de Ac-1

O composto codificado como Ac-1 foi obtido na forma de cristais brancos com ponto
de fusdo entre 220-222 °C e rendimento 0,006%.

O espectro de RMN de "*C-APT (50 MHz, CDCl;) (FIGURA 8, pag. 71) revelou a
presenca de trinta sinais, do quais seis sdo referentes a carbonos nao hidrogenados, seis a
carbonos metinicos, onze a carbonos metilénicos e sete a metilicos, sugerindo tratar-se de um
esqueleto terpénico. Dentre os carbonos mono-hidrogenados observou-se um sinal em o¢
78,95 que sugere a presenga de carbono carbindlico (FIGURA 9, pag. 72). A insercdo do
grupo hidroxila no C-3 foi realizada com base em informagdes da literatura (MAHATO;
KUNDU, 1994) de que triterpenos onde a hidroxila estd ausente nessa posi¢ao o C-3 absorve
em Oc 42,1 e C-1 em 8¢ 40,3 ja quando o C-3 esté hidroxilado este absorve entre d¢ 79,0-76,0
e C-1 devido ao efeito y-gauche absorve entre o¢ 38,0-36,0. Para definirmos a estereoquimica
da hidroxila novamente recorremos a literatura que apresenta dados indicando que quando a
hidroxila de C-3 esta em posig¢ao equatorial este carbono fica menos protegido que o C-3 com
hidroxila axial, e ainda a metila axial ligada a C-4 ¢ protegida cerca de d¢ 6,5 e o grupo
metileno na posic¢ao 1 ¢ desprotegido d¢ 2,0 ppm em comparagdo com o isdmero axial devido

ao efeito y-gauche.

OH equatorial OH axial Ac-1



Adicionalmente observaram-se sinais para carbonos sp> em 8¢ 150,95 e 8¢ 109,31
cujos valores de deslocamento quimico sdo caracteristicos de triterpenos pentaciclicos da série
lupano com insaturagao entre C-20 e C-29 (OLEA; ROQUE, 1990) (FIGURA 9, pag. 72).

O espectro de RMN de 'H de Ac-1 (200 MHz, CDCl;) (FIGURA 11, pag. 74)
apresentou um simpleto em oy 1,65 caracteristico de metila ligada a carbono olefinico e sinais
simples condizentes com a presenga de seis metilas quaternarias (oy 0,73; 0,76; 0,80; 0,91;
0,93; 1,00) (FIGURA 12, pag. 75). O multipleto em oy 3,15 ¢ atribuido a um hidrogénio
ligado a carbono carbin6lico. Também foi observado um dupleto em dy 4,65 e um multipleto
em Oy 4,53 atribuidos a hidrogénios olefinicos (FIGURA 13, pag.76) . Estas informagdes
confirmam a presenca de estrutura de um triterpeno pentaciclico da série lupano.

Estas informagdes, em conjunto com os valores de RMN °C descritos na literatura
(Tabela 1, pag. 70) permitiram identificar Ac-1 como sendo o triterpeno da série lupano, Lup-

20(29)-en-3-ol também denominado Lupeol.

,

O triterpeno lupeol, ocorre naturalmente em muitas plantas, apresenta varias atividades
farmacologicas dentre elas demonstrou atividade sobre a proliferagdo de queratindcitos na
pele, atividades nefro-protetoras tanto na exposi¢ao cronica ao cadmio, quanto na redugao da
excre¢do de oxalato em determinadas patologias que causaria danos no tubulo renal
(NAGARAJ et al., 2000). Atividades anti-tumorais (MORIARITY et al., 1998), antioxidantes
(MOREIRA; CARLOS; VILEGA, 2001) e liberadores de mediadores da resposta

imunologica (RAJIC et al., 2000) também sdo efeitos farmacoldgicos deste composto.



TABELA 1. Dados de RMN de 'H (200 MHz) ¢ *C (50 MHz) para Ac-1 em CDCl; e
comparagdo com os dados de RMN de B¢ da literatura [(CDCly) (MAHATO; KUNDU,
1994)] (6 em ppm e J em Hz).

Lupeol Ac-1
dc dc On

C

4 38,8 38,82

8 40,8 40,78

10 37,1 37,11

14 42,8 42,78

17 43,0 42,96

20 150,9 150,95

CH

3 78,9 78,95 3,15 (m)

5 55,3 55,25

9 50,4 50,39

13 38,0 37,99

18 48,2 48,25

19 47,9 47,95 2,33 (m)

CH,

1 38,7 38,65

2 27,4 27,37

6 18,3 18,28

7 34,2 34,23

11 20,9 20,88

12 25,1 25,08

15 27,4 27,37

16 35,5 35,54

21 29,8 29,80

22 40,0 39,97

29 109,3 109,31 4,65(d, J=2,2)
4,53 (m)

CH;

23 28,0 27,95 0,73 (s)

24 15,4 15,35 0,76 (s)

25 16,1 16,09 0,80 (s)

26 15,9 15,93 0,91 (s)

27 14,5 14,52 0,93 (s)

28 18,0 17,97 1,00 (s)

30 19,3 19,27 1,65 (s)
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FIGURA 8. Espectro de RMI de '>C-APT de Ac-1(50 MHz, CDCls).
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5.2 Identificacdo Estrutural de Ac-2

O composto codificado como Ac-2 foi obtido como cristais brancos com ponto de
fusdo entre 116-118 °C e rendimento 0,0005%.

No espectro de absor¢ao na regido do infravermelho realizado em pastilhas de KBr
(FIGURA 14, pag. 81) observou-se bandas de absor¢do na regido de 1626-1446 cm’
referentes a deformacgdo axial da ligagdo carbono-carbono de anel aromatico, bem como uma
banda em 3398 cm™', que sugere a presenca de grupo OH na molécula (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2001).

O espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, CDCls) (FIGURA 15, pag. 82) mostrou 10
sinais. A presenca de um sinal referente a carbono metinico e cinco referentes a carbonos nao
hidrogenados, sendo dois oxigenados, sugeriram para Ac-2 a estrutura de um anel aromatico
pentassubistituido. Sinais para carbonos nao hidrogenados em o¢ 172,58 e metilico em o¢
51,82, sugeriu a existéncia de grupo metil éster. A presenga de sinais em o¢c 157,37 e dc

163,14 sugere a existéncia de carbonos hidroxilados (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2006). Adicionalmente observa-se a presenca de dois sinais para carbonos metilicos um em
dc 24,10 e outro em oc 7,64 de acordo com valores da literatura esses deslocamentos
referem-se a metilas ligadas a anel aromatico,sendo que em d¢ 7,64 a metila encontra-se

posicionada entre duas hidroxilas.

24,0 — 8’0\

HO OH

(PAVIA et al., 2001) (LEE et al., 2001)

O espectro de RMN de 'H de Ac-2 (200 MHz, CDCl;) (FIGURA 16, pag. 83) mostrou
sinal para hidrogénio aromatico em oy 6,18 (s, 1H), reforcando a presenga de anel aromatico
pentassubstituido. Observou-se sinal para hidrogénios metoxilicos em &y 3,90 (s, 3H) e
metilicos ligados a nticleos aromaticos em oy 2,08 (s, 3H) e 6y 2,44 (s, 3H). O sinal em 0oy
12,02 (s, 1H) indicando a presenga de hidrogénio em ponte intramolecular e o sinal em dy
5,15 (s, 1H) sugeriu a existéncia de hidroxila. Para confirmar estas informacgdes realizou-se

um espectro de RMN de 'H em CDCl; com gotas de D,O, observando-se entio o total



desaparecimento do sinal em 6y 5,15 e a diminuicdo da intensidade do sinal em &y 12,02
confirmando tratar-se de sinais referentes a duas hidroxilas (FIGURA 17, pag. 84).

Com o intuito de confirmar as posi¢des dos substituintes do anel aromatico
pentasubstituido de Ac-2 utilizamos o espectro de RMN 'H ¢ *C-HMBC (200 MHz, CDCl5)
que mostrou correlagdo a trés ligagdes entre o hidrogénio em 6y 6,18 (H-5) e o carbono em d¢
24,10, definindo o grupo metilico vizinho ao hidrogénio aromatico. Correlagdo entre os
hidrogénios em dy 2,43 a duas ligagdes com o carbono em o¢ 140,13 (C-6) e a trés ligagdes
com os carbonos em ¢ 105,0 (C-1) e d¢ 110,49 (C-5) confirma os deslocamentos dos
carbonos 6, 1 e 5 respectivamente. De maneira analoga a correlag@o entre os hidrogénios em
Oy 2,08 ( 3-CH3) e o carbono em o¢ 108,44 a duas ligagdes e a trés ligagdes com os carbonos
em oc 157,37 (C-4)e d¢c 163,14 (C-2) definiu os deslocamentos dos carbonos 3, 4 e 2
respectivamente (FIGURA 18 e 19, pag 85 e 86). Todas as correlagdes obtidas no espectro
HMBC estdo representadas na Tabela 2 (pag. 79)

O espectro HMQC mostrou correlagdo direta entre o hidrogénio em dy 6,18(H-5) e o
carbono d¢ 110,49 (C-5); entre o hidrogénio em oy 3,90 (OCH3) e o carbono em o¢ 51,82
(OCH3), entre os hidrogénios em dy 2,43 (6-CHj3) e o carbono em ¢ 24,10 (6-CH 3), e entre
os hidrogénios em &y 2,08 (3-CH3) e o carbono em o¢ 7,64 (3-CH3) (Tabela 2, pag 79;
FIGURA 20, pag. 87). Confirmando os dados dos espectros anteriores.

A compilagdo dos dados de RMN de 'H e ">C obtidos nos experimentos uni e
bidimensionais para o composto Ac-2 em comparacao com dados da literatura (Tabela 3, pag
80) permitiram identifica-lo como o 2,4-diidroxi-6,3-dimetil-benzoato de metila também

denominado de acido atrarico.

O 4acido atrarico ¢ um metabolico raramente encontrado em plantas superiores
(Dictionary of Natural Products, 2002) e apresenta atividade nematocida (AHAD et al., 1991)
e potente atividade antifligica contra os fitopatégenos Curvularia sp., colletotrichum

gloeosporioides, ~ Rhizoctonia  solani, Corynespora  cassiicola e  Fusarium

sp.(ATHUKORALAGE et al., 2001).



Tabela 2. Dados de RMN de 'H e '*C (2D) de Ac-2 (200 e 50 MHz) em CDCl; (8 em ppm).

HMQC HMBC
dOc dn > Jeu > Jen

C
1 105,00 H-5, 6-CH3 2-OH
2 163,14 2-OH 3-CH;
3 108,44 3-CH;, 2-OH, 4-OH, H-5
4 157,37 H-5, 4-OH 3-CH;
6 140,13 6-CH;
1 172,58 OCHj;
CH
5 110,49 6,18(s) 6-CHj3;, 4-OH
CH;
3-CH, 7,64 2,08(s)
6-CH, 24,10 2,43(s) H-5
OCH; 51,82 3,90(s)
OH
2-OH 12,02(s)

4-OH 5,15(s)




Tabela 3. Dados de RMN de 'H e "°C de Ac-2 (200 e 50 MHz, CDCl;) em comparagdo com
dados da literatura [( CDCI3) (SILVA, 2004)] (6 em ppm).

Acido Ac-2
atraric
o O Oc On

Oc
C
1 104,60 105,00
2 162,87 163,14
3 108,87 108,44
4 158,70 157,37
6 139,88 140,13
1 172,58 172,58
CH
5 110,55 6,18 (s) 110,49 6,18 (s)
CH;
3-CH; 7,74 2,08 (s) 7,64 2,08 (s)
6-CH; 24,07 2,43 (s) 24,10 2,43 (s)
OCH, 51,74 3,90 (s) 51,82 3,90 (s)
OH
2-OH 12,02 12,02

(s) (s)
4-OH 5,15 (s) 5,15 (s)
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5.3 Identificacao Estrutural de Ac-3

O composto codificado como Ac-3 foi obtido na forma de cristais brancos com ponto de
fusdo entre 227-228 °C e rendimento 0,0021%.

O espectro de RMN de 'H de Ac-3 (200 MHz, CDCls) (FIGURA 21, pag. 90) mostrou
um envelope de absor¢des entre 0,7 e 2,0 ppm, caracteristico de terpendides. Dentro desta regido
observou-se simpletos referentes a cinco metilas quaternarias (dy 0,73; oy 0,79; oy 0,94; 6 0,95;
oy 0,99) e um simpleto em oy 1,65 caracteristico de metila olefinica (FIGURA 22, pag. 90). Um
duplo dupleto em oy 3,16 (J = 6,0 e 10,0 Hz) atribuido a hidrogénio oximetinico (H-3).
Observou-se ainda um dupleto em oy 4,65 (J =1,6 Hz) e um multipleto em oy 4,55 com
integracdo relativa para um hidrogénio cada atribuidos a hidrogénios oleficos caracteristico de
absor¢des de grupo vinilico terminal de esqueleto de um triterpeno da série lupano (GOMES,
1998). Adicionalmente observou-se a presenca de dois dupletos em oy 3,77 (J = 10,2 Hz) e oy
3,30 (J =10,4 Hz) referentes a hidrogénios do grupo metilénico ligado a hidroxila (FIGURA 23,
pag. 91).

O espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, CDCl;) (FIGURA 24, pag. 92) revelou a
presenca de 30 sinais, do quais seis sdo ndo hidrogenados, onze sdo metilénicos, sete referentes a
metinicos e seis a carbonos metilicos, sugerindo um esqueleto triterpénico. Observa-se um sinal
em Oc 78,97 sugerindo, semelhante a Ac-1 a presenga de um grupo hidroxila em posi¢ao
equatorial no C-3. Adicionalmente foram observados sinais para carbonos sp? em 8¢ 150,46 ¢ 8¢
109,67 que indicam a existéncia de uma ligacdo dupla e foram atribuidos a C-20 e C-29
respectivamente reforcando a sugestdo de esqueleto triterpenos pentaciclicos da série lupano.
Também foi observado um sinal em ¢ 60,52 coerente com carbono alifatico desprotegido por
estar ligado a grupo hidroxila, sendo atribuido a C-28 (FIGURA 25, pag. 93).

Assim através da analise dos dados expostos acima e por comparacdo com a literatura
(MAHATO; KUNDU, 1994) pode-se afirmar que a substancia Ac-3 trata-se do alcool betulinico
(Lup-20(29)-ene-3,28-diol) Os dados de RMN 'H ¢ *C de Ac-3 estdo compilados na tabela 4
(pag. 89).

O alcool betulinico apresenta atividade antitumoral, antiinflamatoria e antiviral (frente ao
virus HIV-1) (ACHREM-ACHREMOWICZ; JANECZKO, 2003), além de ser hepatoprotetor
frente a citotoxicidade do cadmo e do acetominifeno (SZUSTER-CIESIELSKA; KANDEFER-
SZERSZEN, 2005).



TABELA 4. Dados de RMN de 'H (200 MHz) ¢ *C (50 MHz) para Ac-3 em CDCl; ¢
comparacdo com os dados de RMN de *C da literatura [(CDCl;) (MAHATO; KUNDU, 1994)]
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(6 em ppm e J em Hz)

Alcool Betulinico
d¢

38,9 38,83

40,9 40,88

37,2 37,12

42,7 42,68

47,8 47,77

150,6 150,46

78,9 78,97 3,16 (d, J= 6,0 e 10,0)

55,3 55,25

50,4 50,36

37,3 37,27

48,8 47,75

47,8 48,72 2,30 (m)

38,8 38,67

27,2 27,34

18,3 18,28

34,3 34,20

20,9 20,80

25,3 25,17

27,0 27,01

292 29,14

29,8 29,71

34,0 33,94

60,2 60,52

109,6 109,67 4,65 (d, J=1,6)
4,55 (m)

28,0 27,95 0,73 (s)

15,4 15,34 0,79 ()

16,1 16,09 0,94 (s)

16,0 15,95 0,95 (s)

14,8 14,74 0,99 (s)

19,1 19,06 1,65 (s)
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FIGURA 22. Expansio do espectro de RMN de 'H de Ac-3 (200 MHz, CDCl;)
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5.4 Identificacdo Estrutural de Ac-4.

O composto codificado como Ac-4 foi obtido na forma de cristais brancos com ponto de
fusdo entre 210-212 °C e rendimento 0,0006%.

O espectro de RMN de 'H de Ac-4 (500 MHz, CDCl;) (FIGURA 27, pag. 98) também
mostrou um envelope de absor¢des entre 0,7 e 2,0 ppm, caracteristico de terpendides onde se
encontra simpletos referentes a seis metilas quaternarias (6y 0,73; dn 0,77; oy 0,81; oy 0,94; oy
0,97; 0y 1,01) e um simpleto em oy 1,65 caracteristico de metila olefinica (FIGURA 28, pag. 99).
Dois duplos dupletos um em oy 3,16 (J = 5,0 e 11,0 Hz) e outro em oy 3,58 (J =5,0 ¢ 11,0 Hz)
foram sugeridos para hidrogénios oximetinicos (H-3 e H-16). Observou-se ainda um dupleto em
oy 4,68 (J = 2,5 Hz) e um multipleto em oy 4,57, com integragdo relativa para um hidrogénio
cada atribuidos a hidrogénios olefinicos caracteristico de absor¢des de grupo vinilico terminal de
esqueleto de triterpenos da série lupano (GOMES, 1998) (FIGURA 30, pag. 100).

O espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls) revelou a presenca de trinta sinais
refentes a trinta carbonos, do quais seis sdo ndo hidrogenados, sete sdo metinicos, dez sdo
metilénicos e sete referentes a metilicos, reforcando a sugestdo de esqueleto triterpénico. Sinais
para carbonos sp> em 8¢ 150,00 e 8¢ 109,77 indicam a existéncia de uma ligagdo dupla e foram
atribuidos a C-20 e C-29 respectivamente sugerindo presenga de esqueleto de triterpenos
pentaciclicos da série lupano (FIGURA 32 e 33, pag. 102 e 103). Observou-se também dois
sinais referentes a carbonos carbinolicos um em d¢ 78,98 que como relatado em Ac-1 refere-se a
presenca de um grupo hidroxila em posi¢ao equatorial (C-3) e outro em 6¢ 77,00 (FIGURA 34,
pag. 104) cuja posi¢ao foi definida observando os dados da literatura (MAHATO; KUNDU,
1994) mostrando que quando posicionada no C-7 este carbono apresenta deslocamento quimico
em d¢ 74,7 e devido ao efeito gama-gauche protege a metila 26 que absorve em d¢ 10,2; se
posicionada no C-11 este aparece em o¢ 70,5 ndo havendo efeito substancial sobre as metilas; na
posicdo 15 a hidroxila leva o carbono ao qual estd ligada a absorver em o¢ 69,7 e por efeito
gama-gauche protege a metila 27 que apresenta deslocamento quimico em oc¢ 8,0 e se ligada ao
C-16 este carbono apresenta-se em o¢ 76,9 e devido o efeito gama a metila 28 absrorve em d¢

11,8.



A\

8,0

Assim observando-se o deslocamentos de carbono hidroxilado em 6¢c 77,0 e de metila
protegida em d¢ 11,70 para Ac-4 e comparando com os dados da literatura pudemos dizer que em
Ac-4 esta hidroxila encontra-se no C-16.

A andlise dos dados expostos e comparagdo com a literatura podemos afirmar que a
substancia Ac-4 trata-se do Lup-20(29)-ene-3,16-diol também conhecido como calenduladiol. Os
dados de RMN 'H e "°C de Ac-4 estdo compilados na tabela 5 (pag. 95).

29

Este composto ¢ bastante comum na familia Asteraceae, principalmente na espécie
Calendula officinalis L. e ja possui comprovado efeito anti-tumoral (UKYA et al., 2002) e
antiinflamatorio em ratos (YSSUCAWA et al., 1996).



Tabela 5. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e ">C (125 MHz) para Ac-4 em CDCl; e comparagio
com os dados de RMN de "*C da literatura [(CDCl;) (MAHATO; KUNDU, 1994)] (6 em ppm ¢ J

29

em Hz).

Calenduladiol Ac-4
Oc Oc OH

C

4 38,9 38,86

8 41,0 40,96

10 37,1 37,14

14 441 44,10

17 48,6 48,59

20 149,8 150,00

CH

3 78,8 78,98 3,16 (dd, J=5,0 ¢ 11,0)

5 55,4 55,33

9 50,0 50,04

13 37,3 37,28

16 76,9 77,12 3,58 (dd, J=5,0 ¢ 11,0)

18 47,7 47,75

19 47,6 47,95 2,47 (m)

CH,

1 38,9 38,76

2 27,4 27,37

6 18,3 18,31

7 34,3 34,27

11 20,9 20,89

12 24,9 24,82

15 36,9 36,92

21 30,0 29,93

22 37,8 39,72

29 109.,6 109,77 4,68(d, J=2,5)
4,57(m)

CH;

23 28,0 27,98 0,73 (s)

24 15,4 15,37 0,77 (s)

25 16,1 15,99 0,81 (s)

26 16,1 16,12 0,94 (s)

27 16,1 16,18 0,97 (s)

28 11,8 11,70 1,01 (s)

30 19,4 19,33 1,65 (s)
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FIGURA 27. Espectro de RMN de 'H de Ac-4 (500 MHz, CDCl3)
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5.5 Identificacdo Estrutural de Ac-5

O composto codificado com Ac-5 apresentou-se na forma de cristais amarelados com
Ponto de fusdo 169-170 °C e rendimento 0,00045% .

O espectro de RMN de 'H de Ac-5 (200 MHz, CDCl;) (FIGURA 35, pag. 107) mostrou a
presenca de sete metilas (simpletos), destacando-se dentre estes o sinal da metila ligada a carbono
sp” em &y 1,65 que, juntamente com o dupleto em oy 4,66 e o multipleto em oy 4,54 atribuidos
aos dois hidrogénios olefinicos, caracterizam o grupo isopropenil. Nesse espectro foi também
observada a presenca de um multipleto em &y 2,38 atribuido a dois hidrogénios a-carbonilicos. A
auséncia de sinal entre 3,0 e 4,0 ppm retrata a inexisténcia do grupo CH-OH na posicao trés
(FIGURA 36 e 37, pag. 109 e 109).

O espectro de RMN de “C-APT (50 MHz, CDCls) (FIGURA 38, pag. 110) revelou a
presenca de 30 sinais, do quais seis sdo nao hidrogenados, seis sdo metinicos, onze sao
metilénicos e sete referentes a metilicos, sugerindo um esqueleto triterpénico. A presenga do sinal
em Oc 218,28 e a auséncia do sinal do carbono oximetinico (8¢ ~79,0) indicou a presenca de uma
carbonila em C-3. Adicionalmente observou-se sinais para carbonos sp® em 8¢ 150,89 e ¢
109,38 (CH,), cujos valores de deslocamento quimico sdo caracteristicos de triterpenos
pentaciclicos da série lupano com insaturacao entre C-20 e C-29.

Comparagdo dos deslocamentos quimicos encontrados com dados da literarura permitiu
identificar Ac-6 como sendo o triterpeno Lup-20(29)-en-3-one, também denominada de

Lupenona (Tabela 6, pag. 106).

24 23
A lupenona apresenta comprovada atividade antiviral (MADUREIRA et al., 2003) e
antileucémica (HATA et al., 2003).



TABELA 6. Dados de RMN de 'H (200 MHz) ¢ °C (50 MHz) para Ac-5 em CDCl; ¢
comparagio com os dados de RMN de "C da literatura [(CDCl;) (AHMAD; ATTA-UR-
RAHMAN, 1994)] (6 em ppm e J em Hz).

Lupenona Ac-5
SC 6(; 6H
C
4 473 47,32
8 40,9 40,74
10 36,8 36,85
14 42,9 42,86
17 42,9 42,87
20 150,6 150,89
CH
3 217,9 218,28
5 55,0 54,88
9 49,8 49,76
13 36,2 38,12
18 48,3 48,19
19 473 47,94
CH,
1 39,6 39,59
2 34,1 34,15 2,38 (m)
6 19,6 19,65
7 33,6 33,52
11 21,5 21,43
12 25,2 25,10
15 27,4 27,39
16 35,6 35,48
21 29,9 29,79
22 40,0 39,94
29 109,2 109,38 4,66 (d, J=5.5)
4,54 (m)
CH;
23 26,6 26,62 0,77 (s)
24 21,0 21,02 0,90 (s)
25 15,8 15,76 0,93 (s)
26 15,9 15,96 1,00 (s)
27 14,4 14,45 1,04 (s)
28 18,0 17,99 1,04 (s)
30 19,3 19,28 1,65 (s)
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FIGURA 38. Espectro de RMN de *C-APT de Ac-5 (50 MHz, CDCl).
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FIGURA 39. Expansio do espectro de RMN de *C-APT de Ac-5 (50 MHz, CDCly).



5.6 Identificacao Estrutural de Ac-6

O composto codificado como Ac-6 foi obtido na forma de cristais brancos com ponto de
fusdo entre 262-264 °C e rendimento 0,02%.

O espectro de RMN de 'H de Ac-6 (200 MHz, CDCl3) (FIGURA 40, pag. 114) assim
como Ac-1 mostrou um envelope de absor¢des entre 0,7 e 2,0 ppm, caracteristico de terpendides.
Dentro desta regido observa-se simpletos referentes a cinco metilas quaternarias (g 0,68; On
0,75; oy 0,87; oy 0,89; 6y 0,90) e um sinpleto em dy 1,62 caracteristico de metila olefinica
(FIGURA 41, pag. 114). Observou-se ainda um multipleto em oy 3,11 indicando a presenca de
um hidrogénio oximetinico e dois simpletos largos em oy 4,65 e oy 4,53 atribuidos a hidrogénios
olefinicos (FIGURA 42, pag. 115).

O espectro de RMN de “C-APT (50 MHz, CDCl;) (FIGURA 43, pag.115) revelou a
presenca de 30 sinais, do quais sete sdo nao hidrogenados, seis sdo metinicos, onze sao
metilénicos e seis referentes a metilicos, reforgando a sugestdo de um esqueleto triterpenico. O
sinal em dc¢ 179,58 foi referente a presenca de carbono de um grupo carboxilico. Adicionalmente
foram observados deslocamentos em o¢ 78,81 sugerindo a presenca de um grupo hidroxilico em
posicdo equatorial e em oc 150,58 e 6¢ 109,42 caracteristicos de triterpenos pentaciclicos da série
lupano com insaturagdo entre C-20 e C-29 (FIGURA 44 ¢ 45, pag. 116 e 117).

Através da andlise dos dados espectrais e por comparacao com a literatura pode-se afirmar
que a substancia Ac-6 trata-se do acido lup-20(29)-en-28-oico, conhecido como acido betulinico.

Os dados de RMN 'H e '*C de Ac-3 estdo compilados na tabela 7 (pag. 113).
29
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Pesquisas realizadas com o apdio do Instituto Nacional do Cancer revelaram que o Acido

betulinico constitui um inibidor seletivo de melanomas em seres humanos, bem como revelou
potente inibi¢do contra HIV em células linfocitas H9 (FUJIOKA et al., 1994). Além disso, na
concentragdo de 5 pumol, inibiu a atividade antitumoral exercida pelo 7,12-

dimetilbenzo[a]antraceno (MAHATO, 1997).



Tabela 7. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) para Ac-6 em CDCl; e comparagio
com os dados de RMN de "*C da literatura [(CDCl;) (MAHATO; KUNDU, 1994)] (5 em ppm e J

em Hz)
Acido betulinico Ac-6
C dc dc ou
4 38,8 38,71
8 40,7 40,56
10 37,2 37,06
14 42,4 42,32
17 56,3 56,13
20 150,3 150,58
28 180,5 179,58
CH
3 78,9 78,81 3,11 (m)
5 55,3 55,24
9 50,5 50,42
13 38,4 38,21
18 46,8 46,85
19 49.2 49,11
CH,
1 38,7 38,62
2 27,4 27,01
6 18,3 18,18
7 34,3 34,22
11 20,8 20,77
12 25,5 25,41
15 30,5 30,48
16 32,1 32,13
21 29,7 29,58
22 37,0 37,06
29 109,6 109,42 4,65 (sl)
4,53 (sl)
CH;
23 27,9 27,82 0,68 (s)
24 15,3 15,24 0,75 (s)
25 16,0 15,83 0,87 (s)
26 16,1 15,99 0,89 (s)
27 14,7 14,55 0,90 (s)

30 19,4 19,21 1,62 (s)




e ds

1.622

—T T E u T T T T
10 8 8 ? 6 5 4
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FIGURA 44. Espectro de RMN de *C-APT de Ac-6 (50 MHz, CDCls).
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5.7 Identificacdo Estrutural de Ac-7

O composto Ac-7 apresentou-se com um po6 branco com ponto de fusdo 271-274 °Ce
rendimento 0,004%.

Na anélise do espectro de RMN 'H de Ac-7 (FIGURA 46, pag. 120) foi observado um
envelope de absorc¢des entre 0H 0,6 e 2,7 caracteristico de nucleo esteroidal ou triterpénico. A
presenca de unidade osidica foi sugerida por um conjunto de absor¢des entre oy 4,0 € on 4,5
tipicos de hidrogénios oximetinicos da referida unidade (KASALI et al., 1987). Um multipleto em
Ou 3,98 referente ao hidrogénio carbindlico, permitiu propor presencga de unidade osidica no C-3,
tendo em vista seu deslocamento para campo baixo em Ac-7 quando comparado com o mesmo
hidrogénio (H-3) em Ac-1, que absorve em oy 3,15 (FIGURA 47, pag. 121)

O espectro de RMN °C obtidos utilizando a técnica APT (FIGURA 48, pag. 122)
corroboram com a proposta anterior da presenca da unidade osidica, ao mostrar um sinal em ¢
102,42 referente ao carbono anomérico (C-1") (AQUIMO et al., 1988), bem como absor¢des na
regido entre d¢c 71,52 e d¢ 78,35 condizentes com absorcdes de carbonos carbindlicos. Uma
absor¢ao em ¢ 62,66 referente a carbono metilénico oxigenado, confirma que a unidade osidica
trata-se da glicose. Observou-se também sinais entre 6c 11,85 e d¢ 19,86, caracteristicos de
carbonos metilicos de esterdides (BREITMAIER; VOELTER, 1990) (FIGURA 49, pag.123).
Absorgdes em d¢ 140,77 e d¢ 124,20 correspondem, respectivamente, aos carbonos 5 ¢ 6 do
esqueleto de esterdides como o sitosterol.

A compilagio dos dados de RMN de 'H e "“C obtidos para o composto Ac-7 e
comparacdo com valores da literatura (KOJIMA et al., 1990), permitiram identificd-lo como

Sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (Tabela 8, pag. 119).
-

Estudos in vivo em animais demostraram que o [-sitosterol glicosilado apresenta atividades

antiinflamatoria, antineoplasica, antipirética e imuno modulatoria (BOUIC et al., 1999).



Tabela 8. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) para Ac-7 em CsDsN e comparagio

com os dados de RMN de "°C da literatura [(CsDsN) (KOJIMA et al., 1990)] (8 em ppm e J em
/29

Hz). :

HO— /4
HO
Sitosterol-3-O-p-D- Ac-7
glicopiranosideo
C d¢c d¢c
5 141,00 140,77
10 37,00 36,78
13 42,40 42,33
CH
3 78,30 78,35
6 122,00 124,02
8 32,10 32,00
9 50,40 50,17
14 56,30 56,69
17 56,50 56,08
20 36,50 36,25
24 46,10 45,88
25 29,50 29,30
r 102,60 102,42
2 75,40 75,19
3 78,70 78,35
4 71,70 71,52
5 77,50 77,98
CH,
1 37,60 37,33
2 30,30 30,11
4 39,40 39,18
7 32,20 32,05
11 21,40 21,13
12 40,00 39,55
15 24,60 24,38
16 28,70 28,43
22 34,30 34,00
23 26,40 26,20
28 23,40 23,24
6 62,90 62,66
CH;
18 12,00 11,88
19 19,30 19,30
21 19,10 19,07
27 19,50 19,30
27 20,10 19,86

29 12,20 11,85
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5.8 Identificacdo Estrutural de Ac-8

O composto codificado como Ac-8 foi obtido como um sé6lido avermelhado, solivel em
metanol, com ponto de fusdo 176 °C, pesando 27 mg e com rendimento 0,0027%.

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho realizado em pastilhas de KBr
(FIGURA 50, pag. 127) observou-se bandas de absor¢io na regido de 1613-1447 cm™ referente a
deformacgdo axial da ligagdo carbono-carbono de anel aromatico e deformacdes em torno de
1285-1000 cm™ e 824-785 cm™  indicativas da presenga de anel aromético, bem como uma
banda em 3307 cm™, que sugere a presenga de grupo OH na molécula. (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2001).

O espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, CD;0OD) (FIGURA 51 e 52, pag. 128 ¢ 129)
revelou a presenca de quinze sinais, sendo sete nao hidrogenados, sete metinicos € um metilénico.
A presenca de 15 carbonos associada ao fato de doze destes estarem na regido de absorcao de
aromatico (entre ¢ 95,85 e 158,0) sugeriu a presenga de esqueleto de flavonoide (C¢C3Cs). A
observacao de trés sinais referentes a carbonos saturados em 6¢ 79,86 referente a um carbono
oxibenzilico; d¢c 67,48 atribuido a carbono oximetinico e em d¢c 29,26 atribuido a um carbono
metilénico benzilico aliado a auséncia de bandas referente a carbonila (1700 cm™ ) no espectro de
infravermelho indica que Ac-8 trata-se de um flavonoide pertencente a classe flavan-3-ol,
grupo que nao possue carbonila na posi¢ao quatro nem conjugagao entre os anéis A e B.

No espectro de RMN de 'H (200 MHz, CD;OD) (FIGURA 53, pag. 130) observaram-se
sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos entre oy 5,90 (d, /=2.4 Hz) e 6,96 (d, J=1,6 Hz).
Os sinais atribuidos a dois hidrogénios em 6 i 2,71 (H-4eq) e 2,86 (H-4ax) ligados ao carbono C-
4 e o sinal em oy 4,16 (H-3) refor¢ou a proposta de que Ac-8 trata-se de um flavan-3-ol
(FIGURA 54, pag. 131).

Os sinais de RMN de 'H em & 5,93 (d, J=2.4 Hz) ¢ § 5,90 (d, J=2.4 Hz) acoplando num
sistema AX de spins sugeriu que o anel A encontrava-se hidroxilado nas posi¢cdes C-5 e C-7
(FIGURA 54, pag.131).

Comparando os dados espectrais de Ac-8 com valores encontrados na literatura (BAE et
al., 1994; CUI et al, 1992) podemos confirmar que Ac-8 trata-se da 3,3,4°,5,7-

pentahidroxiflavana.



Os dados da literatura relatam a existéncia de dois isdmeros para a substancia do
3,3°,4",5,7- pentahidroxiflavana : a epicatequina onde a hidroxila ligada a C-3 encontra-se em
posi¢do axial e a catequina onde esta hidroxila encontra-se em posicao equatorial e esclarece
como diferencial entre elas o fato de que no espectro de RMN de 'H o H-3eq na epicatequina
encontra-se mais desprotegido (6 ~4,01) que o H-ax da catequina (6 ~3,83) e que o hidrogénio
metilénico benzilico H-4ax embora protegido em ambas, ¢ ligeiramente mais protegido na
catequina e no espectro de RMN de "°C a diferenca epimérica entre catequina/epicatequina é Ad
+3,4 (C-2), Ad +2,1 (C-3) e Ad -0,7(C-4) (Tabela 9) (AGRAWAL; BANSAL, 1989).

Assim através da andlise de todos os dados expostos acima pode-se afirmar que a suibstancia
Ac-8 trata-se do isémero epicatequina. Os dados de RMN 'H e '*C de Ac-8 estdo compilados na

tabela 9 (pag. 126).

A epicatequina possue varias propriedades farmacoldgicas comprovadas dentre elas
atividade relaxante vascular (XU et al.,, 2007), antioxidante (REN; HALAWEISH, 2007),
inibidor do citocromo P450 3* (KUO; HSIONG; HU, 2007) e antimicrobiana frente ao
Staphylococcus aureus (SHIN; CHUNG, 2007).



TABELA 9. Comparagio dos dados espectrais de RMN de 'H e "°C da substdncia Ac-8 em
CDsOD com valores encontrados na literatura (BAE et al., 1994; CUI et al.,1992) (6 em ppm e J

em Hz).

(ax)

OH
Catequina Epicatequina
Catequina Epicatequina Ac-8
CH d¢c du d¢c Su &¢ Ou
2 82,85 4,57 79,85 4,81 79,86 4,80 (m)
3 68,82 3,98 67,48 4,17 67,48 4,16 (m)
6 96,37 5,93 96,46 5,95 95,85 5,93 (d, J/=2.4 Hz)
8 95,58 5,87 95,95 5,93 96,35 5,90 (d, J/=2.4 Hz)
2’ 115,29 6,84 115,34 6,98 115,30 6,96 (d, J/=1.6 Hz)
5 116,15 6,76 115,95 6,76 115,87 6,76 (d, J/=8.0 Hz)
6’ 120,09 6,72 119,46 6,80 119,37 6,79 (dd, J=1.6 ¢ 8.0 Hz)
C
5 157,58 - 157,97 - 158,00 -
7 157,82 - 157,63 - 157,66 -
9 156,93 - 157,36 - 157,35 -
10 100,89 - 100,13 - 100,03 -
1 132,25 - 132,29 - 132,27 -
3 146,23 - 145,91 - 145,93 -
4 146,25 - 145,75 - 145,77 -
CH;
4ax. 28,49 2,51 29,25 2,86 29,26 2,86 (dd, /=5.0 ¢ 17.2 Hz)

4eq. 2,85 2,74 2,71 (dd, J=2.8 e 16.6 Hz)
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FIGURA 50: Espectro na regifio do infravermelho de Ac-8 (Pastilhas de KBr)
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CONCLUSOES



6 CONCLUSOES

» O presente trabalho atingiu o objetivo principal que se fundamentaria na ampliagdo do
conhecimento quimiotaxondomico do género Anadenanthera, utilizando cascas do caule da

espécie Anadenanthera colubrina var. cebil;

» O estudo fitoquimico da fase hexanica de A. colubrina levou ao isolamento e
identifica¢do de trés triterpenos, o lupeol, o alcool betulinico e o calenduladiol, e de um
composto fendlico, o acido atrarico. Com excec¢do do lupeol todas as demais substincias

estdo sendo descritas pela primeira vez no género;

» O estudo fitoquimico da fase cloroformica de 4. colubrina resultou no reisolamento de

dois triterpenos, a lupenona e o acido betulinico e um esteroide, o B-sitosterol glicosilado;

» O estudo fitoquimico da fase acetato de etila de 4. colubrina proporcionou o islomento ¢
identificagdao de um flavan-3-ol, a epicatequina que estd sendo relatada pela primeira vez

no género em estudo.
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