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RESUMO

Caesalpinia pluviosa DC. peltophoroides Benth GP. Lewis & uma
espécie da familia Leguminosae, conhecida popularmente como sibipiruna ou
sibipira e coragdo de negro. A espécie em estudo foi coletada no jardim do
LTF, o qual esta situado no Campus | da UFPB em Jo&o Pessoa-PB. Apos a
coleta deste material botanico, foram retiradas as cascas do caule e as
mesmas postas para dessecar em estufa a uma temperatura aproximadamente
40°c. As cascas do caule, secas, foram entéo pulverizadas e submetidas a uma
maceragado exaustiva com etanol a 95 %. A solugdo extrativa foi concentrada
em rota-evaporador sob pressdo reduzida e a uma temperatura de 45-50°c
obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB). Os extratos obtidos foram
submetidos a diversos fracionamentos cromatograficos, utilizando silica gel e
sephadex LH-20 como suportes. Deste fracionamento foram isolados um novo
biflavonoide, uma mistura de flavonas, um derivado da vanilina (4 - hidroxi - 3,5
- dimetéxi - benzaldeido) e estigmasterol. A elucidagéo estrutural dos
constituintes quimicos isolados foi realizada através de meétodos
espectroscopicos como IV, EM e RMN de 'H e ™°C.

Palavras-chave: Leguminosae, Caesalpinia pluviosa, Flavonbéide, Biflavonéide.
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ABSTRACT

Caesalpinia pluviosa DC. peltophoroides Benth GP. Lewis is a sort of the family
Leguminosae. Known popularly like sibipiruna or sibipira and coragéo de negro.
The sort in study was collected in the garden of the LTF what it is situated in the
Campus | of the UFPB in Jo&o Pessoa-PB, Paraiba state. After the collection of
this botanical material, there were withdrawn the stem barks and the same
pieces to dry in stove to a temperature approximately 40°c. The dry stem barks,
were pulverized then and subjected to an exhaustive maceration with etanol to
95 %. The extractive solution was concentrated in route - evaporador under
reduced pressure and to a temperature of 45-50°c. The obtained extracts were
subjected to several fragmentations cromatogréaficos, using a columm of silica
gel and sephadex LH-20 like supports. Of this fragmentation they were isolated
a new biflavonoide, a mixture of flavonas, a derivate of the vanillin (4-hydroxy-
3,5-dymethoxy-benzaldeydo) and stigmasterol. The structural elucidation of the
chemists constituent isolated was carried out through analytical methods like IR,
MS and 'H and *C NMR spectral data, with the add of homonuclear (COSY)
and heteronuclear (HMBC and HMQC) two dimensional techniques.
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1 - INTRODUGAO

As plantas utilizadas na medicina popular representam uma alternativa
vidvel para o tratamento e controle de certas doengas. Nos paises em
desenvolvimento, mais de 80% da populagdo usam a medicina tradicional
(acupuntura, terapias manuais e plantas medicinais) como cuidado basico da
saude, seja por tradigéo cultural ou por falta de alternativas (WHO, 2005).

A utilizagdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitagdo pela populacdo e vem crescendo junto a
comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades
biolégicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua eficacia
e seguranga (GURIB-FAKIM, 2006).

Segundo Lapa e cols (2004) é comum o pensamento de que as plantas
medicinais de uso tradicional ja foram testadas e homologadas devido ao seu
uso prolongado na espécie humana. Desta maneira, poderiam ser
considerados remédios eficazes e seguros, naturalmente balanceados,
desprovidos de efeitos colaterais comuns quando comparados aos produtos
sintéticos, ndo necessitando, assim, da avaliagdo exigida para este tipo de
medicamento. A automedicagéo milagrosa com plantas medicinais chega ao
extremo de substituir terapias em doengas graves especialmente nos paises
em desenvolvimento. Sdo exemplos, plantas utilizadas como hipoglicemiantes
ou antidiabéticas (KISS, 2006; WANG e NG, 1999).

Nos dltimos anos tém-se verificado um grande avango cientifico
envolvendo os estudos quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais que
visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas. Neste contexto é
importante mencionar que as plantas, além de seu uso na medicina popular
com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos para a
obtencéo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica. Como
exemplos, podem ser citados a morfina a emetina, a vincristina, a colchichina, a
rutina, entre outros (Fig.1, p. 21), (MONTANARI; BOLZANI, 2001; LIANDA et
al, 2003).

A cada momento sao relatadas na literatura novas moléculas; algumas
de relevante acdo farmacolégica, como por exemplo, o diterpeno

anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género Taxus, que apés sua
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sintese em escala industrial, j& se encontra disponivel no mercado
farmacéutico, constituindo-se uma alternativa para pessoas portadoras de
cancer nos ovarios, na mama, no cérebro nos pulmbes e de garganta
(CORREA, 1995), a forscolina, obtida de Coleus barbatus, um diterpeno
labdanico (SOUZA et. al. 1977), constitui-se hoje um potente vasodilatador e
agente inotropico (LEVIN, 1996), e que apresenta promissores efeitos contra
hipertenséo, glaucoma, asma e certos tumores (YUNES, 2001). A artemisinina,
outro exemplo, obtida de Artemisia annua, que apresenta potente atividade
antimalarica (KAMCHONWONGPAISAN et al., 1996).

Emetina

Morfina
Figura1: Quimioterapicos de origem vegetal de interesse na industria farmacéutica

(MONTANARI; BOLZANI, 2001; LIANDA et al, 2003).
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A importdncia das plantas medicinais deve-se ndoc sO por sua
contribuigdo como fonte natural de farmacos, mas também por proporcionar
grandes chances de obter-se uma molécula protétipo devido a diversidade de
constituintes presentes nestas. No entanto, inimeras plantas que sao usadas
em preparagbdes fitoterapicas carecem de um maior controle de qualidade, uma
vez que a literatura cientifica indica que muitas destas podem apresentar
substancias toxicas ou composicdo quimica variavel (NOLDIN, 2003;
CAPASSO et. al., 2000).

A Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem
crescendo notadamente nestes Ultimos anos, ao ponto que atualmente o
mercado mundial de fitoterapicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes
de délares. Dentro desta perspectiva, esperar-se-ia que o Brasil fosse um pais
privilegiado, considerando sua extensa e diversificada flora, detendo
aproximadamente um terco da flora mundial. Além disso, existe no pais um
grande numero de grupos de pesquisa que tem contribuido significativamente
para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas, a
quimiotaxonomia, a farmacologia de produtos naturais e outras areas
relacionadas. No entanto, nosso pais ndo tem uma atuagcdo destacada no
mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atrds de paises menos
desenvolvidos tecnologicamente (YUNES et al, 2001).

Cabe mencionar que dados da literatura indicaram que, em 1980, os
consumidores dos Estados Unidos pagaram mais de 8 bilhdes de délares em
prescrigdes com produtos naturais ativos, em relacdo ao mercado mundial,
cerca de 80% das pessoas utilizam plantas para curar suas enfermidades.
Outro aspecto a ser ressaltado € a quantidade de plantas existente no planeta,
sendo que a maioria é desconhecida sob o ponto de vista cientifico, onde entre
250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tém sido estudadas
fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliadas sob os aspectos
bioldégicos (CECHINEL FILHO et al, 1998).

A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns
de seus constituintes, tais como flavonodides, alcaldides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc, tem sido objeto de incessantes estudos,
os quais ja foram comprovados as agdes farmacolégicas através de testes pre-

clinicos com animais. Muitas destas substéncias tém grandes possibilidades de
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futuramente virem a ser aproveitadas como agentes medicinais. Sob este
aspecto, & importante ressaltar que o sucesso das investigagbes na area de
principios ativos naturais depende, principalmente, do grau de interacao entre a
Botanica, a Quimica e a Farmacologia (CECHINEL FILHO et al, 1998).

1.1. Consideragdes sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae & uma
familia vasta, cosmopolita e geologicamente antiga. Esta ausente apenas nas
regides artica e antartica, sendo pobremente representada na Nova Zelandia.
Os trépicos sao particularmente ricos em espécies herbaceas e lenhosas dessa
familia. E de grande importancia para a flora amazénica, cabendo-lhe o
primeiro lugar entre os vegetais lenhosos, quanto ao nimero de géneros e
espécies (ALMEIDA et al, 2005).

Entre as plantas com flores (fanerégamas), Fabaceae pode ser
considerada a terceira. Sua importadncia econdmica é muito diversificada,
sendo utilizada desde a alimentagdo humana e animal até na produgéo de
corantes, Oleos, perfumes, inseticidas. Apresenta ainda, uso medicinal,
agrondmico (enriquecimento de solos), ornamental e principalmente para
produgdo de madeiras nobres e valiosas usadas na marcenaria, entalhadura e
construgéo em geral, (LIMA et al. 1994). As leguminosas vém sendo apontadas
como uma das principais fontes para a produgdo de proteina vegetal,
particularmente para os paises subdesenvolvidos (FERREIRA, 2004).

Esta familia pertence a classe das Angiospermas, contendo
aproximadamente 730 géneros e 19.400 espécies. Esta dividida em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, pertencendo
boa parte originalmente a flora brasileira (DE-PAULA, 2007). Caesalpinioideae
é tida como grupo ancestral dentre as leguminosas, possuindo as tribos
Cassieae, Cercideae e Caesalpinieae que se diferenciaram préximo ao
Cretaceo, embora haja poucos registros fésseis de leguminosas nesse periodo
(BIONDO et al, 2005).

Suas espécies apresentam habito muito variado, desde grandes arvores,
arbusto, erva e trepadeiras, tanto escandentes como volliveis, encontradas em
diferentes ambientes. Quase sempre apresentam folhas compostas; filotaxia

alterna e sempre com estipulas na base; flores actinomorfas ou zigomorfas,
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com calice mais freqilentemente gamossépalo, podendo apresentar-se
dialissépalo e corola dialipétala, androceu geralmente com 10 estames,
podendo apresentar menor ou maior niimero, livres ou soldados; ovario com
inser¢do acima das pegas florais, com um ou muitos 6vulos; o fruto em geral é
um legume, porém, podem apresentar outros tipos como lomento, foliculo e
samara (FERREIRA, 2004).

Algumas familias como Euphorbiaceae, Bighoniaceae, Cactaceae e
principalmente Leguminosae sdo muito importantes por representarem a maior
parte da diversidade floristica em algumas regides. Muitos taxons de
Leguminosae como os pertencentes aos géneros Mimosa, Acacia, Caesalpinia
e Senna contribuem para a formagao dos estratos arbéreos e arbustivos que
compdem a paisagem caracteristica das caatingas, um tipo de vegetacao
estacional que cobre a maior parte da area com clima semi-arido da Regiao
Nordeste do Brasil, caracterizando-se, em geral, como florestas de porte baixo,
compreendendo principalmente arvores e arbustos que geralmente apresentam
espinhos e microfilia, com presenga de plantas suculentas e um estrato
herbaceo efémero, presente somente durante a curta estagédo chuvosa
ocupando cerca de 800.000 km?, principalmente em altitudes mais baixas,
entre planaltos e serras (CARDOSO et. al. 2007; ALBUQUERQUE et al, 2007).

As leguminosas, no contexto da floresta atlantica representam uma das
familias de valores expressivos de riqueza e também de diversidade
taxondmica. No sudeste brasileiro os estudos realizados em um trecho de
floresta ombréfila densa da Serra do Mar, Serra de Macaé, mostraram a
relevancia deste complexo montanhoso como um expressivo nucleo de
distribuicdo de Leguminosae. H4 um destaque também para o Macigo do
Itatiaia, remanescente de floresta atlantica importante da Serra da Mantiqueira,
primeiro Parque Nacional do Brasil criado em 1937, onde foi demonstrado que
45% do total dos géneros e 28% do montante de espécies estdo presentes na
flora deste parque. O tratamento fiorisitico e taxondmico dos taxons arbustivos
e arboreos de Leguminosae do Parque Nacional do Itatiaia resultaram em um
total de 50 espécies e propiciou, a partir da consulta, as revisées de géneros e
em herbarios, a reunido de um conjunto de informag¢des sobre as amplitudes
geograficas e a ocorréncia das espécies, por vezes, também em outras

formacgdes vegetacionais (MORIM, 2006).
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geograficas e a ocorréncia das espécies, por vezes, também em outras
formacdes vegetacionais (MORIM, 2006).

1.2. Consideragdes sobre a subfamilia Caesalpinoideae.

O género Caesalpinia pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae. Possui mais de 150 espécies mundialmente distribuidas,
composta por arvores e arbustos predominando nas florestas tropicais ou
subtropicais. Algumas espécies brasileiras nativas como Caesalpinia echinata
(fig. 2), conhecida como "pau-brasil", nos tempos coloniais, teve importante
valor econémico devido ao comércio da madeira com paises europeus para
obtencao de corante.

Figura 2 Caesalpinia echinata (pau-brasil)
Fonte: www.imagem.ufrj.br acesso em 02/06/2008.

Outras espécies de plantas do género Caesalpinia apresentam
importantes atividades bioIQgicas, tais como antimicrobiana, antidiabética (C.
bonducella), antimalarica (C.volkensii e C. pluviosa), antiinflammatéria (C.
sappan e C. Ferrea), (BAHIA, et. al. 2005).

Segundo a OMS as doencgas infecciosas continuam a ser a principal
causa de morte em todo o mundo, devido a infecgbes causadas por
microorganismos resistentes aos antibidticos. A partir do extrato diclorometano:
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Chaco, regidao semi-arida do sul da América do Sul, pdde-se observar uma

atividade contra Sfaphylococcus aureus meticilino- resistente (KURIA et. al.,

2001) e Enterococcus faecium vancomicina — resistente (WOLDEMICHAEL et

al, 2002).

Muitas espécies do género Caesalpinia tém importadncia na medicina

popular devido as suas atividades biolégicas, as quais estdo presentes em

varias partes da planta. O emprego popular de algumas espécies do género

esta representado no quadro1.

Quadro1. Atividades biolégicas de algumas espécies do género caesalpinia

ESPECIES PARTE UTILIZADA | ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
C. bonduc. Folhas/sementes Anti-helmintico Saravanan et.al.
C. sappan cerne Antibacteriana Lim et. al.
C.benthamiana Raiz seca Antioxidante Dickson et. al.
C. mimosoides Brotos/Folhas Antioxidante Chanwitheesuk et. al.
C. digyna Raiz Antioxidante Srinivasan et. al.
C. paraensis Flores/Folhas Antidiarreico Someya et. al.
C. minax Sementes Antiviral Jiang et. al.
C. echinata cerne Inseticida Da Silva et. al.
C. decapetala Folhas Anti-inflamatério Kiem et. al.
C. major Raiz Anti-helmintico Roengsumran et. al.
Sementes Expec./antitussigeno Roengsumran et. al.
C. ferrea Caule Inib. Topoisomerase Il Nozaki et. al.
Casca do caule Cardiovascular Menezes et. al.
C. crista Sementes Anti-helmintico Jabbar et. al.
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Sob o ponto de vista quimico, muitas espécies do género Caesalpinia
foram estudadas. A literatura menciona trabalhos descrevendo a presenga de
classes diferenciadas de compostos fenélicos caracteristicos desta subfamilia
(Quadro 2).

Quadro 2. Substancias isoladas do género Caesalpinia

Espécie Estrutura Referéncia

C. bonducella (Mors et al. 2000)

R;=CHj; Ry= B-OAc; Ry=H
' R1= CHzoAC, R2=R3= H
i Ry= COOH; Ry=Rs= H
. R;= CH,OH; Ry= H; Ry=B-OH
i R;= CH,0H; Ry= H; Ry= B-OAc
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C. crista

(Linn et al. 2005)

C. decapetala

(Kiem et al. 2005)

C. echinata

HO O

(Oliveira et al. 2002)
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C. major (Roengsumran et al.
2000)
C. minax Jiang et al. 2001
C. sappan 0O, ) (Nguyen et al. 2004)
OM¢ ,OH
=z
u AN
OH
HO

HO OH
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1.3. Caracteristicas botanicas da espécie Caesalpinia pluviosa DC.
Peltophoroides (Benth)G.P. Lewis.

Caesalpinia pluviosa DC. Peltophoroides (Fig. 3), conhecida
popularmente como sibipiruna e também como coragao-de-negro ou sibipira, é
uma arvore de grande porte, originaria no Brasil. Chega a medir 18 metros de
altura, para 7 metros de didmetro da copa arredondada. Ela também pode ser
confundida com o Pau-Brasil ou Pau-Ferro, pela semeihanga da sua folhagem.
Na verdade € a de maior crescimento da espécie, sendo muito usada para
arborizagao urbana, especialmente da cidade de Sao Paulo e Rio de Janeiro.

E uma arvore de clima tropical, de crescimento rapido, com folhas
pequenas e caducas. A floragdo ocorre entre setembro a novembro e produz
flores amarelas organizadas em cachos. A frutificacdo da origem a vagens
entre jutho e agosto (FLORA BRASILIENSIS).

Em um levantamento bibliografico realizado no banco de dados NAtural
PRoducts ALERT (NAPRALERT) da University of lllinois em Chicago e
Chemical Abstracts nZdo foi encontrado nenhum estudo quimico nem

farmacolégico com essa espécie.

s & -.‘-:,‘-"“’2‘2 QL ‘::é‘,\\-“ &;

Figura 3: Caesalpinia pluviosa DC. Peltophoroides.
Fonte: www.wikipedia.org acesso em 01/07/2008.
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1.4. Consideragdes sobre Flavondides

Os flavonoides estao presentes em uma grande variedade de alimentos
de origem vegetal e normalmente fazem parte da dieta humana. Os flavonéides
apresentam-se freqiientemente oxigenados e um grande numero ocorre na
forma de glicosideos (também chamados de heterosideos), sendo a glicose o
carboidrato mais usual, porém outras unidades de aglcares podem também
ser encontrados, como xilose, galactose e ramnose. O sitio de glicosilagéo
preferido dos flavondides é a posigdo 3 e, com menos freqiiéncia a posigao 7
(FILHO et al., 2001).

A presenca de flavondides em plantas é de fundamental importancia e
pode estar associada a sua capacidade de agir como filtros de UV, protegendo
os tecidos responsaveis pela fotossintese de possiveis danos, ao absorver
radiagdo solar especialmente a banda UV-B (280-315 nm). Além disso, essas
substancias oferecem protecédo contra insetos, fungos, virus e bactérias; agem
como antioxidantes; atuam no controle da agdo dos horménios vegetais; como
agentes aleopaticos; e na inibigdo de enzimas (SIMOES et al. 1999).

De modo geral, os polifendis, em particular os flavondides, séo
considerados antioxidantes mais efetivos que o a-tocoferol e o acido ascérbico.
Sua atividade depende de sua estrutura, quanto maior o nimero de hidroxilas,
maior a atividade como agente doador de H+ e de elétrons. Os flavonéides
monohidroxilados apresentam atividade muito baixa se comparados com os
flavondides diidroxilados. Quercetina, miricetina, luteonina, possuem multiplas
hidroxilas e sao por isso, conhecidos como potentes antioxidantes naturais
(BARREIROS et al, 2000; CAO et al, 1997).

Os flavondides sdo compostos fendlicos complexos e sua estrutura
caracteriza-se por dois anéis aromaticos (A e B) € um heterociclo oxigenado
(C) (Fig. 4, p.32). Sao biossintetizados a partir da via do &cido chiquimico e do
acetato, constituindo uma importante classe de polifendis e apresentando uma

relativa abundancia entre os metabélitos secundarios dos vegetais.
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Figura 4: Esqueleto basico de um flavonéide (anéis A, B e C)

1.5. Consideragoes sobre atividade antioxidante

A peroxidagao lipidica tem recebido muita atengéo, devido ao seu papel
nos efeitos patolégicos das doengas, tais como arteriosclerose, cancer e
também no envelhecimento. E bem sabido que o estresse oxidativo,
especialmente a exposi¢cdo a raios ultravioletas é a causa principal da
peroxidagao lipidica e celulares o qual provoca danos & pele. A partir de uma
infusdo preparada com flores e folhas de Caesapinia paraensis, utilizada em

comunidade indiana no tratamento de diarréia e bronquite, foram identificados

" compostos fendlicos e polifendis (SHIMIZU et al, 2003), os quais, em estudo

posterior mostraram-se responsaveis pelos efeitos antioxidantes dos extratos
desta planta e seus resultados comparados ao tocoferol e acido ascorbico
(SOMEYA et al, 2003).

A busca por substancias antioxidantes naturais vem aumentando nos
Gltimos anos, especialmente apés a introdugdo do extrato padronizado de
Ginkgo biloba na terapéutica (MOREIRA et al, 2002). Os antioxidantes
protegem os organismos vivos dos danos causados pela produgéo de radicais
livres (espécies cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos
de oxigénio ou nitrogénio) e sdo denominados espécies reativas de oxigénio
(ERO) ou de nitrogénio (ERN), peroxidagéo lipidica, danos a proteinas e lise do
DNA.

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo e encontram-
se envolvidos na produgdo de energia, fagocitose, regulagéo do crescimento

celular, sinalizagao intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes.
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Entretanto, seu excesso apresenta efeitos deletérios como: peroxidagéo dos
lipidios de membrana e agresséo as proteinas dos tecidos e das membranas,
as enzimas, aos carboidratos e ao DNA (SARMA, 1999).

O uso de plantas na medicina tradicional ainda acontece de forma
generalizada, e uma grande fonte de antioxidantes naturais mostra-se como
verdadeiros promissores no desenvolvimento de novos farmacos
(SRINIVASAN et al, 2007).
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2 - OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

-Contribuir para o estudo quimiotaxondmico do género Caesalpinia,
através do estudo quimico da espécie Caesalpinia pluviosa DC. Peltophoroides
Benth G.P. Lewis.

2.2. Objetivos especificos

-Isolar alguns constituintes quimicos presentes nas cascas do caule de
Caesalpinia pluviosa;

-ldentificar e/ou propor a estrutura dos constituintes isolados;

-Avaliar a atividade antioxidante das substancias isoladas;

-Disponibilizar  extratos, fracdes para testes biolégicos e/ou
farmacolégicos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Material Vegetal

As cascas do caule de Caesalpinia pluviosa foram coletadas no jardim
do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, situado no campus | da
Universidade Federal da Paraiba, no municipio de Jodo Pessoa, estado da
Paraiba, em abril-maio de 2006. O material botanico foi identificado pela
professora Dr? Maria de Fatima Agra, do setor de boténica do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF); uma exsicata da planta esta depositada no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da Universidade Federal da Paraiba
sob o cédigo Agra et al 7040.

3.1.1. Processamento das cascas do caule

O material botanico foi dessecado em estufa com ar circulante a
temperatura aproximadamente de 40° ¢, durante trés dias. Ap6s secagem, foi
submetido a um processo de pulverizagdo em moinho mecanico, obtendo-se

14 kg de p6 de casca de caule.

3.1.2. Obtengao do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das cascas do caule

O pb6 das cascas do caule seco e pulverizado foi submetido a um
processo de maceragao com EtOH a 95%, em um recipiente de aco inoxidavel,
em um intervalo aproximadamente 3 - 5 dias, por trés vezes, a fim de garantir
ao maximo a extragao dos constituintes quimicos. Apés maceragao exaustiva a
solugao extrativa foi concentrada em rota-vapor sob presséo reduzida e a uma
temperatura de 45 — 50° c, obtendo-se o extrato etandlico bruto (377,1g,
representando 2,7% de rendimento). Este extrato foi solubilizado em uma
mistura de MeOH:H,0O (3:7) sob agitacdo com auxilio de um homogeinizador
por aproximadamente 40 minutos e em seguida particionado com os solventes
HEX, CHCI; e AcOEt, em ampola de separagdo sob agitagcdo manual, obtendo-
se respectivamente as fases hexanica ( 25,16g), cloroférmica 16,91g) e acetato
de etila (51,949) (fluxograma 1, p. 40).
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3.2. Métodos de analise

3.2.1. Métodos cromatograficos

Na cromatografia de adsor¢do em coluna (CC) foi utilizada silica gel 60
da MERCK, de particulas com dimensées entre 0,040 — 0,063 mm. O extrato
em forma de pastilha foi colocado no topo da coluna, procedendo-se entao a
eluicdo com o solvente HEX, CHCI; DCM, AcOET e MeOH, puros ou em
mistura binaria em gradiente crescente de polaridade. O didmetro e
comprimento das colunas variaram de acordo com as quantidades das
amostras e as quantidades de silica utilizadas.

Para cromatografia em camada delgada comparativa, foram utilizadas
cromatoplacas silica gel 60, PF2s4 procedéncia MERCK, na espessura de 0,25
mm. Para cromatografia em camada deigada preparativa foram utilizadas
placas de 1 mm de espessura de procedéncia MERCK.

As revelagbes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram
executadas pela exposicdo das mesmas a lampada de irradiagéo ultravioleta,
em aparelho Spectroline®, modelo ENF-260C, 115volts, 60Hz, 0,20Amps, com
dois comprimentos de onda (254 e 365 nm), pela pulverizagdo com reagente
de Lieberman-Buchard, ou ainda, pela saturagdo em camara com vapores de
iodo.

O grau de pureza das substancias foi evidenciado por CCDC,
determinando-se a pureza quando observada uma Unica mancha apds
revelagdo e através de analises dos espectros de RMN 'H e *C 1D e 2D (BB)
das substancias isoladas.

Como fases moveis foram utilizadas os solventes HEX, CHCIl;, DCM,
AcOET e MeOH, isoladamente ou em mistura binaria em ordem de polaridade

crescente. Os solventes empregados foram das marcas quemis e quimex .

3.2.2. Métodos espectroscopicos

Os espectros de absorgao na regido do infravermelho (IV) foram obtidos
em espectrdmetros BOMEM-MB-102, na faixa de 4000 a 400 cm™. As
amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN foram registrados em espectrémetros VARIAN,
modelo GEMINI 2000, operando a 300 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 75
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MHz para carbono-13 (RMN C). Os solventes utilizados na dissolugéo das
amostras foram cloroférmio deuterado (CDClz), metanol deuterado (CD30OD) e
acetona deuterada (CD3;COCD;3). O tetrametilsilano foi usado como sinal do
solvente de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hz. As
multiplicidades dos sinais em RMN 'H foram indicadas segundo a convengéo: s
(singleto), s/ (singleto largo), d (dubleto), { (tripleto).

Os Espectros de Massas foram obtidos no sistema CL-EM 2310 da
Shimadzu, modo APCI, no MicroTOF Brucker Esquire 300 (alta resolugdo) e no
LCMS-2010 A da Shimadzu, modo positivo e negativo.

Os testes de atividade antioxidante foram obtidos em espectrofotémetro
CARY 50 UV-VISIBLE da VARIAN. '

Todas as andlises foram realizadas no Instituto de Quimica da
Universidade Federal da Bahia — 1Q — UFBA.
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FLUXOGRAMA 1 : Obtencéo e particionamento do EEB das cascas do caule

de C. pluviosa.

" Material Vegetal Seco e pulverizado (14 kg)

Maceragéo exaustiva com EtOH 95%

Solucgao etandlica ||

Concentragédo em rotaevaporador

" Extrato Etandlico Bruto - EEB (377,19) H

Solubilizagdo MeOH:H,0 (3:7)
Agitacao mecanica por 40 min.

Solugao Hidroalcodlica | ( Sol. HA|)

Conc. em rotaevaporador

Extragdo com Hex. (3L) Partigao

em funil de separagéo

Fase Hexanica

Solugao HA Il

(25,16g)

Extragdo com CHCly

Fase CHCI;

Conc. em rotaevaporador (16,91g)

Sol. HA Il "

Conc. Em rotaevaporador

Fase acetato " Sol. HA IV "

de etila
(51.94q)

Extragdo com AcOET
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3.3. Avaliagdo fitoquimica preliminar dos constituintes quimicos

Esta avaliagdo procura sistematizar ou rastrear os principais grupos de
constituintes quimicos que compdem um extrato vegetal. Pode ser considerada
uma andlise rapida e superficial por meio de reagentes especificos, os quais
indicaram, através de mudancga na coloragdo ou precipita¢do, a presenca ou a
auséncia de metabdlitos secundarios neste extrato. A triagem fitoquimica
preliminar foi realizada com o EEB, utilizando a metodologia descrita por Matos

(1997). Os resultados do “screening” encontram-se disposto na Tabela 1.

Tabela 1: Dados do screening fitoquimico do EEB de C.pluviosa

GRUPOS QUIMICOS TESTES APLICADOS RESULTADOS
Alcal6ides Bouchardat -
Mayer -
Dragendorff -
Acido Silico Tungstico -
Esteréides / Terpendides | Lieberman-Burchard +
Taninos Cloreto Férrico 2% + +
Flavonéides Shinoda ++
Oxalo-Bérico ++ +
Saponinas Teste de Espuma +

Nos resultados dos testes foram utilizadas as seguintes convengées:
(-) Reagao Negativa
(+) Reagao fracamente positiva
(++) Reacgéo positiva

(+++) Reagéo fortemente positiva

3.4. Fracionamento cromatografico da fase cloroféormica

A fase cloroférmica (16,91g) foi submetida a CC utilizando como
adsorvente silica gel 60 (0,040-0,063 mm) Merck e como eluentes os
solventes CHCIl; e MeOH individualmente ou em misturas binarias em
gradiente crescente de polaridade. Nesta CC foram coletadas 44 fracdes de
500 mL cada, as quais foram concentradas em rota-evaporador. Os resultados

obtidos ap6s o fracionamento cromatografico sdo mostrados na Tabela 2, p.42.
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Tabela 2: Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica

FRAGOES SOLVENTE PROPORGAO (%)

1-8 CHCls3 100

9-12 CHCl;:MeOH 97:3

13-23 CHCI3:MeOH 93:7

24-28 CHCl3:MeOH 90:10

29-30 CHCI3:MeOH 85:15

31-41 CHCl3:MeOH 50:50

42-44 MeOH 100

As 44 fragdes foram monitoradas através de CCDC em diversos

sistemas de solventes e reunidas em 6 grupos de acordo com seus Ry, como
mostrados a seguir: CP 1-11; CP 12-20; CP 21-24; CP 25-29; CP 30-34; CP

35-44. Ap6s a reunido das fragdes e evaporagéo do solvente em temperatura

ambiente, as mesmas foram pesadas obtendo-se, respectivamente: 0,4203g;
6g; 0,1715g; 0,081g; 0,163g; 0,2439.

3.4.1. Fracionamento da Fragdo CP 12-20

A fracdo CP 12-20 apresentou a maior massa e foi submetida

novamente a CC usando-se como fase estacionaria silica gel 60 Flash e fase

movel os solventes CHCIls, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias,

obedecendo a ordem crescente de polaridade. Nesta CC foram coletadas 53

sub-fracbes de 250 mL cada, as quais foram concentradas em rotaevaporador.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Dados referentes ao fracionamento da fragdo 12-20 (coluna A)

SUB-FRAGOES SOLVENTE PROPORCAO (%)
1-3 CHCl, 100
411 CHCl, :AcOEt 90:10
1213 CHCl, :AcOEt 88:12
1415 CHCl; :AcOEt 88:15
16-20 CHCl, :AcOEt 80:20
2106 CHCl5 :AcOEt 70:30
2728 CHCl; :AcOEt 60:40
29-30 CHCl5 :AcOEt 40:60
31-32 CHCI; :AcOEt 20:80
33-40 AcOEt 100
41-43 AcOEt: MeOH 90:10
44-50 AcOEt MeOH 50:50
51-53 MeOH 100
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Apos analise em CCDC usando-se como eluentes CHCI3 (100) e CHCls:
AcOEt (90:10), as sub-fragbes foram pesadas e reunidas em 13 grupos de
acordo com os seus Ry, a saber: CP1A; CP2A; CP3A; CP4A (0,109 g); CP5A
(0,0543g); CP6A(0,2166 g); CP7A(0,0971 g); CP8A(0,0671g); CP9A(0,2668 g),
CP10A (0,1808 g); CP11A (0,529 g); CP12A (0,8746 g); CP13A (1,539 g).

As sub-fragdes CP1A; CP2A e CP3A foram descartadas apds analise do
espectro de RMN H por se tratarem de material graxo. As demais ficaram
expostas ao ambiente para evaporag¢ao do solvente.

Depois de analisadas em CCDC, as sub-fragbes CP4A , CP10A e
CP11A foram submetidas a uma CC usando silica flash como fase estacionaria
e fase mével cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas

binarias, obedecendo a ordem crescente de polaridade.

3.4.1.1. Fracionamento da Sub-fragao CP4A

Na CC de CP4A foram coletadas 19 sub-fragbes de 50 mL cada, as
quais foram concentradas em rota-evaporador. Os resultados do fracionamento
cromatografico sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Dados referentes ao fracionamento da sub-fragdo CP4A

SUB-FRACOES SOLVENTE PROPORGCAO (%)

1 CHCI; 100

2-7 CHCI; :AcOEt 90:10

8-12 CHCI; :AcOEt 80:20

13 CHCI; :AcOEt 70:30

14 CHCI; :AcOEt 50:50
15-16 AcOEt 100

17-18 AcOEt:MeOH 50:50
19 MeOH 100

As 19 sub-fragbes foram monitoradas através de CCDC em diversos
sistemas de solventes, reunidas em 4 grupos de acordo com seus R e
pesadas: CP4A1(0,0204g); CP4A2(0,0427g); CP4A3(0,0216g). A CP4A4 foi
descartada ap6s anélise do espectro de RMN 'H.

Apos o agrupamento e evaporagao do solvente a temperatura ambiente,
observou-se na sub-fragdo CP4A1 a presenga de um precipitado, o qual, apos

andlise em CCDC, indicou um aspecto de mistura. A mesma foi submetida a
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uma CC usando Sephadex LH-20 como fase fixa e uma mistura de DCM-
MeOH 1:1, como fase movel. A substancia isolada da sub-fragao CP4A1 foi
codificada como CP1 (20,4 mg).

3.4.1.2. Fracionamento da Sub-fragdo CP10A
A purificacdo de CP10A em CC forneceu 32 sub-fragdes de 50 mL cada,
as quais foram concentradas em rota-evaporador. Os resultados do

fracionamento cromatografico sdo fornecidos na Tabela 5.

Tabela 5: Dados referentes ao fracionamento da sub-fragdo CP10A

SUB-FRAGCOES SOLVENTE PROPORGCAO (%)
1-13 CHCI3 :AcOEt 60-40
14-20 CHCI3 :AcOEt 50:50
21-24 CHCI3:AcOEt 20:80
25-27 AcOEt 100
28-32 AcOEt:MeOH 70:30

As 32 sub-fragcbes foram monitoradas através de CCDC em diversos
sistemas de solventes e reunidas em 5 grupos de acordo com seus R
CP10A1; CP10A2; CP10A3; CP10A4; CP10A5. As sub-fragcbes 26-32 né&o
mostraram cromatogramas satisfatérios e foram, por isso, guardadas

separadamente para analise posterior.

3.4.1.2.1. Fracionamento da Sub-fragao CP10A3

Apébs o agrupamento e evaporagéo do solvente a temperatura ambiente,
a fracdo CP10A3 (0,0627g) foi submetida a CC, utilizando silica flash (0,035-
0,070 mm) como fase estacionaria e fase mével o solvente DCM e MeOH, puro
ou em misturas binarias, obedecendo a ordem crescente de polaridade.

A CC de CP10A3 forneceu 8 sub-fragdes de 50 mL cada, as quais foram
concentradas em rota-evaporador. Os resultados do fracionamento

cromatografico sao fornecidos na Tabela 6, p.45.
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Tabela 6: Dados referentes ao fracionamento da sub-fragdo CP10A3

SUB-FRAGCOES SOLVENTE PROPORGAO (%)
1-4 DCM:MeOH 90:10
5 DCM:MeOH 80:20
6-7 DCM:MeOH 50:50
8 MeOH 100

As 8 sub-fragbes foram monitoradas através de CCDC em diversos
sistemas de solventes e apds andlise do cromatograma as fragbes de 2 a 4
mostraram presenga de duas substéncias na placa. Foram reunidas, pesadas e
identificadas sob o cédigo CP10A3a (0,04719).

Apds andlise dos espectros de 'H e °C da fragdo CP10A3a, a mesma
foi submetida a uma CCDP. Apds andlise em CCDC, observou-se novamente
as 2 manchas, revelando Ry muito préximo e de dificil separagdo. Esta fragao
foi posta em CC usando sephadex LH-20 como fase fixa e uma mistura de
DCM:MeOH 1:1, como fase movel. A substancia da sub-fragdo CP10A3a foi

isolada em mistura e codificada como CP2 (25 mg).

3.4.1.3. Fracionamento da Sub-fragao CP11A

A purificagdo de CP11A em CC forneceu 8 sub-fragdes de 100 mL cada,
as quais foram concentradas em rota-evaporador. Os resultados do
fracionamento cromatogréafico sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Dados referentes ao fracionamento da sub-fragdo CP11A

SUB-FRAQﬁES SOLVENTE PROPORGAO (%)
1-3 CHCI5:MeOH 95:5
4-5 CHCI3:MeOH 90:10
6-7 CHCI3:MeOH 80:20
8 CHCI5:MeOH 60:40

As 8 sub-fragbes foram monitoradas através de CCDC em diversos

sistemas de solventes e reunidas em 6 grupos de acordo com seus Rg
CP11A1; CP11A2; CP11A3; CP11A4; CP11A5; CP11AB. Apds o agrupamento
e evaporagcdo do solvente a temperatura ambiente, observou-se na fragdo
CP11A6 um precipitado amarelado, o qual foi analisado através de técnicas de
RMN 'H e 3C (BB) e codificado como CP3.
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&
3.4.2. Fracionamento da Fragao CP 1-11
A fragdo CP 1-11 (0,4203g) foi analisada por CCDC em um sistema
HEX:AcOEt 80:20 e revelado com o reagente Lieberman Bouchard, o qual
mostrou resultado positivo indicando a presenga de esteroides.
Esta fragao foi submetida a CC empregando-se silica flash usando como
fase movel os solventes HEX, AcOEt e MeOH puro ou em misturas binarias de
@ acordo com a ordem crescente de polaridade e coletadas sub-fracbes de
' 50mL. O resultado do fracionamento € mostrado na Tabela 8.
Tabela 8: Dados referentes ao fracionamento da fragdo CP 1-11 (coluna B)
SUB-FRAGOES SOLVENTE PROPORGAO (%)
1-3 HEX:AcOEt 90:10
4-8 HEX:AcOEt 80:20
9-12 HEX:AcOEt 70:30
13-15 HEX:AcOEt 50:50
16-19 AcOEt 100
20-21 AcOEt:MeOH 50:50
& 22 MeOH 100

A sub-fracdo CP1B, apds evaporagdo do solvente a temperatura
ambiente, apresentou-se como um pé amarelado, o qual, apés analise de seus
espectros de 'H e '°C, indicou a presenga de uma substancia codificada como
CP4 (36 mg).

—
e
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FLUXOGRAMA 2 : Esquema geral para fracionamento, isolamento e

purificagéo de constituintes da fase cloroférmica.

Fase Cloroférmica (16,91 g)

CC silica gel
CHC f MeOH

| 44 fragbes (500 mL) |

ce silica gel
CHCI/ACOE

53fracdes
(250 mL)

ccoc Silica flash
CHCILACQER

silica flash
HEX: ACOEL
slica flash
7 Grupos CHClyMetanol
H CP1B ﬂ
Tooc CP11A6
Lieberman cehe
Bephadex LH-20

CCDP
Sephadex LH-20

(25,0 mg)

CP3
(19,6 mg)
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3.5. Teste de atividade antioxidante

As substancias CP1, CP2 e CP3, isoladas de Caesalpinia pluviosa foram
submetidas ao teste de atividade antioxidante in vitro, pelo seqiestro do radical
DPPH-, (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), (Fig. 5), e os seus resultados comparados
aos padroes quercetina e acido galico. O teste foi realizado no Laboratério da
Faculdade de Farmacia da UFBA.

3.5.1. Seqiiestro do radical livre DPPH-

Para este procedimento, foi preparada uma solugdo metandlica de
DPPH- (40pg/mL) e solugdes com as substancias testes (CP1, CP2 e CP3) e
padrio (Quercetina e Acido Galico) em 3 concentragdes diferentes (120, 60 e
30 pg/mL). Foram utilizadas ainda cubeta-UV macro (1cm x 1cm x 3cm) da
marca BRAND, onde se colocava, separadamente, 1ml das substancias testes
e/ou padréo + 2ml de DPPH:-. O aparelho foi calibrado ao se fazer uma leitura
com MeOH puro. Para a leitura do branco foi utilizado 1ml de MeOH + 2,0 ml
da solugdo de DPPH-. As andlises foram realizadas em triplicatas. As
absorbancias foram registradas a 517nm no tempo zero e imediatamente apos
15 minutos de incubagao da reagdo a temperatura ambiente e protegida da
incidéncia direta de iluminagdo no espectrofotdmetro (CARY 50 UV-VISIBLE
SPECTROPHOTOMETER Varian, Australia).

Ve

I
Ne

0, NO,

NO,

Figura 5: DPPH-
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1. Identificacdo estrutural de CP1
O composto CP1 foi isolado como um soélido branco e sua identificagao

foram baseados nas analises dos dados de RMN 'H e °C (BB), espectro de IV
e EM.

O EM (Fig. 6, p.52) de CP1 apresentou ion molecular m/z 182 e
juntamente com dados obtidos no espectro de RMN 'H e "*C permitiram propor
FM CgH4004, para esta substéncia.

O espectro de absorgdo no IV (Fig. 7, p.52) mostrou bandas de
estiramento caracteristicas de O-H (v. 3274 cm™), de carbonila conjugada (v.
1707 cm™), absorgdes na regido caracteristica de sistema aromético, que
envolvem a deformacédo axial das ligages C=C do anel (v.1600-1585 cm™;
1500-1400cm’") e deformagoes axiais do C-O (v.1100-1000 cm™).

O espectro de RMN '"H (Fig. 8, p.53) de CP1 apresentou sinal
caracteristico de hidrogénio do grupo aldeido, hidrogénio ligado a anel
aromatico bem como de grupos metoxilas. O singleto em & 9,89 integrado para
1H foi atribuido ao hidrogénio caracteristico do grupo aldeido. O sinal em &
7,25 (s) com integragdo para 2H, referente aos hidrogénios ligados a anel
aromatico, sugeriu a presenga de anel aromatico tetra substituido. O singleto
em & 4,05 integrado para 6H foi indicativo da presenga de dois grupos
metoxilicos quimicamente equivalentes ligado a anel aromatico (Tab. 9, p.51).

A analise do espectro de RMN ®C (Fig. 9 e 9a, p.54) indicou presenga
de 6 sinais, sendo 3 deles referentes a carbonos néao hidrogenados, 2 carbonos
metinicos e 1 carbono metoxilico. A intensidade do sinal em & 56,49 sugeriu a
presenga de dois grupos metoxilicos, os quais em comparagdo com dados
descritos na literatura foram indicativos de estarem nas posi¢des 3 e 5. Além
deste, o sinal em § 106,76, também de intensidade dobrada, confirmou a
presenga de dois carbonos quimica e magneticamente equivalentes. O sinal
em & 179,03 corrobora com a informagéo obtida no espectro de 1V, referente a
presenga de um grupo aldeido, assim como o sinal em 3 140,88 a C sp®

hidroxilado (Tab. 9, p.51). Estes dados juntamente com analise da
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J
fragmentagdo (Fig. 10, p.55) observada no EM permitiram identificar CP1 como
sendo 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido.
Tabela 9: Dados de RMN 'H (300 MHz) e "°C (75 MHz) [ J (Hz); & (ppm)],
CDCl; de CP1
POSICAO & "H; multiplicidade 8 *C
& 1 128,39
2/6 7,25 (s) 106,76
3/5 147,36
4 140,88
CHO 9,89 (s) 179,03
OCHs3 4,05 (s) 56,49
e

CHO
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Figura 6: Espectro de Massas modo |E 70eV de CP1
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Figura 7: Espectro de absorgao na regido do IV em pastilha de KBr de CP1
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Figura 8: Espectro de RMN H [300 MHz, CDCls, & (ppm)] de CP1
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Figura 10: Mecanismo de fragmentacéo proposto para CP1
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4.2. Identificagdo estrutural de CP2 :

A analise dos espectros de RMN "H e °C (BB) quando comparados com
dados relatados na literatura, sugeriram que a fragdo era constituida por uma
mistura de flavonas (AGRAWAL,1989, GU et al, 2008). O espectro de IV
indicou a presencga de hidroxilas fendlicas em v o= 3252 cm™ e de carbonilas
conjugadas em v ¢c=0 1650 cm™ (Fig. 11, p.59).

Os sinais registrados no espectro de RMN de 'H indicaram tratar-se de
uma mistura, uma vez que foram registrados varios sinais na regiéo de & 6 —
7.8 ppm. Nesta regido sdo comumente registrados os hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos dos anéis A e C de flavondides. O sinal em & 7,78 (d, J=
8,7 Hz) e & 7,03 (d, J= 8,4 Hz), sugeriu a presenca de um sistema 1-4
disubstituido compativel com os dados descritos na literatura para a flavona
apigenina (GU et al, 2008), assim como o sinal em & 7,18 (d, J= 9,0 Hz) e 8
6,96 (d, J= 8,1 Hz) sugeriu a presenca de outro sistema 1-4 disubstituido com
sinais compativeis para acacetina. A analise do espectro de RMN de 3C de
CP2, aliado a analise dos espectros de DEPT 135° permitiu identificar a
presenga de pelo menos duas flavonas como constituintes majoritarios da
mistura. O sinal em & 131,80 ppm referente ao (C- 2'/6') e 3 116,51" ppm
referente ao (C- 3'/5'), confirmou os dados espectrais de um sistema p-
substituido para apigenina (GU et al, 2008). O sinal em & 132,0 ppm e &
116,85* ppm confirmou o sistema 1-4 disubstituido para acacetina (DA COSTA
et al, 2008; AGRAWAL, 1989) (Fig. 12 e 12a, p.60; Fig.13 e 13a, p.61; Fig.14,
p.62, Tab. 10, p. 58).

A partir da analise do espectro de gHMBC foi possivel verificar a
correlagdo entre os hidrogénios do grupo metoxila com o carbono nao
hidrogenado (C - 4') em § 162,93. Para a acacetina este carbono foi descrito
em § 163,6 (fig. 15, p.63) (DA COSTA et al, 2008).

O espectro de gHMQC mostrou um sinal em & 104,7 (C-3)
correlacionando com o sinal do H & 6,07 para acacetina. O sinal em & 99,6 (C-
3) sugere correlagdo com o sinal do H 3 6,11 para apigenina. Os mesmos
aparecem na literatura em & 105,0 e & 102,73 respectivamente (DA COSTA et
al, 2008 (GU et al 2008). O padrao de substituicdo do anel A das flavonas foi
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determinado pela presenga dos carbonos C-H em & 98,9 e § 93,1 ppm (Fig. 16,
p.63).

Estes dados, quando comparados com os dados descritos na literatura
para apigenina e acacetina, permitiram identificar CP2 como uma mistura

destas flavonas.

* Os valores podem estar trocados
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Tabela 10: Dados de RMN "H(300 MHz) e 3¢(75 MHz); [J(Hz), § (ppm)] de CP2
em CD30D para apigenina e acacetina.
Posigdo 8 'H, multiplicidade, J 5 ¥c
1
§ 2 167,9/167,2
3 6,11 /6,07 (s) 99,6** / 104,7**
2 184,1/184,1
5 168,9/156,7
6 6,14 /6,26 J* 99,5/99,5
7 166,1/167,2
@ 8 6,34 /6,26 J* 93,2**/ 93,2
9 156,7 / 1568,9
10 104,7/109,9
1’ 121,6/123,8
2 7,03, d, J=8,7 131,8/132,0
3 7,78,d,J=87 116,8/116,5
* 4 161,3/162,9 ***
5 7,78, d, J= 8,7 116,87/ 116,5
6’ 7,03,d, J=8,7 131,8/132,0
OCH; 3,29, (s) 55,9

J* Constante indeterminada

**Atribuido através de gHMQC

***Atribuido através de gHMBC
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R= H: Apigenina

R= Me: Acacetina
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Figura 11: Espectro de absorg¢éo na regido do IV de CP2 em KBr.
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Figura 12: Espectro de RMN 'H [300 MHz, CD30D, & (ppm)] de CP2
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Figura 12a: Espectro expandido de RMN "H [300 MHz, CD30D, & (ppm)] de CP2
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Figura 13a: Espectro expandido DEPT 135°, CD30D de CP2
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Figura 14: Espectro de RMN **C [75 MHz, CD;0D, & (ppm)] de CP2



{ )

NEVES M.V.M.

RESULTADOS E DISCUSSAO 63

- . @

Figura 15: Espectro gHMBC de CP2
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4.3. Proposta estrutural para CP3

A substancia CP3 foi isolada como sélido amarelo claro a partir do
extrato CHCIz. A proposta para sua estrutura foi baseada na andlise dos dados
espectrométricos, principalmente RMN (mono e bidimensionais) e HREIMS.

No espectro de massas de CP3 no modo APCI positivo e negativo (Fig.
17, p.69) foi registrado o ion pseudo-molecular [M + H]" em m/z 527. O
HREIMS apresentou ion pseudo-molecular [M - H]* em 525,1186 (M*, requer
525,1185) referente a FM C3pH220g (Fig. 18, p.69)

Estes dados aliado aos sinais registrados nos espectros de RMN (BB)
1D 'H e *C, bem como 2D gCOSY, gHMQC e gHMBC, comparados com os
dados descritos na literatura permitiram identificar as unidades biflavonoidicas
como sendo unidades de chalcona (MDEE et al, 2003; DE CARVALHO et al,
2004).

Assim, o espectro de RMN 'H (Fig. 19, 19a, p.70 e 19b, p.71) desta
substancia apresentou sinais caracteristicos de duas unidades flavonoidicas.
Este espectro mostrou sinais em 6 7,19 d, J= 8,7 Hz (H — 2/6) e outro em § 6,95
d, J= 9,0 Hz (H — 3/5) indicativo de anel B 1,4 dissubstituido na unidade (l);
além dos sinais em 6 7,05 d, J= 8,7 Hz (H — 2/6) e 4 6,69 d, J= 8,7 Hz (H — 3/5)
indicativos da presenga do anel B 1,4 dissubstituido da unidade (ll) do
biflavondide. Foram também registrados dois dubletos em 6 6,34 e 6 6,26 com
J= 2,1 Hz, sugerindo presenca de dois hidrogénios em posi¢do meta, os quais
foram atribuidos aos H-3’ e H-5’ da unidade Il e um singleto em 6 6,24 referente
ao H-5 da unidade |, sugerindo presengca de um anel aromatico
pentasubstituido. Estes dados sao indicativos de que as unidades do
biflavonéide estariam conectadas a partir do C-3’ da unidade .

Os dubletos em & 6,23 e & 7,37 foram atribuidos aos hidrogénios
olefinicos (H-a e H-B da unidade I). A constante de acoplamento J= 8,7 Hz
observada para os hidrogénios olefinicos, sugere uma estereoquimica de
configuracdo Z para esta unidade.

Os H-a e H-B da unidade |l foram registrados como hidrogénios ligados
a carbono CH; e CH e os tripletos em 6 4,74 e & 3,41 (J=6,6 Hz) foram

atribuidos a estes hidrogénios
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O espectro de RMN 13C apresentou 25 sinais, sendo 14 carbonos nao
hidrogenados, 10 carbonos metinicos e 1 carbono metilénico identificados a
partir da analise do espectro de DEPT 135° (Fig. 20, p.72). O espectro de RMN
3C mostrou valores de deslocamentos quimicos dobrados e muito proximos,
este espectro confirmou a presenga de chalconas nesta substancia, pois os
dois sinais em & 203,44 e § 197,8 (CP3) sdo caracteristicas de carbonilas
conjugadas de unidades chalconoidicas, as quais sd@o comumente registradas
em & 192,4 (MDEE et al, 2003; DE CARVALHO et al, 2004).

Além disso, os dados de RMN "*C também corroboraram a presenca de
dois anéis aromaticos 1,4 dissubstituidos, & 132,0 / 6 165,8 (C-1 e C-4, unidade
)e & 120,878 159,1 (C-1 e C-4, unidade II) para CP3, quando comparados aos
dados descritos na literatura, 8 129,3 /5 161,5 (C-1 e C-4, unidade 1) e § 129,8 /
8 167,3 (C-1 e C-4, unidade lI). Também mostrou a presenga de um carbono
metinico em & 103,8 referente a C-5' (unidade 1), 5 94,5/ C-3' e § 99,9/ C-5’

-(unidade 1) referentes aos anéis A, (Fig. 21 p.72 e 21a, p.73, Tab. 11, p.66).

O espectro de gCOSY (Fig. 22 e 22a, p.74) apresentou correlagoes
importantes que confirmaram a presenga dos dois sistemas 1,4 dissubstituidos
no anel B nas duas unidades da bichalcona. A correlagdo do sinal em § 7,19
(H-2/H-6) com o sinal em § 6,95 (H-3/H-5), unidade | e do sinal em & 7,05 (H-
2/H-6) com o sinal em § 6,69 (H-3/H-5), unidade Il. Destacaram-se também a
correlagdo observada para o H-a / H- da unidade |, sinal em § 6,23 acoplando
com o sinalem 6 7,37. |

Através da andlise do espectro de gHMQC (Fig. 23, p.75) foi possivel
correlacionar os deslocamentos dos hidrogénios com seus respectivos
carbonos, possibilitando assim reconhecer os sinais dos C-a e C-B; C-3' e C-5’
da unidade 1l e C-5’ da unidade I.

Para a proposta estrutural de CP3 foram observadas nos espectros
gHMBC as correlagées de 'H — C a longa distancia Estas correlagoes
confirmaram a localizagao dos substituintes nos anéis A e B que culminaram na

proposta para CP3, as quais podem se destacar a correlagéo do sinal do H-5' 5

6,24 com o C-3' § 113,7 (néo hidrogenado) e o sinal em & 163,3 referente ao C-
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4' (unidade |, anel A) e as correlagdes do tripleto em & 4,74 referente ao H-8
com C-1 & 120,8 e carbonila & 203,4 da unidade 1l a 2 e 3 ligagbes
respectivamente. Estes dados corroboram com a proposta estrutural onde as
unidades encontram-se ligadas pelos C-3' e C-f das unidades | e I,
respectivamente (Fig. 24, p.75, 24a e 24b, p.76).

Outras correlagbes importantes observadas no espectro de gHMBC
foram aquelas entre o H-B da unidade | com o carbono carbonilico (5 197,8) e o
C-2' da unidade |. Estas correlagbes sao indicativas que este hidrogénio
olefinico encontrava-se a trés ligagbes dos referidos carbonos. Deste modo
pode-se inferir que a unidade | era formada por uma chalcona com padréo nao-
usual (dupla com configuragdo Z e carbonila ndo ligada a porgdo do
fluoroglucinol). Este tipo de substancia ja havia sido anteriormente isolado em
Imperata cylindrica e Pancratium biflorum (GHOSAL et al, 1986).

Apds a andlise de todos os dados espectrais em conjunto, péde-se
propor que as unidades do biflavonéide encontravam-se conectadas a partir de
C3’ da unidade | com o C-B da unidade II.

Tabela 11: Dados de RMN "H (300 MHz) e "°C (75 MHz) [CDsCOCDs, J(Hz), & (ppm)]

Posicdo 5 'HCP3 5 *c cP3
UNIDADE |

1 113,7 **
2' 165,9 **
3 113,7 **
4 163,3
5 6,24 (s) 103,8 *
6 161,0

Cc=0 197,8%*

H-a 6,23 (d, J= 8,7 Hz) 108,4

H-B 7,37 (d, J= 9,0 Hz) 132,4
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¢
1 132,0
2/6 7.19(d., J= 8.7 Hz) 131,4
3/5 6,95(d, J= 8.7 Hz) 116.2
) 165,8
UNIDADE |
4
1 124,5
2’ 165,6
3 6,34(d, J= 2,1 Hz) 94,5 *
4 156,7
5' 6,26(d, J= 2,1 Hz) 99,9 *
6 165,6
. c=0 203,4 **
H-a 3,41 (1, J= 6,6 Hz) 35,1
H-B 474 (1, J= 6,6 Hz) 30,0
1 120,8**
2/6 7,05 (d, J= 8,7 Hz) 131,3
3/5 6,69 (d, J= 8,7 Hz) 116,0
4 1591
.

*Atribuido através de gHMQC
*¥*Atribuido através de gHMBC

1'}
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Figura 21: Espectro de RMN **C [75 MHz, CD3COCDs, 8 (ppm)] de CP3
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CP3
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4.4. Identificagao estrutural de CP4:
A identificacdo do composto esteroidal denomidado como estigmasterol

(CP4), (Fig. 25, p.77), foi realizada a partir da analise de dados de RMN He
3C 1D (BB), bem como comparagéo de seus Ry a partir de cromatograma
obtido em CCDC utilizando um padrao do mesmo composto, seguida de
revelacdo com reagente de Lieberman-Bouchard (GOULART et al, 1993,
RIBEIRO 1999).

O espectro de RMN 'H apresentou um sinal caracteristico que foi
importante para identificagdo do composto: singleto largo em & 5,36 referente
ao hidrogénio olefinico ndo conjugado na posi¢édo 6 (anel B). A presenca de
dois duplos dubletos entre § 5,0 e 5,2 é caracteristico dos hidrogénios
olefinicos ndo conjugados presentes na cadeia lateral e o multipleto em & 3,5 €
indicativo da presenga de um hidrogénio na posigédo 3 (anel A), (Fig. 26 e 26a,
p.79). Os sinais entre & 0,6 e 2,6 foram atribuidos aos demais hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos também presentes na estrutura (Tabela 12,
p.78).

O espectro de RMN 3C apresentou 4 sinais em 140,74 ppm (C-5),
121,69 ppm (C-6), 138,28 ppm (C-22) e 129,28 ppm (C-23) caracteristicos de
carbonos sp? e um sinal em 71,80 ppm (C-3) referente ao carbono oximetinico,
(Figuras 27 e 27a, p.80, Tab. 12, p.78).

Fig. 25: CP4 (Estigmasterol)
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Tabela 12: Dados de RMN "H (300 MHz) e "*C (75 MHz) [ J(Hz); & (ppm)],
CDCl;

POSICAO $ 'H; multiplicidade 8 °C
3 3,5 (m) 71,80
5 140,74
6 5,36 (sl) 121,69
22 5,2 (d; J=8,7) 138,28
23 5,0 (d; J= 8,7) 129,28
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Figura 26: Espectro de RMN "H [300 MHz, CDCls, § (ppm)] de CP4
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4.5. Avaliagdo da atividade antioxidante de CP1, CP2 e CP3

~

Os resultados da ativadade antioxidante dos compostos avaliados foram
plotados em fungéo do seu percentual de inibicdo da oxidacdo. Para realizacéo
do teste foram utilizados os padrdes quercetina e acido galico. O potencial
antioxidante foi avaliado pelo teste do DPPH- (2,2-difenil-1- picrilhidrazil), um
radical livre estavel a temperatura ambiente, com coloragdo violeta
caracteristica em solugdo metanodlica. O radical estavel DPPHe mede a
capacidade das substancias testadas em doar hidrogénio radicalar (OH¢) a este
radical, assim, quanto maior o nimero de hidroxilas presentes na amostra,
maior a atividade antioxidante (Fig. 28).

Nos testes realizados foram utilizados concentragdes de 30ug, 60ug e
120ug. Observou-se que as substancias CP2 e CP3 (120ug) apresentaram alta
atividade antioxidante, com CP3 chegando a ser maior que os padroes
utilizados. Nas concentragtes (30ug e 60ug) CP2 ¢ CP3 mostraram atividade
fraca e moderada respectivamente. CP1 nao mostrou resultado significativo.

100
:§,, B Quercetina
2 .
= m Ac Gélico
Q
<
® mCP1
= CP2
mCP3

30 60 120

Conc. (ug/ml)

Figura 28: Inibicao da oxidagao de CP1, CP2 e CP3
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5 - CONCLUSAO:

O estudo fitoquimico parcial do extrato cloroférmico das cascas do caule
de C. pluviosa levou ao isolamento de substancias das classes flavondides e
esteréides e um derivado da vanilina (1-hidroxi,3,5-dimetoxi-benzaldeido), que
foram identificados através de analisas espectroscopicas de RMN 'H e **C uni
e bidimensionais, bem como por espectrometria de massas.

Embora os dados do screening fitoquimico tenha apresentado uma
reacdo fracamente positiva para esteréides, foi possivel isolar o estigmasterol
da fragao cloroférmica.

A analise fitoquimica preliminar revelou também uma forte presenca de
flavonoides neste extrato, do qual se isolou as flavonas apigenina e acacetina
em mistura e um biflavondide. As flavonas j& haviam sido isoladas
anteriormente de Perilla frutescens e Vemonia chalybaea, respectivamente. O.
biflavonéide esta sendo descrito pela primeira vez na literatura.

As substancias isoladas foram submetidas ao teste de atividade
antioxidante “in vitro” utilizando o método do sequestro do radical livre estavel
DPPH-. A substancia CP1 n&ao apresentou atividade antioxidante, mas as
substancias CP2 e CP3 apresentardo boa atividade.

Assim torna-se necessario a continuagdo do trabalho com as fragdes
que nao foram estudadas na busca de mais produtos do metabolismo

secundario a fim de contribuir com a quimiotaxonomia desta espécie.
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