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RESUMO

LIRA, Daysianne Pereira. Flavonéides isolados de Piptadenia stipulacea (Benth.)
Ducke (Fabaceae). 169 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes
Medeiros”, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2009.

Piptadenia stipulaceae pertencente a familia Fabaceae, uma das maiores em
dicotiledbneas e a terceira maior familia das angiospermas. Esta espécie é
conhecida vulgarmente no Nordeste brasileiro como jurema branca, carcara, calumbi
e apresenta ampla distribuicdo na caatinga nordestina, sendo utilizada na medicina
popular nas inflamagcbes. O presente trabalho descreve o isolamento e a
identificacdo estrutural de alguns constituintes quimicos das partes aéreas de
Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke, com o objetivo de ampliar o conhecimento
quimico sobre o género Piptadenia, bem como disponibilizar amostras para a
realizacdo de ensaios farmacologicos que confirmem o uso popular da espécie. Os
constituintes quimicos foram identificados através da analise de dados obtidos por
métodos espectroscopicos como IV e RMN de *H e »*C uni e bidimensionais, além
de comparagdo com valores da literatura. O estudo fitoquimico da fase cloroférmica
de P. stipulacea resultou no isolamento de cinco flavonéides: 5-7-diidroxi-3,4’,6-
trimetoxiflavona; 4'5,7-triidroxi-3,3’,6-trimetoxiflavona; 4'\5,7-triidroxi-3’,6-
dimetoxiflavona, relatados pela primeira vez no género, 3,3’,5,7-tetraiidroxi-4’,6-
dimetoxiflavona e 4',5,7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona, descritos pela primeira vez na
familia.

Palavras-chave: Piptadenia stipulacea, Fabaceae, flavondides.



ABSTRACT

LIRA, Daysianne Pereira. Flavonéides isolados de Piptadenia stipulacea (Benth.)
Ducke (Fabaceae). 169 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes
Medeiros”, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2009.

Piptadenia stipulaceae belonging to the Fabaceae family, one of the largest in dicots
and the third largest family of flowering plants. This species is commonly known in
the Brazilian Northeast as mimosa white, carcara, calumbi and is widely distributed in
the caatinga, and is used in folk medicine in inflammation. This paper describes the
isolation and structural identification of some chemical constituents of aerial parts of
Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke, in order to increase knowledge about the
chemical Piptadenia genus, and provide samples for testing to confirm the
pharmacological popular use of the species. The chemical constituents were
identified through analysis of data obtained by spectroscopic methods such as
Infrared Spectroscopy and *H and **C Nuclear Magnetic Resonance uni-dimensional,
and compared with literature values. Phytochemical study of the chloroform extract of
P. stipulacea resulted in the isolation of five flavonoids: 5-7-dihydroxy-3,4’,6-
trimethoxyflavone; 4',5,7-trinydroxy-3,3’,6-trimethoxyflavone; 4',5,7- trihydroxy-3’,6-
dimethoxyflavone, first reported in the genus, 3,3,5,7-tetrahydroxy-4’,6-
dimethoxyflavone and 4'5,7-trihydroxy-3,6-dimethoxyflavone, first described in the
family.

Keywords: Piptadenia stipulacea, Fabaceae, flavonoids.
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1 INTRODUCAO

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o
gue tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundérios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacdes
como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos (PINTO et al., 2002). A
fantastica variedade e complexidade desses metabdlitos secundarios
biossintetizados pelas plantas teriam-se formados e evoluido, como mecanismo de
defesa desses vegetais as condi¢cdes ambientais ricas em microorganismos, insetos,
animais e também as condicbes de adaptacdo e regulacdo (MONTANARI e
BOLZANI, 2001).

No contexto da evolucdo das plantas terrestres, estima-se que cerca de
500.000 espécies ocupam todo o planeta, sendo que 50% séo constituidas por
angiospermas. No auge desse processo evolutivo, as angiospermas alcancaram,
sem duavida, um desenvolvimento impar dada a ocorréncia de micromoléculas
distintas e complexas, com Varios centros estereogénicos que provavelmente,
devido a essas caracteristicas, sejam-lhe atribuidas inimeras finalidades
alelopaticas e boldgicas. Dessa forma, as plantas constituem-se num enorme
laboratorio de sintese organica, frutos de milhdes de anos de evolucdo e adaptacao
sobre a terra FUNARI e FERRO,2005).

Embora haja, nas plantas, um laboratério biossintético de compostos
organicos, sabe-se que o perfil metabdlico de seus extratos brutos ndo é uma tarefa
facil de ser realizada, em razdo da diversidade de estruturas quimicas presente nas
plantas. Porém, o avanco tecnolégico de técnicas analiticas, sobretudo das técnicas
hifenadas, proporcionou um papel importante na elucidacdo de composi¢coes
guimicas complexas dos produtos de origem vegetal, com niveis de sensibilidade e
seletividade impensaveis até poucos anos atras (RODRIGUES et al.,, 2006). O
emprego das primeiras técnicas acopladas a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) abriu a possibilidade do uso de outros sistemas de deteccdo, como
ultravioleta (UV), infravermelho (IV), eletroquimico e fluorescéncia, entre outros.
Nenhum destes sistemas novamente pode ser considerado universal, mas possibilita
a analise de matrizes nao volateis e de alto peso molecular. Contudo, a necessidade

de uma maior informacao estrutural de cada componente das matrizes analisadas
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levou ao desenvolvimento de técnicas hifenadas mais modernas, como o
acoplamento da CLAE com EM (Espectrometro de Massas) e com ressonancia
magneética nuclear (RMN) (MONTANARI e BOLZANI, 2001). Isso possibilitou o
estudo do extrato vegetal bruto, sem a necessidade do exaustivo trabalho de
isolamento que, muitas vezes, leva a compostos ja conhecidos. Sendo assim,
estratégias de triagem quimica tém sido desenvolvidas através do uso de técnicas
hifenadas que fornecem numerosas informacdes estruturais dos metabdlitos antes
mesmo do seu isolamento (RODRIGUES et al., 2006).

Com o desenvolvimento dessas novas técnicas espectroscopicas, 0S
guimicos organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares
complexas de constituintes naturais, até a pouco tempo dificil de serem identificados
(PINTO et al., 2002). A cada momento sao relatadas na literatura novas moléculas,
algumas de relevante acéo farmacoldgica, como exemplo o taxol (isolado de plantas
do género Taxus que consitui uma grande esperanca para pessoas portadoras de
cancer nos ovarios e pulmdes), a forscolina (obtida de Coleus barbatus que
apresenta promissores efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos
tumores), a artemisina (presente na Artemisia annua que apresenta potente
atividade antimalarica) e mais recentemente camptotecina, alcaléide que inspirou
inimeros derivados que ingressaram no mercado dos farmacos oncoldgicos
(proveniente de Camptotheca acuminata) (CECHINEL-FILHO e YUNES, 1998).

Neste contexto € importante mencionar que a industria farmacéutica motivada
em parte pela descoberta desses medicamentos reativou 0 interesse pelos
medicamentos de origem vegetal, principalmente, pela busca de substancias com
estruturas moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas por
um processo sintético de custo racional. Dentre alguns exemplos, temos as
substancias enantiomericamente puras, sintetizadas pelas plantas (MONTANARI e
BOLZANI, 2001).

Em funcdo desses dados a induastria farmacéutica investiu bastante em
programas de prospeccdo, mesmo tendo em conta que a pesquisa de novos
farmacos € um investimento de alto custo, e assim os Produtos Naturais ganham
seu espagco como fonte inspiradora de novos padrées moleculares bioativos.
(FARDELONE e BRANCHI, 2006). Com objetivos de otimizar a busca de principios
ativos de maneira racional, na década de 80, houve um redirecionamento de todo o

processo de selecdo de produtos bioativos, no que se denominou de “busca racional




21
Introdugdo Lira, D. P.

de drogas” pelo uso de fracionamento guiado por bioensaios especificos para
enzimas, receptores, DNA, etc, e também motivado pelo conhecimento do
mecanismo de acdo de novas substancias bioativas (bioactives new chemical
entities — BIONCEs). Nos anos noventa, os avancos de tecnologias de
“highthroughput” (HTS) associados a quimica combinatéria, biotecnologia e estudos
gendmicos mudou completamente o panorama da pesquisa de Produtos Naturais
praticada nos paises industrializados. A fitoquimica deixou de ser o alvo, pois eram
necessarios estudos mais abrangentes sobre a funcéo, regulacéo e natureza desses
produtos naturais. A biossintese bem reconhecida de muitas classes foi o elo de
transicdo para o entendimento de processos moleculares. A corrida vertiginosa por
novos prototipos de farmacos gerou as ja conhecidas “fabricas de descoberta de
produtos bioativos” onde centenas de extratos poderiam ser testados em um unico
dia (MONTANARI e BOLZANI, 2001).

Diante do exposto fica claro que a descoberta de produtos naturais bioativos
constitui, ndo apenas uma necessidade de sua identificacdo prépria, mas contribuir
para o conhecimento de NCEs que podem ser usadas como matrizes para a
descoberta de novos farmacos. E importante salientar que esse NCEs ndo sera
necessariamente, uma substancia matriz e, certamente, ndo sera um farmaco, pois é
muito provavel que um produto natural de uma espécie vegetal tenha que sofrer,
racionalmente, modificagcdes moleculares na estrutura desse prototipo (MONTANARI
e BOLZANI, 2001).

Considerando que um programa de descoberta de novos farmacos de origem
vegetal € um processo muito longo, complexo e de alto custo e reconhecendo a
importancia destes produtos como fonte inigualavel de diversidade estrutural de
constituintes quimicos das mais variadas classes, capaz de construir moléculas de
alta complexidade estrutural, com absoluta quimio, regio e estereosseletividade,
grupos de pesquisadores do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF/UFPB),
estudam, dentre outras, a familia Fabaceae, familia esta, possuidora de um grande
namero de espécies, sendo uma das maiores em dicotiledéneas e a terceira maior
familia das angiospermas (LEWIS, et al. 2005).

Estudos fitoquimicos realizados anteriormente com essa familia no LTF
demonstram uma variedade de constituintes quimicos (Figura 1), destacando-se o0s
esterdides & amirona (1) (ROMERO, 2008), calenduladiol (2) (MAIA, 2008), os
flavonéides pachipodol (3) (NUNES, 2008), 4’-O-metil sigmoidina B (4) (CABRAL,
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2009), diploflavona (5) (ALMEIDA, 2005), diplotropina (ALMEIDA, 2003) (6), os
alcaldides erisovina (7) (CABRAL, 2009), bowdichina (8) (BARBOSA FILHO, 2004),
a feofitina 15" hidroxi-feofitina a (9) (NUNES, 2008), entre outros.

A partir do estudo fitoquimico, foi possivel também a realizacdo de alguns
testes farmacologicos, podendo citar os testes em musculo liso com o flavondide
diplotropina (6), que apresentou atividade espasmolitica em ileo de cobaia mediada
pelo bloqueio de canais de calcio (LIMA et al., 2005) e com o extrato etandlico bruto
obtido das partes aéreas de M. paraibana, que apresentou efeito espasmolitico nédo
seletivo nos 0rgdo testados (aorta de rato, Gtero de rata e ileo de cobaia) e
espasmogénico em ileo de cobaia (SIQUEIRA et al., 2006).

Diante destes dados e na premissa de encontrar novos constituintes quimicos
que poderdo servir como modelos estruturais para novos NCESs, objetivamos neste
trabalho, dar continuidade ao estudo da familia Fabaceae, com o estudo fitoquimico

da espécie Piptadenia stipulaceae.
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Figura 1. Alguns dos constituintes quimicos isolados da familia Fabaceae no LTF.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Consideracdes sobre a familia Fabaceae

Fabaceae é uma grande familia com 750 géneros e mais de 18.000 espécies
no mundo (WINK, 2003), com excecédo das regides Artica e Antartica, esta difundida
pelas regides tropicais e subtropicais do planeta e em zonas aridas ou semi-aridas
(Figura 2). Em numero de espécies, € uma das maiores em dicotiledéneas e € a
terceira maior familia das angiospermas, ocorrendo em um grande numero de
habitats (HEYWOOD, 1996). No Brasil esta representada por aproximadamente 188
géneros e 2.100 espécies, distribuidas em quase todas as formacdes vegetais
(LEWIS, et al. 2005). No entanto, as espécies que compde esta familia se
diferenciam entre as areas, ndo sO0 quanto a ocorréncia, mas, sobretudo, quanto a
abundéancia (TUCKER, 2003).

Figura 2. Mapa de distribuicdo da familia Fabaceae, representada nas areas pintadas (In:

Missouri Botanical Garden).

Esta é a terceira maior familia de plantas com floracdo, embora seja a maior
em termos de diversidade das formas e niamero de habitats. As leguminosas séo
bastante conhecidas por sua importancia agricola e econdémica, representada por
sua diversidade de espécies que sao usadas para adubacgédo (Cajanus cajan)(Figura

3.a), ornamentacao (Tipuana tipu)( Figura 3.b), alimentacdo (Phaseolus vulgaris)(




26
Fundamentagdo tedrica Lira, D. P.

Figura 3.c), madeira (Amburana cearensis)(Figura 3.d), combustivel (Mimosa caesal
piniaefolia)(Figura 3.e) (LEWIS et al., 2005). Ecologicamente esta familia é
importante em uma diversidade de ecossistemas, algumas de suas subfamilias
estdo presentes e muitas vezes dominante, em quase todo tipo de vegetacdo da
terra, de florestas tropicais a desertos (WOJCIECHOWSKI, 2003).

Figura 3. Espécies de Leguminosae com importancia agricola e econémica: a) Cajanus
cajan; b)Tipuana tipu; ¢) Phaseolus vulgaris; d) Amburana cearensis; e)Mimosa caesalpiniae

folia (Fonte : http://images.google.com.br).

A caatinga é a vegetacdo predominante no Nordeste do Brasil, com clima
semi-arido, apresenta uma heterogeneidade marcante com véarias fisionomias, o que
faz dela um ambiente de extrema importancia biolégica. A familia Fabaceae é de
grande relevancia para a caracterizacdo fisiondbmica dos diversos ambientes no
dominio das caatingas. Estudos recentes enfatizam a distingdo de sua flora em

diferentes tipos de sedimento, abrindo caminho para uma nova visdo em termos de
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floristica e estimulando estudos de analise de similaridade. Na caatinga nordestina,
estdo catalogados até o momento 77 géneros e cerca de 300 espécies desta familia,
representando aproximadamente um terco da vegetacao e diversos representantes
possuem grande potencial econdémico como recurso forrageiro durante a seca, por
ser o principal componente da diversidade vegetal do ambiente (CODULA et al.,
2008).

O cariri paraibano contém um total de 396 espécies, distribuidas em 90
familias botanicas, sendo 85 familias de Angisospermas. Porém a familia mais
diversa é a Fabaceae, com 71 espécies (BARBOSA et al., 2007).

A circunscricdo de Fabaceae e sua divisdo em familias ou subfamilias tém
sido de divergéncias entre diferentes autores. Mas tradicionalmente foi reconhecida
segundo Grupo para a Filogenia das Angiospermas (APG-ll) como uma Uunica
familia, com trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae ou
Faboideae. (SOUZA e LORENZI, 2008). A subfamilia Caesalpinioideae, bastante
tipica na flora amazbnica e pobremente representada no Nordeste brasileiro,
compreende 170 géneros e cerca de 3.000 espécies. A Papilionoideae € a maior das
trés subfamilias, com 455 géneros e cerca de 12.000 espécies. Alguns géneros sao
caracteristicos da flora amazénica e outros do Nordeste brasileiro. Mimosoideae é
bastante rica em espécies no Nordeste brasileiro, compreendendo 65 géneros e
cerca de 3.000 espécies (TUCKER, 2003), nas quais destacamos a espécie
Piptadenia stipulacea como objetivo deste trabalho.

A subfamilia Mimosoideae possui grande importancia na fixacdo de nitrogénio
com microrganismos, por apresentar maior incidéncia de géneros com capacidade
para associacdo simbibtica facultativa com bactérias do género Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium, denominadas genericamente
rizobio, fornecendo assim subsidios para a fixacdo do N, atmosférico (KLEIN, 2000).
Logo, esse alto potencial de nodulagdo com o nitrogénio, justifica a grande
diversidade de alcalbides ja isolados nesta familia. Entretanto é bastante reportado
que a classe dos flavonoides, também se destaca como marcador taxonémico.
Dentre estes sdo encontrados flavonais, flavonéis glicosilados, flavonas, isoflavonas,
chalconas, entre outros. J& na classe dos alcaldides encontram-se alcalbides
derivados da fenilalanina, da tirosina e do triptofano entre outros (HARBONE,

1971). Além dos alcalbides e flavonoides, ja foram relatados, varios outros tipos de
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metabdlitos, tais como aminoacidos ndo proteicos, aminas, cumarinas,
antraquinonas, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, glicosideos cianogénicos,
entre outros (WINK, 2003).

2.2 Consideracdes sobre a subfamilia Mimosoideae e 0 género Piptadenia

A subfamilia Mimosoideae a qual pertence a espécie Piptadenia stipulaceae,
€ a menor das subfamilias das leguminosas, compreendendo 65 géneros e
abrangendo aproximadamente 3.000 espécies (TUCKER, 2003), distribuidas nas
regides tropicais, subtropicais e calido-temperadas do globo (SOUZA e LORENZI,
2008). Esta subfamilia caracteriza-se botanicamente como arvores, arbustos
(principalmente) e ervas (raramente), resinosas ou nao resinosas. Suas folhas sao
verdes 0 ano todo, suas flores sdo pequenas, bissexuais ou raramente unissexuais e
seu fruto € usualmente um legume. Numerosas espécies sao importantes
economicamente, servindo como, ornamentais, madeira, forragem para racéo
animal, especialmente nas regides aridas e nos continentes subdesenvolvidos
(NEILSON, 1992).

No Brasil destacam-se as espécies dos géneros Mimosa, Acacia, Calliandra,
Inga, Pithecellobium, Prakia, Piptadenia e Stryphnodendron, muitos deles de valor
medicinal (BARROSO, 1991). Suas espécies, geralmente ocupam 0S primeiros
lugares na maioria dos levantamentos floristicos, realizados em ecossistemas de
caatinga, onde em muitas delas no fim da estacdo chuvosa, suas flores, na maioria
bem alvas, se tornam caracteristicas na paisagem (PEREIRA et al., 2001). No Cariri
Paraibano, esta subfamilia € presentada por 14 espécies, pertencentes a sete
géneros: Acacia, Adenanthera, Chloroleucon, Mimosa, Piptadenia, Parapiptadenia e
Prosopis (BARBOSA et al., 2007).

O género Piptadenia compreende cerca de 80 espécies (CARDOZO, 2006)
de arvores, arbustos e trepadeiras, muitas nativas da América tropical, tais como
Piptadenia stipulacea, Piptadenia gonoacantha, Piptadenia moniliformis Benth,
Pipitadenia viridifolia (JOBSON e LUCKOW, 2007). No Brasil ocorrem nos estados
do Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Paran3,
Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e S&o

Paulo. (CARDOZO, 2006). Todavia, varias espécies, incluindo: Piptadenia
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peregrina, Piptadenia macrocarpa, Piptadenia rigida, Piptadenia vidiflora, Piptadenia
paraguayensi e Piptadenia africana estdo distribuidas na Africa tropical, do Senegal
a Angola e em todo o Congo (Figura 4). Apenas a ultima espécie é encontrada em
Camardes (MBOUANGOUERE et al., 2007).
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Figura 4. Mapa de distribuicdo do género Piptadenia, representada nas areas verdes (In:

Missouri Botanical Garden).

O género Piptadenia despertou o interesse dos cientistas por seu uso na
preparacao do rapé (pdé usado para inalacdo). Isto foi evidenciado desde a chegada
de Cristévao Colombo no novo mundo, quando Ramon Pane descreveu a inalagcéo
de um rapé narcotico pelos nativos das Ilhas do Caribe ao parecer preparado com
espécies de Piptadenia. O mesmo era observado por muitas tribos indigenas da
Ameérica do Sul, onde o p6 obtido a partir de sementes torradas de Piptadenia
peregrina, chamada por eles de cohoba, paricd ou yopo, quando inalado na forma
de rapé produziam éxtase e alucinacdes. SO em 1954, através do trabalho de
Stromberg, foi relatado a presenca do alcaldide indolico 5-hidroxi-N,N-
dimetiltriptamina (Bufotenina), o entdo responsavel pelo efeito alucinégeno
(HENKER e HUSTON, 1950).

Entretanto, um dos primeiros trabalhos fitoquimicos no género, foi a
determinacao do conteudo de taninos na espécie Piptadenia cebil (ZELADA e CONI,
1915), o que justifica até hoje as espécies do género Piptadenia serem utilizadas na

indUstria dos curtumes por possuirem a casca rica em taninos (CARDOZO, 2006).
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Do ponto de vista etnomedicinal, o extrato aquoso da espécie Piptadenia
africana (Fabaceae) Bark Guinea é usado externamente para o tratamento da
gonorréia (AKENDENGUE, 1992). J4 as folhas de Piptadenia macrocarpa
(Fabaceae) Leaf Brazil € reportado como toxico ao gado (CANELLA, et al., 1966).

Segundo levantamento bibliografico feito no Chemical Abstracts, Biological
Abstracts e banco de dados NAtural PRoducts ALERT (NAPRALERT), a quimica
deste género é composta por diferentes classes de substancias (Tabela 1). Estudos
com diferentes espécies como Piptadenia colubrina Benth, Piptadenia communis,
Piptadenia contorta, Piptadenia excelta, Piptadenia falcata, Piptadenia leptostachya,
Piptadenia macrocarpa, Piptadenia moniliformis e Piptadenia peregrina mostraram
gue os alcaléides sdo os compostos majoritarios do género Piptadenia, devido a
presenca de diferentes tipos de alcaléides indolicos nestas espécies. Outros
metabdlitos secundarios que merecem destaque por sua presenca no género séo 0s
esterdides, encontrados nas espécies Piptadenia gonoacantha e Piptadenia
macrocarpa e o0s flavondides encontrados nas espécies Piptadenia africana,
Piptadenia cebil, Piptadenia gonoacantha, Piptadenia macrocarpa e Piptadenia
rigida. Essa pesquisa bibliografica permitiu constatar que os alcalbéides, quando
presentes na espécie, sdo encontrados predominantemente nas sementes. Os
trabalhos mais recentes, certamente usando técnicas mais eficientes de analise, ndo
tém detectado alcaldides nas outras partes de espécies desse género. Mas,
entretanto, tém registrado a ocorréncia de constituintes de outras classes de

metabdlitos especiais.
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Tabela 1. Constituintes quimicos isolados de espécies do género Piptadenia.

~ Substancia = Espécie @ Partesusadas = Referéncia =
P. colubrina Benth Sementes PACHTER et al., 1959.
P. communis sementes WILLAMAN e LI, 1970;
P. contorta YAMATASO et al.,, 1972.
P. excelta sementes IACOBUCCI e REVEDA,
1964; WILLAMAN e LI,
1970.
HO N—— P. falcata sementes GIESBRECHT, 1960;
P. leptostachya sementes WILLAMAN e LI, 1970.
P. macrocarpa sementes e vagens  FISH et al.,1955;
N IACOBUCCI e REVEDA,
Bufotenina 1964.; RENDON e WILLY,
1985.; WILLAMAN e LI,
1970.
P. moniliformis sementes YAMATASO et al., 1972.
P. peregrina sementes FISH et al.,1955.; PARIS,
1967.; STROMBERG,
1954.
continua
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P. macrocarpa Madeira MIYAUCHI et al., 1976.

?’//o
”, ,'

P. macrocarpa Madeira MIYAUCHI et al., 1976.

HC
Continua

Lupeol




36
Fundamentagdo tedrica Lira, D. P.
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P. rigida Casca ALVES et al., 2003.
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P. gonoacantha Galhos CARDOZO, 2006.
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P. gonoacantha Folhas CARDOZO, 2006.

P. gonoacantha Folhas CARDOZO, 2006.
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2.3 Aspectos botanicos de Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke

Piptadenia stipulacea (Figura 5, Quadro 1) € uma arvore pequena com cerca
de 2-4m de altura, com casca castanho-claro, fortemente armada por aculeos
vigorosos. Possui folhas alternas, compostas, com 10-16 pares de pinas opostas,
cada pina com 2 a 5,5cm de comprimento e com 25-40 pares de foliolos verde-
claros, foscos, oblongos, com 3-8mm de comprimento. As flores em espigas
possuem de 4-8cm de comprimento, de cor alva, na extremidade dos ramos onde se
encontram até trés espigas por axila de folha. Seu fruto € uma vagem de cor
castanho-palido, com 8-12cm de comprimento, com superficie ondulada nas areas
onde ficam as sementes. Contém 2-12 sementes pequenas, ovais de cor marrom
por vagem. A madeira é de cor clara (BEZERRA, 2008).

E uma planta caducifélia e sua floragdo ocorre na estacdo chuvosa, mas
pode também ser encontrada na estagdo seca, seguida pela frutificacdo que se

estende até a estacao seca (BEZERRA, 2008).

Figura 5. Piptadenia Stipulacea (Benth.) Ducke. A. arvore; B. madeira; C. galhos (In: Centro

Nordestino de Informacdes sobre Plantas).
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Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Ordem: Rosales

Familia: Fabaceae

Sub-familia; Mimosoideae

Género: Piptadenia

Espécie: Piptadenia stipulaceae (Benth.) Ducke

Quadro 1. Classificacdo taxonémica da espécie Piptadenia stipulaceae (Benth.) Ducke

segundo Grupo para a Filogenia das Angiospermas (APG-II).

2.4 Generalidades da espécie Piptadenia stipulaceae (Benth.) Ducke

A espécie Piptadenia stipulacea € conhecida vulgarmente no Nordeste
brasileiro como jurema branca (FABRICANTE e ANDRADE, 2007), jurema malicia-
da-serra, carcara (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002), calumbi (FLORENTINO et
al., 2007) e apresenta ampla distribuicdo no bioma da caatinga nordestina,
ocorrendo do Piaui até a Bahia (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002; BARBOSA, et
al. 2007; SANTANA e SOUTO, 2006; VASCONCELOS et al., 1984;). Ela € uma
planta pioneira que facilmente ocupa capoeiras e beiras de estrada, sendo tolerante
a elevados niveis de perturbacdo da vegetacdo (PEREIRA et al., 2001) e é muito
utilizada como alimento por ovinos, caprinos e bovinos principalmente na estacao
seca quando nao ha pastagens para sua alimentacao (BEZERRA, 2008).

A casca do caule e folhas de Piptadenia stipulaceae € utilizada na medicina
popular nas feridas externas na forma de tintura ou decocto (ALBUQUERQUE e
ANDRADE, 2002). Seu uso também ja foi indicado como cicatrizante (BEZERRA,
2008).

Em testes para avaliar o seu potencial biologico, a folha da P. stipulacea
apresentou atividade antimicrobiana contra cepas da bactéria Klebsiella pneumoniae
multiresistentes e o fungo Candida albicans (BEZERRA, 2008). Testes com extratos
(parte ndo especificada) apresentaram atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Streptococcus faecium e atifungica contra
Neurospora crassa (CHIAPPETA e MELLO,1984).
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Piptadenia stipulaceae apresenta-se com dois sinénimos, Piptadenia
communis var. stipulaceae Benth e Pityrocarpa stipulacea (Benth) Brenan. No
entanto, pouco se sabe sobre a constituicdo quimica do seu metabolismo
secundario, visto que, em levantamento bibliografico feito no Chemical Abstracts,
Biological Abstracts, banco de dados NAtural PRoducts ALERT (NAPRALERT), bem
como, em diversos “sites” de busca na internet até o ano de 2009, o Unico estudo
quimico relatado foi o isolamento do alcal6ide indélico bufotenina (WILLAMAN e LI,
1970). Este fato, juntamente com a escassez de estudos na area farmacoldgica,
tornou oportuna a investigacdo fitoquimica com énfase no isolamento de

constituintes quimicos bioativos da espécie Piptadenia stipulaceae.
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3 OBJETIVOS

Contribuir para o estudo quimiotaxonémico da familia Fabaceae através do
estudo fitoquimico da espécie Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke e desta
forma cooperar para o conhecimento da nossa flora, especialmente a

paraibana.

Identificar e/ou elucidar as estruturas dos constituintes quimicos desta
espécie, através de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) *H e

13C (uni e bidimensionais).

Integrar estudos farmacologicos ao estudo quimico de Piptadenia stipulacea,
através da disponibilizacdo das suas substancias isoladas para realizagcéo de

testes de inflamacé&o com o intuito de confirmacao do seu uso popular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Métodos cromatograficos

Visando o isolamento quimico, foi utilizada a cromatografia de adsorcdo em
coluna (CC), constituida por um tubo de vidro, em posi¢do vertical. O adsorvente
empregado foi a silica gel 60, ART 7734 da MERCK, de particulas com dimensdes
entre 0,063-0,200 mm. As dimensdes da coluna dependeram da quantidade de
material que foi cromatografado.

Para a andlise e separagdo dos componentes de uma mistura, foi utilizada a
cromatografia em camada delgada (CCD). Este processo de separacdo esta
fundamentado, principalmente no fenébmeno de adsorcdo (COOLINS et al., 2007).
Para as cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) e preparativa (CCDP),
foram usadas a silica gel 60 PFas4, ART 7749 da MERCK, em placas de vidro (20 x
20, 10 x 20, 5 x 20 cm). Em geral a silica € empregada na separacédo de compostos
lipofilicos, como os fendis (COOLINS et al., 2007).

Na revelacdo das placas cromatogréaficas, foram utilizados reveladores
quimicos universais e especificos, para detec¢cdo de grupos quimicos, ou aqueles ja
consagrados classicamente como € o caso do anisaldeido sulfarico, vapores de
iodo, solucdo de éacido sulfarico, vanilina sulfarica, sulfato sérico, cloreto férrico,
hidroxido de potassio 10% EtOH, Dragendorff, Libermann- Bourchard, reativo de
Mayer, indicadores fluorescentes bem como, reveladores fisicos tais como,
lampadas UV de curto e longo comprimento de ondas (254 —366 nm) por meio de
aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58.

Como fase movel foi utilizado na CC e na CCD os solventes hexano,
cloroférmio, diclorometano e metanol (MERCK ou VETEC) isoladamente ou em
misturas bindrias, em gradiente crescente de polaridade. Para a escolha dos
solventes, foram levadas em consideracdo as relagcbes de solubilidade dos
componentes da mistura a ser cromatografada, e quando necessario, a evaporacao

dos mesmos foi realizada com rotavapor da marca BUCHI.
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4.2 Métodos espectrométricos

Na analise espectral, os espectros de infravermelho (V) foram registrados em
pastilhas de KBr, em espectrofotdmetro da marca SHIMADZU, modelo IRPrestige-21
(LTF/UFPB). J4 os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H)
e Ressonancia Magnética Nuclear de **C (RMN de *3C), uni e bidimensionais foram
obtidos em espectrémetro Bruker Ac-500 [500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C)]
(CENAUREM/UFC) e VARIAN Mercury 500 [500 MHz (*H) e 125 MHz (C)]
(LTF/UFPB). As amostras para andlise foram dissolvidas em dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-4) da MERC. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e foram referenciados para RMN de *H pelos picos
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fragdes ndo deuteradas do solvente
DMSO-¢45 (6p= 2,49). Os mesmos parametros foram utilizados para os espectros de
RMN de 3C (DMSO-g6, 8c= 39,00).

As multiplicidades das bandas de RMN 'H foram indicadas segundo as

convencgoes: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto).
4.3 Pontos de fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados sem correcdo de valores em
aparelno com bloco de platina em microscopio o6ptico tipo “Kofler”, marca
REICHERT, modelo R3279, com temperatura que varia de 0-350°C.

4.4 Coleta do material botanico

As partes aéreas foram coletadas no municipio de Serra Branca, no estado da
Paraiba, em abril de 2005 e identificadas pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do
setor de Botanica do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby
Fernandes Medeiros” (LTF/UFPB). A exsicata da espécie foi codificada e depositada
no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba (JPB) sob
o codigo Colecao Agra et al. 3331 (JPB).
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4.5 Processamento do material botanico

O material vegetal foi dessecado em estufa com ar circulante, a temperatura
meédia de 40 T, por cerca de 72-96 horas. Apds a co mpleta secagem, o material foi
pulverizado em moinho de laminas cortantes, obtendo-se um material vegetal seco e

pulverizado, pesando 1,200 Kg.

4.6 Preparacao do extrato

O material vegetal seco e pulverizado (1,200 kg) foi submetido & maceragéo
exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente de aco inoxidavel (Figura 6).
Foram feitos varios processos de extracdo num intervalo de 72 horas entre eles,
para garantir uma maxima extracdo dos constituintes quimicos. Esta solucéo
etandlica foi filtrada, fazendo-se em seguida, a evaporacao do solvente com o auxilio
de um rota-evaporador (Figura 7) a uma temperatura média de 50 °C. Assim, o
extrato etandlico bruto obtido, foi solubilizado em um mistura de MeOH:H,0 (3:7 v/v)
através de um agitador mecénico por 60 minutos, obtendo-se a solucdo
hidroalcodlica, a qual foi submetida a um processo de particdo liquido-liquido
(Fluxograma 1) com solventes de polaridades crescentes como hexano, cloroférmio
e acetato de etila, visando uma semi-purificacdo das substancias através de suas
polaridades. Com o objetivo de localizar os principios ativos, as fases semi-puras
foram testados pelo Laboratério de Farmacologia e Imunologia (LAFI) da
Universidade Federal de Alagoas, e aquele que apresentou efeito farmacoldgico de
interesse, foi submetido a procedimentos cromatograficos para o isolamento e

purificacdo dos compostos.
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Figura 6. Percolador de aco inoxidavel (Foto: Daysianne Pereira de Lira, 2009).

Figura 7. Rota-evaporador (Foto: Daysianne Pereira de Lira, 2009).
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FLUXOGRAMA 1: Fracionamento do extrato etanodlico bruto das partes aéreas de
Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke.

Extrato etandlico b ruto (243 g)

Solubilizagdo MeOH:H,O (3:7 v/v)
Agitacao mecanica por 60 minutos

Solucao Hidroalcodlica | (Sol. HAI)
Extracédo com Hexano
Particdo em funil de separacéo
Fase Hexanica (23 g)* Solucdo HA I

Extracdo com Cloroférmio
Particdo em funil de separacao

Solucéo HA I

Fase Cloroférmica (80 g)

Extracdo com Acetato de Etila

Particdo em funil de separacéo

Fase Acetato de Etila (12 0 g)* Solugédo HA IV *

* Fases reservadas para estudos posteriores.

4.7 Avaliacéo fitoquimica preliminar dos constituin tes quimicos

A avaliacao fitoquimica auxilia no conhecimento dos constituintes quimicos de
espécies vegetais e pode indicar grupos de metabdlitos secundéarios de interesse
farmacoldgico. Esta triagem procurou sistematizar, ou rastrear os principais grupos

de constituintes quimicos que compdem um extrato vegetal. Este € um exame rapido
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e qualitativo através de reagentes de coloragdo e/ou precipitacdo que revela ou ndo
a presenca de metabdlitos secundarios presentes em um extrato. A triagem
fitoquimica preliminar, com vistas ao estabelecimento da possivel natureza quimica
dos compostos existentes, foi realizada com o extrato etandlico bruto, utilizando a
metodologia descrita por Matos (1997). Os resultados da triagem fitoquimica

encontram-se sumarizados no Quadro 2.

Grupos quimicos Reagentes Resultados

Bouchardat ++

Alcalo6ides Mayer ++
Dragendorff +++

Acido silico-tungstico ++

Esterdides e terpendides Lieberman-Buchard ++
Taninos Cloreto férrico 2% +++
Flavonoides Shinoda ++
Oxalo-bdrico ++

Saponinas Teste de espuma +

Quadro 2. Dados referentes a triagem fitoquimica realizada com o extrato etanélico bruto
das partes aéreas de Piptadenia stipulacea. Legenda: () Reagdo negativa, (+) Reagdo

fracamente positiva, (++) Reacdo positiva, (+++) Reacao fortemente positiva.

4.8 Isolamento e purificacdo dos constituintes quim icos

Parte da fase cloroformica (40g) foi submetida a diferentes técnicas
cromatograficas (fluxograma 2). A principio, foi empregada a cromatografia de
adsorcdo em coluna aberta (CC) (Figura 8), utilizando silica gel como fase
estacionaria e como eluentes os solventes hexano, diclorometano e matanol puros
ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade, obtendo-se 156 fracdes
de 100 mL (Quadro 3), que foram concentradas em rotavapor e reunidas apos

CCDA de acordo com seu fator de retencao(Rf).
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Figura 8. Cromatografia de adsor¢cdo em coluna aberta (CC) (Foto:www.googleimagens.

com.br).
Fracbes Solvente Proporcao
1-28 Hexano-Diclorometano 50 : 50 viv
29-42 Hexano-Diclorometano 30:7 0 viv
43-70 Diclorometano 100 viv
71-81 Diclorometano-Metanol 99,5:0,5Vviv
82-101 Diclorometano-Metanol 99:1viv
102-117 Diclorometano-Metanol 98 : 2 viv
118-121 Diclorometano-Metanol 96 : 4 viv
122-138 Diclorometano-Metanol 94 :6 viv
139-142 Diclorometano-Metanol 92:8vlv
143-147 Diclorometano-Metanol 88 :12 viv
148-156 Diclorometano-Metanol 80 : 20 viv

Quadro 3. Fracdes obtidas na CC e sistema de solvente utilizado.
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Na analise em CCDA, a fracdo reunida 29-40, apresentou-se como duas
manchas. Desta forma, a mesma foi precipitada com metanol obtendo-se um p6
amarelo. Apos analise novamente em CCDA demonstrou seu grau de pureza pela
presenca de uma unica mancha. E assim, a mesma foi codificada como sendo a
substéancia Ps-01 (Peso=10mg).

Da mesma forma apresentaram-se as fragbes 66-73 e 101, que apoés
precipitacdo com metanol também forneceram um p6é amarelo e foram codificadas
como sendo as substancias Ps-02 (Peso=12mg) e Ps-05 (Peso=266mg),
respectivamente.

A fracdo 87-88 (Peso=46mg) também apresentou-se como duas machas,
entretanto a mesma foi submetida a CCDP, obtendo-se o composto 87-88a (um po6
amarelo) e 87-88b (um pé marrom), sendo codificadas como Ps-03 (Peso=28mg) e

Ps-04 (Peso=15mg), respectivamente.
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Fluxograma 2. Fracionamento cromatogréfico da fase cloroférmica.

Fase cloroférmica
(E0s))

CC silica ael

156 fracdes
(100mL)

CCDA

Fr 29-49 Fr 66-73 Fr 87-88

Ps-01 Ps-02
(0,025%) (0,03%) Ps-03 Ps-04

Precipitacao

Ps-05

(0,67%)

(0,07%) (0,038%)

O uso em conjunto de técnicas espectrais como IV, RMN *H e **C aliado ao
uso de técnicas sofisticadas de RMN (HMQC e HMBC) permitiu propor a estrutura

molecular das substancias isoladas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias isoladas neste trabalho

O fracionamento do extrato cloroférmico de Piptadenia stipulacea permitiu o

isolamento e identificacdo de 5 flavonoides (Figura 10), constituintes quimicos estes
isolados pela primeira vez no género em estudo.

OCH.

QCH (0]
Ps-05

Figura 9. Constituintes quimicos isolados de Piptadenia stipulaceae.




58
Resultados e Discussdo Lira, D. P.

5.2 Identificacao estrutural de Ps-01

A substancia Ps-01 apresentou-se na forma de p6é amarelo claro, solivel em
DMSO e com ponto de fusdo de 160,5 °C. A mesma foi identificada através de
anélise espectral dos dados de RMN *H e *3C uni e bidimensionais e comparacéo
com os dados encontrados na literatura.

O espectro de RMN *C (Figura 10, p. 63; Tabela 2, p. 61) de PS-01 em
DMSO-¢4¢ utilizando a técnica Broadening (BB) mostrou a presenca de dezesseis
sinais, sendo que os sinais em J. 114,25 e 6. 130,00 apresentaram-se dobrados,
totalizando, portanto, 18 carbonos. Destes sinais, dez foram atribuidos a carbonos
nao-hidrogenados, trés a carbonos metinicos e trés a carbonos metoxilicos.
Absorc¢des estas sugestivos de nucleo flavonoidico.

O espectro RMN de *H e sua expansao (Figuras 11 e 12, p. 64 e 65; Tabela 2,
p. 61) apresentou sinais de hidrogénio caracteristicos de um sistema aromatico para
dissubstituido, representado por dois dupletos em &4 8,01 e 6y 7,12 correspondentes
aos dois pares de atomos de hidrogénio H-2'/H-6° e H-3'/H-5 do anel B de
flavonoides, acoplados através de interacdo spin-spin em orto (J=9,0 Hz),
constituindo um tipico sistema AA'BB’, confirmado pela presenca no espectro de
RMN **C de dois sinais intensos em & 114,25 e §. 130,00, sugerindo desta forma
uma substituicdo em C-4’. A presenca de trés simpletos em 6y 3,75, 64 3,78 e o4 3,85
sdo compativeis com a presenca de trés metoxilas na molécula confirmando os
deslocamentos quimicos no espectro de RMN *C. Este espectro mostrou ainda, um
sinal simples com deslocamento quimico de é4 6,56 para um hidrogénio aromatico,
indicando a presenca de anel A trissubstituido. Foi observado também a presenca
de um simpleto em regido mais desblindada de 64 12,72, indicativo de hidroxila
quelatogénica com o C-4 da estrutura em analise. A auséncia de um simpleto com
absorcao entre 64 6,39 e 64 6,94 confirmada pela auséncia de absorcao na regiao de
8. 107,00 no espectro de RMN **C-BB (Figura 10, p. 63; Tabela 2, p. 61) e RMN **C-
DEPT 135° (Figura 13, p. 66), caracteristico de carbono metinico, correspondente ao
H-3, fez propor que a substancia PS-01 tratava-se de um flavondide do tipo flavonol,
com funcao oxigenada no C-3, podendo a hidroxila quelada esta na posicdo 3 ou 5

do esqueleto flavonoidico.
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A ligacdo dupla nos carbonos 2 e 3, no esqueleto de flavonoide, provoca um
deslocamento quimico para campo alto da carbonila em relacdo as flavononas,
fazendo com esta apareca entre 6. 176,4 e 178,00 (AGRAWAL, 1989). Entretanto,
dados da literatura mostram que a presenca de uma hidroxila em C-5 e de uma
metoxila em C-3 promove um deslocamento quimico da carbonila C-4, de maneira
que esta possa absorver entre 6. 178,1 e 179,18 (SILVA et al., 1999). Essa
informacgé&o, sugere que o esqueleto estrutural de Ps-01 possui substituintes hidroxi e
metoxilicos nas posicbes 5 e 3, respectivamente, visto que foi observado no
espectro de RMN *3C-BB (Figura 10, p. 63; Tabela 2, p. 61) um deslocamento em &,
178,21 correspondendo ao grupamento carbonila na molécula.

Esses dados juntamente como os dados apresentados anteriormente, que
mostraram a presenca de sistema AA'BB’ para o anel B, bem como um sistema

tetrasubstituido para o anel A do esqueleto em analise, fez propor as seguintes

estruturas para Ps-01:

E relativamente conhecido que os sinais de carbonos metoxilicos localizados
em sistemas aromaticos envolvidos em impedimento estérico aparecem em torno de
dc 60,00, revelando diferenca significativa quando se encontram em posicdes livres
de influéncia estérica (sem substituinte na posicao orto) (SILVA et al., 1999). Neste
contexto, a combinacédo das informacdes fornecidas pelos espectros de RMN de *H
sobre o padrdo de substituicdo e os deslocamentos quimicos dos carbonos de
grupos metoxilicos, fez descartar a proposta B, ja que o espectro de RMN *C
apresentou dois deslocamentos de metoxilas em 8.59,76 e 59,98 compativeis com o
impedimento estérico, e nesta proposta apenas a metoxila localizada em C-3 estaria
impedida estericamente.

O espectro de correlacdes heteronuclear (*H X **C-HMBC) (Figuras 14, p. 67;
Tabela 2, p. 61) e suas expansdes (Figuras 15, 16, 17 e 18, p. 68, 69, 70 e 71,
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respectivamente), mostraram uma correlacdo a duas ligacdes (°J) dos hidrogénios
H-3'/H-5" (84 7,12) com o carbono C-4' (5.161,34), e a trés ligacdes (3J) dos
hidrogénios H-2'/H-6’(64 8,01) com o mesmo, confirmando o padrao de substituicao
nesta regido, bem como confirmando o deslocamento quimico do C-4’. Uma
correlacdo a trés ligacbes dos hidrogénios 6y 3,85 com o C-4’, fez descartar a
proposta A, visto que esta correlacdo confirma a metoxila d. 55,44 ligada ao carbono
C-4’, propondo portanto para Ps-01 a proposta C.

A proposta estrutural da molécula, ainda teve sua confirmacao feita atraves
do espectro de correlacdo heteronuclear direta (*H X **C-HMQC) (Figuras 19 e 20, p.
72 e 73) e suas correlacdes estdo compiladas na tabela 2 da pagina 61.

Através da andlise de dados de RMN 'H e *3*C (1D e 2D) e comparacdo com
os dados da literatura (AGRAWAL, 1989; Tabela 3, p. 62), foi possivel a
determinacdo inequivoca da estrutura proposta como sendo o flavonoide 5,7-
diidroxi-3,4’,6-trimetoxiflavona conhecida como centaureidina ou santina. Este
flavondide foi relatado em outros géneros da familia Fabaceae, porém esse é o

primeiro relato no género Piptadenia.

5,7-diidroxi-3,4’,6-trimetoxiflavona

Diversas atividades famacoldgicas ja foram atribuidas ao flavondide santina,
podendo citar a inibicdo da ciclooxigenase e da lipooxigenase (SILVAN et al., 1998),
inibicdo da sintese de 6xido nitrico e da prostaglandina E2 (ABAD et al., 2004),
atividade antibacteriana e antifungica (ALJANCIC et al.,, 1999). A atividade
antiinflamatdria evidenciada neste flavondide pode justificar em parte, o uso popular

de Piptadenia stipulaceae em inflamacdes.
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Tabela 2. Dados de RMN de *H (500 MHz), 3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais
de *H x 13C (HMQC e HMBC) de Ps-01 registrados em DMSO-ds (5 em ppm e J em

Hz).
HMQC HMBC
Oc On 2 ch ) cH
C
2 155,26 -
3 137,60 -
4 178,21 -
5 152,38 -
6 131,17 -
7 157,44 -
9 151,61 -
10 104,66 -
1 122,21 -
4 161,34 -
CH
8 94,04 6,56 (s, 1H) C-7,C-9 C-6, C-10
2’6’ 130,00 8,01 (d, J=9 Hz, 2H) C-2,C-4
3'/5 114,25 7,12 (d, J= 9 Hz, 2H) c-4 C-1’, C4
CH30O
CH30-3 59,76 3,78 (s, 3H) c-3
CH30-6 59,98 3,75 (s, 3H) C-6
CH50-4 55,44 3.85 (s, 3H) c-4°
HO-5 i 12,72 (s, 1H) C-5 C-6, C-10




62
Resultados e Discussdo Lira, D. P.

Tabela 3. Dados comparativos de RMN *C da substancia Ps-01 (8, DMSO-dg, 125
MHz) com dados da literatura (DMSO-dg) (AGRAWAL, 1989).

Carbonos Ps-01 Literatura
oc oc

C
2 155,26 155,20
3 137,60 137,60
4 178,21 178,20
5 152,38 152,30
6 131,17 131,30
7 157,44 157,80
9 151,61 151,60
10 104,66 104,50
1 122,21 122,20
4 161,34 161,30

CH
8 94,04 94,10

2°/6’ 130,00 129,90

3'/5’ 114,25 114,20

CH30
CH30-3 59,76 -
CH30-6 59,98 -

CH30-4° 55,44 -
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Figura 15. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-01.




69
Resultados e Discussdo Lira, D. P.

'-.._ s
F —13pn
b -
——, E
(=5 -
— — 140
— 150
— 1650
. ppm
o || - | | | ]
pom 4.0 3.8 2.6
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73
Resultados e Discussdo Lira, D. P.

— 5

— 55

—aE

—E=
ppm

1 1 ]
[=S=F 2.9 3.8 3.7

Figura 20. Expans&o do espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-01.




74
Resultados e Discussdo Lira, D. P.

5.3 Identificacao estrutural de PS-02

A substancia Ps-02 apresentou-se na forma de p6é amarelo claro, solivel em
DMSO e com ponto de fusdo de 178,5 °C. Sua identificacéo foi realizada através de
anélises espectrais de RMN *H e *3C.uni e bidimensionais.

A anélise espectral de RMN **C-BB (Figura 21, p. 78; Tabela 4, p. 77) permitiu
observar a presenca de 17 sinais de carbonos. Destes sinais, onze foram atribuidos
a carbonos quaternarios, quatro a carbonos metinicos e dois a carbonos metoxilicos.
Baseado nestes dados e levando-se em consideracdo o numero de carbonos na
molécula, foi proposto um esqueleto flavonoidico para o composto em analise.

O espectro de RMN *H (Figura 22, p. 79; Tabela 4, p. 77) e sua expansao
(Figura 23, p. 80) de Ps-02, mostraram absor¢cdes na regido de aromatico com
presencga de um conjunto de sinais correspondentes a um duplo dupleto em oy 7,68
com acoplamento orto (J= 8,5 Hz) e meta (J= 2 Hz), um dupleto em 64 6,93 com
acoplamento orto (J= 8,5 Hz) e outro dupleto em oy 7,75 (J=2 Hz) mostrando
acoplamento meta. Estes dados juntamente com dados do espectro de RMN de **C-
BB (Figura 21, p. 78) e RMN de *C-DEPT 135° (Figura 24, p. 81) que mostram, a
presenca de trés sinais intensos em 6. 111,74, 6. 115,52 e, 8. 121,71 sugerem
sistema ABX na molécula. Foram observadas ainda no espectro de RMN *H (Figura
22, p. 79), a presenca de metoxilas aromaticas em 6y 3,75 e oy 3,85 e a presenca de
absorcdo em oy 12,54 referente ao grupo hidroxila formando ligagédo de hidrogénio
com a carbonila. Esses valores de deslocamentos quimicos associados aos dados
de RMN *C, sugerem que o composto em andlise, trata-se de um flavonéide com
anel aromatico B trissubstituido, com localizacdo de funcdes oxigenadas nas
posicoes 3’ e 4'.

A andlise detalhada do espectro de RMN *H (Figura 22, p. 79) de Ps-02
mostrou o0 mesmo perfil de substituicdo para os anéis A e C, quando comparado a
PS-01, ou seja:

a) um sinal simples para um hidrogénio aromatico, sendo este de 3y 6,58, indicando
anel A trissubstituido;

b) auséncia de um simpleto na regido entre oy 6,39-6,94, somado ao tambéem
ausente deslocamento quimico em torno de é¢c 105,01-107,03 no espectro de RMN
13C, permitindo deduzir que a posicdo C-3 encontra-se substituida ou por grupo

hidroxi ou grupo metoxilico.
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Como j& dito anteriormente, a presenca ou a auséncia de substituintes nas
posi¢cdes C-3 e C-5 irdo influenciar o deslocamento quimico da carbonila presente na
posicdo C-4. Dados da literatura relatam também que, a presenca de hidroxila (-OH)
em C-3 e C-5, influencia no deslocamento quimico da carbonila deslocando-a para
campo mais baixo pela interacdo da ligagc&o intramolecular com os dois grupos, pois
a OH-3 causa um efeito de blindagem de cerca A5 =5 ppm e OH-5 causa um efeito
de desblindagem de magnitude similar e assim, os efeitos referidos se anulam
(SILVA et al., 1999). Diante dessa informacdo e comparando os sinais de carbonos
no espectro de RMN de **C de Ps-01 (Figura 10, p. 63; Tabela 2, p. 61) e Ps-02
(Figura 21, p. 78; Tabela 4, p. 77), observa-se que o deslocamento da carbonila de
Ps-02 é inferior em cerca de 2,5 ppm, sugerindo dessa forma que o substituinte no
C-3 néo trata-se de uma metoxila como PS-01, mas possivelmente de uma hidoxila,
visto que o deslocamento em 6¢c 176,08 € correspondente ao carbono C-4.

Dessa forma, baseado no padrao de substituicéo indicado para os anéis A e B
no espectro de RMN de 'H e nos deslocamentos quimicos das metoxilas em &

55,76 e 8. 60,00 observados no espectro de RMN de *C pdde-se sugerir trés

propostas estruturais para Ps-02:

Pelo espectro de 'H x *C-HMQC (Figura 25, p. 82; Tabela 4, p. 77), foi
possivel observar as correlagdes diretas dos hidrogénios das metoxilas 64 3,75 e o4
3,85, com seus respectivos carbonos déc 60,00 e oc 55,76, aléem de mostrar as
correlagdes entre o H-8 (o 6,58) e 0 C-8 (6¢ 93,85), 0 H-5" (64 6,93) e 0 C-5" (¢
115,52), o H-6’ (6 7,68) e C-6" (6c 121,71) e a correlacdo entre o H-2' (64 7,75) e C-
2' (6c111,74).

A proposta estrutural de localizagdo das metoxilas e hidroxilas da molécula

teve sua confirmacao feita através do espectro de *H x **C-HMBC (Figura 26, p. 83;
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Tabela 4, p. 77) e suas expansfes (Figuras 27 e 28, p. 84 e 85), que mostraram a
correlacdo a trés ligagdes do hidrogénio da hidroxila em oy 9,73 com o carbono em
dc 148,382 (C-2), confirmando assim a posicdo desta hidroxila no C-3. Ainda
observou-se a correlagao a trés ligacdes dos hidrogénios o4 3,75 com o carbono em
d¢ 130,83, o qual sustenta a metoxila, e assim a mesma, foi realmente confirmada no
C-6. A correlagdo do H-2" (o4 7,75) com o carbono em 6¢c 147,34 fez sugerir que este
sinal correspondia ao C-3’ ou ao C-4'. Entretanto a correlacdo do H-6’ (6 7,68) a trés
ligac6es com o carbono em 6c 147,34, permitiu atribuir que este correspondia ao C-
4’, isto, bem como a correlacéo a trés ligacdes dos hidrogénios em 6y 3,85 com este
carbono, permitiu confirmar que a metoxila em ¢ 55,76 esta inserida no mesmo, e
assim descartando tanto a proposta A como também a proposta C. Logo, a proposta
B tratar-se-a do composto 3,3’,5,7-tetraidroxi-4’,6dimetoxiflvona, também conhecido

como laciniatina, a qual esta sendo descrita pela primeira vez na familia Fabaceae.

3,3',5,7-tetraidroxi-4’,6dimetoxiflvona
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Tabela 4. Dados de RMN de *H (500 MHz), 3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais
de *H x 13C (HMBC) de Ps-02 registrados em DMSO-ds (5 em ppm e J em Hz).

HMBC HMBC
Oc oH “Jch *Jcy
C
2 148,82 -
3 135,48 -
4 176,08 -
5 151,66 -
6 130,83 -
7 157,18 -
9 151,36 -
10 103,38 -
I 121,98 -
3 156,76 -
4 147,34 -
CH
8 93,85 6,58 (s, 1H) Cc-7,C-9 C-6, C-10
2 111,74 7,75 (d, J= 2,0 Hz, 1H) Cc-2,C-4, C-6
5 115,52 6,93 (d, J=8,5 Hz) c-4 C-r
6’ 121,71 7,68 (dd, J=2,0 e 8,5 Hz, 1H) c-2,C-2’, C-4
CHsO
CH;0-6 60,00 3,75 (s, 3H) C-6
CH30-4’ 55,75 3,85 (s, 3H) c-4
OH-3 9,73 (s, 1H) C-2
OH-3' 9,41 (s, 1H) C-4
OH-5 i 12,54 (s,1H) c-5 C-6, C-10

OCH;
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Figura 26. Espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-02.
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Figura 27. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-02.
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Figura 28. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-02.
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5.4 Identificacao estrutural de Ps-03

A substéancia PS-03 apresentou-se na forma de cristais amarelo claro, soltuvel
em DMSO com ponto de fusdo de 173,8 °C. Sua identificacdo foi realizada
através de andlise espectral dos dados de IV, RMN *H e C uni e
bidimensionais e comparacéo com os dados encontrados na literatura.

O espectro de absorgéo na regido do infravermelho (Figura 29, p. 90), obtido
em pastilhas de KBr, mostrou uma banda larga em 3433 cm-1, sugerindo grupo OH
fendlico e/ou de alcool na molécula. Esta absorcdo foi corroborada pelo pico em
1095 cm™, tipico de deformacdo axial de C-O (SILVERSTEIN et al., 2007). O
espectro de IV (Figura 29, p. 91) sugeriu ainda, a presenca de nucleo aromatico em
Ps-03 devido a presenca de absorcdes entre 1597 e 1473 cm™, caracteristicos de
C=C. Duas bandas em 2920 e 2850 cm™ referem-se ao estiramento C-H de grupos
metilicos, metinicos e/ou metilénicos. Uma absorcdo em 1651 cm™ permitiu inferir
sobre a presenca de uma carbonila conjugada ou formando ponte de hidrogénio
(SILVERSTEIN et al., 2007).

A anélise do espectro de RMN **C (Figura 30, p. 92; Tabela 5, p. 89)
utilizando a técnica BB, mostrou 18 absorces de carbonos, sendo onze carbonos
nao-hidrogenados, quatro carbonos metinicos e trés carbonos metoxilicos.

O espectro de RMN *H (Figura 31, p. 93; Tabela 5, p. 89) e suas expansées
(Figuras 32 e 33, p. 94 e 95), revelaram absorcbes com o mesmo padrdao de
hidrogenacdo que Ps-02, ou seja: um sistema ABX [éy4 7,62 (d, J= 2,0 Hz, 1H), éy4
6,95 (d, J= 8,45 Hz, 1H) e 64 7,55 (dd, J= 2,0 e 8,45 Hz, 1H)], com o anel A
trissubstuido, visto que foi observado a presenca de um simpleto em &y 6,51
referente ao hidrogénio oito, sugestivo de substituicdo nos carbonos 5, 6 e 7 por
funcBes oxigenadas e a presenca de uma hidroxila quelatogénica na molécula (o4
12,73). O espectro de RMN *H (Figura 31, p. 93) mostrou ainda, trés outras
absorcdes referentes a metoxilas aromaticas. E mais uma vez a auséncia de um
simpleto na regido entre &y 6,39-6,94, sugerindo que a posicdo C-3 do anel C
encontrava-se substituida.

De maneira semelhante a Ps-01, os dados de RMN *3C (Figura 30, p. 92;
Tabela 5, p. 89) mostrou um deslocamento quimico em 6. 178,58 corresponde a

carbonila, quando ha a presenca de metoxila na posicdo C-3. Dado esse confirmado
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pela presenca de absor¢cdo em 5. 138,03 que é caracteristico, segundo a literatura,
de esqueleto flavonoloidico com carbono 3 sustentando metoxila (AGRAWAL,
1989). Através da atribuicdo dos sinais dos carbonos nédo-oxigenados pela
comparacao dos espectros de RMN **C-BB (Figura 30, p. 92) e RMN **C-DEPT 135°
(Figura 34, p. 96) e pela andlise do padrdo de substituicdo observado nos anéis A e
B através do espectro de RMN *H, foi possivel sugerir a presenca de substituintes

oxigenados na posic¢des 3',4',5,6 e 7, permitindo propor o seguinte esqueleto:

Como os espectros de RMN **C-BB (Figura 30, p. 92; Tabela 5, p. 89) e RMN
13C-DEPT 135° (Figura 34, p. 96) mostraram trés absorcdes referentes & metoxilas
aromaticas, cujos picos se encontram em §. 56,42, 6. 60,42 e &, 60,53, sendo os dois
altimos caracteristicos de metoxila impedida estericamente, pode-se sugerir que a
posicdo da segunda metoxila impedida esteja localizada no C-6 da molécula. Desta

forma permite-se propor as seguintes estruturas para Ps-03:

A proposta estrutural de localizagdo das metoxilas e hidroxilas da molécula

teve sua confirmacao feita através do espectro *H X **C-HMBC (Figura 35, p. 97;
Tabela 5, p. 89) e suas expansotes (Figuras 36 e 37, p. 98 e 99) que mostraram

correlagdes entre hidrogénios e carbonos a trés ligacdes. Desta forma os carbonos
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que sustentam metoxila foram confirmadas pelas correlagées on/6. 3,74/132,24;
3,78/138,05 e 3,84/148,18 (Figura 37, p. 99). Ja a analise detalhada deste espectro

(Figura 35, p. 97), mostra as seguintes correlacoes:

a) Correlacdo do H-2’e H-5" com um carbono que sustenta metoxila em J. 148,18,
informacéo esta, que no levou a descartar a proposta estrutural C, uma vez que
diante esta informagcédo a metoxila desimpedida sé poderia est4 na posi¢do C-3’ ou
Cc-4.

b) A auséncia de correlacao a trés ligacoes do H-6' com o carbono em 6. 148,18 e a
presenca da correlacdo do mesmo hidrogénio com o carbono em 6. 150,48, descarta
a proposta estrutural A, levando a sugerir que o composto em analise é o B.

Desta forma, a andlise detalhada dos espectros de RMN *H e **C uni e
bidimensionais e comparacdo com os dados encontrados na literatura
(AGRAWAL, 1989)(Tabela 6, p. 90) confirmaram a estrutura B como sendo o
flavondide 4',5,7-triidroxi-3,3’,6-trimetoxiflavona, também conhecido como jaceidina,

decrito pela primeira vez no género Piptadenia.

4’ 5,7-triidroxi-3,3’,6-trimetoxiflavona

Séao reportadas diversas atividades farmacolégicas ao flavonoide jaceidina,
podendo citar a atividade hepato-protetora (MOHAMED et al., 2009), atividade
antioxidante (LEACH et al., 2007), efeito imunomodulador (TALEB-CONTINI et al.,
2006), agente antineoplasico (PETTIT et al., 2005), atividade antiplaquetaria (AFIFI;
ABURJAI, 2004), efeito antiprotozoario (TALEB-CONTINI et al., 2004), atividade
antimicrobiana (TALEB-CONTINI et al., 2003), atividade antiviral (ELSOHLY et al.,
1997), atividade antifingica (AFIFI et al., 1991), entre outras.
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Tabela 5. Dados de RMN de *H (500 MHz), 3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais
de 'H x 13C (HMBC) de Ps-03 registrados em DMSO-ds (5 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
Oc Ou “JcH ) ch
C
2 155,84 -
3 138,03 -
4 178,58 -
5 152,92 -
6 132,24 -
7 159,77 -
9 152,50 -
10 104,62 -
I 121,58 -
3 148,18 -
4 150,48 -
CH
8 95,02 6,51 (s, 1H) C-7,C-9 C-6, C-10
2 112,68 7,62 (d, J=2 Hz, 1H) Cc-2,C-4, C-6
5 116,37 6,95 (d, J=8,45 Hz, 1H) Cc-1’, C-3
6’ 122,82 7,55 (dd, J=2 e 8,45 Hz, 1H) C-2,C-2,C4
CH30
CH:0-3 60,42 3,78 (s, 3H) C-3
CH;0-3'  56.42 3.84 (s, 3H) c-3
CH30-6 60,53 3,74 (s, 3H) C-6
OH-5 i 12,73 (s, 1H)
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Tabela 6. Dados comparativos de RMN *°C da substancia Ps-03 (8, DMSO-dg, 125
MHz) com dados da literatura (DMSO-dg) (AGRAWAL, 1989).

Carbonos 0Os-03 Literatura
Oc Oc
C
2 155,84 155,30
3 138,03 137,30
4 178,58 178,00
5 152,92 152,20
6 132,24 131,20
7 159,77 157,80
9 152,50 151,50
10 104,62 104,30
1 121,58 120,80
3 148,18 147,40
4 150,48 149,70
CH
8 95,02 94,10
2 112,68 112,00
5’ 116,37 115,60
6’ 122,82 122,10
CH30
CH30-3 60,42 -
CH30-3’ 56,42 -

CH30-6 60,53 -
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Figura 29. Espectro na regido do Infravermelho de Ps-03 (Pastilha de Kbr).
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Figura 30. Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, DMSO-d¢) de Ps-03.
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Figura 31. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-03.
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Figura 32. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-03.
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Figura 33. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-03.
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Figura 34. Espectro de RMN *C-DEPT 135 (125 MHz, DMSO-dg) de Ps-03.
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Figura 35. Espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-03.




98

Resultados e Discussdo Lira, D. P.

O =
e 2

:—12I:I'
=) E
OH ;
@ :

— 1 40
il -
O @ -

= —ppm

T T | | T
pom 7.5 F.O B.S

Figura 36. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-03.
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Figura 37. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-03.
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Figura 38. Espectro de RMN *H X 2*C-HMQC (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-03.
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5.5 ldentificacéo estrutural de Ps-04.

A substancia Ps-04 apresentou-se na forma de cristais marrom, solivel em
DMSO e apresentando ponto de fusdo de 171,5 °C. A mesma foi identificada
através da interpretacdo dos espectros de IV e 1D e 2D de RMN 'H e *C e
comparagdo com os dados encontrados na literatura.

O espectro de Ps-04 na regido do IV (Figura 39, p. 106), obtido em pastilhas
de KBr, revelou a presenca de uma banda de absorcdo forte em 3433 cm?,
caracteristica de estiramento de OH, sugerindo a presenca de grupamentos
hidroxilas na molécula. A absor¢cdo de OH é ainda confirmada, pelo pico em 1111
cm™, tipico de deformacdo axial de C-O (SILVERSTEIN et al., 2007). Na regi&o de
2920 e 2850 cm™ tém-se absorcdes que podem tratar - se de estiramento de CH de
grupos metinicos, metilénicos e/ou metilicos. Entre 1597 e 1423 cm™ verificam-se
absorcées que foram atribuidas a C=C de anel aromatico. Em 1654 cm™ observa-se
um sinal caracteristico da presenca de carbonila conjugada ou formando ponte de
hidrogénio (SILVERSTEIN et al., 2007), podendo-se inferir a possivel presenca
deste grupamento funcional na estrutura da substancia em questao.

De forma semelhante a Ps-02, o espectro de RMN **C-BB (Figura 40, p. 107;
Tabela 7, p. 104), mostrou a presenca de 17 sinais caracteristicos de flavonéide, nos
quais, dez foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados, cinco a carbonos
metinicos e dois a carbonos metilicos. Os sinais 6c 55,90 e 59,61 também
observados nos espectros de RMN *3C-BB (Figura 40, p. 107) e RMN **C-DEPT
135° (Figura 44, p. 111) sdo compativeis com carbonos metoxilicos, sendo que a
primeira desimpedida e a Ultima impedida estericamente. Andlise criteriosa desse
espectro mostra a presenca de um sinal que até entdo néo tinha sido observado por
nenhum dos espectros de RMN *3C dos flavonéides anteriores, caracteristico de
carbono metinico (6. 102,48) sugerindo que Ps-04 é uma flavona.

O espectro de RMN *H (Figura 41, p. 108; Tabela 7, p. 104) e suas expansées
(Figuras 42 e 43, p. 109 e 110), da mesma maneira que em Ps-02 e Ps-03,
apresentaram um sistema ABX, caracterizado pela presenca dos seguintes sinais:
dd (6n 7,51), d (84 7,50) e d (64 6,92). Além do deslocamento em &y 6,50 sugestivo

do H-8 do anel A de flavonoides, o espectro apresentou outro simpleto em 6y 6,79 0
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que corrobora com a hipotese da posicao C-3 ndo estar substituida. Foi observado
também a presenca de hidroxila quelada na regido de &4 13,02.
Através dos dados supracitados associadas ao padrdao de substituicdo

observados no anel A (5,6,7-trissubstituido) e no anel B (3’, 4’-bissubstituido), pode-

se sugerir duas propostas estruturais para Ps-04:

O espectro de correlacdo heteronuclear direta (*H X **C-HMQC) (Figura 45, p.
112; Tabela 7, p. 104) permitiu observar todas as correlagbes dos hidrogénios da
molécula com seus respectivos carbonos. Entretanto foi através do espectro de
correlacdo heteronuclear (*H X **C-HMBC) (Figura 46, p. 113; Tabela 7, p. 104) e
suas expansodes (Figuras 47, 48 e 49, p. 114, 115 e 116) que foi possivel atribuir a
posicdo da metoxila desimpedida estericamente. Para tanto, observou-se a
correlacdo a trés ligacdes dos hidrogénios da metoxila desimpedida em 64 3,87 com
o carbono em 6c 148,07,0 qual sustenta esta metoxila. A correlacdo dos H-2' e H-5’
com o mesmo carbono (6¢ 148,07), fez sugerir que este seria o C-3’' ou C-4’,
descartando assim a proposta A. Entretanto a auséncia de correlagdo do H-6' com
este carbono que sustenta a metoxila desimpedida estericamente, confirmou que o
deslocamento em &¢ 148,07 pertencia ao C-3’ descartando com isso a proposta B.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN *°C de Ps-04 e
Ps-03 (Tabela 8, p. 105), permitiram a determinacdo inequivoca da proposta
estrutural C, como sendo a 4',5,7-triidroxi-3',6-dimetoxiflavona, também conhecida

como jaceosidina, descrita pela primeira vez no género Piptadenia.
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OH (0]

4' 5 7-triidroxi-3',6-dimetoxiflavona

Ao flavondide jaceosidina, ja foram atribuidas diversas atividades
famacoldgicas, podendo citar tratamento de doencas auto-imune (LEE; LIM, 2009a),
tratamento da inflamacao crénica (LEE; LIM, 2009b), prevencdo e tratamento de
diabetes mellitus (CHOI et al., 2009), indutor de apoptose em células humanas de
cancer de ovario através da via mitocondrial (WEN et al., 2008), efeito anti-
inflamatorio e imunossupressor (YE et al. 2008), atividade antioxidante
(SHARIFIFAR et al., 2008), inducdo de apoptose em células epiteliais através da
geracdo de espeécies reativas de oxigénio (MIN-JUNG et al. 2007), efeito
antiprotozoario (TALEB-CONTINI et al. 2004), atividade antifungica (HONG-XIANG

et al. 2002), entre outras.



Resultados e Discussdo

104
Lira, D. P.

Tabela 7. Dados de RMN de *H (500 MHz), 3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais
de 'H x 13C (HMBC) de Ps-04 registrados em DMSO-ds (5 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
Oc o4 “Jcn *Jcn
C
2 163,11 -
4 181,61 -
5 152,47 -
6 132,02 -
7 161,00 -
9 152,84 -
10 102,76 -
1 121,49 -
3 148,07 -
4 150,91 -
CH
3 102,48 6,79 (s, 1H) C-2,C4 C-I
8 94,74 6,50 (s, 1H) C-9 C-6, C-10
2 110,00 7,50 (d, J=2Hz, 1H) C-3 Cc-4’, C-6'
5 115.79 6,92 (d, J=8,95) C-1', C-3
6’ 120,17 7,51 (dd, J=2 e J=8,95 Hz, 1H) c-4
CH30
CH30-3’ 55,90 3,87 (s, 3H) C-3
CH,O-6 59,61 3.73 (s, 3H) C-6
OH-5 i 13,02 (s, 1H) i
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Tabela 8. Dados comparativos de RMN *°C da substancia Ps-04 (8, DMSO-dg, 125
MHz) com Ps-03(5, DMSO-dg, 125 MHZz).

Carbonos Ps-04 Carbonos Ps-03
Oc Oc
C C
2 163,11 2 155,84
4 181,61 3 138,03
5 152,47 4 178,58
6 132,02 5 152,92
7 161,00 6 132,24
9 152,84 7 159,77
10 102,76 9 152,50
1 121,49 10 104,62
3 148,07 I 121,58
4 150,91 3 148,18
CH 4 150,48
3 102,48 CH
8 94,74 8 95,02
2 110,00 2' 112,68
5’ 115,79 5’ 116,37
6’ 120,17 6’ 122,82
CH30 CH30
CH30-3 55,90 CH30-3 60,42
CH30-6 59,61 CH30-3 56,42

CH30-6 60,53
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Figura 39. Espectro na regido do Infravermelho de Ps-04 (Pastilha de Kbr).
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Figura 40. Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, DMSO-d¢) de Ps-04.
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Figura 41. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-04.
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Figura 42. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-04.
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Figura 43. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-04.
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Figura 44. Espectro de RMN *C-DEPT 135 (125 MHz, DMSO-d¢) de Ps-04.
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Figura 45. Espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, DMSO-d) de Ps-04.
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Figura 46. Espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-04.
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Figura 48. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-04.
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Figura 49. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-04.
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5.6 Identificacéo estrutural de Ps-05.

A substancia Ps-05 apresentou-se na forma de cristais amarelo claro, soltuvel
em DMSO e apresentando ponto de fusdo de 199,6 °C. A mesma foi identificada
através de andlise espectral dos dados de IV, RMN *H e C uni e
bidimensionais e comparacéo com os dados encontrados na literatura.

Ps-05 mostrou no espectro IV (Figura 50, p. 121), obtido em pastilhas de KBr,
uma banda de absorcdo em 3414 cm™, tipicas de deformac&o axial de O-H fendlico
e/ou de alcool, sugerindo a presenca de hidroxila na molécula em analise. O pico em
1369 cm™, tipico de deformagcéo axial de C-O (SILVERSTEIN et al., 2007) corrobora
com a hipétese de OH na molécula. A presenca de carbonila conjugada e em ponte
com hidrogénio intramolecular puderam ser inferidas pela absorcdo em1654cm™. O
espectro de IV (Figura 50, p. 121), ainda sugeriu a presenca de nucleo aromatico
devido a presenca de absorcées entre 1608 e 1496 cm™, caracteristicos de C=C
(SILVERSTEIN et al., 2007).

A anélise espectral de RMN **C-BB (Figura 51, p. 122; Tabela 9, p. 119) e
RMN *H (Figuras 52 e 53, p. 123 e 124) da substancia mostra 0 mesmo padréo de
deslocamentos quimicos de carbonos que a substancia PS-01, diferindo apenas no
namero de sinais para metoxilas, que neste caso foram mostrados no espectro de
RMN *3C-BB (Figura 51, p. 122; Tabela 9, p. 119) dois sinais em §. 59,62 e . 59,91,
correspondendo a duas metoxilas impedidas estericamente.

Sabendo-se que as posi¢bes C-3, C-5, C-6, C-7 e C-4’ encontravam-se
substituidas por fungbes oxigenadas e que as duas metoxilas presentes na molécula
estavam localizadas em posi¢des impedidas estericamente, pode-se deduzir que Ps-
05 é o flavonoide denominado 4',5,7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona, também conhecido

como 3,6-dimetil eter galetina, descrito pela primeira vez na familia Fabaceae.

OH (0]

4' 5, 7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona
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A proposta estrutural foi confirmada pelos espectros de correlagdes
heteronuclear direta *H X **C-HMQC (Figuras 54, 55 e 56, p. 125, 126 e 127; Tabela
9, p. 119) e de correlacdes heteronuclear *H X **C-HMBC (Figuras 57 e 58, p. 128 e
129; Tabela 9, p. 118), bem como por comparacdo com os dados de Ps-01
observados no espectro de RMN **C (Tabela 10, p. 120).

Ao flavondide 3,6-dimetil éter galetina ja foram citadas vérias atividades
farmacoldgicas, tais como inibicdo da aldose redutase (HAI-BO et al., 2007),
atividade antioxidante (LEACH et al., 2007), inibicdo da a-amilase (AL-DABBAS et
al., 2006), tratamento da leucemia (ROSENBLOOM, 2006), inibicdo da producgéo de
oxido nitrico (MORIKAWA et al.,, 2006), tratamento de doencas periféricas
vasculares e neurais (ROSENBLOOM, 2004), tratamento de doencas de pele
(ROSENBLOOM, 2003), atividade antiviral (ELSOHLY et al., 1997), entre outras.
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Tabela 9. Dados de RMN de *H (500 MHz), 3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais
de *H x 13C (HMBC) de Ps-05 registrados em DMSO-ds (5 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
Oc oH “Jcn *Jcy
C
2 155,61 -
3 137,23 -
4 178,11 -
5 152,31 -
6 131,10 -
7 157,26 -
9 151,49 -
10 104,55 -
I 120,56 -
4 160,09 -
CH
8 93,02 6,53 (s, 1H) C-7,C-9 C-6, C-10
2'6’ 130,05 7,91 (d, J= 8,5 Hz, 2H) C-2,C-4
3'/5’ 115,58 6,93 (d, J= 9 Hz, 2H) C-1', C4
CH30-3 59,62 3,76 (s, 1H) C-3
CH:0-6  59.91 3.74 (s, 1H) C-6
OH-5 - 12,75 (s, 1H) C-5 C-6, C-10
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Tabela 10. Dados comparativos de RMN **C da substancia Ps-05 (5, DMSO-ds, 125
MHz) com Ps-01 (6, DMSO-dg, 125 MHZz).

Carbonos Os-05 Ps-01
Oc 6c
C
2 155,61 155,26
3 137,23 137,60
4 178,11 178,21
5 152,31 152,38
6 131,10 131,17
7 157,26 157,44
9 151,49 151,61
10 104,55 104,66
1 120,56 122,21
4 160,09 161,34
CH
8 93,92 94,04
2'/6’ 130,05 130,00
35 115,58 114,25
CH30
CH30-3 59,62 59,76

CH30-6 59,91 59,98
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Figura 50. Espectro na regiao do Infravermelho de Ps-05 (Pastilha de Kbr).
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Figura 52. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-05.
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Figura 53 . Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-05.
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Figura 54. Espectro de RMN *H X *C-HMQC (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-05.
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Figura 55. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-05.
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Figura 56. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, DMSO-dg) de Ps-05.
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Figura 57 . Espectro de RMN *H X **C-HMBC (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-05.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Proposta biossintética para 0s constituintes qu imicos isolados de

Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke.

No estudo quimico e determinacdo estrutural de produtos naturais deve-se
levar em consideracdo o conhecimento dos precursores das substancias isoladas.
Por isso sao apresentadas as propostas biossintéticas dos flavonéides obtidos neste
trabalho.

A origem biossintética dos flavondides € constituida por duas rotas
metabdlicas: a do acido chiquimico e a do acetato (via acido mevalénico). A via
chiquimato d& origem ao anel B e a parte heterociclica do esqueleto flavénico.
Enquanto o anel A é obtido a partir da via do acetato (DI CARLO et al., 1999).

A primeira etapa da biossintese ocorre via chuiquimato (Figura 59), quando o
fosfoenolpiruvato (PEP) reage com a D-eritrose-4-fosfato, através de uma reacéo
alddlica, produzindo um acucar cetofosforilado com sete carbonos, o acido 3-desoxi-
D-arabino-heptulosénico-7-fosfato (DAHP). Este composto, pela perda do grupo
fosfato, sofre ciclizacdo e converte-se em acido 3-desidroquinico, que pela perda de
uma molécula de agua € entédo convertido a seus derivados, como por exemplo, 0
acido chiquimico. Apés fosforilagcdo na posicdo 3 do &cido chiquimico, origina-se o
acido chiquimico-3-fosfato, que reage com o fosfoenolpiruvato (PEP) formando o
acido 5-enolpiruvil -chiquimico-3-fosfato (EPSF). Este, por sua vez, origina o acido
corismico por eliminacdo de um grupo fosfato e um préton. O acido corismico sofre
uma reordenacao periciclica do tipo Claisen levando ao &cido prefénico, que por
descarboxilacdo, origina o acido fenilpiravico, precursor da fenilalanina e tirosina. A
fenilalanina sofre desaminacao pela acdo da enzima fenilalanina aménia liase (PAL),
originando o acido cinamico, o precursor da maioria dos compostos classificados
como fenilpropanoides (DEWICK, 1997). Esta enzima liga o metabolismo primario
com a via dos fenilpropandides. Por intervencdo da enzima 4-hidroxilase cinamato,
uma citocromo P450 monoxigenase de funcdo mista, o acido cinamico é hidroxilado,
formando o acido p-cumarico, também conhecido por 4-cumarato (BRUNETON,
2001). A ativagdo do 4-cumarato pela formacdo do éster CoA é catalisada pela
ligase de 4-cumarato-CoA. O 4-cumaril-CoA pode ser hidroxilado na posicao 3 para
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cafeoil-CoA, que pode servir como substrato para a formacéao de chalconas (Figura
59) (GOTTLIEB e BORIN, 1998).

Na segunda etapa da biossintese (Figura 60), rota do acetato polimalonato,
ocorre a condensacdo de trés moléculas de acetato com um derivado do acido
cindmico, o 4-hidroxicinamoil-CoA, ordinariamente denominado p-cumaroil-CoA.
Provavelmente, cada molécula de acetil-CoA € primeiramente convertida em malonil-
CoA, enquanto que a do acido cinamico é convertida em p-cumaroil-CoA, ambas
intermediarias ativas transformadas por uma coenzima-A (GOTTLIEB e BORIN,
1998).

A principal enzima envolvida na condensacdo e consequente formacdo do
esqueleto flavénico é a chalcona sintase (CHS), que catalisa a condensacéao gradual
de trés unidades de acetato malonil-CoA com 4-cumaril-CoA ao C15 intermediario
2',4’,6' 4-tetrahidroxichalcona  (naringenina-chalcona). J4& o0 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 nao sao
conhecidas (DEWICK, 1994.)

A ligacdo estereoespecifica da chalcona, catalisada pela enzima chalcona
isomerase (CHI), prové a 2S-flavanona com o esqueleto flavonadide tipico. Dois tipos
de CHI sédo conhecidos: um catalisa a ciclizagdo de 6’-hidroxichalcona a 5-
hidroxiflavanona; a outra CHI conhecida € o substrato chave na isomerizacdo da 6'-
hidroxi e 6’-deoxichalcona para a 5-hidroxi e 5-deoxichalcona, respectivamente
(HELLER e FORKMANN, 1994).

As flavanonas, por sua vez, sdo os precursores diretos das flavonas (BOHM,
1994), as quais séo introduzidas uma dupla ligacdo entre C-2 e C-3. Dois tipos de
enzimas catalisam essa reacdo: a flavona sintase I-2-oxiglutarato dioxigenase
dependente (FNS 1) e a flavona sintase 1l (FNS Il) (BOHM, 1994). O padrao de
oxigenacgao nos carbonos 5, 7, 3’ e 4’ sdo oriundos da via biossintética, por enzimas
especificas. A metilagdo entretanto é catalizada por enzimas como a S-
adenosilmetionina (SAM) (ZUANAZZI e MONTANA, 2003).
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As flavanonas quando hidroxiladas na posicdo 3 formam os diidroflavondis,
que sao os intermediarios biossintéticos na formacdo de flavondis. Estes sao
biossintetizados pela introducdo de uma dupla ligacéo entre os carbonos C-2 e C-3,

reacdo esta catalisada pela enzima flavonol sintase (FLS), outra 2-oxoglutarato
dioxigenase dependente (DEWICK, 1994).
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6.2 Potencial farmacologico dos flavonoéides

Varios efeitos farmacologicos tém sido atribuidos aos flavonoides pela sua
capacidade de sequestrar espécies reativas e de quelar cations divalentes, o que
caracteriza sua atividade antioxidante, visto que sao capazes, por exemplo, de inibir
a peroxidacdo de lipideos e a agregacdo de plaquetas, e de inibir sistemas de
enzimas, incluindo ciclooxigenases e lipoxigenases (BRODY, 1994).

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo,
conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs). Muitas reacdes dos processos metabdlicos geram essas
substancias quimicas (BARREIROS e DAVID, 2006). As principais EROs distribuem-
se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO"), superéxido (02™), peroxila (ROQO")
e alcoxila (RO’); e os nao-radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio e acido
hipocloroso. Dentre as ERNs incluem-se o 6xido nitrico (NO"), éxido nitroso (N2O3),
acido nitroso(HNO,), nitritos (NO ), nitratos (NO3 ) e peroxinitritos (ONOQO"). Estes
radicais livres apresentam um ou mais elétrons desemparelhados, e este
desemparelhamento faz com que sejam levemente atraidos por um campo
magneético, tornando-os altamente reativos (THOMAS e KAKYANARAMAN, 1997).

Nas ultimas décadas, as EROs e ERNs, tém sido foco de inumeras
pesquisas, uma vez que estdo envolvidos em inimeros processos fisiopatoldgicos
de diversas doencas humanas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Nos organismos
aerobicos, a geracao de EROs e/ou ERNSs e a subseqiente modificacdo oxidativa de
biomoléculas, como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, sdo reacdes inevitaveis.
Em pequenas quantidades, essas espécies reativas estdo envolvidas em
importantes funcdes fisiologicas, mas 0 excesso das mesmas, causado por algum
tipo de injuria, seja por infec¢do, trauma, toxinas ou qualquer outra anormalidade,
pode estar relacionado a uma seérie de doencas humanas que vao desde
inflamacdes, artrites reumaticas, aterosclerose, cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares, dano de isquemia/reperfusdo, até impoténcia sexual, entre muitas
outras (TAKAHASHI et al., 2001; STEGHENS et al., 2001).

Entretanto, na maioria das patologias humanas, o0 estresse oxidativo

(desequilibrio entre a producdo de EROs e/ou ERNs e o sistema de defesa




137

Conclusdes Lira, D. P.

antioxidante do organismo) € uma consequéncia e ndo uma causa do processo.
Quando as espécies mediadoras de danos sdo produzidas em quantidades
crescentes, maiores do que as normais, ha fortes evidéncias de que tais espécies
possuem fungdes especificas nas diferentes patologias humanas. As EROs e ERNs
sofrem o mesmo processo, isto é, o tecido danificado pode levar a formacdo de
maiores quantidades de espécies reativas, dependendo da patologia (TAKAHASHI
et al., 2001).

O mecanismo pelo qual os radicais livres causam prejuizos é extremamente
complexo. Devido a sua avidade por aceitar elétrons, podem modificar a estrutura
e/ou funcbes de varias moléculas (CRISTAL, 1991). Os componentes celulares séo
suscetiveis a acao das EROs, porém a membrana é um dos alvos mais atingidos em
decorréncia do processo de peroxidacdo lipidica, ja que ocasiona alteracdes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Tanto a formacao das
EROs quanto o processo de lipoperoxidagdo nem sempre sao prejudiciais
(dependem do excesso) uma vez que seus produtos sdo importantes nas reacdes
em cascata que ocorrem a partir do acido araquidénico, responsavel pela formacéo
das prostaglandinas, mediadoras da dor e, portanto, na resposta inflamatéria (SILVA
et al., 2002).

A resposta inflamatoria € um processo muito complexo em que estao
envolvidos uma série de eventos bioquimicos. Pesquisas demonstram que as EROs,
ERNSs, prostanoides, leucotrienos e enzimas hidroliticas produzidas por neutrdfilos,
macrofagos e mondcitos, estariam envolvidas nesse processo. As células
fagociticas, na maior parte neutrofilos, produzem, quando ativados, 02" e HO..
Essas EROs, podem reagir com metais de transi¢cdo no organismo, especialmente o
ferro livre e produzir o radical ‘OH, que é o radical livre mais deletério ao organismo,
e assim causando um dano ainda maior (SEIFRIZ, 2004).

As inflamacfes sao normalmente limitantes e os efeitos benéficos sdo mais
importantes do que o proprio dano. Contudo quando ocorre uma ativacdo anormal
do sistema de defesa as consequéncias sdo desvantajosas. Atualmente estdo sendo
estudados diversos compostos que inibem as varias etapas da inflamacéo, pois os
farmacos tradicionais exibem varios efeitos adversos e/ou colaterais (CARLINI,
2003).
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Neste contexto, os flavondides possuem especial importancia, por possuirem
uma estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos
que as vitaminas C e E (BARREIROS e DAVID, 2006). Entretanto a atividade
antioxidante dos flavondides depende da sua estrutura, devido a isso, muitos
mecanismos antioxidantes tém sido propostos dentre eles: a) a opressdo da
formacdo de espécies reativas do oxigénio pela inibicdo do sistema enzimatico
responsavel pela geracao de radicais livres (ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina
oxidase); b) quelacédo de ions metélicos que podem iniciar a produgcdo de radicais
hidroxil pela Reacdo de Fenton ou Harber-Weis; c) sequestro de radicais livres; d)
regulacdo positiva ou protecdo das defesas antioxidantes por induzir a fase Il de
enzimas como glutationa transferase que aumenta a excrecdo de espécies oxidadas
ou e) inducdo de enzimas antioxidantes como a metalotioneina que € uma proteina
gueladora de metais, com propriedades antioxidantes (MIDDLETON et al., 2000;
PIETTA, 2000)

A atividade de sequestro esta diretamente ligada ao potencial de oxidagéo
dos flavondides e das espécies a serem sequestradas. Quanto maior o numero de
hidroxilas, maior a atividade como agente doador de H e de elétrons (CAO et al.,
1997) . Flavonoides monoidroxilados apresentam atividade muito baixa, por exemplo
a b5-hidroxi-flavona tem atividade abaixo dos limites de deteccdo. Flavonas
possuindo apenas uma hidroxila em 3, 6, 3 ou 4’, assim como flavanonas
apresentando apenas uma hidroxila em 2’-OH, 3’-OH, 4’-OH, 6-OH também mostram
fraca atividade. A 7-hidroxi-flavanona representa uma excecdo, que pode ser
justificada pela tendéncia maior da 7-OH em doar H' devido a estabilizacdo do
radical formado por deslocalizagdo com a carbonila em C-4 (10 e 11) (Figura 61).
Entretanto, apesar dessa excecao, para proteger os lisossomos e outras membranas
contra 0 estresse oxidativo foi constatada a necessidade de no minimo duas
hidroxilas fenodlicas no flavondide, demonstrando que os monoidroxiflavondides nao
sao efetivos (BARREIROS e DAVID, 2006).

A estabilidade do radical livre flavanoil formado depende da habilidade do
flavondide em deslocalizar o elétron desemparelhado. A presenca de hidroxilas em
orto é o principal fator que auxilia nessa deslocalizacdo. Os outros fatores sédo a
presenca de insaturacdo no anel C e hidroxila em C-4° em B conjugada com a
carbonila; angulo do anel B do flavondide e do radical formado em relagdo ao
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restante da estrutura, sendo que esse angulo é regulado pela presenca ou auséncia
de hidroxila em C-3; presenca de duas insaturacdes em C; conjugacao da carbonila
em C-4 com hidroxila em C-5 e, presenca de hidroxila em C-7. A doacdo do H’
ocorre principalmente nas posi¢gbes 7-OH, 4’-OH, 5-OH (RICE-EVANS et al., 1996).
Os flavondides, devido ao seu carater fracamente acido encontram-se, em geral,
parcialmente ionizados, o que aumenta a estabilidade na posicdo C-4’ e favorece a
deslocalizac&o do elétron desemparelhado do radical formado entre os anéis A, B e
C, por exemplo, quercetina parcialmente ionizada em C-4’ (12). A doacdo do H
radicalar para o radical livre ocorre principalmente nas posi¢des C-4’ (13) e C-7 (14).
Ambos os radicais livres formados podem ter seu elétron deslocalizado pela
estrutura, com maior estabilidade para os radicais 13, 15 e 16, devido a
estabilizacao resultante das ligacdes de hidrogénio (PIETTA , 2000; RICE-EVANS et
al., 1996; BORS et al., 1998).

A remocédo de metais de transicéo livres no meio bioldgico é fundamental para
a protecdo antioxidante do organismo, pois como ja dito anteriormente, 0os metais
podem reagir e produzir mais radicais livres. Para a atividade de quelacdo de metais
de transicdo € fundamental a presenca de grupos orto-difendlicos, onde o mais
comum é o sistema 3’,4’-diidroxi, unidade catecol em B e/ou estruturas cetol como 4-
ceto-3-hidroxi e 4-ceto-5-hidroxi. A substituicAo de qualquer uma das hidroxilas
envolvidas na quelacdo de metais reduz essa atividade devido, principalmente, ao
impedimento estérico provocado. Outros sistemas orto-difendlicos em flavonoides
menos comuns também podem quelar os metais de transicdo, como por exemplo o
6,7-diidroxi ou 7,8-diidroxi (PIETTA , 2000; BORS et al., 1998).

O Jultimo fator importante que influencia a atividade antioxidante dos
flavondides é a sua interagdo com as biomembranas. A lipofilicidade do flavondide
indica a incorporacdo desse pela membrana, que é alvo da maioria das EROs e
ERNs. Assim, deve haver uma concentracdo minima do flavonoide por acido graxo,
de modo a assegurar a presenca de uma de suas moléculas proxima ao sitio de
ataque do radical (VAN ACKER et al., 1996). Flavondéides que possuem uma cadeia
de acucares ligada em sua estrutura sdo muito polares, ndo sendo assimilados pela
membrana, porém, nesta forma eles podem ser armazenados em vesiculas,
possuindo um tempo maior de permanéncia no organismo. Os flavondides que sao

assimilados pelas membranas exercem a funcdo de moduladores de fluidez.
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Restringindo essa fluidez os flavondides geram um impedimento fisico para a
difusdo das ERO e ERN, de modo que decresce a cinética das reacoes
responsaveis pelo estresse oxidativo. Esse tipo de atividade antioxidante € similar ao

relatado para o a-tocoferol e o colesterol (ARORA et al., 2000).

Figura 61. Flavonodides antioxidantes e mecanismo da estabilizacdo do elétron

desemparelhado.

Diante do potencial antioxidante dos flavonoides e levando em consideracao a
sua importancia nos processos inflamatorios, resolvemos, em parceria com 0 grupo
da Profa. Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira do Laboratério de Farmacologia e

Imunidade - LAFI da Universidade Federal de Alagoas, realizar testes em modelos
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de doencas antiinflamatorias e autoimune com os flavonoides jaceina e galetina 3,6-
dimetil éter isolados neste trabalho, objetivando comprovar em parte o uso popular

da espécie Piptadenia stipulacea como antiinflamatoria.

6.2.1 Atividade antinflamatoria e antinociceptiva d e galentina 3,6-dimetil éter e

jaceidina isolados de Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke.

Para avaliar a atividade antinociceptiva e perfil antiinflamatério das fases
aguosa e acetato de etila (100 mg/kg), dos flavondides jaceidina (100 umol/kg) e
galetina 3,6-dimetil éter (100 pumol/kg), realizou-se ensaios de contor¢gao abdominal

induzida por acido acético, ensaio de placa quente, ensaio de hipernocicepcao

induzida por formalina e peritonite induzida por Zymosan A.
CCF;

OH (0]

Jaceidina galetina 3,6-dimetil éter

Para avaliar o perfil antinociceptivo periférico das fases aquosa e acetato de
etila, bem como os flavondides galetina 3,6-dimetil éter e jaceidina de Piptadenia
stipulacea foram submetidos ao ensaio de contor¢des abdominais induzidas por

acido acético (Figura 62).
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Figura 62. Efeito antinociceptivo da fase aquosa (100 mg/kg, v.0.), fase acetato (100 mg/kg,
v.0.), galetina 3,6-dimetil éter (100 ymol/kg, v.o. e i.p.), jaceidina (100 ymol/kg, v.o. e i.p.) de
Piptadenia stipulacea e dipirona (100 pmol/kg, i.p.) no ensaio de contor¢cdes abdominais
induzido por acido acético. Os dados representam a média e o erro padrdo da média de 6
animais (*P<0,05, **P<0,01 foi considerado significativo ao nivel de 95% de confianga no
teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnett).

O ensaio de contorcdo abdominal envolve diferentes mecanismos
nociceptivos, como por exemplo, a liberacdo de aminas biogénicas através do
sistema simpatico e a producdo de prostandides por meio da atuacdo de
ciclooxigenases (COLLIER et al., 1968; DUARTE et al., 1996). O acido acético atua
diretamente induzindo a liberacdo de varios mediadores com estimulacdo de
neurbnios que sao alvos de anti-inflamatérios nao esterdidais (AINES) e/ou alvos de
substancias agonistas de receptores opidides (COLLIER et al., 1968).

Como exposto na Figura 62, a injecao intraperitoneal de acido acético induziu
42,60 + 1,21 contorcbes nos animais do grupo controle durante o periodo de 20
minutos de observacdo. Realizou-se primeiramente a avaliagdo farmacoldgica dos
compostos-testes pela via oral, por ser a rota mais frequientemente utilizada para
administracdo de medicamento em seres humanos, e também por ndo ser invasiva.
De acordo com os resultados obtidos, as fases aquosa e acetato de etila de
Piptadenia stipulacea, e os flavondides galetina 3,6-dimetil éter e jaceidina nas
referidas doses administradas por via oral, diminuiram significantemente o nimero
de contor¢cbes abdominais quando comparado com o grupo controle, observando-se
uma porcentagem de inibicAdo de 49,92%, 54,62%, 38,97% e 38,97%,
respectivamente. Portanto, como ambos flavonéides quando administrados por essa
via apresentaram baixas porcentagens de inibicdo das contor¢cbes abdominais,

decidiu-se verificar também a atividade dessa substancia intraperitonealmente, via
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de administracdo em que galetina 3,6-dimetil éter e jaceidina apresentaram
maiores porcentagens de inibicdo (64,79% e 71,83%, respectivamente) (Figura 62),
0 que sugere a inativacdo de tais substancias quando administrado por via oral,
através do metabolismo de primeira passagem ou limitacdo na absorcdo no trato
gastrointestinal por labilidade em meio acido.

Para avaliar o perfil antinociceptivo central, a fase aquosa e acetato, bem
como o flavondide isolado de Piptadenia stipulacea foram submetidos ao ensaio de

placa quente. Os resultados estdo expressos na Figura 63.
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Figura 63. Perfil antihipernociceptivo da fase aquosa (100 mg/kg, v.0.), fase acetato (100
mg/kg, v.0.), galetina 3,6-dimetil éter (100 pmol/kg, i.p.), jaceidina (100 upmol/kg, i.p.) de
Piptadenia stipulacea e morfina (15 pmol/kg, s.c.) no ensaio da placa quente. Os dados
representam a média e o erro padrdo da média de 6 animais (*P<0,05, **P<0,01 no teste de
ANOVA One Way seguido do teste de Dunnett).

A morfina € um potente analgésico de acdo central que produz um efeito
inibitdrio da resposta antinociceptiva no ensaio de placa quente, um teste
antinocicepitivo central (PARKHOUSE e PLEUVRY, 1979). Neste ensaio, o calor
induz um efeito termonociceptivo cutaneo originario da estimulagéo de fibras do tipo
C néo-mielinizadas (FONTENELE et al.,, 1996). Embora o ensaio de placa quente
seja comumente utilizado para avaliar antinociceptivos narcoticos, outras
substancias incluindo relaxantes musculares, sedativos e psicomiméticos também
mostram atividade neste ensaio (ABBOUTT e MELZACK, 1982; FRANZOTTI et al.,

2000). Em contraste com os efeitos inibitorios de nocicepcéo central da morfina,
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AINEs de modo geral ndo demonstram efeitos inibitorios significantes na nocicepcgao
térmica (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992).

Neste modelo, apenas a fase acetato de etila apresentou um aumento do
tempo de laténcia, além da morfina, o farmaco padrao utilizado no modelo. Assim
como evidenciado nos resultados, com excecao da fase acetato, a fase aquosa e o
flavondide galetina 3,6-dimetil éter ndo exercem efeitos antinociceptivos centrais
(Figuras 63).

Para avaliar melhor o perfil antinociceptivo as substancias foram submetidas
ao ensaio de hipernocicepcdo induzida por formalina, cujos resultados estédo

mostrados na Figura 64.
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Figuras 64. Perfil antihipernociceptivo da fase aquosa (100 mg/kg, v.0.), fase acetato (100
mg/kg, v.0.), galetina 3,6-dimetil éter (100 pmol/kg, i.p.), jaceidina (100 upmol/kg, i.p.) de
Piptadenia stipulacea e indometacina (100 ymol/kg, i.p.) no teste de formalina (12 fase — 65A
e 22 fase — 65B). Os dados representam a média e o erro padrdo da média de 6 animais
(*P<0,05,**P<0,01 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnett).
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Este ensaio é constituido por duas fases: a primeira fase que € caracterizada
por intensa dor neurogénica, imediatamente apds a injecdo e parece ser causada
pela estimulacdo de fibras C subseqliente a estimulacdo periférica (estimulacao
direta de nociceptores). A fase nociceptiva é seguida por um periodo quiescente,
cuja resposta nociceptiva € relativamente baixa e ocorre 5 a 15 minutos apés a
injecdo de formalina. A segunda fase parece ser causada por mudancas teciduais e
funcionais no corno dorsal da medula espinhal e € acompanhada por liberacdo de
mediadores inflamatdrios, sendo conhecida como fase inflamatéria. A segunda fase
nao pode ser interpretada como conseqiéncia da primeira fase, mas originaria a
partir de mecanismos periféricos. Essa fase inflamatoéria parece ser mediada a partir
de neurbnios sensitivos centrais devido a inflamacao periférica, bem pela ativacéo
de neurdnios primarios aferentes. Por esta razdo o teste de formalina é usado para
avaliar o potencial antinociceptivo de substancias, e também elucidar os
mecanismos de analgesia na primeira (neurogénica) e na segunda (inflamatoria)
fase (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992). Tem sido bem
documentado que varios mediadores inflamatérios tais como substancia P e
bradicinina participam da manifestacdo da resposta na primeira fase (SHIBATA et
al., 1989), enquanto que prostaglandinas (HUNSKAAR e HOLE 1987; SHIBATA et
al., 1989), serotonina, histamina e cininas estao envolvidas na resposta da segunda
fase do teste de formalina (TJOLSEN et al., 1992).

Como expresso na Figura 64A, na 12 fase do modelo apenas a fase acetato
de etila exerceu efeito antinociceptivo, caracterizado pela diminuicdo
estatisticamente significativa do tempo de laténcia quando comparado com o
controle apenas com formalina (porcentagem de inibicdo de 43,69%). J& na fase
inflamatoria (Figura 64B), a fase aquosa e acetato de etila, ambas administradas via
oral, e os flavonodides galetina 3,6-dimetil éter e jaceidina administrados via
intraperitoneal apresentaram porcentagem de inibicdo da hipernocicep¢do na faixa
de 69,76%, 55,72%, 68,78% e 37,29%, respectivamente. De acordo com os dados
obtidos, observou-se que as fases e os flavondides podem exercer efeito
antiinflamatorio.

Essa possivel atividade antiinflamatoria pode ser devido ao potencial
antioxidante de galetina 3,6-dimetil éter e jaceidina por possuirem hidroxilas nas
posicoes C-5, C-7 e C-4’, os quais sao fortes doadoras de H radicalar oprimindo
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dessa forma a formacdo de espécies reativas, provavelmente, pela inibicdo dos
sistema enzimatico responsavel pela geracao de radicais livres (ex. ciclooxigenase e
lipooxigenase). Esses dados juntamente com presenca de insaturacdo no anel C
desses dois flavondides, que permite a conjugacdo da hidroxila em C-4' com a
carbonila estabilizando dessa forma o radical flavonoil, podera justificar a excelente
atividade antiinflamatoria de galetina 3,6-dimetil éter e jaceidina. No entanto,
novos experimentos precisam ser realizados para confirmar essa hipotese da
relacdo estrutura-atividade desse flavonoide.

Para comprovar a possivel atividade antiinflamatoria, das fases e da galetina
3,6-dimetil éter realizou-se o ensaio de peritonite induzida por zymosan A (Figura
65). Devido ao baixo rendimento da jaceidina, o ensaio de periotonite induzida por

Zymosan A nao pode ser efetivado.
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Figura 65. Perfil antiinflamatorio da fase aquosa (100 mg/kg, v.0.), fase acetato (100 mg/kg,
v.0.), galetina 3,6-dimetil éter (100 ymol/kg, i.p.) de Piptadenia stipulacea e indometacina
(200 pmol/kg, i.p) no ensaio de peritonite induzida por zymosan A. Os dados representam a
média e o erro padrdo da média de 6 animais (**P<0,01 no teste de ANOVA One Way
seguido do teste de Dunnett).

O zymosan A é um polissacarideo insoluvel que compde a parede celular de
Saccharomyces cerevisae. A injecdo de zymosan A induz a inflamacéao peritoneal
manifestada pelo influxo de leucdcitos inflamatérios (LEITE et al.,, 2007
CHADZINSKA et al.,, 2008). Quando administrado na cavidade peritoneal de
camundongos, 0 zymosan A induz a um aumento do extravasamento vascular, um

dos primeiros sinais da inflamacdo. A formacdo do exsudato inflamatério é seguida
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pelo recrutamento tempo-dependente de células de defesa, especialmente
neutrofilos. HA muitos mediadores que coordenam o0s eventos inflamatérios iniciais,
tais como aminas vasoativas, prostanodides, leucotrienos, quimiocinas, espécies
reativas de oxigénio, oOxido nitrico e citocinas. O edema é resultante do
extravasamento de proteinas plasmaticas induzido por aminas vasoativas e
eicosandides. A vasodilatacdo é mediada primariamente pelo oOxido nitrico e
prostandides vasodilatadores. Citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-1j,
ativam a via de sinalizagcdo em células endoteliais, a qual regula a expressédo de
moléculas de adeséo para iniciar o recrutamento de leucdcitos circulantes e células
recrutadas parcialmente ativadas (LEITE et al., 2007).

Observa-se na Figura 65 que tanto a fase aguosa, como a fase acetato de
etila apresentaram efeito antiinflamatério significante quando comparadas ao grupo
controle, apresentando porcentagem de inibicdo do recrutamento celular de 35,84%
e 37,70%, respectivamente. Ja o flavondide galetina 3,6-dimetil éter ndo apresentou
inibicdo estatisticamente significativa do recrutamento celular estimulada por
zymosan A. Tal fato pode ser explicado pelo possivel estimulo ao recrutamento
celular quando a substancia é administrada via intraperitoneal, uma vez que 0
flavondide isolado € um agente exdgeno, apesar de apresentar provavel efeito
antiinflamataorio, evidenciado na segunda fase do teste de formalina.

Recentemente, estudos farmacoldgicos estdo sendo realizados para avaliar a
atividade central e a atividade antiinflamatéria dos flavondides galetina 3,6-dimetil
éter e jaceidina , bem como para desvendar 0s seus mecanismos de agcdo com
intuito de servir como protoétipos para o desenvolvimento de novos farmacos que
exercam a acgdo antiinflamatéria com reducéo de efeitos indesejaveis, visto que a
grande maioria dos medicamentos antiinflamatorios causam diversos efeitos

colaterais.
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7 CONCLUSOES

Ao concluir o presente trabalho, torna-se necessario examinar toda a trajetoria
percorrida e bem como o ponto de chegada. Tal retrospectiva, no sentido de retomar
0S objetivos propostos fazendo surgir uma grande satisfagdo e contentamento, visto

gue os conhecimentos utilizados, gerados e combinados neste trabalho, permitiram:

a) através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV e
RMN de *H e *C uni e bidimensional, isolar e identificar cinco flavonéides da fase
cloroférmica das partes aéreas de Piptadenia stipulacea: 5-7-diidroxi-3,4’,6-
trimetoxiflavona;  4',5,7-triidrodroxi-3,3’,6-trimetoxiflavona;  4°,5,7-  triidroxi-3’,6-
dimetoxiflavona, relatados pela primeira vez no género Piptadenia e 3,5,7-triidroxi-2-
(3-hidroxi-4-metoxifenil)-6-metoxi; 4',5,7-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona, descritos pela

primeira vez na familia Fabaceae;

b) testar a atividade antinflamatéria e antinociceptiva dos flavondides jaceidina e
galetina 3,6-dimetil éter mostrando a poténcia do esqueleto flavonoidico em
sequestrar radicais livres quando substituidos por hidroxilas nas posi¢des C-5, C-7 e
C-4';

c) Apesar desses flavondides terem sido menos ativos por via oral pelos testes
realizados, o uso da planta pode ser justificado como antiinflamatorio provavelmente

pela presenca de outros flavonoides ou efeito sinérgico dos mesmos.
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PERSPECTIVAS
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8 PERSPECTIVAS

Na perspectiva de que todos os saberes parciais sobre as descobertas
encontradas nesta pesquisa servirdo para formular uma hipotese que subsidie
propostas de acao que fortalecam a competéncia dos avancgos cientificos, pretende-
se:

- isolar uma maior quantidade dos flavonoides obtidos nesse trabalho objetivando
fazer uma relagdo entre estrutura quimica e atividade antiinflamatoria desses
compostos, contribuindo dessa forma, na busca de modelos estruturais que poderéo

servir como fonte de novos farmacos.

Enfim, de que serviriam todos estes achados se ndo houver uma perspectiva
de que todos os saberes, um dia, futuramente, estardo integrados a varias areas do
conhecimento e as contemporaneas formas de trata-los, configurando um novo
modelo paradigmatico de intera¢des interdisciplinares?

Ilana Seifriz
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Introduction

Piptadenia stipulacea popularly known as “jurema-
branca”, an important medicinal plant in
northeastern Brazil, where it is reputed for its
antinociceptive and anti-inflammatory properties®.
This study was intended to evaluate the
antinociceptive and anti-inflammatory activities of
the aqueous phase, the acetate phase and one
flavonoid isolated from Piptadenia stipulacea in
animal models.

~___ Resultsand Discussion

The antinociceptive activity was quantified using
the acetic acid-induced mice abdominal constrictions
test’, the hot plate’ and formalin tests®. The anti-
inflammatory properties of compounds were
evaluated on zymosan-induced peritoneal
inflammation test’. The results obtained are
illustrated in figures 1, 2, 3 and 4, respectively.
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Figure 1. Antinociceptive effect of aqueous phase ( 100
mg/kg), acetate phase (100 mg/kg), flavonod (100 pum ol/kg)
and dypirone (100 pmol/kg) on the acetic acid-induced
writhings in mice.
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Figure 2. Time-course of the effects of aqueous pha se
(100mg/kg), acetate phase (100mg/kg), flavonod (100 pmol/kg)
and mobrphine (15pmol/kg) on thermal nociception.
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Figure 3. Antinociceptive of aqueous phase (100 mg/  kg),
acetate phase (100 mg/kg), flavonod (100 pmol/kg) a nd
indomethacin (100 pmol/kg) on the formalin-induced
nociception in mice.
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Figure 4. Anti-inflammatory effect of of aqueous ph ase (100
mg/kg), acetate phase (100 mg/kg), flavonod (100pmo I/kg)
and indomethacin (100 pmol/kg) on zymosan-induced
peritoneal inflammation test.

From the obtained results nociceptivos models
(acetic acid-induced writhings and formalin tests), it
was noticed that the compounds showed
considerable  antinociceptive  activity.  These
compounds not induced inhibition of pain in hot plate
test. Moreover, aqueous phase and acetate phase
inhibited the influx of inflammatory leukocytes into
the peritoneal cavity.

Conclusions

The compounds exhibited antinociceptive and anti-
inflammatory activities, however the data on hot
plate test indicating that the plant is not a centrally
acting antinociceptive.
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Introducao

Piptadania stipulacea (Benth) Ducke (Fabaceae),
arvore da caatinga do nordeste brasileiro, conhecida
como jurema branca' ¢ muito usada na medicina
popular nos processos inflamatorios e estudos
cientificos confirmam sua atividade antibacteriana e
antifungica®.

Resultados e Discussao

Partes aéreas da espécie coletada em Serra
Branca-PB foram secas, moidas e extraidas a frio
com etanol, obtendo-se o extrato etandlico bruto
(EEB), que ap6s extracac liquido/liquidc com
solventes organicos obteve-se as fases hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e metandlica. A fase
cloroférmica foi submetida a CC-fase normal,
fornecendo trés flavondides (1) Santina, (2)
desmetoxicentaureidina e (3) Galetina 3,6-dimetil
éter. As estruturas dessas substancias foram
identificadas por técnicas de RMN 'H e *C (uni e
bidimensionais) e por comparacdo com dados na
literatura.

Figura 1. Flavondides isolados da fase cloroférmica
de Piptadenia stipulacea.

Para avaliar a atividade antinociceptiva e perfil
antiinflamatorio, realizou-se ensaios de contorgédo
abdominal induzida por acido acético e ensaio de
nocicepgdo induzida por formalina (100 mg/kg) da
fase acetato e aquosa, bem como do flavonoide —
galetina 3,6-dimetil éter (100 pmol/kg) (tabela 1). De
acordo com os dados obtidos, observou-se que
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as fragbes testadas mostraram consideravel
atividade antinociceptiva periférica e possivel agdo
antiinflamataria, ja que inibiram significativamente a
segunda fase da formalina. Estudos futuros séao
necessarios para avaliar a atividade antinociceptiva
central, a atividade antiinflamatoria, bem como para
desvendar o mecanismo de acéo do flavonoide.

Tabela 1. Efeito antinociceptivo de Piptadenia stipulacea
no ensaio de contorgbes abdominais induzido por acidc
acético e no teste de formalina.

2 P Teste
Contorgéo abdominal de Formalina
N de Inibicdo 1% Fase 2% Fase
contorgbes® (%) Tempo (s)° Tempo (s)®
Controle 42,60 =12 —- 86,8049 260,3 =393

Fase Aguosa 21,3347 49,92 6264245 84 57 £ 185"

Fase Acetato 1833222 54,62 59.68=104" 89,39 +98.8"

Galetin 3,6- - 5 =
dimethyl ether 15.001234 84,79 N51=84 7367 £225

Dipimna 520:29 | 8779 ~

. - - 57.00:30% | 5600+8.1%

"Resultados expressos em média + epm, "ndo estatisticamente
significativo; *p=<0,05, **p<0,01 (ANOVA One Way seguido do
teste de Dunnet).

Conclusdes

Das partes aéreas de Piptadania stipulaceae foram
isolados e identificados trés flavonoides inéditos na
especie em estudo. Verificou-se também a atividade
antinociceptiva das fases aquosa e acetato, bem
como do flavonoide Galetina 3,6-dimetil éter, sendo
apontados como agentes promissores como
analgesicos.
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