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RESUMO

O género Piptadenia Benth. faz parte da subfamilia Mimosoideae a qual pertence a
familia Fabaceae, a terceira maior familia das angiospermas, de ampla distribuicdo
geogréfica, sendo uma das maiores em dicotiledéneas e de importancia econémica.
Piptadenia stipulacea apresenta ampla distribuicdo no bioma da caatinga nordestina,
sendo utilizada na medicina popular no tratamento das inflamacdes, atividade esta,
ja comprovada farmacologicamente. O presente trabalho tem o objetivo de dar
continuidade ao conhecimento quimico de P. stipulacea. Os contituintes quimicos
isolados foram identificados por meio da analise de dados obtidos por métodos
espectroscopicos, tais como RMN de *H e **C uni e bidimensionais. O estudo
fitoquimico da fase cloroférmica resultou no isolamento de dois flavonoides: 3,3’,5,7-
tetrahidroxi-4’,6-dimetoxiflavona e 4’,5,7-trihidroxi-3’,6-dimetoxiflavona, ambos ja
descritos na espécie, da fase acetato de etila uma mistura de dois flavonoides
inéditos na espécie (5,7,4’ trihidroxi-6-metoxiflavona e 3,5,7,4’-tetrahidroxi-6-flavonol)
enquanto que, da fase hidroalcoolica remanescente resultou no isolamento de um
alcaloide inddlico: N-metil-indol-1,3-etanamina, descrito pela primeira vez na

literatura.

Palavras chaves: Piptadenia stipulacea, Fabaceae, flavonoide, alcaloide.



ABSTRACT

The genus Piptadenia Benth. part of the Mimosoideae subfamily which is included to
the Fabaceae family, the third largest family of angiosperms, widely distributed, being
one of the largest in dicotyledonous and economic importance. Piptadenia stipulacea
is widely distributed in the caatinga biome, and is used in popular medicine to treat
inflammation, activity that has been proven pharmacologically. This paper aims to
continue the chemical knowledge of P. stipulacea. The chemical compounds were
identified using analysis of data obtained by spectroscopic methods, such as 1H and
13C NMR uni- and bidimensional. The phytochemical study of chloroform phase
resulted in the isolation of two flavonoids: 3,3',5,7-tetrahydroxy-4’,6-dimethoxyflavone
and 4’,5,7- trihydroxy-3’,6-dimethoxyflavone, both previously described in the
species, of ethyl acetate phase resulted in the isolation of a mixture of two novel
flavonoids in the species (5,7,4-trihydroxy-6-methoxyflavone e 3,5,7,4-
tetrahydroxyflavonol), whereas the remaining hydroalcoholic phase resulted in the
isolation of an indolic alkaloid: methyl(2-{3-[2-(methylamino)ethyl]-1H-indol-1-

yl}ethyl)amine, firstly described in the literature.

Keywords: Piptadenia stipulacea, Fabaceae, flavonoid, alkaloid.
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1. Introducéao

Os produtos naturais derivam do fendbmeno da biodiversidade, ou seja, da
riqueza na diversidade de organismos na ecosfera. A interagdo entre estes
organismos e o0 ambiente tem como consequéncia a evolugcdo de diferentes
estruturas quimicas complexas nestes organismos, 0 que possibilitou sua
sobrevivéncia e competitividade. Existem literalmente milhdes de estruturas
quimicas naturais resultantes da quimica combinatéria realizada pela mae natureza,
fornecendo uma diversidade quimica inimaginavel, com estruturas complexas com
diversos grupos funcionais, moléculas ideais para interagir especificamente com
alvos biolégicos (MCCHESNEY et al., 2007).

A descoberta de novos compostos € motivada pela busca de substancias
mais ativas e menos toxicas, que possam ser utilizadas no tratamento de diversas
patologias, ou em substituicdo aquelas ja existentes. Fontes alternativas aos
medicamentos industrializados e a implementacdo de um projeto sisteméatico para o
estudo e validagdo do uso de plantas medicinais, sdo de grande interesse para
comunidade cientifica (SANTOS et al.,, 2006), visto que, cerca de 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica moderna, foram desenvolvidos direta ou
indiretamente, a partir de fontes naturais, sendo 25% de plantas, 13% de
microrganismos e 3% de animais (YUNES e CALIXTO, 2001).

A botanica nos permite identificar a espécie vegetal, e conjuntamente com
ensaios de atividade biol6gica, analisar e caracterizar fracbes ou substancias
bioativas. Ressalta-se ainda a importancia para o desenvolvimento de fitoterapicos,
0 estabelecimento de marcadores quimicos, que s&o indispensaveis para o0
planejamento e monitoramento das acfes de transformacdes tecnolégicas, aliado a
estudos de estabilidade dos produtos intermediario e final. Para isso, o0
conhecimento da estrutura quimica tem especial relevancia no caso de substancias
facilmente degradaveis por fatores tais como luz, calor e solventes, atrelados ao
processo tecnoldgico. Nesta Otica, destacam-se a avaliagdo do teor de substancia
ou grupo de substancias ativas e o perfil qualitativo dos constituintes quimicos de
interesse, presentes na matéria-prima vegetal, produtos intermediarios e produto
final; por meio de métodos espectrofotométricos, cromatograficos, fisicos, fisico-
quimicos ou quimicos, devendo possuir especificidade, exatiddo, precisdo e tempo

de rotina analitica, viabilizando-se que o mesmo possa ser utilizado em estudos de
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estabilidade, permitindo, inclusive, a deteccao de produtos oriundos da degradacao
das substancias ativas ou dos marcadores quimicos (TOLEDO et al., 2003).

Desta forma, as pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacdes da
medicina tradicional e popular (etnoboténica); isolamento, purificacdo e
caracterizacdo de principios ativos (quimica orgéanica: fitoquimica); investigacédo
farmacoldgica de extratos e dos constituintes quimicos isolados (farmacologia);
transformacdes quimicas de principios ativos (quimica organica sintética); estudo da
relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica
medicinal e farmacologia) e, finalmente a operacéo de formulagcbes para a producgéo
de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais
conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos
(MACIEL et al., 2002).

E importante ressaltar também que, devido ao fantastico desenvolvimento de
técnicas analiticas de separacdo e elucidacéo estrutural, nas ultimas trés décadas,
mais recentemente de instrumentos analiticos hifenados, conhecem-se cerca de
50.000 metabdlitos secundarios isolados das angiospermas, muitos desses ainda
sem qualquer avaliacdo com relagdo ao seu potencial farmacolégico. Logo, os
produtos naturais e seus derivados foram, e continuam sendo, extremamente
importantes, em uma sociedade moderna, mesmo considerando-se o grande
namero de produtos oriundos de sintese (MONTANARI e BOLZANI, 2001).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20%
da flora mundial. Esse imenso patriménio genético, ja escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estrategico inestimavel em varias
atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde
reside sua maior potencialidade (CALIXTO, 2003).

Diante do exposto, concretizou-se a importancia do estudo das plantas
medicinais para a obtencdo de moléculas bioativas, obtendo-se, portanto, prototipos
para a sintese de novas moléculas ou para modificacdes em moléculas ja
existentes, tornando-as mais potentes, ativas ou menos toxicas.

Vislumbrando o isolamento de novas moléculas bioativas, considerou-se que
a espécie P. stipulacea pertencente a familia Fabaceae, apesar, de poucos estudos
fitoquimicos (LIRA, 2009), é uma espécie promissora, visto que, estudos recentes
demonstraram potencial anti-inflamatdrio, antinociceptivo e espasmolitico (MACEDO
et al., 2011; QUEIROZ et al., 2010). Desta forma, realizando um estudo fitoquimico

22
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mais aprofundado desta espécie, pretende-se descobrir possiveis moléculas

inovadoras e com alto potencial farmacologico.






1.

Sousa, J.C.F. Estudo Fitoquimico de Piptadenia stipulacea

Objetivos

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o estudo quimiotaxonémico do género Piptadenia, através do

estudo fitoquimico da espécie Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke.

2.2 Objetivos especificos

v

Analisar e dar continuidade ao estudo fitoquimico das partes aéreas de
Piptadenia stipulacea, através de métodos de extracdo, isolamento e

purificacdo dos constituintes quimicos.

Identificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos isolados
através de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (uni e

bidimensionais).

Integrar estudos bioldgicos ao estudo fitoquimico de Piptadenia stipulacea,
através da disponibilizacdo de seus extratos e/ou substancias isoladas para

posterior avaliacdo da sua atividade biologica.
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2. Fundamentacdo Tedrica

3.1 Consideracdes sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae é a terceira maior das angiospermas, de ampla
distribuicio geografica, com excecao das regides Artica e Antartica, com distribuico
nas regides tropicais, subtropicais e em zonas aridas ou semiaridas do planeta
(Figura 1). Fabaceae esta entre as maiores familias de plantas com flores,
abrangendo 727 géneros e cerca de 19.300 espécies, sendo uma das maiores em

dicotiledbneas e em importancia econdomica (SOUZA e LORENZI, 2008).

Figura 1. Mapa de distribuicdo da familia Fabaceae, representada nas areas em

verde (In: Missouri Botanical Garden).

No Brasil a familia Fabaceae esta representada por aproximadamente 188
géneros e 2.100 espécies, com distribuicAo cosmopolita e ocorre abundantemente
em diversas formagfes vegetais, provavelmente devido a sua capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico por meio de associagao simbidtica com bactérias em nddulos
radiculares (LEWIS, et al. 2005).

Esta familia encontra-se entre um dos grupos botanicos mais avaliados tanto
do ponto de vista quimico como farmacolégico. Os géneros que se apresentam
como plantas herbaceas, considerados sob o ponto de vista quimiotaxondémico, sao

mais difundidas nas regibes temperadas, enquanto que as plantas lenhosas séo
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mais representativas nas regides tropicais e subtropicais. Suas espécies igualmente
se caracterizam como ervas anuais ou perenes, eretas, prostadas, difusas ou
escandentes, subarbustos, arbustos eretos e arvores de pequeno, médio e grande
porte, possuem sistema radicular bem desenvolvido com predominancia de raiz
principal sobre suas ramificagbes. As folhas sdo sempre de disposicdo alterna,
compostas, pari ou imparipenadas, com estipulas ou estipelas as vezes sao
transformadas em espinhos. As folhas podem apresentar modificadas em gavinhas
ou podem estar reduzida a dois ou um so foliolo. Folhas e foliolos de todas as
ordens sempre com pulvinos (articulacdes) na base, nos peciolos ou nos peciélulos,
gue permitem movimentos diuturnos (as vezes muito rapidos) as folhas em resposta
a variados agentes. Flores variadas sempre ciclicas, de simetria radial até
fortemente zigomorfas, diclamideas com célice gamossépalo, pentdmero ou
tetrAmero; corola dialipétala pentdmera ou tetrdmera na maioria das vezes com
pétalas muito desiguais. Androceu formado por quatro a dez estames, livres ou
soldados entre si. Ovario sempre supero, unicarpelar e unilocular, as vezes divididos
por falsos septos, com muitos 6vulos, fruto variado em geral legume, seco, deiscente
por duas valvas, do tipo lomento segmentando-se, seco e indeiscente ou ainda de
pericarpo mais ou menos carnoso. Sementes as vezes envoltas em mucilagens ou
polpa doce, ou com arilo ou testa durissima (JOLY, 1998).

A familia Fabaceae possui grande interesse econdmico, como por exemplo,
espécies que sao utilizadas na alimentacdo, especialmente o feijdo (Phaseolus
vulgaris), a soja (Glycine max), o amendoim (Arachis hypogaea), a ervilha (Pisum
sativum), o tremoco (Lupinus spp.), o grao-de-bico (Cicer arietinum) e o tamarindo
(Tamarindus indica). InUmeras sao as espécies de Fabaceae utilizadas como
ornamentais, sendo a principal familia utilizada na arborizagcdo urbana no Brasil
(SOUZA e LORENZI, 2008).

A guimica da familia Fabaceae é composta por varias classes de substancias,
destacando-se as classes dos flavonoides e alcaloides que sé&o tidos como
marcadores taxonémicos. Entre os flavonoides sdo encontrados flavonaois, flavonois
glicosilados, flavonas, isoflavonas, chalconas, entre outros. Entre os alcaloides
encontram-se, entre outros aqueles derivados da fenilalanina, da tirosina e do
triptofano entre outros (HARBONE, 1971). Além dos alcaloides e flavonoides, foram

também relatados, varios outros tipos de metabdlitos, tais como aminoacidos néo
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proteicos, aminas, cumarinas, antraquinonas, diterpenos, sesquiterpenos,
triterpenos, glicosideos cianogénicos, entre outros (WINK, 2003).

A familia Fabaceae compreende trés subfamilias, muitas vezes tratadas
individualmente, dependendo do arranjo sistematico adotado, s&do elas, a
Caesalpinioideae (Leguminosae |); Mimosoideae (Leguminosae Il); e Papilionoideae
(Leguminosae lll), (DI STASI et al., 2002). Dentre estas trés subfamilias, a
Papilionoideae apresenta-se como o maior, sendo constituida por cerca de 430
géneros e 12.615 espécies, seguido por Caesalpinioideae com cerca de 150
géneros e 2.700 espécies e de Mimosoideae com 40 géneros e aproximadamente
2.500 espécies (JUDD et al., 1999).

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

A subfamilia Mimosoideae possui grande importancia na fixacdo de nitrogénio
com microrganismos, por apresentar maior incidéncia de géneros com capacidade
para associacdo simbiotica facultativa com bactérias do género Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Azorhizobium, denominadas genericamente
rizobio, fornecendo assim subsidios para a fixacdo do N, atmosférico (KLEIN, 2000).
Sendo assim, esse alto potencial de modulagdo com o nitrogénio, justifica a grande
diversidade de alcaloides ja isolados nesta familia.

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 € apresentada por 14 espécies, pertencentes a sete
géneros: Acacia, Adenanthera, Chloroleucon, Mimosa, Piptadenia, Parapiptadenia e
Prosopis (BARBOSA et al., 2007).
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3.2 Consideragdes sobre o género Piptadenia

O género Piptadenia Benth. faz parte de um dos maiores grupos de
leguminosas reconhecido como a subfamilia Mimosoideae (LEWIS e ELIAS, 1981).
O género ocorre nos tropicos da América do Sul, com centros de diversidade na
Amazodnia e na floresta Atlantica do Brasil (LEWIS et al., 2005; LUCKOW 2005), com
cerca de 80 espécies, das quais 21 ocorrem no Brasil e sdo encontradas nos
estados do Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba,
Parana, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro e Séo Paulo. (CARDOZO, 2006).

Apesar de muitas espécies serem nativas da América tropical, tais como
Piptadenia stipulacea, Piptadenia gonoacantha, Piptadenia moniliformis Benth,
Pipitadenia viridifolia (JOBSON e LUCKOW, 2007). Existem varias espécies,
incluindo: Piptadenia peregrina, Piptadenia macrocarpa, Piptadenia rigida,
Piptadenia vidiflora, Piptadenia paraguayensi que estdo distribuidas na Africa
tropical, do Senegal a Angola e em todo o Congo, (Figura 2) e ainda a Piptadenia
africana que é encontrada em Camarées (MBOUANGOUERE et al., 2007).

Figura 2. Mapa de distribuicdo do género Piptadenia, representada nas é&reas

verdes (In: Missouri Botanical Garden).
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Muitas espécies de Piptadenia sdo exploradas para utilizacdo de sua madeira
na construcdo naval e civil, em telhados e também como lenha e carvdo, além de
ser usado para a recuperacdo ambiental, pois cresce muito bem em solos pobres e
degradados (RIZZINI, 1998; CORREA, 1984). Suas sementes possuem teores altos
de alcaloides e por isso sdo importantes em projetos fitoquimicos e farmacol6gicos
(FISH et al., 1955; HOFMAN, 1959).

Entretanto, um dos primeiros trabalhos fitoquimicos no género, foi a
determinacdo do contetdo de taninos na espécie Piptadenia cebil (ZELADA e CONI,
1915), o que justifica a utilizacdo das espécies do género Piptadenia pela industria
até os dias atuais (CARDOZO, 2006).

Do ponto de vista etnomedicinal, o extrato aquoso da espécie Piptadenia
africana (Fabaceae) é usado externamente para o tratamento da gonorréia
(AKENDENGUE, 1992). Ja as folhas de Piptadenia macrocarpa (Fabaceae) é
reportado como téxico ao gado (CANELLA, et al., 1966).

3.3 Consideracdes sobre Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke

No Brasil Piptadenia stipulacea é conhecida popularmente 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).

Piptadenia stipulacea é uma arvore de pequeno porte com cerca de 2-4 m de
altura, possui folhas alternas compostas bipinadas com 10-16 pares de pinas
opostas e nectérios foliares presentes. As flores em espigas simples, axilares, de cor
alva, na extremidade dos ramos onde se encontram até trés espigas por axila de
folha (Figura 3). Seu fruto é uma vagem de cor castanho-palido, com superficie
ondulada nas areas onde ficam as sementes. Contém 2-12 sementes pequenas
livres, ndo carnosas, ovais de cor marrom por vagem. A madeira é de cor clara
(BEZERRA, 2008).
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O enguadramento taxondmico da espécie Piptadenia stipulaceae (Benth.)
Ducke segundo Grupo para a Filogenia das Angiospermas (APG-Il). encontra-se

inserido no Quadro 1.

Quadro 1. Classificagcdo taxondmica da espécie Piptadenia stipulacea (Benth.)
Ducke

Quadro 1. Classificacdo taxonémica de Piptadenia stipulacea

Diviséo: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Ordem: Rosales

Familia;: Fabaceae

Sub-familia; Mimosoideae

Género: Piptadenia

Espécie: Piptadenia stipulaceae (Benth.) Ducke




Sousa, J.C.F. Estudo Fitoquimico de Piptadenia stipulacea | 33

=4 A

Figura 3. Piptadenia Stipulacea (Benth.) Ducke. A. arvore; B. madeira; C. galhos (In:

Centro Nordestino de Informagdes sobre Plantas).

Nativa da caatinga, a jurema branca € uma planta pioneira que facilmente
ocupa capoeiras e beiras de estrada, sendo tolerante a elevados niveis de
perturbacdo da vegetacdo. Por ser uma planta caducifélia a sua floragdo ocorre na
estacdo chuvosa, mas pode também ser encontrada na estacéo seca, seguida pela
frutificacdo que se estende até essa estacdo (MAIA, 2004). A espécie é bastante
utilizada como alimento por ovinos, caprinos e bovinos principalmente na estagcao
seca quando n&o ha pastagens para sua alimentacao (BEZERRA, 2008).

Na medicina popular é conhecida como anti-inflamatério, de uso externo, a
partir do decocto ou tintura preparados com a casca do caule e suas folhas
(ALBUQUERQUE & ANDRADE, 2002). Seu uso também ja foi indicado como
cicatrizante (BEZERRA, 2008).
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3.3.1 Estudo quimico e farmacoldgico de P. stipulacea

Do ponto de vista quimico, esta espécie possui estudos relativamente
escassos, visto que, o primeiro estudo fitoquimico levou ao isolamento apenas do
alcaoide inddlico bufotenina (I) (WILLAMAN e LI, 1970), e o seu segundo estudo,
realizado recentemente pela equipe de pesquisa da Profa. Barbara Viviana de
Oliveira Santos, promoveu o isolamento dos flavonoides 5-7-diidroxi-3,4’,6-
trimetoxiflavona (I1); 3,3’,5,7-tetraidroxi-4’,6dimetoxiflvona (lll); 4’,5,7-triidroxi-3,3’,6-
trimetoxiflavona (1V); e 4'5,7-triidroxi-3',6-dimetoxiflavona (V); 4',5,7-triidroxi-3,6-
dimetoxiflavona (VI) (LIRA, 2009), (Quadro 2).

Em parceria com a farmacologia, foi possivel comprovar o potencial
farmacoldgico desta espécie, através dos estudos com suas fases e com flavonoide
galentina 3,6 dimetil éter, o qual apresentou atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva (QUEIROZ et al., 2010), além, do efeito espasmolitico ndo seletivo
em cobaias (MACEDO et al., 2011).

Do ponto de vista farmacologico além dos estudos recentes citados, esta
espécie jA demonstrou também atividade antimicrobiana (CHIAPPETA e MELLO,
1984; BEZERRA, 2008).
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Figura 4. . Substancias isolados de Piptadenia stipulacea (WILLAMAN e LI, 1970;
LIRA, 2009).



4. Parte Experimental
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Estudo fitoquimico

4.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal (partes aéreas) de Piptadenia stipulacea foi coletado no
municipio de Serra Branca, no estado da Paraiba, em abril de 2005, e identificado
pela botanica Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Programa de Pés Graduagédo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade Federal da Paraiba.

Uma exsicata desta espécie foi codificada e encontra-se catalogada no
Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba (JPB), sob o
registro Agra et al. 3331 (JPB).

4.2 Métodos de andlise

4.2.1 Métodos cromatograficos

Na Cromatografia em Coluna (CC) foi utilizada como fase estacionaria, silica
gel 60, ART 7734 da MERCK, de particulas com dimens&es entre 0,063-0,200 mm e
0 Sephadex LH-20 da AMERSHAM BIOSCIENCES, tendo como suporte colunas de
vidro cilindricas cujas dimens@es variaram de acordo com a quantidade de amostra
a ser cromatografada. Tendo como objetivo o isolamento quimico.

Na Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e Preparativa
(CCDP) foi usada como fase fixa, silica gel 60 PF254 ART 7749 da MERCK, as
placas cromatogréaficas de vidro (20 x 20, 10 x 20, 5 x 20 cm) foram preparadas com
uma suspensdo gel de silica em agua, distribuida com ajuda de um espalhador
mecanico tipo quick fit, seguindo técnica descrita por Matos (1997). As
cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e ativadas em estufa a 110,0 °C
durante 2 horas. Visando com isso a analise e separacdo dos componentes de uma
mistura, uma vez que, a silica € empregada na separagdo de compostos lipofilicos,
como os fendis (COOLINS et al., 2007).
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As revelacdes das substancias nas CCDA, foram executadas pela exposicéo
das placas a lampada de irradiacdo ultravioleta com dois comprimentos de onda
(254 e 366 nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58 e/ou pelos
reveladores quimicos universais e especificos, para deteccdo de grupos quimicos,
ou agueles ja consagrados classicamente como é o caso do vapores de iodo e
Dragendorff.

O grau de pureza das substancias foi evidenciado por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) da MERCK, determinando-se a pureza quando
observada uma Unica mancha apds revelacdo, em pelo menos trés tipos de
sistemas de elui¢ao diferentes.

Como fase movel foram utilizados os solventes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, isoladamente ou em misturas binarias em gradiente
crescente de concentragao.

Para a analise do perfil cromatografico de algumas substancias foi utilizada a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC - High Performance Liquid
Chromatography). Os cromatogramas de CLAE foram obtidos em equipamento
Varian ProStar 410 Autosampler, bomba modelo 230, detector de arranjo de
fotodiodo 335 (Universidade Federal Rural do Pernambuco). Em todos os
procedimentos de CLAE utilizou-se solventes grau HPLC. A &gua utilizada foi
purificada no sistema Puritech/Permution PT0020, filtro 0,2 ym, apresentando alto
grau de pureza.

A coluna utilizada na CLAE, cujo modelo foi Microsorb-MV 100-5 C18 de
dimensdes 150 mm por 4,6 mm. As amostras foram injetadas utilizando-se loop de
10 pl e manteve-se uma vazdo de 0,8 ml/min. Antes de serem injetadas no
equipamento as amostras foram filtradas em membrana de celulose regenerada com
poros de abertura 0,22 ym da Milipore ®.

Unidades e simbolos foram baseados no Sistema Internacional de Unidades

(SI) de acordo com a recomendacéo da IUPAC.
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4.2.2 Métodos espectrométricos
4.2.2.1 — Ressonancia Magnética Nuclear

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 MERCURY-VARIAN (LMCA/UFPB) operando a 200 MHz (*H)
e 50 MHz (**C) e VARIAN- NMR-SYSTEM (LMCA/UFPB) operando a 500 MHz (*H)
e 125 MHz (*3C). As amostras para andlise foram preparadas dissolvendo-as em
metanol deuterado (CD3;OD) da MERCK. Os deslocamentos quimicos (&) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) e foram referenciados para RMN de *H pelos
picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracbes ndo deuteradas do
solvente metanol (54 = 3,30 ppm). Para os espectros de RMN de *3C, estes mesmos
parametros foram utilizados, metanol (6¢ = 49,00 ppm).

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

convencgoes: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto).

4.3 Processamento do Material botanico.

O material vegetal foi dessecado em estufa com ar circulante, a temperatura
meédia de 40°C, por cerca de 72-96 horas. Apds a completa secagem, o material foi

pulverizado em moinho de laminas cortantes, obtendo-se 1,200 Kg do pé.

4.3.1 Preparacéo do extrato

O material vegetal seco e pulverizado (1,200 kg) foi submetido & maceracao
exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente de aco inoxidavel. Foram
feitos varios processos de extracdo num intervalo de 72 horas entre eles, para
garantir uma maxima extracdo dos constituintes quimicos. Esta solucdo etanolica foi
filtrada, fazendo-se em seguida, a evaporagao do solvente com o auxilio de um rota-

evaporador a uma temperatura média de 50 °C. Assim, 0 extrato etandlico bruto
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obtido, foi solubilizado em um mistura de MeOH:H,O (7:3 v/v) e homogeneizado por
meio de um agitador mecanico por 60 minutos, obtendo-se a solucéo 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.
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Fluxograma 1. Fracionamento do extrato etanolico bruto das partes aéreas de
Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke.

* Fase hexanica estudada anteriormente, com resultados a serem publicados.
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4.3.2 Triagem fitoquimica preliminar dos constituintes quimicos

A triagem fitoquimica utilizada com o extrato etandlico bruto das partes aéreas
de Piptadenia stipulacea, buscou sistematizar ou rastrear os principais grupos de
constituintes quimicos que compdem o0 extrato vegetal, através de um exame
qualitativo rapido, no qual se utiliza reagentes de coloracdo ou precipitacdo. A
triagem fitoquimica preliminar foi realizada seguindo a metodologia descrita por

Matos (1997) e seus resultados encontram-se sumarizados no Quadro 2.

Quadro 2. Dados referentes a triagem fitoquimica realizada com o extrato etandlico
bruto das partes aéreas de Piptadenia stipulacea. Legenda: (-) Reacdo negativa, (+)
Reacgdo fracamente positiva, (++) Reagdo positiva, (+++) Reacdo fortemente
positiva.

~ Alcaloide | Bouchardat

Mayer ++
Dragendorff +++

Acido silico-tungstico ++

Esteroides e terpenoides Lieberman-Buchard Sst
Taninos Cloreto férrico 2% +++
Flavonoides Shinoda ++
Oxalo-bdrico ++

Saponinas Teste de espuma +

4.3.3. Fase Cloroférmica

Dando continuidade a fase cloroférmica estudada anteriormente por (LIRA,
2009) e objetivando encontrar novos constituintes quimicos. A fase cloroformica
(40q) foi submetida a duas técnicas cromatograficas (fluxograma 2). Em principio, foi
empregada a cromatografia de adsor¢cédo em coluna (CC-1) utilizando silica gel como
fase estacionaria e como fase movel os solventes hexano, diclorometano e metanol

puros ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade, obtendo-se 175
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fracbes de 100 mL (Quadro 3), que foram concentradas com o auxilio de um rota-

evaporador e reunidas apés CCDA de acordo com seu fator de retencao (Rf).

Quadro 3. Fracdes obtidas na CC e sistema de solvente utilizado.

Sistemas de solventes Fracdes obtidas Proporgéo
50:50 v/v
Hexano: Diclorometano 13-24 30:70 viv
Diclorometano 24-37 100 v/v

Diclometano: Metanol 37-44 99,5: 0,5 viv
Diclometano: Metanol 44-72 99:1 viv
Diclometano: Metanol 73-95 98:2 viv
Diclometano: Metanol 95-112 96:4 viv
Diclometano: Metanol 113-130 94:6 viv
Hexano: Acetato de etila 131-140 92:8 viv
Hexano: Diclorometano 140-157 88:12 v/v
Diclometano: Metanol 158-169 80:20 v/iv
Diclometano: Metanol 170-175 70:30 viv

Na andlise em CCDA, as fracdes reunidas 44-72, cujo peso (87,09 mg)
apresentou-se como duas manchas. Desta forma, a mesma foi submetida a CC-2,
utilizando como fase estacionaria sephadex LH 20 e como fase movel diclorometano
e metanol, na proporcdo 70:30. Obtendo-se 15 fracbes, que foram submetidas a
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) sendo analisadas e reunidas
as frac6es que possuiam mesmo Rf. Destas a fracdo reunida 8-11 demonstrou seu
grau de pureza pela presenca de uma unica mancha. E assim, a mesma foi
codificada como sendo a substancia Ps-01.

Apés analise em CCDA as fragbes reunidas 73-95, cujo peso (15,09 mg)
demonstrou seu grau de pureza pela presenca de uma uUnica mancha, sendo

codificada como sendo a substancia Ps-02.



Sousa, J.C.F. Estudo Fitoquimico de Piptadenia stipulacea | 44

Fluxograma 2. Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica.




4.3.4. Fase Acetato de Etila - FAET

4.3.5 Fracionamento cromatografico em Coluna Cromatografica de Silica-

gel da FAET

A FAET (12,18 g) foi submetida a coluna cromatografica (CC), utilizando
como fase estacionaria silica-gel e como fase movel os solventes hexano, acetato
de etila e metanol puro ou em misturas binarias, obedecendo a um grau crescente

de polaridade. Obtendo-se 15 fracdes (Quadro 4), que foram concentradas em

rotavapor.

Todas as fracdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), a mudanca de polaridade de solvente foi realizada apos
visualizacdo na luz ultravioleta, revelacdo em camara de vapores de iodo e

reagentes para alcaloide e flavonoide. Observou-se a auséncia de alcaloides e

presenca de flavonoides.
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Quadro 4. Fracdes obtidas na CC e sistema de solvente utilizado.

Sistemas de solventes Fracdes obtidas Proporcéo ‘

Hexano 01 100 viv
Hexano: Acetato de etila 02 95:5 viv
Hexano: Acetato de etila 03 85:15 viv
Hexano: Acetato de etila 04 80:20v/v
Hexano: Acetato de etila 05 75:25 viv
Hexano: Acetato de etila 06 60:40 v/v
Hexano: Acetato de etila 07 50:50 v/v
Hexano: Acetato de etila 08 40:60 viv
Hexano: Acetato de etila 09 30:70 viv
Hexano: Acetato de etila 10 20:80 v/v
Hexano: Acetato de etila 11 10:90 v/iv

Acetato de etila 12 100 viv
Acetato de etila: Metanol 13 95:5 viv
Acetato de etila: Metanol 14 90:10 v/iv
Acetato de etila: Metanol 15 75:25 viv
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4.3.6 Fracionamento cromatografico em Coluna Cromatogréafica de
Sephadex da FAET

No caso da FAET, o processo de isolamento das substancias empregando
silica convencional ndo foi suficiente. Foram obtidos com esta metodologia trés
fragbes (Fr. 7, 8 e 9) com um bom grau de pureza e sugestivas de compostos
flavonoidicas visto que reagiu positivo para reagentes especificos de flavonoides.

Diante essas premissas e objetivando isolar os flavonoides dessas fracdes
cujo peso depois de reunidas foi 95,06 mg, utilizou-se sephadex LH-20 como fase
estacionaria. Obtendo-se a substancia (Ps-03), considerado puro quando analisado
por CCDA frente a varios sistemas de eluentes. No entanto, analises espectrais,
principalmente de **C-RMN, mostrou que a amostra ndo se encontrava pura em
funcdo do numero de sinais observado sendo, portanto, observado uma mistura de
dois flavonoides (Ps-03 + Ps-04)

A purificacdo das fracfes remanescentes desta fase acetato de etila serd um
desafio para os trabalhos futuros deste grupo de pesquisa, uma vez que diversos
métodos foram testados e que demonstravam a dificuldade da separacdo em funcgéo
da proximidade dos seus coeficientes de retencdo, além da grande perda de

materiais pelo método utilizado.

4.3.7 Fase hidroalcodlica remanescente (FHAR)

Apos o fracionamento com acetato de etila, o conteddo remanescente (FHAR)
foi concentrado em evaporador rotatério a 40°C. Foi feita a CCDA prévia em
cromatoplaca de silica gel G, utilizando como fase mével diclorometano e metanol
na proporcao de 7:3 que apos visualizada em camara de luz ultravioleta e borrificada

com reagente de Dragendorff, detectou-se a presenca de alcaloides.
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4.3.7.1. Isolamento dos alcaloides da FHAR

A FHAR foi solubilizada em solucdo de acido sulfurico 2%, e agitada por
cerca de 2h e 30 minutos, filtrou-se e adicionou amoénia (10 mL), ao decantar filtrou-
se e obteve um residuo de 10g que apoés andlise por cromatografia em camada
delgada, utilizando como fase movel diclorometano e metanol na proporcdo de 9:1
em cuba saturada com vapores de amonia, foi confirmada a presenca de dois
pontos, que apos revelagdo positiva com revelador Dragendorff cloridrico sugere
presenca de alcaloides.

Com este material, quase totalmente purificado, foi realizada Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa (CCDP) com 20 cm de altura e 20 cm de largura
utilizando como fase maovel diclorometano e metanol na proporcéo de 9:1 em cuba
saturada com vapores de amonia. Sob visualizacdo em camara de luz ultravioleta e
comparando-se a uma CCDA nas mesmas condi¢cdes e revelada com Dragendorff, a
cromatoplaca foi assinalada com grafite demarcando a regido de corrida maior, onde
estava o alcaloide, e esta regido foi raspada com auxilio de espatula metalica. A
silica contendo o alcaloide foi suspensa em metanol e filtrada em filtro até
esgotamento do material aderido a silica. O material obtido foi codificado como PS-5
e encaminhado para obtencéo de espectros de RMN de 'H e *C (Figura 5 e 6
respectivamente). Andlise desses espectros observou que a amostra ainda nao
estava totalmente pura, que de acordo com a andlise espectral verificou picos
caracteristicos de nucleo indélico.

ApoOs diversas tentativas de separacdo desse alcaloide e devido a dificuldade
da separacdo em fungcdo da proximidade dos seus coeficientes de retencdo em
cromatografia em camada delgada e em cromatografia de coluna e sabendo-se que
esse alcaloide inddlico apresenta-se normalmente polar e instavel, optou-se pela
Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) no isolamento e purificacdo de
compostos desta classe.

Para tanto foi utilizado cromatdgrafo marca Schimadzu composto por duas
bombas Shimadzu LC-62, detector espectrofotometro UV/VIS Shimadzu SPD-6AV,
sistema controlador SCL-10Avp, conectado a um computador com softwarw
Shimadzu Class-VP versdo 5.02 e injetor automatico. Utilizou-se coluna
cromatografica preparativa de fase reversa C18 fabricada pela mesma companhia.
Como fase movel foi utilizada agua acidificada 1% acido formico na fase A e metanol
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na fase B, sob vazdo de 15 mL / min. e um gradiente iniciando-se de fase B com
20% (0,01-5 min.), elevando-se 40% (5-10 min.), 50% (10-20 min.), permanecendo
100% de fase B até 30 minutos. O Aparelho de CLAE esta instalado na Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRP) e foi gentilmente disponibilizado pela Profa.

Dra. Tania Maria Sarmento da Silva.
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Figura 5. Espectros de RMN de *H da substancia Ps-05
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5. Resultados e Discussao

5.1 Constituintes quimicos isolados da fase cloroformica de P. stipulaceae

5.1.1 Identificacao estrutural de Ps-01

A substancia, codificada como, Ps-01 apresentou-se na forma de p6 amorfo
amarelo claro, solivel em CD3;OD. Sua identificacao foi realizada através de analises
espectrais de RMN *H e **C unidimensionais.

A anélise espectral de RMN *3C, utilizando a técnica Broadening (BB) (Figura
7; Tabela 1) permitiu observar a presenca de 21 sinais de carbonos. Destes sinais,
dez foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, quatro a carbonos metinicos e
dois a carbonos metoxilicos. Baseado nestes dados e levando-se em consideracao
0 numero de carbonos na molécula, foi proposto um esqueleto flavonoidico para o
composto em andlise.

O espectro de RMN 'H (Figura 8; Tabela 1) e sua expansdo (Figura 9),
mostraram absor¢cBes na regido de aromatico com presenca de um conjunto de
sinais correspondentes a um duplo dupleto em &y 7,71 com acoplamento orto (J= 8,5
Hz) e meta (J= 2 Hz), um dupleto em &4 6,91 com acoplamento orto (J= 8,5 Hz) e
outro dupleto em &y 7,84 (J=1,5 Hz) mostrando acoplamento meta. Estes valores
sugerem um sistema ABX caracteristico do anel B dos flavonoides. Ainda na regiédo
de aromaticos, observa-se também um simpleto em &y 6,5 caracteristico do H-8 no
anel A de flavonoides, sugestivo de substituicdo nos carbonos 5, 6 e 7 por funcdes
oxigenadas.

No espectro de RMN *H (Figura 8; Tabela 1), foi possivel observar também a
presenca de metoxilas aromaticas em &y 3,87 e &y 3,92, sendo uma impedida
estericamente e a outra ndo, dado este confirmado, pelos valores encontrados no
espectro de RMN 3C em &¢ 60,98 e 56,52 respectivamente.

Comparando os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN
'H e 3C com os valores da literatura (LIRA, 2009) (Tabela 1), foi possivel confirmar
gue o composto Ps-01 trata-se do 3,3’,5,7-tetrahidroxi-4’,6-dimetoxiflavona, tambéem

conhecido como laciniatina, ja isolado na espécie.
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H,CO

Estrutura Quimica de Ps-01:

Laciniatina
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Tabela 1. Dados de RMN de *H (500 MHz), **C (125 MHz) e dados comparativos de
RMN *3C da substancia Ps-01, com dados da literatura (LIRA, 2009) registrados em

Sousa, J.C.F. Estudo Fitoquimico de Piptadenia stipulacea

CD3OD (6 em ppm e J em Hz).

6C 6H &C (Literatura)

Cc
2 149,98 _ 148,82
3 136,99 _ 135,48
4 177,55 _ 176,08
5 150,75 _ 151,66
6 132,27 _ 130,83
7 158,65 _ 157,18
9 153,65 _ 151,36
10 104,95 _ 103,38
17 121,98 _ 121,98
3 156,76 _ 156,76
4 148,78 _ 147,34

CH
8 94,84 6,503 (s, 1H) 93,85
2 112,61 7,844 (d, J=1,5Hz 1H) 111,74
5 116,28 6,911 (d,J=8,5Hz, 1H) 115,52
6’ 122,91 7,715(dd, J=8,5Hz e J=2,0Hz, 1H) 121,71

CH30

CH;0-6 60,98 3,87 (s, 3H) 60,00
CH;O-4 56,52 3,92 (s, 3H) 55,75
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Figura 7. Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de Ps-01
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5.1.2 Identificagao estrutural de Ps-02

A substancia PS-02 apresentou-se na forma de cristais amarelo claro,
soluvel em metanol. Sua identificacdo foi realizada através de analise
espectral dos dados de RMN *H e *3C unidimensionais.

O espectro de RMN 'H (Figura 10; Tabela 2) e suas expansdes
(Figuras 11), revelaram absor¢cdes com o mesmo padrdo de hidrogenacao
gue Ps-01, ou seja: um sistema ABX [0y 7,64 (d, J= 2,0 Hz, 1H), 646,88 (d, J=
8,4 Hz, 1H) e &y 7,66 (dd, J= 2,0 e 8,4 Hz, 1H)], com o anel A
pentasubstituido, devido a presenca de um simpleto em &y 6,43 referente ao
hidrogénio H-8. O espectro de RMN *H (Figura 8, pag. 32) mostrou ainda, trés
outras absorcdes referentes a metoxilas aromaticas.

A andlise do espectro de RMN *3C (Figura 12; Tabela 2) utilizando a
técnica APT, mostrou 17 absor¢des de carbonos, sendo dez carbonos néo-
hidrogenados, quatro carbonos metinicos e trés carbonos metoxilicos,
diferenciando de Ps-01 por apresentar uma metoxila a mais, no caso duas
empedidas estericamente (&c 60,95 e 60,55) e uma desempedida em &c¢
56,53 Um outro valor diferenciado, refere-se ao deslocamento em &¢ 139,24,
sugerindo que o carbono 3 esta substituido por uma metoxila e ndo por uma
hidroxila.

Assim, comparac6es realizadas entre os dados espectrais de RMN **C
de Ps-01 e Ps-02 bem como, com os dados da literatura (Lira, 2009), (Tabela
2), permitiram a determinacdo estrutural de Ps-02, como sendo a 4'5,7-
trinidroxi-3',6-dimetoxiflavona, também conhecida como jaceosidina, ja

descrita na espécie.

Estrutura Quimica de Ps-02:

Jaceosidina
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H (500 MHz), *C (125 MHz) e dados
comparativos de RMN *3C da substancia Ps-02, com dados da literatura
(LIRA, 2009) registrados em CD30OD (6 em ppm e J em Hz).
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&C SH 5C (Literatura)

C

2 157,84 _ 155,84

3 139,24 _ 138,03

4 180,23 _ 178,58

5 152,92 _ 152,92

6 132,53 _ 132,24

7 158,63 _ 159,77

9 153,65 _ 152,50

10 106,34 _ 104,62

1 122,86 _ 121,58

3 148,88 _ 148,18

4 151,05 _ 150,48
CH

8 95,02 6,43 (s, 1H) 95,02

2’ 112,85 7,64(d,J=2,0Hz1H) 112,68

5 116,40 6,88(d,J=8,4Hz,1H) 116,37

6’ 123,66 7,66(dd,J=8,5Hz e J=2,0Hz, 1H) 122,82

CHO;

CH;0-3 60,55 3,90 (s, 3H) 60,42

CH;0-3 56,53 3,85 (s, 3H) 56,42

CH;O-6 60,95 3.75 (s, 3H) 60,53
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5.2 Constituintes quimicos isolados da fase Acetato de Etila (FATE)

de P.stipulaceae
5.2.1 Identificacéo estrutural de Ps-03 e PS-04

A substancia apresentou-se como um p6 amarelo escuro solavel em
metanol e de acordo com o0s reagentes especifico apresentou caracteristicas
de esqueleto flavonoidico.

Andlise espectral de RMN de **C (Figura 13) utilizando a técnica BB
mostrou a auséncia de carbonos quaternarios em virtude da quantidade da
amostra enviada para a confeccdo dos respectivos espectros. No estudo
detalhado do espectro de carbono 13, através da técnica DEPT 135 (Figura
14), observou-se a presenca de picos entre a regidao 130,8 e 94,5 ppm
caracteristicos de carbonos sp? metinicos e picos em 61.1 ppm caracteristicos
de carbono metoxilico em regido com impedimento estérico que pela
intensidade dos sinais sugere tratar-se de uma mistura de dois flavonoides.

O espectro de RMN de *H (Figura 15) mostra a presenca de 2 sistemas
AA’'BB’ com absorcdes 6 6,93 (d, J=8.8 Hz, 2H); & 6,91 (d, J=9 Hz 2H) & 8.08
(d, J=8,9; Hz, 2H) e 6 7.82 (d, J= 8.8 Hz, 2H) compativeis com hidrogénios
3'/5’ e 2’/6’ do anel B de flavonoides, sugerindo assim uma substituicdo em C-
4’ em ambas as estruturas em analise. Esse mesmo espectro observa-se trés
simpletos em (d): 6,50; 6,56 e 6,70 compativel com hidrogénio 8 do anel A de
flavonoides quando estdo substituidos nas posicdes 5, 6 e 7. Analise do
espectro de HMQC (Figura 16 e 17) nas regibes dos simpletos mostra
correlacdo de &/ © 6,50/94,95 e 6,56/95,53 compativeis com deslocamento
quimico do hidrogénio H-8 do anel A de flavonoides quando estédo
substituidos nas posi¢cfes 5,6 e 7. Andlise da correlacdo do simpleto dH 6,70
com o carbono 6C 103,55 sugere que uma das estruturas em analise, trata-se
de um esqueleto do tipo FLAVONA. Diante essas informacgdes, sugere-se que

as propostas estruturais para o0 composto em analise sao:
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ESTRUTURA PS-03

OH
HO O
oOH
- OCH3

OH O

+

ESTRUTURA PS-04
OH

OH
OCH3

OH O

Objetivando atribuir, inequivocamente, as estruturas acima bem como
os deslocamentos quimicos referentes aos H-8, H-2'/H-6' e H-3'/H-5 e
posicionamento da metoxila de cada estrutura, foi realizado o experimento de
HMBC (Figura 18). Inicialmente, observou-se correlacdo entre d 6,56 (H-8) e
6,50 com os carbonos em 8C 133 e 132, carbonos estes que sustentam os
hidrogénios do carbono metoxilico em &H 3,31 (Figura 19 — expansao do
experimento do HMBC). Diante esses dados sugere-se que ambos 0s anéis
A das estruturas em analises (flavona e flavonol) estariam com metoxila na
posicédo-6, impedida estericamente pela presenca de duas hidroxilas nas

posicbes 5 e 7, ou seja:
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Hipdtese estrutural da flavona

OH
HO o)
OH5C
OH o)
5,7,4’-trihidroxi-6-metoxiflavona (PS-03)
Hipdtese estrutural da flavonol
OH

HO O

OH5C OH

OH o)
3,5,7,4’-tetrahidroxi-6-metoxiflavonol (PS-04)

A proposta estrutural de Ps-03 e Ps-04 ainda teve suas confirmagdes
pela analise detalhada de todos os deslocamentos quimicos de hidrogénio e
carbono realizada no experimento de HMBC (Figura 18, 19 e 20), plotada na
tabela 4.
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Tabela 3. Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) Ps-03 x Ps-04
registrados em CD3OD (6 em ppm e J em Hz).

Ps 03 Ps 04
B¢ By dc 5y

C C

2 166,54 ~ 2 158,80 ~

3 _ B 3 147,08 _

4 170,35 B 4 170,35 B

5 132,01 B 5 133,06 B

7 159,20 B 7 158,80 B

9 154,87 B 9 154.87 B

10 106,05 B 10 105,02 B

ek 123,00 B 1’ 124,01 B

4 162,91 B & 160,77 B
CH

103,55 6,70 (s, 1 H) 3 ~ ~

8 95,53 6,56 (s, 1 H) 8 94,95 6,50 (s, 1H)

2’ 129,60 7,80 (d, J=8,8 Hz, 2H) 2 130,80 8,08 (d, J=8,9 Hz, 2H)
3 117,18 6,93(d,J=8 Hz, 2H) 3 116,47 6,91 (d, J=8 Hz, 2H)
5 117,18 6,93(d,J=8 Hz, 2H) 5 116,47 6,91 (d, J=8 Hz, 2H)
6 129,60 7,80 (d, J=8,8 Hz, 2H) 6 130,80 8,08 (d, J=8,9 Hz, 2H)

OCH;

6 61,09 3,8(s,6 H) 6 61,12 3,8(s,6 H)
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Tabela 4. Correlagdes entre sinais de *H x **C (HMBC) de Ps-03 x Ps-04

registrados em CD3OD (6 em ppm e J em Hz).

HMBC
Ps 03 Ps 04
oy 2JCH 3JCH oy 2JCH 3JCH
H H
6,70 (s, 1 H) C-2 C-10; C-2 _ _ _
6,56 (s, 1 H) C-9; C-10; C-6 8 6,50 (s, 1H) C-2; C-6;,C-10
C-7 C-9
2’ 7,80 (d, J=8,8 Hz, C-2 C-2; C-4 2 8,08 (d, J=8,9 C-2; C-6
2H) Hz,2H)
3 6,93(d,J=8 Hz, C-1; C-3 3 6,91 (d, J=8 C-1’; C-3
2H) Hz,2H)
5 6,93(d,J=8 Hz, C-1’; C-3 5 6,91 (d, J=8 C-1’; C-3
2H) Hz,2H)
6’ 7,80 (d, J=8,8 Hz, C-2 C-2; C-4 6’ 8,08 (d, J=8,9 Hz, C-2; C-6’
2H) 2H)
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Figura 13. Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDs0D).

Figura 14. Espectro de RMN de ' C- DEPT 125° (125 MHz, CD3;0D) de Ps-
03+Ps-04
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Figura 15. Espectro de RMN de *H de Ps-03+Ps-04 (500 MHz, CDs;OD)
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Figura 16. Espectro de RMN de *H x **C — HSQC de Ps-03+Ps-04 (500 MHz,
CD;0D)
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5.3 Contituintes quimicos isolados da fase Hidroalcoolica remanescente
(FHAR) de P.stipulaceae

5.3.1 Identificacao estrutural de Ps-05

A substancia PS-05 apresentou Rf 0,363 (FM: Cloroférmio:metanol- 70:20
e vapores de amobnia), que em CCDA, apoés revelacdo com reagente de
Dragendorff apresentou coloragdo amarelo-tijolo. Sua identificagdo foi feita por
métodos espectrométricos: RMN-'H, e RMN-'C, além de RMN-2D (COSY,
HMBC e HMQC).

Os dados principais que evidenciaram a estrutura em estudo foram obtidos
dos espectros de RMN-'H e *3C. Na regido menos blindada do espectro de RMN-
'H (Figura 21) evidencia-se a presenca do anel indélico pela presenca de uma
dupla de dupleto e uma dupla de tripletos na regido de aromaticos, na faixa em
torno de 6 7-8 (ERDELMEIER et al., 1991). Esses sinais foram identificados em
67,59 (d, J=8,1 Hz), 67,38 (d, J=8,0 Hz), 67,20 (s), 6 7,13 (t, J= 7,0 Hz) e 6 7,05
(t, J=7,0 Hz). Esses dados evidenciam um padrdo de substituicdo representado

pela estrutura abaixo:

No espectro RMN-*C-BB e APT (Figura 22 e 23) observou-se 0 mesmo
padrdo de assinalamento dos nlcleos de 'H referentes aqueles encontrados na
literatura quando comparados ao nucleo INDOL, ou seja, trés atomos de carbono
ndo hidrogenados sp?, C-3 (3C 110,0) e C-8 (3C 138,6), C-9 (5C 128,3), cinco
carbonos metinicos sp? em 8C 124,5; 5C 122,9; 5C 120,3; 5C 119,1 e 5C 112,7
que de acordo com os experimentos de HSQC (Figura 24, 25 e 26) teve sua
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proposta estrutural corroborada ao mostrar correlagbes a uma ligacdo com seus
respectivos hidrogénios (Tabela 5).

Andlise detalhada do espectro de RMN de 'H (figura 21) observa-se
absorcdes na regido 6H 3,45-3,15 caracteristico de grupamento —CH,CH,N-CHg,
absorcdes estas com integracdo para dois hidrogénios levando a sugerir as

seguintes propostas estruturais para Ps-05:

o

NH

~

Estrutura 1 Estrutura 2

Do ponto de vista de estabilizacado relativa dos intermediarios da reacao, a
formacdo de um carbocéation na posicdo C-2 do nucleo inddlico (através da
entrada de um eletrofilo em C-3) é mais favorecida, visto que essa espécie pode
ser estabilizada por ressonancia pelo par de elétrons ndo compartilhado do
nitrogénio, sem comprometimento da aromaticidade do anel benzénico, ao

contrario do que ocorre com a formagéo de um carbocétion em C-3 (Esquema 1).
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Esquema 1. Estruturas de ressonancia dos carbocéations formados com a entrada
de um eletrélito nas posi¢cdes C-2 e C-3 do nucleo inddlico
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Esquema 2. Estruturas de ressonancia eletrénica do Indol.

Dados da literatura ja relatam que a biossintese dos alcaloides inddlicos
originam-se do triptofano via descarboxilacdo, metilacdo e/ou hidroxilacao
especificas do aminoacido. No entanto como nao existe um modelo comum para
a biossintese dos alcaloides indélicos nas plantas que o sintetizam, e visto que a
reatividade do nucleo indol para as reacfes de substituicdes eletrofilicas ocorrem
preferencialmente em C-3, posicdo esta onde ha o sitio de maior densidade
eletrbnica no nucleo indolico (Robert, 1968) (Esquema 2), sugere-se a forma que
o radical N-metil etilamina da estrutura em analise, se liga ao anel inddlico na
posicdo 3. Essa hipétese foi corroborada pela correlacdo no HMBC (J°) do H — 1’
e 1” (3,16 e 3,22) com o C-2 em 124,46 (Figura 30) confirmando que a estrutura
em andlise € o N-metil-indol-1,3-etanamina (estrutura 1), alcaloide inédito na

literatura.
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Objetivando confirmar inequivocamente todos os deslocamentos quimicos

de carbono e hidrogénio de Ps-05, analise detalhada dos dados espectrais da

molécula em estudo pelos experimentos de RMN bidimensionais — HMBC (Figura

27 a 3 e Tabela 4) foram realizados, visto que trata-se de um novo alcaloide

inddlico.

Tabela 5. Dados espectrocopicos de RMN de H e C da Ps-05. Os deslocamentos

quimicos estao apresentados em & (PPM) e as constantes de acoplamento em

(Hz).

HMBC
Sc B “Je “Jeu

C

3 110,11 B B B

8 138,56 B B B

9 128,29 _ _ _
CH

2 124,46 7,20 (s) C-3 C-8; C-9
4 120,28 7,05 (t, J=7,0 Hz) C-5 C-9

5 112,75 7,38 (d, J=8,1Hz) C-4 C-9

6 122,99 7,13 (t, J=7,0 Hz) C-5; C-7 C-8

7 119,06 7,59 (d, J=8,1Hz) C-6; C-8 C-5; C-9
1 23,58 3,16 (t, J= 8,5, 1Hz) C-3; C-2 C-2; C9
2 51,06 3,31 (t, J=8,5, 1HZ) c-1 C-4;C-3
1” 22,23 3,22 (t, J= 8,5, 1Hz) c-2”

2’ 59,46 3,43 (t, J= 8,5, 1H2) c-1” C-2’
CH,

4 33,87 2,69 (s) C-2’

4" 43,81 2,91 (s) c-4” c-2”
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Figura 20. Espectro de RMN de *H de Ps-05 (500 MHz, CD30D)
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Figura 21. Espectro de RMN de *C-BB de Ps-05 (500 MHz, CDs0D)

Figura 22. Espectro de RMN de **C — APT de Ps-05 (500 MHz, CD;0D)

74



Sousa, J.C.F. Estudo Fitoquimico de Piptadenia stipulacea | 75

NN
@.
- S
©

T T T T T T T

Figura 24. Expansdo de espectro de RMN de *H x**C —HMQC de Ps-05 (500
MHz, CD50D)
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Figura 25. Expansdo de espectro de RMN de *H x**C —HMQC de Ps-05 (500

MHz, CD30D)
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Figura 26. Espectro de RMN de *H x**C — HMBC de Ps-05 (500 MHz, CD;0D)
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Figura 27. Expansao do espectro de RMN de *H x **C ~HMBC de Ps-05 (500 MHz,
CDsOD)
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Figura 28. Expansdo do espectro de RMN de *H x **C — HMBC de Ps-05 (500 MHz,
CD50D)
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3.10 ppm

Figura 29. Expanséo do espectro de RMN de *H x *C
— HMBC de Ps-05 (500 MHz, CD30D)

78






Sousa, J.C.F. Estudo Fitoquimico de Piptadenia stipulacea | 80

6. CONCLUSAO

O presente trabalho atingiu o objetivo principal que se fundamentou na
ampliacdo do conhecimento quimiotaxondmico do género Piptadenia,

utilizando as partes aéreas de Piptadenia stipulaceae;

» O estudo fitoquimico da fase cloroférmica de P. stipulaceae levou ao
isolamento e identificacdo de dois flavonoides: 3,3’,5,7- tetrahidroxi-
4’ 6-dimetoxiflavona e 4’,5,7- trihidroxi-3’,6-dimetoxiflavona, ja descritos

na espécie;

» O estudo fitoquimico da fase acetato de etila de P. stipulaceae resultou
no isolamento de uma mistura de dois flavonoides: (5,7,4’ trihidroxi-6-
metoxiflavona e 3,5,7,4-tetrahidroxi-6-metoxiflavonol) inéditos na

espécie.

» O estudo fitoquimico da fase hidroalcoolica remanescente P.
stipulaceae proporcionou o isolamento e identificacdo de um alcaloide

inddlico: N-metil-indol-1,3-etanamina, inédito na literatura.
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