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CATUNDA JUNIOR, Francisco Eduardo Aragdo. Contribuicdo ao conhecimento quimico
e atividade biologica de Piptadenia gonoacantha J.F. Macbr. e Piptadenia rigida Brenan
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RESUMO

O fracionamento cromatografico dos extratos de casca e raiz de Piptadenia gonoacantha
J.F. Macbr., de folhas e sementes de Piptadenia rigida Brenan (Leguminosae) e analise das
fracOes através de técnicas cromatograficas e espectroscopicas conduziu ao isolamento e a
identificacdo de constituintes de diferentes classes de metabolitos. Da casca do caule de P.
gonoacantha foram isolados cicloartenona, cicloartan-25-26-en-3-ona, 24-metilenocicloartanona,
friedelina, 24-metilenocicloartanol, campesterol, sitosterol, estigmasterol, lupeona, lupeol; de raiz
desta planta foram isolados cicloartenol, lupeol, campesterol, sitosterol, estigmasterol, uma
mistura de isoflavonas, 7-hidroxi-5,8-dimetoxi-isoflavona, 7-hidroxi-3’,4’-metilenodioxi-
isoflavona e 7-hidroxi-5,8,4’-trimetoxi-isoflavona, além de duas fracdes ricas em ésteres
metilicos. Dos extratos de folhas de P. rigida foram isolados dois poliprendides,
(6E,10E,14E,18E,22E)-2,6,10,14,18,22-hexametiltetracosa-2,6,10,14,18,22-hexeno e
(2E,6E,10E,14E,18E)-3,7,11,15,19,23-hexametiltetracosa-2,6,10,14,18,22-hexen-1-ol, fitol e o
monoterpeno loliolideo; de sementes de P. rigida foram identificados um triacilglicerol, uma
mistura de &cidos graxos, aléem do alcaldide indolico bufotenina e o carboidrato pinitol. As
estruturas foram determinadas através da analise de dados fornecidos por espectrometria na regido
do infravermelho, RMN *H e 3C (técnicas 1D e 2D), de massas incluindo CG-EM e CL-EM-ESI
das substancias naturais.

Além da extracdo de 6leos de folhas de P.rigida e P.gonoacantha usando hidrodestilacdo,
utilizou-se fluido supercritico com CO, como solvente. Foram testadas diferentes condigdes
operacionais, variando-se principalmente a temperatura (40 a 80 °C) e a pressdo (100 a 200 bar),
de modo a buscar os melhores resultados em termos de rendimento e composicdo do 6leo
extraido. Os melhores rendimentos na extracao de 6leo de folhas destas plantas foram de 0,73% a
60 °C e 200 bar, e 1,31% a 80 °C e 200 bar, respectivamente. A analise dos tempos de retencgéo,
espectros de massas e analise do espectro de RMN H permitiu identificar a presenca de varios
constituintes; tendo como constituintes majoritarios presentes no 6leo de P.rigida N-butil-
benzeno-sulfonamida (em diferentes condicGes de extracdo) e seu derivado, além dos esterdides
sitostenona, sitosterol, estigmasterol, 4,22-estigmastadien-3-ona, dos triterpenos lupeol,
friedelliana, dentre outros. Ja& no 6leo de P. gonoacantha o principal constituinte foi N-butil-
benzeno-sulfonamida (a 40° e 100 bar), apesar da semelhanca do espectro de RMN 'H, os
esteroides e triterpenos foram extraidos em diferentes condigdes.

Realizaram-se analise de teor de fendis totais e taninos além de propriedades bioldgicas
como antibacteriana e antifungica de extratos de P. rigida e P. gonoacantha. Desta analise
verificou-se que Staphylococcus aureus foi mais sensivel ao extrato PGRMA (fracdo em acetato
do extrato metandlico de raizes de P. gonoacantha) rica em fendis totais e taninos.

Como atividade adicional, preparou-se um novo derivado da quercetina tendo um grupo
fenil-2,6-dinitro-4-trifluorometila usando a rutina como material de partida. Os resultados da
atividade antiflngica deste derivado contra C. albicans foram bastante significativos.

Palavras-chave: Piptadenia rigida, P. gonoacantha, constituintes quimicos, 6leo das folhas, C.
albicans, N-butil-benzeno-sulfonamida, Leguminosae.
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ABSTRACT

The chromatographic fractionation of bark and roots extracts of Piptadenia
gonoacantha J.F. Macbr., and from the leaves and seeds of Piptadenia rigida Brenan
(Leguminosae) besides the fractions analysis by chromatographic and spectroscopic
techniques allowed to the isolation and identification of many constituents belonging to
different metabolite classes. From the bark of P. gonoacantha cicloartenone, cicloartan-25-
26-en-3-one, 24-metilenecicloartanone, friedelin, 24-metilenecicloartanol, campesterol,
sitosterol, estigmasterol, lupeone, and lupeol were isolated; from the roots of this plant the
cicloartenol, lupeol, campesterol, sitosterol, stigmasterol, a mixture of isoflavones, 7-
hydroxy-5,8-dimethoxy-isoflavone,  7-hydroxy-3’,4’-metilenedioxy-isoflavone and 7-
hydroxy-5,8.,4’-trimethoxy-isoflavone were identified, besides two fractions rich in methyl
esters. From the leaves extracts of P. rigida two poliprenoids, (6E,10E,14E,18E,22E)-
2,6,10,14,18,22-hexamethyltetracos-2,6,10,14,18,22-hexene  and  (2E,6E,10E,14E,18E)-
3,7,11,15,19,23-hexamethyltetracos-2,6,10,14,18,22-hexen-1-ol, phytol, and the monoterpene
known as loliolid; from the seeds of P. rigida a triacilglicerol, a mixture of fat acids, besides
the indolic alkaloid bufotenine and carbohydrate pinitol. The structures were proposed on the
bases of IR, *H and *C NMR, GC-MS and LC-MS espectrometric analysis and comparison
with literature data.

Besides the extraction of oils from the leaves of P.rigida e P.gonoacantha by
hidrodestillation, and supercritical fluid with CO> as solvent were used. Different operational
conditions were tested, varying the temperature (40, 60 and 80 °C) and pressure (100, 150 and
200 bar), to find the best yields in the extracted oil composition. The best rendiment in this
extraction were 0,73% at 60 °C/200 bar, and 1,31% at 80 °C/200 bar, respectively, for the
both plants, P. rigida and P. gonoacantha. The retection time, mass and 'H NMR spectra
analysis, allowed to identify various constituents. The principal constituents in the P.rigida oil
were N-butil-benzeno-sulfonamida (at different extraction conditions) its derivatives, besides
some steroids such as sitostenone, sitosterol, estigmasterol, 4,22-estigmastadien-3-one, the
triterpenes lupeol, friedelin, together other ones. In the P. gonoacantha oil, the principal
constituent was N-butil-benzeno-sulfonamida (at 40°/100 bar), despite the similarity between
the 'H NMR of the both plant oils the steroids and triterpenes were extracted in different
conditions.

The total phenols and tannins, besides biological activities such as antibacterial and
antifungal activities of the P. rigida and P. gonoacantha extracts were evaluated. In these
analysis was observed that Staphylococcus aureus was more sensible to the PGRMA (Ethyl
acetate Fraction from the methanolic extract from the roots of P. gonoacantha), that is rich in
total phenols and tannins.

As an additional activity, a new quercetin derivative with phenil-2,6-dinitro,4-
trifluormetil was prepared using the rutin as starting reagent material. The antifungal activity
against C. albicans was more significant.

Key words: Piptadenia rigida, P. gonoacantha, chemical constituents, leaves oil, C. albicans,
N-butil-benzeno-sulfonamida, Leguminosae.
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I. INTRODUCAO

O estudo de plantas tem se tornado cada vez mais comum para diversas areas do
conhecimento devido a sua ampla utilizacdo que compreende a alimentagcdo, produtos
medicinais e outras aplicacdes industriais (SIMOES et al., 1999). Conhecer a composi¢io
quimica das plantas permite fazer aplicacfes mais seguras de suas potencialidades quimicas e
bioldgicas.

Dentre os diversos usos que as plantas possuem, é inegavel que o uso medicinal é um
dos mais conhecidos e relevantes. Farmacos amplamente utilizados em muitas parte do
mundo sdo de origem natural, ou seja, foram descobertos a partir do estudo de partes de
plantas e seus insumos, como por exemplo: o taxol, um antitumoral; a morfina e a codeina,
analgeésico narcético; vinbrastina e vincristina, alcaloides antineoplasicos da vinca; colchicina,
um anti-inflamatorio, além de muitas outras substancias naturais com eficacia terapéutica
confirmada cientificamente (TESKE & TRENTINI, 1995; FILHO & YUNES, 1998;
SIMOES et al., 1999). Também é importante ressaltar que o conhecimento da estrutura
molecular de substancias naturais serve de modelo para o desenvolvimento substancias
sintéticas com melhor potencial terapéutico que aquelas que lhes serviram de origem (BRAZ-
FILHO, 1994).

A quimica de produtos naturais se dedica a estudar a composicdo quimica de
organismos Vivos, sendo a flora uma das fontes de maior abundancia. A quimica de produtos
naturais conta hoje com novos recursos instrumentais e técnicas espectroscopicas que
facilitam a identificacdo, determinacdo e quantificacdo de substancias de origem natural
(CECHINEL FILHO, 1995; FILHO & YUNES, 1998). Contudo, a qualificacdo de recurso
humano para tal realizacdo continua sendo indispensavel. Considerando a riqueza estrutural
das substancias de origem natural, se faz importante ter conhecimento sobre a
guimiotaxonomia, sistematica e botanica (BRAZ-FILHO, 1994). Esse conhecimento faz total
diferenca no trabalho do pesquisador de produtos naturais que se dedica a elucidacdo
estrutural de moléculas complexas.

No estudo da fitoquimica uma séries de informacgfes sdo unidas para corroborar na
identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes na espécie estudada, uma vez que oS
metabolitos primarios sdo estudados pela bioquimica. Desta forma, a correta identificacdo

boténica é imprescindivel, uma vez que o conhecimento prévio do grupos taxondmicos da



familia e do género, serdo ferramentas valiosas para guiar a identificacdo dos metabdlitos
(BRAZ-FILHO, 1994).

O isolamento dos metabolitos secundario de plantas pode ser conduzido por
metodologias da fitoquimica classica, das quais a cromatografia estd inclusa em uma ou mais
etapas, ou métodos mais atuais como por exemplo as extracGes usando solventes no estado
supercritico (REVERCHON, 1997). A escolha por uma técnica de extracdo mais seletiva
contribui para o menor tempo de bancada para obtencdo dos constituintes de interesse e
menor consumo de solventes poluentes, além de outras vantagens que sdo caracteristicas de
cada técnica.

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundario, apenas 0s
componentes majoritarios sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica
(FILHO & YUNES, 1998). Muito frequentemente, sdo esses componentes majoritarios, com
suas estruturas moleculares corretamente identificadas e com pureza elevada, que costumam
ser testados em ensaios biologicos preliminares. No entanto, para uma compreensao mais
aprofundada do potencial bioativo da substancia é necessario varios ensaios biologicos, in
vitro, in vivo, dentre outros, o que torna o caminho do metabdlito secundario até a obtencéo de
um farmaco longo e oneroso e multidisciplinar (SIMOES et al., 1999).

AvaliacGes bioldgicas de extratos e fragdes pode ser usado como aliado na busca de
substancias bioativas, uma vez que se prioriza 0s extratos e fraces com melhores resultados
frentes aos ensaios. Contudo, um estudo que atende ao isolamento de substancias
responsaveis pela acdo bioativa do material de partida, deixa de contribuir para o
conhecimento mais amplo da quimica de espécie, consequentemente, género e familia
(BRAZ-FILHO, 1994).

Dentro deste contexto estdo as atividades desenvolvidas neste trabalho com as quais
viemos complementar o estudo quimico de espécies vegetais cuja quimica ainda é pouco
conhecida e cujas informacgBes da literatura permite observar que partes das espécies
envolvidas, Piptadenia rigida e Piptadenia gonoacantha (Leguminosae), ainda ndo foram

estudadas.

I.1. Generalidades sobre a familia Leguminosae

Em publicacdes recente o termo Fabaceae aparece como substituto de Leguminosae, e
sendo dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae,

compreendendo cerca de 650 géneros e 18000 espécies (OLIVEIRA, 1999). Fabaceae é a
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segunda maior familia de plantas medicinais, contendo mais de 490 espécies de plantas
medicinais, a maioria dos quais foram utilizadas como medicamentos tradicionais. Existem 31
espécies de plantas medicinais plantas pertencentes a 20 géneros da familia Fabaceae que
foram descrita na farmacopéia chinesa, bem como numerosas espécies que sdo incluidas na
farmacopéia japonesa. Estas espécies possuem importantes propriedades medicinais e tém
sido amplamente utilizados como componentes de produtos farmacéuticos. Além disso,
materiais vegetais provenientes de cerca de 290 especies pertencentes a 100 géneros da
familia Fabaceae foram relatados para ser toxicos. A identificacdo das diferentes espécies de
Fabaceae é dificil quando baseada exclusivamente em caracteristicas morfoldgicas, além
disso, algumas limitacdes na taxonomia tradicional impedem esta técnica de reunido das
espécies devido as exigéncias complicadas de reconhecimento (GAO et al., 2010).

Espécies pertencentes a familia Fabacea (Leguminosae) estdo difundidas pelas regies
tropicais e subtropicais do planeta, incluindo as zonas aridas ou semi-aridas; somente poucas
espécies estendem-se distintivamente em zonas temperadas (CRONQUIST, 1981;
MABBERLEY, 1997). As plantas desta familia se apresentam como grandes arvores de matas
tropicais, arbustos, ervas anuais ou perenes e trepadeiras (CARDOZO, 2006).

Os géneros de Mimosoideae relatados no Brasil sdo Mimosa, Acacia, Calliandra,
Inga, Pithecellobium, Prakia, Piptadenia e Stryphnodendron muitos deles de valor medicinal,
(BARROSO, 1991; GOMES, 2002). O género Piptadenia pertence a subfamilia
Mimosoideae, que apresenta cerca de 64 géneros e aproximadamente 2.950 espécies, (DI
STASI et al., 2002) distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e calido-temperadas do
globo (CARDOZO, 2006).

1.2. Género Piptadenia

No género Piptadenia sdo descritas aproximadamente oitenta espécies tropicais
comumente encontradas na América Sul. No Brasil, as espécies sdo encontradas em todas as
regides do pais, com relatos nos estados de Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso,
Minas Gerais, Paraiba, Parand, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e S&o
Paulo (LORENZI, 1992; RIZZINI, 1998). As espécies sdo popularmente conhecidas como
angico, angico branco, angico do campo, angico roxo, angico vermelho, angico bravo, angico
preto angico rajado e angico de cerrado. Ja na Argentina e Paraguai as espécies sdo
conhecidas como cebil, cebil colorado e cebil ita (CORREA, 1984; RIZZINI, 1998). As

principais utilizacbes das espécies de Piptadenia sdo na obtengdo de substancias tanantes para
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a industria de curtumes, na construgdo naval e civil devido a madeira dura e pesada, producao
de lenha e carvao, além do uso na recuperacdo ambiental, pois cresce muito bem em solos
pobres e degradados (CORREA, 1984; RIZZINI, 1998; CARDOZO, 2006).

Piptadenia é considerado um género ndo homogeénio, e varias tentativas foram feitas
no sentido de fragmenta-lo em outros géneros menores, contudo, ndo se conseguiu uma
discriminacdo capaz de satisfazer a maioria dos estudiosos. Brenan realizou um cuidadoso e
elaborado tratamento com base em informacgdes atribuidas por estudo dendroldgico
(classificagdo boténica fundamentada em critérios sistematico, caracteristicas das folhas,
flores, frutos, sementes e tronco) que organizou algumas espécies nos géneros Anadenanthera
Speg., Pityrocarpa (Benth.) Britt. & Rose. e Piptadenia Benth. Estes géneros sdo adotados na
literatura, porem ndo se deve esquecer que Brenan se vé forcado a valer-se de caracteres
insignificantes, como pilosidade e forma de semente para separar alguns dos géneros que
admite (HARBONE, 1971).

Por outro lado, os botanicos brasileiros tém considerado como Piptadenia sensu stricto
Brenan. A P. rigida foi classificada como pertencente a familia Leguminosae-Mimosoideae
(CORREA, 1984; LORENZI, 1992) e mais recentemente como Familia Fabaceae (MORIM,
2010).

A classificacdo por subgénero tambeém pode confundir, uma vez que, pode-se
encontrar na literatura uma mesma espécie com varios nomes diferentes. Piptadenia
gonoacontha também é denominada Acacia gonoacantha Mart., Piptadenia communis Benth.
ou Pityrocarpa gonoacantha (Mant.) Brenan. J& a Piptadenia rigida Benth apresenta outros
nomes como Acacia angico Mart., Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan ou Piptadenia

rigida Var. Grandis Linn.

1.3. Historico

As espécies de Piptadenia tem sido usada muito antes da chegada dos europeus as
Américas. Ha relatos na literatura do uso de espécies do género Piptadenia por nativos das
ilhas do Caribe desde a época do descobrimento do novo continente, como foi relatado por
Ramon Pane da caravana de Colombo. A inalacdo do derivado narcético usado pelos nativos
em cerimonias para suposta comunica¢do com o poder invisivel. O derivado narcético era
obtido a partir de espécie Piptadenia peregrina, a qual ¢ uma fonte dos alcaloides
(STROMBERG, 1954).



Os primeiros estudos da composi¢cdo quimica deste género sdo fundamentados nos
interesses e aplicacdes industriais (CARDOZO, 2006), uma vez que a madeira era usada para
construcdo civil, naval, producdo de lenha e carvdo, além da extracdo de taninos para o
curtume. Assim sendo, os taninos foram uns dos primeiros constituintes descritos nas espécies
de Piptadenia. As espécies P. cebil (ZELADA & CONI, 1915), P. chysostachys (DEFORGE
et al., 1929) e P. rigida (PRIMO, 1945) foram estudadas quanto seus contetdos de taninos
para uso industrial. O estudo de P. cebil também conduziu a identificacdo do composto
fendlico catecol (ZELADA & CONI, 1915).

Propriedades adesivas de gomas exsudadas de espécies de Piptadenia foram estudadas
(SCHNEIDER, 1937), e as mesmas apresentaram propriedades antitussigenas confirmando,
assim, o uso popular (RANGEL, 1943).

I.4. Composic¢ao quimica do género Piptadenia

A quimica da familia Leguminosae, também chamada de Fabaceae, é uma das mais
ricas do flora mundial. A subfamilia Mimosoideae € uma boa representante da familia, uma
vez que, possui na quimica de suas espécies varias classes de substancias, dentre essas
flavonoides e alcaloides que séo tidos como marcadores taxonémicos da familia (HARBONE,
1971; CARDOZO, 2006).

O estudo dos constituintes quimicos de espécies do género Piptadenia teve inicio na
década de 1950, motivado pelo a sua utilizacdo por tribos de indios da América do Sul e
Caribe no preparo de rapé contendo sementes de P. peregrina e outras plantas (HENKER &
HUSTON, 1950; STROMBERG, 1954). O primeiro constituinte quimico isolado de uma
espécie do género Piptadenia foi um alcaloide inddlico, conhecido como Bufotenina (5-
hidroxi-N,N-dimetiltriptamina, 1), o mesmo foi obtido das sementes de P. peregrina
(STROMBERG, 1954). Os alcaloides indolicos sdo derivados do triptofano, fato que
corrobora a caracteristica da familia de ser bioprodutora de alcaldides derivados de
fenilalanina, tirosina e triptofano, entre outros (HARBONE, 1971).

A presenca de alcaloides nas espécies de Piptadenia também conduziu o estudo das
propriedades estimulantes de extrato aquoso de P. peregina (RAYMOND-HAMET, 1956),
assim como as propriedades psicotropicas e alucinantes de P. peregrina (DELAVEAU,
1960). O derivado narc6tico “yopo” obtido da mesma espécie também foi investigado € a

detecgdo de alcaldides no mesmo foi confirmada (D’ALCONTRES & CUZZODREA, 1957).
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Posteriomente, varios estudos com espécies de Piptadenia foram realizados revelando
a presenca de alcaloides em outras partes da planta. O estudo das espécies P. peregrina e P.
macrocarpa revelaram a presenca de bufotenina (1), 6xido de bufotenina (I1) e 6xido de N,N
dimetiltriptamina (I111) nas sementes e vagens e N,N dimetiltriptamina (1) nas vagens (FISH
et al., 1955). As cascas de P. peregrina, coletada no Brasil, forneceram a N-metiltriptamina
(V), 5-metoxi-N-metiltriptamina (V1) e 5-metoxi-N, N-dimetiltriptamina (VII) (LEGLER &
TSCHESCHE, 1963). O alcaloide bufotenina (I) também foi encontrado na semente de outras
espécies de Piptadenia, como a P. colubrina Benth (PACHTER et al., 1959) e a P. falcata
(GIESBRECHT, 1960).

Espécies de Piptadenia coletadas na Argentina conduziram ao isolamento de
bufotenina (1) e a N,N-dimetiltriptamina (111) das sementes e vagens de P. macrocarpa, 6xido
de bufotenina (1) das sementes e 5-metoxi-N-metiltriptamina (V1) das cascas da mesma
espécie. De P. excelsa foram identificados bufotenina (I) e 6xido de bufotenina (I1) nas
sementes e vagens, e a N, N-dimetiltriptamina (I11) das vagens. Contudo, trabalhos de
prospeccao quimica com P. paraguayensis (casca, sementes e vagens), P. rigida (sementes) e
P. viridiflora (sementes e vagens misturadas) revelaram teste negativo para alcaloides
(IACOBUCCI & RUVEDA, 1964; CARDOZO, 2006). A auséncia de alcaloides em sementes
também foi observada nas espécies P. africana (PARIS et al., 1967) e P. paniculata (FISH et
al., 1955) através de testes para alcaloides.

Estudo realizado com cinco espécies de Piptadenia permitiu determinar a presenca de
bufotenina (1) as sementes de P. contorta e P. moniliformsis e conduziu ao isolamento do
alcaloide teobromina (VI111) presente nas sementes de P. leprostachya (YAMASATO et al.,
1972). Rendimento de 0,5% de bufotenina foi obtido das sementes de P. macrocarpa
(RENDON & WILLY, 1985). As sementes dessa espécie podem ser usadas como uma fonte
natural de obtencdo desse alcaloide.

A presenca de outros constituintes quimicos, além dos alcaloides (I, Il e 111), também
foram registrados nas nas vagens e cascas de P. peregrina como taninos, polifendlicos,
catéquicos (PARIS et al., 1967; FELLOWS & BELL, 1971).

O estudo da madeira de P. macrocarpa resultou no isolamento de flavonoides,
esteroides e triterpenos: dalbergina (1X), kuhlmanina (X), lupeona (XI), lupeol (XII),
sitosterol  (XI11), PB-glicosil-sitosterol (XI1V), 3,3’4’8-tetraidroxiflavanona (XV) 3,4-
dimetoxidalbergiona (XVI) (MIYAUCHI et al., 1976). Da casca do caule dessa espécie



isolado o fisetinidol-3-O-B-D-xilopiranosideo (anadantosideo, XVII), um flavonoide
considerado o constituinte majoritario nas cascas (PIACENTE et al., 1999).

Esterdides, heterosideos e taninos foram detectados nas cascas do caule de P.
columbrina (BULHOES et al., 1976). O caule dessa espécie é rico em taninos e as cascas de
produz um exsudato com caracteristica de goma, do qual foram isolados monossacarideos e
heteropolisacarideos. O exudato é relatado por apresentar propriedades medicinais, sendo
utilizado no tratamento de problemas respiratérios (DELGOBO et al.,1997; et al., 1999).

A espécie P. rigida, também conhecida como Parapiptadenia rigida, forneceu a
7,8,3 .4 tetraidroxiflavanona (XVI1I1, ALVES et al., 2003). Outros constituintes quimicos de
maior polaridade, dessa mesma espécie, foram posteriormente isolados do extrato etandlico de
como as proantocianidinas: 4°,3’’-di-O-metilapocynin-B (XIX), 4’,3”’-metilapocynina-D
(XX), epigalocatequin-3-O-ferulato (XXI), 4’-O-metilepigalocatequin-3-O-ferulato (XXI1),
4’-O-metilepigalocatequin-3-O-galato (XXIII), 4’-O-metilepicatequin-3-O-galato (XXIV),
epicatequin-3-O-galato (XXV), epigalocatequin-3-O-galato (XXVI1), 3’-O-metilepicatequina
(XXVII), 4’-O-metilepigalocatequina  (XXVIII), 4’-O-metilgalocatequina  (XXIX),
epigalocatequin-(4p—8)-4’-O-metilgalocatequina (XXX), epicatequin-(4p—8)-4’-0O-
metilgalocatequina  (XXXI),  4’-O-metilgalocatequina-(4a—8)-4’-O-metilgalocatequina
(XXXI1) e epigalocatequin-(4p—38)-epigalocatequin-3-O-galato (XXXIIIl) (SCHMITD,
2009).

No extrato da casca do caule em CH:Cl.:MeOH de Piptadenia africana foram
encontrados piptadenol A (XXXIV), B (XXXV) e C (XXXVI); 5,6-dimetoxi-7-
hidroxiflavona (XXXVII), antiquol B (XXXVII1), sitosterol (XI11), B-amirina (XXXIX),
acido betulinico (XL), colesterol (XLI), 24-(S)-estigma-5,22-dien-3-p-O-glucopiranosideo
(XLIT), gliceril-1-hexacosanoato (XLII1), 4°,7-diidroxi-5-metoxi-flavona (XLIV), e eicosano
(XLV) (MBOUANGOUERE et al., 2007, 2008).

O estudo fitoquimico de galhos de Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr.
(Leguminosae-Mimosoideae), comumente conhecida como “pau jacaré”, forneceu sitosterol
(XI1), estigmasterol (XLV1), o éster N-benzoilfenilalaninato de 2-N-benzoil-3-fenilpropila,
conhecido como asperfenamato (XLVII), 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol (XI1V), além de
trés flavonoides, apigenina (5,7,4’-triidroxiflavona, XLVIII), 5-metoxiapigenina (XLIX) e
7,4’-diidroxi-5,3’-dimetoxiflavona (L). Das folhas isolaram-se galato de metila (LI) e dois
flavonoides, 8-C-glicopiranosil-5,7,4’-triidroxiflavona e  6-C-glicopiranosil-5,7,4’-



triidroxiflavona, conhecidas como vitexina (LII) e isovitexina (LII1) (CARVALHO et al.,
2010).

A parte aérea de Piptadenia stipulacea foi extraida com etanol e submentida a particdo
liquido-liquido com hexano e acetato de etila. O fracionamento da fase em acetato de etila
forneceu o flavonoéide identificado por FGAL (7,5,4’-triidroxi-6,3-dimetoxi-flavonol, LIV)
(QUEIROZ et al., 2010).

A investigacdo fitoquimica das raizes de Piptadenia rigida Benth., Fabaceae,
conhecida como "angico", forneceu sitosterol (XII1), betulina (LV), lupeol (XII), chalcona
isoliquiritigenina (LVI), os flavonoides 7,8,3'4'-tetraidroxiflavanona (XVIII), 7,4'-
diidroxiflavona (LVII), 7,3'4'-triidroxiflavona (LVII), 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido
(L1X) e metil-3,4-di-hidroxi-benzoato (LX). Ambas as flavonas também foram isoladas a
partir dos ramos desta planta (CARVALHO et al., 2011).
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1.5. Atividade Bioldgica

Desmarchelier e colaboradores realizaram ensaios diversos, in vitro, com extratos de
cascas de Anadenanthera macrocarpa Brenan (Fabaceae). Avaliou-se o potencial reativo
antioxidante total (TRAP) de extratos aquoso e metanolico através da monitorizacdo da
intensidade da quimiluminescéncia do luminol (CL), usando 2,2’-azo-bis (2 amidinopropano)
como uma fonte de radical peroxila. A atividade, medida em equivalentes de concentracédo
Trolox, observada para o extrato metandlico de A. macrocarpa foi de TRAP= 3028 (+/-) 95
mM, considerada significativa. A peroxidagéo lipidica foi avaliada por meio da producgédo de
acidos tiobarbitarico (TBARS) e quimiluminescéncia (CL) iniciada por hidroperéxido de
figado de rato homogeneizados. A maior atividade foi observado no extrato aquoso de A.
macrocarpa foi Clsg 54 ug/mL. Os extratos de A. macrocarpa também reduziram a formacao
do hidroperéxido (CL), mostrando uma Clsg de 2,0 ng/mL. O dano DNA-acUcar induzido por
sais de Fe (1) também foi utilizado para determinar a capacidade dos extratos para reprimir a
degradacdo radical hidroxila mediada de DNA. foi observada no extrato metandlico de A.
macrocarpa alta atividade de reducdo da oxidacdo do DNA, mostrando uma Clso 47 pg/mL
(DESMARCHELIER et al, 1999).

Em estudos experimentais com plantas cianogénicas em bovinos Tokarnia e col.
investigaram a intoxicacdo causada pela ingestdo de folhas de Piptadenia macrocarpa
(Anadenanthera macrocarpa) e Piptadenia viridiflora. Foi observado que folhas frescas de P.
macrocarpa apresentaram grau de intoxicacdo maior que folhas maduras. Com folhas secas
observou-se que sua toxicidade foi perdida lentamente dentro de poucos meses. Tanto as
folhas frescas quanto as secas de Piptadenia viridiflora mostraram efeitos toxicos semelhantes
a P. macrocarpa (TOKARNIA et al, 2002). Silva e col. relatam intoxicag0es causadas por
plantas cianogénicas como Anadenanthera colubrina var. cebil (Piptadenia macrocarpa), na
regido do Serido, estado do Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2006).

Os estudos experimentais com plantas cianogénicas mostraram que em coelhos a dose
letal de Piptadenia viridiflora e macrocarpa foi 6 g/kg para folhas dessecada coletadas na
fase de brotacdo de 2 e 5 meses antes dos experimentos, respectivamente. Os sintomas
observados nos coelhos que foram intoxicados pelas folhas secas de P. macrocarpa, P.
viridiflora foram neuromuscular (BRITO et al., 2000).

Em ensaio antimicrobiano o extrato metandlico da casca de Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan Fabaceae (50 mg/mL) apresentou atividade contra Staphylococcus aureus,
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Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Micrococcus luteus, sendo que o efeito de
inibicdo do crescimento de S. aureus e epidermidis foi maior ou igual ao apresentado pelo

cloranfenicol (40 pg/ml), usado como controle positivo no ensaio (SOUZA et al., 2004).

Moretdo e col. estudaram os efeitos imunomoduladores e anti-tumoral de um
heteropolissacarideo &cido contendo principalmente galactose e arabinose (ARAGAL),
isolado da goma da leguminosa Anadenanthera colubrina (Angico Branco). Considerando
que a ativacdo de macrofagos peritoneais de camundongos in vitro e in vivo, aumenta a
capacidade fagocitica e producdo de anion superoxido. Foram avaliados os efeitos bioldgicos
da ARAGAL, sob a capacidade de gerar macrdfagos peritoneais, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-q@), producéo e efeito antitumoral contra Sarcoma 180 (S-180). Macr6fagos tratados in
vitro por 18 horas com ARAGAL, foram capazes de matar células do sarcoma 180 como
observado por suas estruturas dentro do citoplasma de macrofagos. ARAGAL (100 mg / kg)
apresentou atividade anti-tumoral contra S-180 em ascite ou tumores solidos sendo, a inibigdo
tumoral de 63 e 38%, respectivamente (MORETAO et al., 2004).

Monteiro e col. avaliaram a concentragdo de taninos nos periodos chuvosos e de seca
da espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan da regido semi-arida do estado de
Pernambuco, e observaram que o teor de taninos na casca e folhas dessa espécie foi maior
durante a estacdo seca (MONTEIRO et al., 2006).

As atividades antiprotozoario e citotoxica de extrato metandlico 80%, de casca e caule
de Piptadenia africanum apresentaram boa atividade contra Trypanosoma cruzi e
Trypanosoma brucei brucei com valores Clsp de 40 £ 11 e 70 = 1,7 pg/mL,
respectivamente, e foi o extrato mais citotoxico contra linhagens de células MRC-5 (CCsg
<0,25 ng/mL), sem seletividade (MESIA et al., 2008).

Em ensaio realizado in vitro contra Plasmodium falciparum, resistentes a cloroquina
FcB1, as substéncias (+) catequina -5-galato (2) e (+) catequina-3-galato (3) isoladas de
Piptadenia pervillei apresentaram alta atividade inibitéria com valores de Clsp =1,2 n M e 1,0
u M, respectivamente, e nenhum efeito citotoxico significativo foi observado contra células
embrionarias de pulmdo MRC-5 para valores de Clso > 75 p M (RAMANANDRAIBE et al.,
2008, KAUR et al., 2009).

Foi isolado de P. adiantonides o Cochliobolus sp. um fungo endofitico (UFMG-CB-
555) que pode matar 90% das formas amastigota de Leishmania amazonensis e inibir em
100% reagente de Ellman na tripanotiona redutase (TryR) em ensaio, quando testado em 20
pug/mL (CAMPOS et al., 2009).
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A avaliagdo in vitro da atividade antiprotozoario de extrato hidrometandlico de casca
do caule de Piptadia africanum mostrou atividade pronunciada contra o Trypanosoma brucei
brucei, Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e linhagens de células MRC-5 nas
concentraces de 7,0; 4,0; 64 e 0.25 ug/mL, respectivamente (MESIA et al., 2008).

O extrato da casca do caule em CH>CIl>:MeOH de Piptadenia africana apresentaram
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
typhi. Uma saponina, 24-(S)-estigma-5,22-dien-3p3-O-glucopiranosideo, isolada dessa espécie
apresentou atividade antimicrobiana contra Shigella flexenari, Staphylococcus aureus e
Salmonella typhi; além de apresentar potencial de inibicdo da enzima a-glucosidase
(MBOUANGOUERE et al., 2008).

O extrato metanolico de caule Piptadeniastrum africanum foi avaliado quanto a
atividade antioxidante, atividade inibitéria da tirosinase e atividade antifingica, além da
quantificacdo dos compostos fendlicos total presentes nos extratos (HUANG et al., 2009b). O
extrato apresentou atividade antioxidante de 6.9 pg/mL, atividade inibicdo da enzima
tirosinase de 96.7 % e atividade antifingica contra Trametes versicolor FFPR11030 de 50 mg
(concentracdo minima). O teor de compostos fenolicos encontrado para esse extrato foi de
310 mg/g (mg de fendis/g de extrato).

Encontra-se na literatura patentes de produtos cosméticos e dermatoldgicos para
tratamento facial ou corporal de alteracdes cutaneas especificas, tais como secura da pele,
rachaduras ou descamac&o, cujo principio ativo sdo extratos de Piptadenia colubrina (angico-
branco) em sua forma bruta, ou por extracdo com solventes organicos (hexano, metanol,
etanol, alcool isopropilico, etilenoglicol, butilenoglicol, éter de petroleo, éter etilico e
acetona), ou com didxido de carbono por fluido supercritico (PEREDA et al., 2010).

As fases aquosas e acetato de etila (p.o 100 mg/kg) e os flavondides FGAL (p.o e i.p
100 mM/kg), de Piptadenia Stipulacea, reduziram a nocicepgdo produzida pelo &cido aceético,
por 49,92%, 54,62%, 38,97% e 64,79 %, respectivamente, em ensaios realizados com
camundongos. A fase de acetato de etila e 0 FGAL exibiram atividade antiinflamatoria de
35,84% e 37,70%, respectivamente. Estes dados demonstram que o FGAL provoca acentuada
atividade antinociceptiva contra varios modelos de dor (CAMPQOS et al., 2009; QUEIROZ et
al., 2010).

Extratos de duas espécies de Piptadenia foram testados in vitro contra Leishmania
donovani, Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma cruzi e

cinco bactérias gram-positivas e negativas. Avaliacdo antimicrobiana do extrato metandlico
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da casca de Piptadenia pteroclada cf. apresentou atividade contra Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis além de uma
Cl 50 = 32.4 para linhagem de células L-6. O extrato em diclorometano das folhas Piptadenia
anolidurus cf., apresentou atividade contra Trypanosoma brucei rhodesiense (Clso = 12.2) e
Plasmodium falciparum (Clso = 2.7) e avaliacdo do efeito citotéxico em células L-6 (Clso =
36.0) (GACHET et al., 2010).

Schmitd e colaboradores realizaram atividades bioldgicas com extrato etandlico e
constituintes quimicos isolados da casca de P. rigida através de ensaio Scratch (para verificar
propriedades cicatrizantes), atividades anti-inflamatérios e citotdxica. Ensaios in vitro
avaliaram a influéncia desses compostos sobre a migracédo e proliferacdo de fibroblastos em
monocamadas de feridas artificiais em rato Swiss 3T3 (SCHMIDT, 2011). Foi observado que
a maioria das amostras apresentaram um aumento significativo no nimero de células para
concentracOes de 10 mM de XIX. As substancias XXIV e XXV foram as mais ativas em uma
concentracdo de 1 mM e XXIII na concentragdo de 10uM. Substancias possuindo uma porgao
galoil exibiram maiores atividades migratorias e de proliferacdo. Em ensaios antiinflamatério
por NF-kB de mobilidade eletroforética (EMSA), etanolico bruto e alguns compostos isolados
(XX, XXI, XX, XXVI, XXV, XXX e XXX) foram avaliados quanto ao seu efeito sobre
0 TNF-a induzida por ativagio NF-kB em células. A excecdo de XIX e XXI, as outras
amostras apenas moderadamente prejudicaram a ativacdo de NF-kB, ap6s 24 h de incubacéo.
Em concentragdes geral, cerca de 50 mM foi necessaria para induzir 50% de inibi¢do. Os
compostos XIX e XXI mostraram uma inibicdo média de 40% a XXVIII e 20 mM, enquanto
que em concentracfes mais elevadas, houve a uma diminuigdo da atividade inibitoria. O
extrato etanolico de 100 mcg/mL exibiu uma inibicdo de NF-kB de cerca de 70%, mas essa
concentracdo também mostraram uma citotoxicidade de 50%. As substancias XIX, XXV,
XXVI e XXVIII foram investigadas por seus efeitos inibitorios sobre p38a MAPK (quiases
envolvidas na biossintese de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1f ¢ TNF-a). O Clsg
seguinte (n = 3) foram obtidos: XIX (50,80 + 4,81 mM), XXV (1,47 = 0,36 mM), XXV (2,21
+ 0,48 mM) e XXVIII (39,16 £ 3,92 mM). Extrato e derivados de catequinas foram testados
em ensaios de citotoxicidade MTT usando celulas T Jurkat. O extrato (100 mcg/mL) mostrou
inibicdo significativa do crescimento das células Jurkat. Os compostos testados em 55 mM
apresentaram baixa citotoxicidade, com todos os valores abaixo de 15%, sendo considerados
ndo citotéxico (SCHMIDT et al., 2009, 2010).

16



1.6. Informagdes etnofarmacoldgicas

Anadenanthera macrocarpa Brenan (Fabaceae) é utilizada como agente anti-
inflamatério no estado da Bahia (DESMARCHELIER et al., 1999).

Em estudo etnofarmacolégico realizados com espécies mais utilizadas no Rio Grande
do Sul, a espécie Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan Fabaceae mostrou ser usada para
tratamento antiinflamatorio e antimicrobiano (SOUZA et al., 2004).

Monteiro e col. realizaram estudo ethnofarmacologico de Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan, em comunidades rurais da regido semi-arida do Estado de Pernambuco. Para
Anadenanthera colubrina, os principais tipos de usos foram para o tratamento de tosse,
inflamacdes em geral, feridas e como um expectorante. Xarope era o uso principal forma
indicada (MONTEIRO et al., 2006).

Em estudo etnofarmacoldgico realizado por levantamento bibliogréfico de livros
histdricos (dos séculos 16 a 19) sobre plantas medicinais exercendo efeitos sobre o sistema
nervoso central (SNC) foi encontrada a espécie Piptadenia colubrina (Vell.) Benth.
(Fabaceae), a qual apresentava registros do uso como ténico. Os resultados mostraram que a
maioria das espécies registradas neste estudo tém sido relatadas como medicinal h& séculos,
mas nunca foram objeto de investigacdo farmacologica, até o tempo presente (GIORGETTI et
al., 2007).

Gachet e col. realizaram estudo etnoboténico com plantas tradicionalmente usadas no
Equador, no tratamento da leishmaniose, com base em entrevistas com curandeiros bem como
uma pesquisa bibliografica. Entre as espécies relatados para o tratamento da leishmaniose em
encontra-se a Piptadenia sp. Benth. com um registro de uso na literatura e citada por varios
entrevistados (GACHET et al., 2010).

II. OBJETIVOS

11.1. Objetivos gerais

» Complementar o estudo quimico das espécies Piptadenia gonoacantha e Piptadenia
rigida;

» Auvaliar algumas propriedades quimicas e bioldgicas de extratos das diferentes partes das
plantas estudadas;
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» Preparar novos derivados da quercetina e testar outras atividades bioldgicas.

11.2. Objetivos especificos

> Isolar e/ou identificar metabolitos especiais de cascas e raiz de Piptadenia gonoacantha,
de folhas e sementes de Piptadenia rigida pela utilizacdo de técnicas cromatograficas e
métodos espectrométricos (RMN *H e C, IV, EM);

» Preparar derivados de constituintes isolados e fazer a completa atribuicdo de dados
espectrométricos das substancias naturais isoladas e derivados;

> Extrair os Oleos de duas espécies do género Piptadenia (P. gonoacantha e P. rigida)
através do método de hidrodestilagdo e CO- supercritico, assim como analisa-los por CG-
EM;

» Preparar 0 novo derivado da quercetina contendo um grupo 3’-dinitro-fenil-trifluorometila
e testar sua atividade antifingica contra Candida albicans;

» Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos da raiz de Piptadenia gonoacantha;

» Determinar o teor de fendis totais e taninos dos extratos de Piptadenia gonoacantha e

Piptadenia rigida.

ITII. PARTE EXPERIMENTAL GERAL

I11.1. Equipamentos e reagentes

Utilizou-se evaporador rotatério Fisaton 801 para retirar solventes das solugbes de
extratos brutos.

Os reagentes usados foram adquiridos com as empresas: cloreto de aluminio
hexahidratado, tungstato de sodio diidratado (Na2WO4.2H20), acido fosfomolibdico
(H3[P(M03010)4]x.H20), acido fosforico (HsPO4) da Vetec; o carbonato de sddio anidro da
Grupo Quimica; o padrédo &cido galico da Merck.

As cromatografias em coluna foram realizadas com gel silica (230-400 e 70-230 mesh,
Vetec), e com Sephadex LH-20 (Sigma, USA). Cromatografia em camada preparativa foi
realizada em gel silica 60 PF2s4 da Merck ou Vetec sobre suporte de vidro e espessura de 1
mm. As substancias foram detectadas por irradiagdo com lampada ultravioleta (254 e 366
nm).

As analises em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em “cromatofolhas” com gel silica 60 Fas4s em suporte de aluminio da Merck, Whatman e
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Sorbent. As substancias foram visualizadas atraveés de irradiacdo com lampada ultravioleta
com comprimento de onda de 254 nm e 365 nm e/ou pulverizadas com 0s seguintes reagentes
cromogénicos: solucdo de vanilina sulfarica, Godin A, Godin B, solucdo de AICI3-EtOH (1%)
(DOMINGUEZ, 1973; MATOS, 1988).

Os solventes utilizados para extracdo, técnicas cromatograficas e reagdes foram todos
de grau P.A. da industria quimica Vetec. Alguns solventes comerciais foram destilados antes
de serem utilizados como por exemplo 0 metanol, hexano, diclorometano, acetato de etila,
butanol e cloroférmio.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Mel-Temp Il da Laboratory
devices U.S.A., utilizando capilar sem correcdo dos valores.

Os espectros de absorcdo no infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotometro VERTEX-70 com transformada de Fourier, em pastilhas de KBr ou em
filmes sobre cela de NaCl.

Para a determinacdo do total de fendlicos foi utilizado o espectrofotometro UV-Vis da
marca Shimadzu, modelo UV-mini 1240, e as leituras realizadas a 760 nm, em cubeta de
quartzo de caminho ético de 1 cm.

Os cromatogamas e espectros de massas foram registrados a espectrometro de massas
computadorizado com analisador quadrupolo e ionizagdo por impacto de elétrons, 70 eV,
acoplado em cromatografo com fase gasosa, CG/EM-QP2010 Plus da Shimadzu, da UFRRJ.

As anélises em CL-EM-IES foram realizadas na Universidade Federal do Ceara, no
Laboratério de Espectrometria de Massas do Nordeste — LEMANOR, em aparelho Shimadzu
CL-EM-TOF (225-07100-34) equipado com fonte de ionizacdo de elétron-spray.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN !H) e carbono-13
(RMN *3C), incluindo experimentos em 2D, foram obtidos em aparelhos Briicker, modelos
Advance Il, de (400 MHz para *H e 100 MHz para *3C) e (500 MHz para 'H e 125 MHz para
13C) existente no Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Os solventes usados foram cloroférmio deuterado (CDCls), metanol deuterado (D3COD)
acetona deuterada (D3CCOCD3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds). Como padrédo
interno foi usado tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (&) foram obtidos em
parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram medidos em Hertz (Hz).

As extracdes por fluido supercritico foram por um aparato experimental foi montado
no Laboratorio de Termodinamica Aplicada e Biocombustiveis (DEQ/UFRRJ) e é constituido

por um extrator de aco inoxidavel 316S de 42mL de volume, com telas de 260 mesh no topo e
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no fundo para evitar a passagem de qualquer material, evitando o entupimento da linha. Uma
bomba de alta pressdo (Palm modelo G100), especifica para bombeamento de CO,, foi
responsavel pela alimentacdo do solvente no extrator. Um banho termostatico modelo Haake
K15 foi acoplado ao extrator para o controle da temperatura e um mandmetro foi instalado na
linha para o controle da pressdo. A vazdo na valvula de amostragem foi controlada atraves de

um rotametro previamente calibrado.

111.2. Derivatizactes

111.2.1. Acetilacdo com anidrido acético e piridina

A reacdo de acetilacdo das substancias foi feita adicionando-se piridina/anidrido
acético (1:1, v:v) nas amostras. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas. A
sequir adicionou-se agua destilada gelada e extraiu-se com cloroférmio. A solucdo
cloroférmica lavada com HCI (10%) para eliminar a piridina, e em seguida lavou-se varias
vezes com aguas destiladas. A fase organica foi seca com sulfato de soédio anidro e evaporada

em rota evaporador, obtendo-se as substancias acetiladas (SHRINER, 1979).

111.2.2. Sintese do novo derivado da quercetina

O acoplamento da rutina e do 2-cloro-5-(trifluorometil)-1,3-dinitrobenzeno por uma
ligacdo de éter permitiu a formacdo do novo flavondide derivado de quercetina-CFs. Para
sintetizar este composto, a reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica foi realizada em
DMF (N,N-dimetilformamida) em 80-90 °C por 15h. O meio bésico foi usado para ativar o
grupo-OH da reacéo nucleofilica com o substrato de cloro aromético. Este procedimento
também é acompanhado pela hidrolise do grupo acucar. O produto quercetina-CFs foi isolado

com 90% de rendimento (Capitulo 1X).
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IV. CONTRIBUICAO AO ESTUDO QUIMICO DE Piptadenia
gonoacantha

IV.1. Generalidades da espécie Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F. Macbr.

A espécie P. gonoacantha € uma planta levemente espinhenta, que possui de 10-20 m
de altura (Figura 2). Seu tronco mede de 30-40 cm de diametro. A arvore quando jovem
apresenta asas lenhosas longitudinais nos ramos e no tronco. Suas folhas sdo compostas
bipinadas com 4-8 jugas, de 10-15 cm de comprimento, pinas de 5-7 cm de comprimento,
com 30 a 40 pares de foliolos. A floracdo ocorre de janeiro a fevereiro e a presenca de abelhas
é comum nessa época (LORENZI, 2002).

A madeira é apreciada para usos na fabricacdo de acabamentos internos, moveis,
miolo de portas, brinquedos, embalagens e para lenha e carvdo. A madeira tem caracteristicas
atrativas ao uso como ser moderadamente pesada, dura ao corte, resisténte ao ataque de
insetos xilofagos, alem de ser considerada uma boa biomassa para producdo de calor
(LORENZI, 2002; LUNZ, 2004).

No Brasil, a espécie é popularmente conhecida pelos nomes, icarapé, angico branco,
monjoleiro, monjolo, caniveteiro, jacaré, casco-de-jacare, e mais frequentemente, pau jacare.
Esta planta é encontrada em &reas com sombreamento nas florestas estacionais semideciduais,
com alguma perturbagéo, nas regifes sudeste e sul do Brasil, incluindo Mato Grosso do Sul e
em formacgdes florestais alteradas do complexo atlantico. Ela é indispensavel nos
reflorestamentos mistos destinados a recomposicdo de areas degradadas de preservacdo
permanente, uma vez que apresenta crescimento rapido e se adapta bem a regiGes que
sofreram desequilibrios (LORENZI, 2002; LUNZ, 2004).

A espécie P. gonoacantha possui estudos referentes ao teor de taninos (GONCALVES
& LELIS, 2001), avaliacdo da resisténcia ao ataque de insetos xilofagos (LUNZ, 2004) e

isolamento de metabolitos secundarios de folhas e ramos (CARDOZO, 2006).
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Flgura 2 Aspecto geral da espécie vegetal Piptadenia gonoacantha. (LORENZI, 2002)
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IV.2. Substancias isoladas em Piptadenia gonoacantha
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IV.3. Parte experimental

IVV.3.1. Material vegetal

As cascas do caule e raiz de Piptadenia gonoacantha foram coletadas no Jardim
Florestal do Instituto Florestas (IF) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pelo
Prof. Dr. Acacio Geraldo de Carvalho (Departamento de Ciéncias Ambientais-IF-UFRRJ) e
identificadas pelo Prof. José Aguiar Sobrinho (Departamento de ciéncias Ambientais — IF -
UFRRJ). A exsicata desta espécie (RBR 6939) esta depositada no herbario RBR, IB-UFRRJ.

23



IV.3.2. Isolamento de metabdlitos especiais de cascas do caule de Piptadenia
gonoacantha

O material seco e pulverizado (850,0 g) foi submetido a maceracao, sucessivamente
com diclorometano e metanol a temperatura ambiente. As solugbes extrativas foram
concentradas em rotavapor a 40° C (diclorometano) e 60° C (metanol) sob pressdo reduzida,
fornecendo os extratos denominados PGCD (8,4 g) e PGCM (75,0 g), respectivamente,
Esquema 1. O extrato PGCD (7,0 g) foi fracionado em coluna de gel de silica usando hexano
como eluente inicial e aumentando a polaridade com cloroférmio e metanol até metanol
(100%). Foram coletadas 60 fragOes de 25 mL. As fragOes recolhidas foram analisadas por
CCDA (cromatofolha de silica gel 60F2s4) utilizando-se como fase movel hexano e acetato
(8:2). A revelacdo inicial foi feita em lampada de UV a 254 e 366 nm e depois com Godin A e
Godin B cujo resultado foi considerado positivo para triterpenos e esterdides. O material
sélido obtido a partir das fragdes 7-10 (54,7 mg) foi analisado com espectros de RMN H,
RMN BC e CG-EM e permitiu identificar a mistura de trés triterpenos do grupo dos
cicloartanos: cicloartenona (1), cicloartan-25-26-en-3-ona (2) e 24-metilenocicloartanona
(3). As fragdes 11-14 (53,4 mg; p.f. 254°C) forneceram um solido que foi identificado como o
triterpeno friedelina (4) por analise de RMN tH e IV. As fracdes 23-25 (99,8 mg; p.f. 118°C)
forneceram o solido que foi identificado como um triterpeno 24-metilenocicloartanol (5) por
analise de RMN 'H, RMN *C e IV. As fragbes 47-49 (53,9 mg) foram cristalizadas em
metanol e forneceu a mistura de esterdides campesterol (6), sitosterol (7) e estigmasterol
(8), esclarecidos por analise de RMN H, bem como analise de CG-EM e comparagdo com a
biblioteca do aparelho. O extrato metandlico PGCM (70,0 g) foi dissolvido em metanol:agua
(8:2) e particionado com dilorometano, acetato de etila e butanol e obtiveram-se os residuos:
PGCMD (2,0 g), PGCMA (5,8 g), PGCMB (4,9 g) e PGCMM (50,3 g), respectivamente.
PGCMD (1,5 g) foi fracionado em coluna de gel de silica utilizando cloroférmio como
eluente inicial e aumentando a polaridade com metanol até metanol (100%). Coletaram-se
trinta fracbes de 25 mL cada. As fracdes recolhidas foram analisadas por CCDA
(cromatofolha de silica gel 60F2s4) utilizando-se como fase movel hexano e acetato (8:2) e
reveladas usando o mesmo procedimento descrito acima. As fragdes 15-20 (340 mg) foram
submetidas coluna de gel de silica flash utilizando a mistura de hexano e metanol até metanol
(100%). 20 fracdes de 15 mL foram coletadas e analisadas. As fragbes PGCMD-15-20/3-5
(82,2 mg; p.f. 163°C) forneceram um solido que apos cristalizagdo com metanol foi
identificado como lupeona (9) por analise de RMN 'H, RMN 3C e IV. Ja as fragOes
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PGCMD-15-20/9-12 (86,9 mg; p.f. 183°C) foram cristalizadas em acetona fornecendo
lupeol (10) por analise de RMN *H, RMN *3C e IV que posteriormente foi submetida a
acetilacdo com anidrido acético e piridina, fornecendo o acetato de lupelila (10a) (28,5 mg),

que foi identificado através da analise do espectro de RMN *H.

Casca do caule
(850,0 g)

Maceragio afrio

l)chlommuml 2) Metanol

1' PGCD (34 g | PGCM (75,0 ) |
| PGCD (7,09 l

CC gol des lica PGCM(70,09) |
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Esquema 1. Marcha de fracionamento para o isolamento das substancias dos extratos de
cascas do caule de Piptadenia gonoacantha

I1VV.3.3. Isolamento de metabolitos especiais da raiz de Piptadenia gonoacantha

O material seco e moido (6 Kg) foi extraido exaustivamente sucessivamente por
maceracdo, com diclorometano e metanol, a temperatura ambiente. As solucdes extrativas
foram concentradas em rota-vapor a 40-80 °C, sob pressdo reduzida, e obtiveram-se 0s
extratos de diclorometano, PGRD (22,8 g) e o extrato metandlico, PGRM (392,1 @)
conforme o Esquema 2. O extrato PGRD (19,3 g) foi fracionado em coluna de silica gel
usando hexano como eluente inicial e aumentando a polaridade com diclorometano, acetato

de etila, metanol até metanol (100%). Foram coletadas 34 fracdes de 200 mL. As fracdes

25



recolhidas foram analisadas por CCDA (cromatofolha de silica gel 60F2s4) utilizando-se como
fase movel hexano e acetato (8:2). A revelacao inicial foi feita em lampada de UV a 254 e 366
nm e depois com Godin A e Godin B cujo resultado foi considerado positivo para triterpenos
e esterdides. As fracGes foram reunidas de acordo com a semelhanca de seus perfis em
CCDA. O material solido branco obtido a partir das fragbes 4-5 (33,4 mg) que foi
recristalizado em acetona e analisado com espectros de RMN 'H e CG-EM permitindo
identificar a mistura de triterpenos: cicloartenol (11) e lupeol (10). As fracdes 9-11 (317 mg)
foram recristalizadas em metanol fornecendo um cristal branco que comparado em CCDA
com padrdo de campesterol (6), sitosterol (7) e estigmasterol (8) deu positivo, sendo em
sequida feita analise de RMN *H e CG-EM confirmando tal indicio. A fragdo 17 (1,01g) foi
particionada com metanol, dando as subfraces 17P (precipitado em metanol, 305 mg) e 17S
(solavel em metanol, 673 mg), sendo esta Ultima cromatografada em silica gel, utilizando
como eluente inicial cloroformio e aumentando a polaridade com acetato de etila e metanol
até metanol (100%). Foram recolhidas 62 fracdes de 100 mL. Apds recolhida com as outras
fracbes semelhantes em CCDA resultando na subfracdo 17/8-15 (23 mg, 209°C-213°C), que
apos ser submetida a analise de RMN H, RMN 3C e 2D, além de CL-EM-IES forneceram a
mistura de isoflavonas (12, 13 e 14). O extrato metandlico PGRM (276 g) foi dissolvido em
metanol:agua (8:2) e particionado com diclorometano, acetato de etila e butanol e obtiveram-
se 0s residuos: PGRMD (15,3 g), PGRMA (155,8 g), PGRMB (59,7 g) e PGRMM (35,4 g),
respectivamente. PGRMD (7,3 g) foi fracionada em coluna de gel de silica utilizando
cloroférmio como eluente inicial e aumentando a polaridade com metanol até metanol
(100%). Foram coletadas sessenta fragdes de 100 mL. As fracOes recolhidas foram analisadas
por CCDA (cromatofolha de silica gel 60F2s4) utilizando-se como fase movel hexano e
acetato (8:2) e reveladas usando solucGes de Godin A e Godin B, e reunidas apds comparagéao.
As fracbes 1-4 (72,7 mg) e 10-14 (40,8 mg), apds serem fracionadas em gel de silica
utilizando com eluente inicial hexano, hexano/cloroférmio até metanol (100%), forneceram
fracdes 1-4/4(29,9 mg) e 10-14/1(4,1mg) ricas em ésteres metilicos que foram identificados
por CG-EM, comparando com a biblioteca do aparelho NIST 08. Os extratos PGRMA e

PGRMB foram testados para quantificar fenois totais e taninos.
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Esquema 2. Marcha de fracionamento para o isolamento das substancias dos extratos da raiz
de Piptadenia gonoacantha

V. CONTRIBUICAO AO ESTUDO QUIMICO DE Piptadenia rigida

V.1. Generalidades da espécie Piptadenia rigida (Benth) Brenan

A espécie P. rigida é uma planta com altura de 20-30 m, com tronco de 60 a 110 cm
de didmetro. Suas folhas s@o bipinadas com 3 a 6 pares de pinas (Figura 3). Os foliolos sdo
de 1 cm de comprimento. As inflorescéncias se apresentam com racemos axilares de cor
amarela. Seu fruto € legume do tipo vagem, achatada e deiscente (LORENZI, 2002).

A espécie apresenta uma sinonimia, Parapiptadenia rigida Benth., sua area de
distribuicdo geografica vai do Ceara até o Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Mato Grosso.
Preferindo as florestas pluviais, sendo comum, no vale do Xapec6 (SC) e nas matas de Iguagu
(PR), chegando a Argentina, Uruguai e Paraguai. Aparece ainda nos capdes, nas galerias e
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capoeiras, nestas podendo predominar amplamente (BULHOES et al., 1976; RANG et al.,
2001).

A espécie pode ser encontrada pelos seguintes nomes vulgares: angico, angico
amarelo, angico branco, angico cedro, angico do banhado, angico do curtume, angico dos
montes, angico rosa, angico sujo, angico verdadeiro, angico vermelho, brincos de sagii,
brincos de sahuy, parica e guarucaia no Brasil. Ja na Argentina encontra-se denominado como
angico colorado, cebil branco e curupay-ra e no Paraguai como curupay-na (BULHOES et al.,
1976; RANG et al., 2001, LORENZI, 2002).

A madeira é compacta, bastante dura, pouco eléstica e muito resistente, é propria para
obras hidraulicas e expostas, carretas, postes, dormentes, esteios, construcdo civil e naval,
carpintaria, mercenaria, lenha e carvdo. As flores sdo meliferas. A planta possui
caracteristicas ornamentais que a recomendam para 0 paisagismo em geral. E 6tima para
reflorestamentos mistos de areas degradadas (BULHOES et al., 1976; RANG et al., 2001,
LORENZI, 2002).

A casca € amarga, adstrigente e rica em taninos (15-20%), é usada na industria do
curtume. Possui aplicagdes populares como: antileucorréia, antidisentérica, antidiarréica, Util
na cura de Ulceras e inchacdo das pernas. As folhas possuem atividade hemostatica em
qualquer tipo de ferimento e até em comocdes cerebrais. A goma resinosa que exsuda da
casca, “goma de angico”, ¢ bem conhecida como expectorante energético e tem varias

aplicacBes medicinais e industriais (BULHOES et al., 1976; RANG et al., 2001).
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Figura 3. Aspecto geral da espécie vegetal Piptadenia rigia (LRENZI, 2002)
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V.2. Substancias isoladas de Piptadenia rigida
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V.3. Parte experimental

V.3.1. Material vegetal

As folhas e sementes de Piptadenia rigida foram coletadas no Jardim Florestal do
Instituto Florestas (IF) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pelo Prof. Dr. Acacio
Geraldo de Carvalho (Departamento de Ciéncias Ambientais-IF-UFRRJ) e identificadas pelo
Prof. José Aguiar Sobrinho (Departamento de ciéncias Ambientais — IF - UFRRJ). A exsicata
desta espécie (JPB-21438) esta depositada no herbario RBR, IB-UFRRJ.
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V.3.2. Isolamento de metabolitos especiais isolados de folhas de Piptadenia rigida

As folhas ap6s secas (2,2 Kg) foram submetidas a extracdo exaustivamente
sucessivamente por macera¢do, com hexano e metanol, a temperatura ambiente. O liquido
resultante foi concentrado em rota-vapor a 40-80 °C, sob presséo reduzida, e obtiveram-se 0s
extratos de hexano, PRFH (38,1 g), e o extrato metandlico, PRFM (488,1 g) conforme o
Esquema 3. O extrato metandlico PRFM (200 g) foi dissolvido em metanol:dgua (8:2) e
particionado com hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol e obtiveram-se os residuos:
PRFMH (21,7 g), PRFMC (5,8 g), PRFMA (112,9 g), PRFMB (4,9 g) e PRFMM (13,0 g),
respectivamente. PRFMH (5,3 g) foi fracionado em coluna de gel de silica utilizando hexano
como eluente inicial e aumentando a polaridade com acetato de etila até (100%). Foram
coletadas treze fracbes de 250 mL. As fracdes recolhidas foram analisadas por CCDA
(cromatofolha de silica gel 60F2s4) utilizando-se como fase mdvel hexano e acetato (8:2) e
reveladas em lampada de UV a 254 e 366 nm e em solucédo de vanilina sulfarica, e reunidas
apos comparacgdo. As fracdes 1-2 (163 mg) foram fracionadas em gel de silica, usando hexano
como eluente inicial e aumentando a polaridade com diclorometano até (100%). Foram
coletadas 72 fracdes de 100 mL, resultando nas fracdes 29 (5,8 mg) e 58 (12,7 mg), que apds
analisadas com espectros de RMN !H, RMN C e CG-EM permitiram identificar
respectivamente uma mistura de dois poliprendides (15 + 16) e a substancia (E)-
3,7,11,15,19,23-hexametiltetracos-2-en-1-ol (17). PRFMC (5,4 g) foi fracionada em coluna
de gel de silica utilizando diclorometano como eluente inicial e aumentando a polaridade com
metanol até metanol (100%). Foram coletadas 340 fraces de 100 mL. Apos recolhida com as
outras fragbes semelhantes em CCDA resultando na fragdo 134-140 (121 mg), que foi
fracionada em silica flash, auxiliada com pressdo positiva de nitrogénio, utilizando como
eluente eluida uma mistura de 90% de diclorometano e 10% de acetato de etila. Foram obtidas
105 fragbes de 20 mL. Apds recolhida com as outras fracdes semelhantes em CCDA
resultando na subfracdo 14-45 (11 mg, 148°C-153°C), que apds ser submetida a analise de
RMN !H e CG-EM permitiu identificar a substancia: (6S,7aS)-5,6,7,7a-tetrahidro-6-
hidroxi-4-4-7a-trimethylbenzofuran-2(4H)-ona (18). Os extratos PRFMA e PRFMB

foram testados para quantificar fenois totais e taninos.
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Esquema 3. Marcha de fracionamento para o isolamento das substancias dos extratos das
folhas de Piptadenia rigida

V.3.3. Identificacdo de metabolitos especiais em sementes de Piptadenia rigida

As sementes ap0s secas (23,17 g) foram submetidas a extracdo a quente por soxhlet
exaustivamente, sucessivamente com hexano e metanol. O liquido resultante foi concentrado
em rota-vapor a 40-80 °C, sob presséo reduzida, e obtiveram-se os extratos de hexano, PRSH
(1,3 g), e o extrato metandlico, PRSM (8,7 g) conforme o Esquema 4. O extrato metandlico
PRSM (7,0 g) foi dissolvido em metanol:agua (8:2) e particionado com acetato de etila e
butanol e obtiveram-se os residuos: PRSMA (1,8 g), PRSMB (56,5 mg), e PRSMM (4,2 g),
respectivamente. A andlise do extrato PRSH em RMN H revelou a presenca de triacilglicerol
em mistura, que apés analise de CG-EM, devido a alta temperatura de injecdo da amostra no
aparelho, permitiu identificar apenas uma mistura de acidos graxos (AGS — Acidos Graxos
Sementes). O extrato PRSMB ap6s analise em CCDA (cromatofolha de silica gel 60F2s4)
utilizando-se como fase moével hexano e acetato (8:2) e reveladas em solugdo de dragendorf

cujo resultado foi considerado positivo para alcaldide, que apds ser submetida a analise de
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RMN H, RMN 3C e CG-EM, revelou a presenca de uma estrutura com esqueleto de

alcaléide inddlico em mistura com um carboidrato.

Sementes
(23,17 @)
Soxhlet
1) Hexao 2) Metanol
PRSH(13g) | | PRSM(37g) |
Anilise RMN
Anilise CG-EM
Triacilglicerol
Mistura de | PRSM(7,0 )
:icido:gé\xos- Particio
AcOEt
PRSMA (1,89 |
BuOH

PRSMB (56,5 mg) |

Bufotenina
+ Residuo

Pinitol | PRSMM@4,29) |

Esquema 4. Marcha de fracionamento para o isolamento das substancias dos extratos das
folhas de Piptadenia rigida
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VI. RESULTADOS E DISCUSSAO

V1.1. Determinacao estrutural dos constituintes isolados de cascas do caule de P.
gonoacantha

O fracionamento cromatografico dos extratos da casca do caule de P. gonoacantha
conduziu a identificacdo de 10 substancias, cujas estruturas estdo representadas a seguir. As
estruturas 1-3 e 5 estdo sendo registradas pela primeira vez no
género.

9:R;,R,=0
10: R;=0OH, R,=H

Figura 4. Estruturas dos constituintes isolados de cascas do caule de P. gonoacantha.
VI1.1.1. Identificacéo das substancias 1,2 e 3

Os cicloartanos 1, 2 e 3 foram obtidos em mistura e identificados através da analise
dos espectros de IV, RMN H, RMN *3C e comparagdo com dados descritos na literatura
(DAVIES et al., 1992, SILVA et al., 2005b) e principalmente pela analise com CG-EM. O
espectro de RMN *H (Figura 5) da mistura das substincias 1, 2 e 3 apresenta dois dubletos
blindados, em 610,33 (J=4,0 Hz) e 810,54 (J=4,0 Hz), caracteristico de hidrogénios
metilénicos de ciclopropano, presentes em triterpendide com esqueleto cicloartano,
juntamente com um triplo-dubleto em 6n 2,29 (J= 13,5, 4,4, 2,7 Hz) e 6u 2,72 (J= 13,5, 13,5
, 6,4 Hz) caracteristicos das configuracdes o. e 3 ao grupo cetona, dois singletos largos em
Ou 4,71 e 4,66, referentes a hidrogénios metilénicos da vinilidina. O espectro de IV (Figura
11) apresenta vmax em vc=o em 1709 cm™ caracteristico de carbonila de cetona, absorcéo de
esqueleto carbdnico em 1929 e 1867 cm™ para vc-H, 1465 cm™ para CH2 e 1378 cm™ para
CHs, vc=c = 1641 cm™ e 3035 cm™ para vc-+ de grupo vinilidina. A andlise da fragdo

contendo estes triterpenos com CG acoplado com EM apresentou o cromatograma, Figura 8,
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permitindo identificar os triterpenos: (1), Tr = 14, 314 min., (5,7 %); (2), Tr = 14, 325 min.,
(6,4 %) e (3), Tr = 15, 623 min., (37,0 %). O Esquema 5 mostra 0s mecanismos de

fragmentacéo para a formacéo dos principais picos detectados no EM (Figura 9 e 10).

Tabela 1. Comparagdo dos dados de RMN *C da fracdo 7-10 com dados da literatura

(DAVIES et al., 1992, SILVA et al., 2005b).

o dc (ppm)
1 cicloartenona 2 cicloartan-25-26-en-3-ona 3 24-metilenocicloartanona

1 335 33,3 33,5 33,3 31,2 31,9
2 371 37,4 37,1 37,4 29,7 30,3
3 2171 216,5 217,1 216,5 218,0 218,0
4 50,2 50,1 50,2 50,1 40,7 40,5
5 48,1 48,3 48,1 48,3 47,9 47,1
6 215 21,4 21,5 21,4 21,5 21,1
7 282 28,0 28,2 28,0 28,2 28,2
8 479 47,8 47,9 47,8 48,1 47,8
9 211 21,0 21,1 21,0 19,9 20,0
10 254 25,8 25,4 25,8 26,4 26,1
11 25,9 25,8 25,9 25,8 25,9 26,0
12 32,7 32,7 32,7 32,7 32,7 32,9
13 454 45,2 45,4 45,2 45,4 45,3
14 484 48,6 48,4 48,6 48,7 48,8
15 355 35,5 35,5 35,5 35,5 35,5
16 26,5 26,6 26,5 26,6 26,5 26,5
17 52,3 52,2 52,3 52,2 52,3 52,2
18 19,3 19,2 19,3 19,2 19,3 19,3
19 29,7 29,5 29,7 29,5 29,7 29,9
20 36,1 35,8 36,1 35,8 36,1 36,1
21 18,3 18,0 18,3 18,0 18,0 18,0
22 36,1 36,2 36,1 36,2 35,0 34,9
23 245 24,8 24,2 24,8 31,2 31,2
24 125,3 125,1 39,5 39,0 151,2 152,0
25 131,0 130,8 145,6 147,2 36,1 36,1
26 17,7 175 106,1 110,3 22,1 22,5
27 254 25,6 22,3 22,4 20,8 21,0
28 18,4 18,1 18,4 18,1 18,3 18,3
29 20,8 20,7 20,8 20,7 25,4 25,5
30 221 22,1 22,1 22,1 14,6 14,0
31 -- -- - - 109,4 109,5
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Figura 7. Expansio do espectro de RMN *3C da mistura 1, 2 e 3 de 10 a 55 ppm
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Figura 10. Espectros de massas da substancia 3.
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Esquema 5. Proposta de fragmentacdo da mistura 1 + 2 + 3 para justificar os principais picos
detectados no EM.
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Figura 11. Espectro no infravermelho das substancias 1, 2 e 3

V1.1.2. Identificacédo da substancia 4

O espectro de RMN de H (Figura 13) apresenta sinais compativeis com o triterpeno
4. Além dos sinais caracteristicos de metilas de triterpeno, 61 0,73(s), 0,88(s), 0,96(s), 1,01(d),
1,05(s), 1,19(s), 1,26(s) e nos sinais em dn 1,96(m); 2,27(m) e 2,37(m) correspondentes aos
hidrogénios vizinhos a funcdo carbonila. A analise desses dados, aliados a consideracgdes
biossintéticas e comparacdo com valores da literatura (CARVALHO et al, 1995;
VELANDIA, 2002; SILVEIRA & PESSOA, 2005). A comparagdo com padrdo em placa de
cromatografia em camada fina analitica permitiu confirmar a proposta. O espectro de 1V de 4

(Figura 14) revela a presenca de uma banda de absor¢do correspondente a estiramento de um
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grupo carbonilico cetonico em 1714 cm™ (vc=0), deformacio axial de CH, CHz e CHz em
2800 — 3000 cm™ e deformacdo angular de CHs em 1389 cm™ (vc.n), que sdo bandas

caracteristicas de uma molécula alifatica.

Tabela 2. Dados de RMN *H da substincia 4, comparados com dados da literatura para
friedelina (VELANDIA, 2002)

H Substancia 4 (CDCls) Friedelina (CDCls)
8+ (ppm) dH (ppm)
H-1 1,96(s) -
H-2 2,37(s) 2,15 -2,50(m)
H-4 2,27(s) 2,15 -2,50(m)
3H-23 0,88(s) 0,87(s)
3H-24, 3H-25, 3H-26 0,73(s); 0,88(s); 0,96(s) 0,72(s); 0,86(s); 0,94(s)
3H-27, 3H-28, 3H-29 1,01(s); 1,01(s); 1,05(s) 0,99(s); 1,04(s); 1,04(s)
3H-30 1,19(s) 1,17(s)

Chloroform-d
!
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0f

T
Chemical Shift (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) da substincia 4
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Figura 13. Expansdo do espectro de RMN!H da substancia 4 de 0,5 a 2,5 ppm
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Figura 14. Espectro no infravermelho da substancia 4

V1.1.3. Identificacéo da substancia 5

O triterpeno 5 foi identificado através de analise dos espectros de 1V, RMN 'H, RMN
13C, e comparacdo com dados descritos na literatura (OHTSU et al., 1998, SILVA et al.,
2005b). O espectro de RMN 'H (Figura 15) do triterpendide 5 apresenta dois dubletos
blindados, em 061 0,33 (J=4,0 Hz) e ou0,54 (J=4,0 Hz), caracteristico de hidrogénios
metilénicos de ciclopropano, presentes em triterpendide com esqueleto cicloartanico,
juntamente com um duplo-dubleto em 6n 3,30 (J= 4,4 e 11 Hz) caracteristicos de uma
configuracdo B-hidroxi, dois singletos largos em 6u 4,70 e 4,65, referentes a hidrogénios
metilénicos em ligagdo dupla geminal dissubstituida. O espectro RMN 3C apresenta 31

sinais, entre eles um grupo oximetinico em 6¢c 78,8 (C-3) e dois carbonos olefinicos em ¢
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105,9 (C-31) e &¢c 157,0 (C-24). Estes dados sdo compativeis com um triterpendide tipo
cicloartano-3p-ol (OHTSU et al., 1998). O espectro de IV (Figura 17) apresenta vmax em
3423 cm™ absorcdo caracteristica de estiramento O-H; absorcdo de esqueleto carbdnico em
2958 e 2918 cm™ para vc-n = 1464 cm™ para CHz e 1377 cm™ para CHs; ve=c = 1647 cm™ e

1061 cm™ para estiramento C-O, além de uma banda de 3037 cm™ para vcx de grupo

vinilidina.
n
(o2}
=]
[
[s2]
N
‘—‘i H-19a
(o2}
@ S
S
o™ ’\
=1
—
N
H-31a ‘
H-31b
! H-3
Chloroform-d <y '
! 5 < 5538
i TLLLS
JUL T
7.‘0 ‘ 6.‘5 ‘ 6.‘0 ‘ 5.‘5 ‘ 5}0 ‘ 4.‘5 ‘ 4.‘0 ‘ 3.‘5 ‘ 3.‘0 ‘ 2‘5 ‘ 2.‘0 ‘ 1}5 ‘ 1.‘0 ‘ 0.‘5 ‘ 0f
Chemical Shift (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) da substincia 5
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Figura 16. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) da substancia 5

56 48 40 32 24 16 8 0l

41



YTransmitiance

NN

o

=

~

o0

b
0

0 2200
Wavenumber (cm-1)

Figura 17. Espectro no infravermelho da substancia 5

V1.1.4. Identificacéo das substancias 6, 7 e 8

Os esterdides 6, 7 e 8 foram obtidos em mistura e identificados através da anélise dos
espectros de IV, RMN *H e comparagdo com dados descritos na literatura (CARVALHO et
al., 2001) e principalmente pela analise com CG-EM. O espectro de RMN de *H (Figura 18)
apresenta sinais entre ox 0,7 e 1,05 de grupos metilicos com multiplicidades caracteristica de
esterdides (RUBINSTEIN et al., 1976), um multipleto em o 3,55 para o hidrogénio
carbindlico (H-3), o singleto largo um em &y 5,37 correspondente a hidrogénio olefinico (H-
6), de esterdides. Os sinais em du 5,17 e 5,06 ambos com (dd, J1=12,0 Hz, J>=8 Hz)
correspondem aos hidrogénios H-22 e H-23 de estigmasterol. Os dados obtidos por analise em
RMN revelam sinais atribuidos aos componentes 7 e 8. A analise deste material com CG-EM
(Figura 19) revelou a presenga de trés componentes com Tr = 13,20, 13,66 e 14,81 min. Os
espectros de massas dos componentes de cada pico foram comparados com os da espectroteca
(Figura 20, 21 e 22) e além de confirmar a proposta dos esterdides sitosterol (7) e
estigmasterol (8), revelou um terceiro componente, sendo identificado como campesterol (6).
O espectro de IV (Figura 23) apresenta vmax em 3423 cm™ absorcdo caracteristica de
estiramento O-H; absorcdo de esqueleto carbénico em 2960 e 2935 cm™ para vc-H: 1466 cm™
para CHz e 1383 cm™ para CHs; vc=c = 1647 cm-1 e 1055 cm™ para estiramento C-O. As

absorcOes observadas na regido do infravermelho sdo comuns as trés substancias da mistura.
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Figura 23. Espectro no infravermelho das substancias 6, 7 e 8

VI1.1.5. Identificacédo da substancia 9

O triterpeno 9 foi identificado através de analise dos espectros de IV, RMN *H, RMN

13C e comparagdo com dados descritos na literatura (GALEGOS & ROQUE, 1990). O
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espectro de RMN *H (Figura 24) revelou a presenca de sinais simples correspondente a sete
grupos metila, sendo que uma destas metilas apresentou deslocamento quimico em 8x 1,66,
sendo atribuido & metila ligada a carbono sp?. Os sinais de dois dubletos em 5y 4,68 (H-29a) e
4,55 (H-29b) (2,1 Hz) de dois hidrogénios vinilicos e o singleto em 1,66 confirma a presenca
deste grupo funcional sustentando um grupo metila. Os espectros de RMN 3C (Figura 25)
confirma a presenca de carbonos olefinicos (6¢c 150,8 e dcH2 109,3) e do carbono
caracteristico do grupo carbonila de cetona (8¢ 218,3). Os demais sinais estdo de acordo com
os deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos, metilénicos e metilicos do triterpeno da
série dos lupanos permitindo propor a estrutura da lupeona para 9. O espectro de 1V (Figura
26) uma banda de 3070 cm™ para vc-+ de grupo vinilidina, absorcdo de esqueleto carbonico
em 2941 e 2856 cm™ para vc.+, 1456 cm™ para CH; e 1381 cm™ para CHs, ve=c = 1643 cm?

e uma banda em absorcdo em 1705 cm™ vc-=o, tipica de grupo cetona.
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Tabela 3. Comparagdo dos dados de RMN 3C das substancias 9 e 10 com valores da literatura
(GALEGOS & ROQUE, 1990; SOBRINHO et al., 1991).

dc (ppm)
c Substancia 9 Lupeona Substéncia 10 Lupeol
(CDCls) (CDCls) (CDCls) (CDClg)
1 39,6 39,7 38,8 38,7
2 34,1 34,0 27,4 27,4
3 218,3 217,0 78,9 79,0
4 47,3 47,3 38,7 38,8
5 54,9 55,0 55,2 55,3
6 19,6 19,8 18,3 19,0
7 335 33,6 34,2 34,3
8 40,7 40,9 40,8 41,1
9 49,7 49,8 50,4 50,4
10 36,8 37,0 37,1 37,1
11 21,4 21,4 20,9 20,9
12 251 25,1 251 25,1
13 381 38,3 38,0 38,0
14 43,0 43,0 42,8 42,8
15 27,4 27,4 27,4 27,3
16 35,5 35,6 35,5 35,6
17 42,8 43,0 43,0 43,0
18 48,2 48,2 48,2 48,3
19 47,9 47,9 47,9 48,0
20 1511 150,5 151,0 150,9
21 29,8 29,9 29,7 29,4
22 39,9 40,0 40,0 40,0
23 26,6 26,7 28,0 28,0
24 21,0 211 15,4 15,3
25 15,7 15,8 16,0 16,0
26 16,0 16,0 16,1 16,1
27 14,5 14,6 14,5 14,5
28 18,0 18,1 18,0 18,0
29 109,4 109,6 109,3 109,3
30 19,3 19,4 19,3 19,3
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V1.1.6. Identificacéo da substancia 10

O triterpeno 10 foi identificado através de analise dos espectros de 1V, RMN H, RMN
13C e comparagio com dados descritos na literatura (GALEGOS & ROQUE, 1990;
SOBRINHO et al., 1991). Os sinais observados no espectro de RMN !H (Figura 27)
representam os hidrogénios metilicos (61 0,74 e 1,65). O duplo dubleto em 613,23 (J= 10,8 €
5,2 Hz) corresponde ao hidrogénio carbindlico H-3. Os sinais de dois dubletos em
du4,70 e 4,57 (2,1 Hz) de dois hidrogénios vinilidinico e o singleto em 1,66 confirma a
presenca deste grupo funcional sustentando um grupo metila. Estes sinais sdo caracteristicos
de triterpenos da série lupano. O espectro de RMN *C (Figura 28) confirma a presenca de
carbonos olefinicos (5¢c 150,9 e dcH2 109,3) e do carbono carbindlico (6cq 79,0). Os demais
sinais estdo de acordo com os deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos, metilénicos e
metilicos do triterpeno da série indicada acima permitindo propor a estrutura do lupeol para
10. A comparacdo dos deslocamentos dos carbonos do lupeol estam na Tabela 3. O espectro
de IV (Figura 29) apresenta vmax em 3342 cm™ absorcdo caracteristica de estiramento O-H,
3067 cm™ para ve-+ de grupo vinilidina, absorgdo de esqueleto carbnico em 2945 e 2872 cm
! para vc-n, 1454 cm™ para CH; e 1379 cm™ para CHs, ve=c = 1637 cm™ e 1043 cm™ para

estiramento C-O.
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Figura 28. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) da substancia 10
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IVV.1.7. Identificagéo do derivado 10a

O derivado 10a foi obtido por acetilacdo com anidrido acético e piridina, e foi
identificado por analise de RMN H e IV, que permitiram visualizar as modificacdes
esperadas do esqueleto estrutural da substincia 10. No espectro de RMN *H (Figura 30) o
produto foi confirmado com o aumento do valor de deslocamento quimico do H-3 (61 3,23)
para oH 4,45, devido a desprotecdo deste hidrogénio pelo grupo acetila, bem como o
surgimento do sinal em &y 2,03, referente ao grupo metila do acetato. Com o espectro de 1V
(Figura 31) pode-se observar o desaparecimento da banda de absor¢do em 3342 cm™ (vo.n)
do grupo hidroxila do C-3 e o surgimento das bandas em 1733 cm™ (vc=o0) e 1247 cm? (vc-co-

o) da funcéo éster confirmando a formacéo do derivado.
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Figura 30. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) do derivado 10a
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VI1.2. Determinacdo estrutural
gonoacantha

dos constituintes

isolados da raiz de P.

O fracionamento cromatogréfico dos extratos da raiz de P. gonoacantha conduziu a

identificacdo de 8 substancias, cujas estruturas estdo representadas a seguir. As estruturas 11-

14 estdo sendo registradas pela primeira vez no género.

Figura 32. Estruturas dos constituintes isolados da raiz de P. gonoacantha.
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V1.2.1. Identificacéo das substancias 10 e 11.

Os triterpenos lupanico (10) e cicloartanico (11) foram obtidos em mistura e
identificados através dos espectros de RMN H e principalmente pela analise com CG-EM. O
espectro de RMN H (Figura 33) da mistura das substancias 10 e 11 apresenta dois dubletos
blindados, em 6x0,31 (J=4,0 Hz) e 610,53 (J=4,0 Hz), caracteristico de hidrogénios
metilénicos de ciclopropano, presentes em triterpendide com esqueleto cicloartanico,
juntamente com um duplo-dubleto em 6n 3,16 (J= 4,4 e 11 Hz) caracteristicos de uma
configuragdo B-hidroxi, um tripleto em &y 5,09 correspondente ao hidrogénio metinico da
vinilidina, além de sinal em &y 1,59 do grupo metila ligado a carbono sp?. Ja a presenca de um
duplo dubleto em 6y 3,29 (J= 10,8 e 5,2 Hz) corresponde ao hidrogénio carbindlico H-3, além
dos sinais de dois dubletos em 614,67 € 4,55 (2,1 Hz) de dois hidrogénios vinilidinico e o
singleto em 1,67 confirma a presenca deste grupo funcional sustentando um grupo metila,
estes sinais reforcam a presenca de um triterpeno da série lupano. A andlise da fracdo
contendo estes triterpenos com CG acoplado com EM apresentou 0 cromatograma, Figura
34, permitindo identificar os triterpenos: (11), Tr = 19,871 min., (11,6 %) e (10), Tr = 20,195

min., (74,3 %) e os respectivos espectro de massas, Figura 35 e 36.
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Figura 33. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) da mistura de 10 e 11
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V1.2.2. Identificacéo das substéancias 12, 13 e 14.

As fracdes que indicaram a presenca de flavondides em CCDA foram analisadas por

RMN H, RMN 3C e CL-EM-IES, e mostraram mistura de substancias. A analise do espectro
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de RMN H (Figura 37) permitiu verificar sinais de hidrogénios em &4 8,4; 8,3 e 8,2 ppm que
podem ser atribuidos a H-2 de isoflavonas; os sinais em &4 6,0; 6,43; 6,7; 6,9; 7,0; 7,08, 7,4;
7,5; 7,72 e 7,8 podem ser atribuidos a hidrogénios de sistema aromatico do anel A e B dos
isoflavonoides. Além do sinal em &4 10,60 ppm que pode ser de hidroxila fendlica, ha sinais
de metoxilas em 6n 3,89; 3,80 e 3,79 ppm e do grupo metilenodioxila em &1 6,03 e 5¢.100,09
(Figura 41). Os sinais observados nos espectros 2D: *H x *H COSY e HSQC (Figura 42 e
43), serviram para confirmar a proposta das isoflavonas, através do YJcn dos hidrogénios H-2
e H-6 com carbonos cujos deslocamentos quimicos sdo compativeis para CH-2 e CH-6 de
isoflavonas. Os valores dos deslocamentos quimicos e multiplicidades observados nos
espectros de RMN 3C (BD e DEPT) estdo de acordo com as propostas para 12-14 (Tabela
4). Para detectar o nimero de componentes na mistura fez-se analise por CL-EM-ESI
(Figuras 45, 46, 47 e 48). O EM forneceu os valores dos ions quase moleculares de cada
componente. A analise dos espectros de massas com sistema de ions positivos (a) e negativos
(b) permitiu identificar os valores de m/z para a substancia 12, Figura 46a: m/z = 269 (299 —
OCHy), 299 (M + H"), 321 (M + Na"), 619(2xM + Na") e Figura 46b: 239 (267 — 28) ou 180
+ H3CCOy), 267 (M — H — OCHy), 297 (M — H), 357 (M + H3CCOy"); para a substancia 13,
Figura 47a: m/z = 313 (M + H+ - OCHy), 343 (M + H*), 365 (M + Na*), 707 (2xM + Na*); e
Figura 47b: m/z = 239 (180 + H3CCOy), 311 (341 — OCHy), 341 (M + HY); e para a
substancia 14, Figura 48a: m/z = 271 (299 — CO), 299 (M + H+ - OCHy), 329 (M + H"), 351
(M + Na*), 512 (2x 271 - OCH_), 679 (2xM + Na*) e Figura 48b: 269 ( 297— CO), 297 (M —
H — OCH>), 327 (M — H), respectivamente com os tempos de retengéo 48,9 min; 51,3 min e
52,3 min (Figura 45), confirmando a proposta das isoflavonas: 12 como 7-hidroxi-5,8-
dimetoxi-isoflavona, 13 como 7-hidroxi-5,8-dimetoxi-3’,4’-metilenodioxi-isoflavona e 14

como 7-hidréxi-5,8,4’-trimetoxi-isoflavona.

OCHs OCHj
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Tabela 4. Dados de RMN (5 , DMSO-ds) H (500 MHz) *C (125 MHz) da mistura de isoflavonas 12,

13e14.
C 12 13 14
oc OH oc OH oc OH
2 152,6 8,3 152,9 8,4 151,3 8,2
3 124,5 - 124,1 - 124,4 -
4 174,8 - 174,0 - 173,8 -
5 155,6 - 156,1 - 155,8 -
6 99,0 6,7 () 99,0 6,7 (s) 99,0 6,7 ()
7 158,9 - 158,8 - 158,9 -
8 1347 - 135,9 - 130,0 -
9 151,6 - 151,7 - 152,6 -
10 107,9 - 109,6 - 108,0 -
I 122,6 - 125,9 - 120,7 -
2’ 130,1 7,5 (d) 7,08 130,3 7,43 (d)
3’ 122,3 7,0 (m) 146,9 113,0 6,9 (m)
4 123,5 7,0 (m) 146,8 158,9 -
5’ 123,9 7,0 (m) 109,4 7,15 (m) 113,0 6,9 (m)
6’ 130,1 7,5 (d) 120,7 7,72 (d) 130,3 7,43 (d)
MeO-5 60,8 61,7 61,7
MeO-8 55,1 55,1 55,1
MeO-4’ - - - - 55,9
O2CH: - - 100,9 6,0 - -
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Figura 49. Massa de alguns fragmentos da mistura 12 + 13 + 14, para justificar os principais
picos detectados no EM.

VI1.2.3. Identificacio dos Esteres metilicos (1) e (2).

As anélises dos Esteres metilicos (1) e (2), presentes nas fracdes PGRMD 1-4 (4)
(E.m. (1)) e PGRMD 10-14 (1) (E.m. (2)), respectivamente, foram feitas por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) fornecendo seus respectivos
cromatogramas (Figuras 50-57).

A identificacdo dos Esteres metilicos (1) e (2), presentes nas fragdes PGRMD 1-4 (4)
(E.m. (1)) e PGRMD 10-14 (1) (E.m. (2)), respectivamente, foi realizada por comparacdo do
espectro de massas referente a cada pico do cromatograma com espectros de massas da
biblioteca NIST 08 do aparelho CG-EM.

A partir destes dados foi possivel caracterizar os ésteres metilicos em maioria
referentes a acidos graxos no cromatograma das fracbes PGRMD 1-4 (4) e PGRMD 10-14
(1), num total de 90,42 e 94,39 % da composicdo das mesmas. Os compostos identificados de
cada fragdo encontram-se listados na Tabela 5.

Analisando a Tabela 5, foi possivel observar uma significativa variacdo na
composigdo dos ésteres metilicos presentes em cada fracdo. Verificou-se assim que a fracdo
PGRMD 1-4 (4) teve como constituintes majoritarios os ésteres metilicos de maior peso
molecular, tetracosanoato de metila (Figuras 55), pentacosanoato de metila (Figuras 56) e
hexacosanoato de metila (Figuras 57), revelando também a presenca dos ésteres
hexadecanoato de metila (Figuras 52) e 9-octadecenoato de metila (Figuras 54), que alias
estes Ultimos se mostraram em maior concentra¢do na fragdo PGRMD 10-14 (1), com 15,92
% e 19,66 %, respectivamente, junto ao 10-heptadecenoato de metila (Figuras 53).

64



Tabela 5. Identificacio dos Esteres metilicos (1) e (2) por comparacio com dados da
biblioteca Nist08 do aparelho CG-EM

Constituinte proposto Nome comum TR M Area (%)
Em (1) Em.(2
Tetradecanoato de metila Miristato de metila 11,718 242 - 1,29
5-Octadecenoato de metila - 12,688 296 - 0,99
Pentadecanoato de metila - 12,868 256 - 2,83
9-Hexadecenoato de metila Palmitoleato de metila 13,748 268 - 3,51
Hexadecanoato de metila Palmitato de metila 13,975 270 7,66 15,92
Acido hexadecan6ico Acido palmitico 14,366 256 4,10 -
Hexadecanoato de etila Palmitato de etila 14,658 284 - 0,77
10-Heptadecenoato de metila - 14,784 282 - 8,25
Heptadecanoato de metila Margarato de metila 15,002 284 2,07 4,36
9,12- Octadecadienoato de metila Linolenato de metila 15,710 294 3,74 -
9-Octadecenoato de metila Oleato de metila 15,770 296 7,54 19,66
Octadecanoato de metila Estereato de metila 15,999 298 4,11 5,13
Acido 9-Octadecendico Acido oleico 16,159 282 4,95 -
Acido Octadecandico Acido estearico 16,358 284 1,41 -
10-Nonadecenoato de metila - 16,841 310 0,83 2,48
Nonadecanoato de metila - 16,944 312 0,75 1,44
11-Eicosenoato de metila - 17,623 324 - 1,84
Eicosanoato de metila Aracidato de metila 17,855 326 2,24 2,59
Heneicosanoato de metila - 18,703 340 - 1,39
Docosanoato de metila Behenato de metila 19,570 354 4,45 2,82
Octadecanoato de hexila Estereato de hexila 19,976 368 1,27 -
Tricosanoato de metila - 20,389 368 4,64 2,50
Tetracosanoato de metila Lignocerato de metila 21,303 382 10,21 4,35
Pentacosanoato de metila - 22,309 396 7,56 2,96
Hexacosanoato de metila Ceroticato de metila 23,512 410 11,91 4,10
Heptacosanoato de metila - 24,876 424 3,44 0,98
Octacosanoato de metila - 26,577 438 5,39 1,46
Triacontanoato de metila Melissato de metila 31,148 466 2,15 -
Acetato de lupeila - 27,392 468 - 2,77
Total 90,42 94,39
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Figura 53. Espectro de massas do 10-heptadecenoato de metila e comparagdo com o padréo

da biblioteca.
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V1.3. Determinacao estrutural dos constituintes isolados das folhas de P. rigida

O fracionamento cromatografico dos extratos das folhas de P. rigida conduziu a
identificacdo de 4 substancias, cujas estruturas estdo representadas a seguir. As substancias

15-18 estdo sendo registradas pela primeira vez nesta planta.

25 26 27 28 29 30

15
2 23\ 19\ 15\ 11\ 7\ 3\ 1
25 26 27 28 29 30
16
23 19 1 11 7 3 1
e NS NN NN NS NS NN OH
17 18 19 20
17 1 11 7 3 1
1 N"oH

Figura 58. Estruturas dos constituintes isolados das folhas de P. rigida

V1.3.1. Identificacéo das substancias 15 e 16.

Os poliprenoides 15 e 16 foram identificados através de analise dos espectros de RMN
'H, RMN BC, CG-EM e comparagdo com dados descritos na literatura (FEITOSA et al.,
2007). O espectro de RMN *H (Figura 59) apresentou sinais correspondentes a hidrogénios
metilénicos em 614,09 e hidrogénios olefinicos em 6 5,12 e 5,45; absorcBes referentes a
hidrogénios de metilas ligadas a carbono sp? em &y 1,60; 1,68 e 1,74. Observou-se ainda
absorcdes em. &n2,04-2,09, atribuidos a hidrogénios de carbonos metilénicos ligados a
carbonos sp?. A analise comparativa do espectro de RMN 3C (Tabela 6) permitiu propor as
absorcbes sugerindo um esqueleto poliprendide. A andlise deste material com CG-EM
(Figura 62) revelou a presenca de dois componentes com Tr = 25,39min., (58,97 %) e 31,17
min., (33,23 %). Os espectros de massas dos componentes de cada pico (Figura 62),
confirmaram a proposta do poliprendide (6E,10E,14E,18E,22E)-2,6,10,14,18,22-

hexametiltetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaeno (15), revelou um segundo componente, sendo
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identificado

15

25

como

(2E,6E,10E,14E,18E)-3,7,11,15,19,23-hexametiltetracosa-
2,6,10,14,18,22-hexaen-1-ol (16).

Tabela 6. Comparagdo dos dados de RMN *3C das substincias 15 e 16 com valores da
literatura (FEITOSA et al., 2007)

dc (ppm)

C Substéncia 15 Substéancia 16 Hexaprenol

(CDCls) (CDCls) (CDCls)
1 15,98 59,00 58,59
2 125,09 124,12 123,84
3 135,35 139,87 139,46
4 39,72 39,72 39,31
5 25,68 25,68 25,27
6 125,01 125,01 123,99
7 135,27 136,06 135,66
8 26,39 26,39 25,98
9 31,97 31,97 31,57
10 124,24 124,24 124,11
11 135,27 135,35 134,95
12 32,19 32,19 31,79
13 26,39 26,39 25,89
14 125,01 125,01 124,52
15 135,27 134,95 134,82
16 32,19 32,19 31,79
17 26,66 26,66 26,26
18 125,01 125,01 124,60
19 135,27 134,87 134,54
20 32,19 32,19 31,79
21 26,39 26,39 26,35
22 125,01 125,01 124,60
23 135,27 131,23 130,82
24 25,74 25,68 25,27
25 17,66 17,66 17,26
26 23,41 23,41 23,02
27 23,41 23,41 15,58
28 23,41 23,41 15,58
29 23,41 23,41 15,58
30 23,41 23,41 23,02
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Figura 61. Espectro de RMN **C e APT (100 MHz, CDCls) da mistura de 15 e 16
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V1.3.2. Identificacéo da substancia 17

O espectro de RMN !H apresenta sinais de dubletos em Sn 0,85-0,87 de grupos
metilicos e singleto em &n 1,66 de metila ligada a dupla ligacdo. Além de sinais entre 61 1,06-
1,59 de hidrogénios ligados em carbono sp, apresenta sinais de hidrogénios de carbono
alilico em 8y 1,99, de H olefinico em &1 5,41 (sl), e sinal de hidrogénio carbindlico em &y
4,15. O espectro de RMN *3C (BBD e APT, Figuras 64 e 65) apresentam sinais de carbono
sp? de uma dupla trissubstituida com 8¢ 140,32 e &cn 123,07, sinal em 59,43 compativel com
metileno de alcool primario. Os demais sinais de deslocamento de carbono-13 (Tabela 7) e

espectro de massas (Figura 67) permitiram identificar o diterpeno abaixo como fitol.

17 18 19 20

1 11 7 3 1

& N"S0H

Tabela 7. Comparagdo dos dados de RMN *C da substancia 17 com dados da literatura
(GOODMAN et al., 1973)

dc (ppm)
C Substincia 17 Fitol
(CDCl) (CDCl)
1 59,4 59,4
2 123,1 123,4
3 140,3 139,9
4 39,9 39,9
5 25,1 25,3
6 36,7 36,8
7 32,8 32,8
8 37,4 37,5
9 24,5 24,6
10 37,4 37,5
11 32,8 32,9
12 37,3 37,4
13 24,8 24,8
14 39,4 39,5
15 28,0 28,0
16 22,7 22,7
17 22,6 22,6
18 19,7 19,8
19 19,7 19,8
20 16,2 16,2
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Figura 67. Espectro de massas da substancia 17 e comparacdo com o padrao da biblioteca.

V1.3.2. Identifica¢édo da substancia 18

O monoterpeno 18 foi identificado através de analise dos espectros de RMN H, RMN
13C, CG-EM e comparagdo com dados descritos na literatura (SUNG et al., 2010). O espectro
de RMN *H (Figura 68) mostra sinais caracteristicos em 815,68 atribuidos ao hidrogénio
metinico proximo ao grupo carboxila, sinal em 6x4,32 por estar ligado ao carbono

carbindlico, além de sinais de metilas em &y 1,26; 1,45 e 1,77. O espectro de RMN 3C
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(Figura 70) apresenta sinais de uma lactona de cinco membros contendo uma dupla ligacéo

conjugada com a carbonila (3¢ 185, 172,0 e dcn 112,9), além do sinal de carbono quartenario

em ¢ 86,8 ha um valor em &cH 66,8 de carbono metinico carbindlico. A comparacdo dos

deslocamentos dos hidrogénios e carbonos da substancia 18 estdo relacionados na Tabela 8.

O valor do ion molelcular m/z 196 e os demais picos presentes no espectro de massas (Figura

71) estdo de acordo com a estrutura do carotendide, Esquema 6.

18

Tabela 8. Comparacéo dos dados de RMN *H e *C da substincia 18 com dados da literatura

(SUNG et al., 2010)

Substincia 18 (CDCls)

Loliolideo (CDCl3)

@}

H (ppm) dc (ppm) oH (ppm) dc (ppm)
1 - 35,9 - 35,9
1,98 (td; 14,7; 2,7) 1,97 (td; 14,8; 2,8)
2 154 (td: 14.7: 3.9) 473 153 (td: 14.7; 3.6) 47,3
3 4,32 (m) 66,8 4,33 (m) 66,8
2,47 (td; 14,0; 2,4) 2,46 (td; 14,0; 2,4)
4 179 456 178 (td: 14.0; 4.0) 456
5 - 86,8 - 86,7
6 - 182,5 - 182,4
7 5,68 (5) 112,9 5,69 (S) 112,9
8 - 172,0 - 171,9
9 1,45 (s) 26,5 1,47 (s) 26,5
10 1,26 (s) 30,6 1,27 (s) 30,6
11 1,77 (s) 26,5 1,78 (s) 27,0
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Figura 68. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) da substincia 18
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Figura 69. Expansio do espectro de RMN*H da substancia 18 de 1,0 a 2,6 ppm
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Figura 70. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) da substancia 18
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VI1.4. Identificacdo de metabdlitos em sementes de P. rigida

A andlise por métodos espectrométricos dos extratos das sementes de P.rigida

permitiu identificar 8 substancias, cujas estruturas estam representadas a seguir.

Bufotenina
Triacilglicerol
OCHs
NN e TN RO L , JOR — S
[CHz, ~COOH ; ~_CHas [CHJ], ~COOH

n=9, acido hexadecanoico : 3 - .
11 Ani o RO 5 OR n=6, acido 9-octadecendico
n_ll, ?C!do optadecgpmco N i n==8, 4cido 11-eicosendico
n=13, acido eicosanoico R=H, pinitol OR

R= Ac, acetato de pinitol
Figura 72. Estruturas dos constituintes identificados das sementes de P. rigida.

V1.4.1. Identificacdo das substancias Triacilglicerol e &cidos graxos.

A anélise do extrato PRSH por RMN H (Figura 73) revela sinal caracteristico em
dn 5,23 atribuido ao hidrogénio metinico proximo do glicerol; duplo dubleto em 814,28 € dn
4,14 de hidrogénios metilénicos; hidrogénios o e p-carboxilicos em oy 2,31 e 1,60
respectivamente; além de valores em 3y 1,98 de hidrogénicos alilicos, ja os sinais em 6n 1,27
e 0,87 sdo de hidrogénios metilénicos e metilicos dos acidos graxos de triacilglicerol.

Apo6s analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) do extrato PRSH e comparacdo do espectro de massas referente a cada pico do
cromatograma com espectros de massas do bando de dados da biblioteca NIST 08 do aparelho
CG-EM.

A partir destes dados foi possivel caracterizar os acidos graxos no cromatograma do
extrato PRSH, num total de 67,47 % da composi¢do da mesma. Os compostos identificados
do extrato PRSH encontram-se listados na Tabela 8. Analisando a Tabela 8, foi possivel
verificar o &cido 9-octadecendico (Figuras 76) como majoritario dentre os demais acidos
graxos, seguido dos acidos saturados eicosandico (Figuras 79), octadecandico (Figuras 77) e

hexadecandico (Figuras 75).
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Figura 74. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) do extrato PRSH

Tabela 9. Identificacdo de acidos graxos presentes no extrato PRSH pela biblioteca Nist08 do
aparelho CG-EM

Constituinte proposto Nome comum M* Area (%)
Acido hexadecanoico Acido palmitico 256 10,23
Acido 9-Octadecendico Acido oleico 282 17,19
Acido Octadecandico Acido estearico 284 10,78
Acido nonadecatriendico - 292 8,91
Acido eicosan6ico Acido araquidico 312 11,68
Acido docosanoico Acido beénico 340 8,68
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V1.4.2. Identificagdo das substancias Bufotenina e Pinitol.

O alcal6ide indolico bufotenina e o polialcool ciclico pinitol foram identificados em
mistura através de analise dos espectros de RMN H, RMN 3C, CG-EM do extrato PRSMB ¢
comparacdo com dados descritos na literatura (RAMOS, 2008). O espectro de RMN *H
(Figura 81) apresenta sinais na regido de hidrogénios aroméaticos em 6y 6,59; 7,07 e 7,11,
além de hidrogénio olefinico proximo a nitrogénio em &1 6,84, 0 espectro mostra ainda sinal
em 81 10,56, atribuido ao hidrogénio ligado ao nitrogénio, sinais em 612,88 e 2,94,
caracteristicos de hidrogénios metilénico benzilicos e ligados a nitrogénio. O espectro de
RMN BC (Figura 82 e 83) apresenta sinais de um esqueleto indol contendo uma dupla
ligacdo no anel pirrol (8¢ 190,3 e dcH 102,2), além de sinais de carbono quartenario em oc
130,9 e 127,7. H& um valor em &8¢ 150,3 de carbono de sistema aromatico oxigenado. A
comparacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos da substancia
alcaloidica estdo relacionados na Tabela 10. A Tabela 11 mostra a comparacdo dos
delocamentos de RMN *C com a literatura. A andlise deste extrato PRSMB em CG-EM
(Figura 84) revelou a presenca de dois componentes, entre a mistura, com Tr = 12,70 min.,
(39,37 %) e Tr = 16,94 min., (32,88 %). Os espectros de massas dos componentes destes
picos (Figura 85 e 86), confirmaram a presenca do carboidrato pinitol e do alcaldide indolico
bufotenina dentre a mistura.

De acordo com a literatura, bufotenina foi relatada em sementes de outras espécies do
género Piptadenia como: P. peregrina (STROMBERG, 1954; FISH et al.,, 1955),
P.macrocarpa (FISH et al., 1955), P. colubrina (PACHTER et al., 1959), P. falcata
(GIESBRECHT, 1960), P. excelsa, P. paraguayensis e P. viridiflora (IACOBUCCI &
RUVEDA, 1964). Este alcalbide é considerado como principal constituinte em algumas destas
espécies de Piptadenia, conferindo a elas inclusive propriedades psicotrépicas e alucinantes
(RAYMOND-HAMET, 1956; D’ALCONTRES & CUZZODREA, 1957; DELAVEAU,
1960), que podem ser potencializadas ou até apresentar outras atividades bioldgicas devido a
presenca do pinitol (BHAT et al., 2009)

OCHjy

HO_ %, _OH
6
3

HO" ™" “OH
Bufotenina Pinitol 6H
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Figura 81. Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do extrato PRSMB

Tabela 10. Comparacgdo dos dados de RMN !H e ¥C do extrato PRSMB com dados da
literatura (RAMOS, 2008)

C PRSMB (DMSO) Bufotenina (DMSO)
OH (ppm) dc (ppm) o (ppm) dc (ppm)
N-H 10,56 - 10,42 -

2 6,84 102,2 6,80 102,5
3 - 109,3 - 11,8
4 7,07 123,5 7,02 123,2
5 - 150,3 - 150,4
6 6,59 111,5 6,59 111,4
7 7,11 111,8 7,11 111,9
8 - 130,9 - 131,1
9 - 127,7 - 128,2
10 2,88 21,3 2,73 23,4
11 2,94 57,9 2,49 60,2
12 2,59 43,2 2,20 45,3

Tabela 11. Comparacéo dos dados de RMN 3C do extrato PRSMB com dados da literatura
(BRUTMAIER & VOELTER, 1987)

C dc (ppm)
PRSMB (DMSO) Pinitol
1 83,8 82,5
2 72,6 72,1
3 71,0 70,4
4 72,4 71,3
5 72,0 71,7
6 70,1 69,8
CH; 59,7 59,4
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Figura 83. Espectro de RMN 3C e APT (100 MHz, DMSO-dg) do extrato PRSMB
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Figura 86. Espectro de massas da Bufotenina (Tr: 16,942 min.) e compara¢do com o padréo
da biblioteca, identificada no extrato PRSMB.

V1.4.3. Identificacéo do derivado acetilado do Pinitol.

O extrato PRSMB foi submetido a derivatizacdo por reacédo de acetilagdo com piridina
e acido acético. A analise em RMN *3C e CG-EM, mostrou como produto majoritario, apesar
de algumas impurezas, o derivado pentacetilato do pinitol. O espectro de RMN 3C (Figura
87) revelou a presenca de carbonilas de acetato em campo baixo, bem como metilas do grupo
acetato em campo alto. O espectro de massas (Figura 88) apresentou padréo de fragmentacao

compativel para o produto devido as fragmentacfes envolvendo unidades acetoxilicas. O
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Esquema 7 mostra as propostas de fragmentacGes que justificam alguns dos picos detectados
no espectro de massas do produto contendo cinco unidades de acetila.
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Figura 87. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) do extrato PRSMB acetilado.
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principais picos detectados no EM.
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VIIl. IDENTIFICACAO DE CONSTITUINTES EM (’)LI;O DE FOLHAS
DE Piptadenia gonoacantha e Piptadenia rigida EXTRAIDOS COM CO;
SUPERCRITICO E HIDRODESTILACAO

VII.1. INTRODUCAO

O avanco dos estudos envolvendo produtos naturais é justificado pelo interesse nas
caracteristicas medicinais, aromatizantes e corantes para alimentos ou na fabricacdo de
cosmeticos e perfumes de diversos extratos de plantas. Assim, a obtencdo de 6leo a partir de
matéria-prima de origem vegetal € uma atividade de grande interesse para as industrias
farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos.

Um exemplo € a extracdo de 0Oleos vegetais, sejam eles essenciais ou fixos. Os 6leos
essenciais sdo, normalmente, misturas de substancias oleosa de baixa ou média viscosidade,
altamente volateis, com execdo das substancias puras, que podem ser sélidas como a canfora
(MILLER & MILLER, 1991). Seus componentes sdo, principalmente, mono e sesquiterpenos,
além de fenilpropanoides, metabolitos que apresentam caracteristicas sensoriais, com ampla
utilizacdo em composi¢Oes farmacéuticas e elaboracdo de fragrancias (B1ZZO, 2009). Os
6leos fixos sdo aqueles que, geralmente, ndo apresentam compostos volateis, mas sim
compostos graxos como constituintes majoritarios. Como exemplo, tem-se o Oleo de
améndoas de péssego rico em &cido oléico e linoléico, e o Oleo de rosa mosqueta que
apresenta acido linoléico como constituinte principal (MAGALHAES et al., 2005;
MEZZOMO, 2008).

As utilidades destes 0leos sdo muitas, eles sdo responsaveis pelos aromas e odores
especiais em perfumes, cosméticos, sabonetes, desodorantes etc. Também podem ser
utilizados como solventes e insumos para a industria, medicamentos e materiais de partida em
sintese organica nas industrias quimica e farmacéutica (CRAVEIRO et al., 1981). Oleos
essenciais sao conhecidos por suas propriedades medicinais, as quais tem sido cientificamente
estudadas (SIANI et al.,, 1999). Devido a elevada demanda por Oleos essenciais, sua
comercializacdo se da tanto na forma bruta como na forma de substancias isoladas como o
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (B1ZZO, 2009).

Os oleos essenciais sdo obtidos tradicionalmente por hidrodestilacdo, extracdo por
arraste a vapor e extracdo com solvente organico. No entanto, durante o desenvolvimento
desses processos pode ocorrer a degradacdo térmica de compostos durante a extracdo, a

possibilidade de hidrolise e a hidrossolubilizacdo dos mesmos. Estes fatores sdo sérios
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obstaculos na reproducdo de fragrancias naturais. Outra desvantagem seria o fato desses
processos envolverem o uso e a eliminacao de solventes organicos.

Assim, faz-se necessario, muitas vezes, a aplicacdo de técnicas de extracdo alternativas
com melhor seletividade e eficiéncia. Neste contexto, a extracdo com fluido supercritico
explora as propriedades do solvente acima de seus pontos criticos. Utilizando o didxido de
carbono (CO2) como solvente, a extragdo supercritica (ESC) é reconhecida como “limpa”. O
CO. tem a vantagem de ser atoxico, inerte, ndo inflamavel, altamente disponivel,
principalmente como subproduto de outras industrias, como as que empregam fermentagdo
(REVERCHON, 1997; FERREIRA et al., 1999).

S80 indmeras as matérias-primas adequadas para a realizacdo de estudos com
tecnologia supercritica. A demanda por compostos de alto valor agregado presente nos éleos
essenciais ou fixos, obtidos a partir de matérias—primas vegetais, tem aumentado o interesse
por novos processos de extragdo. Visando melhorar a qualidade dos extratos obtidos das
plantas, e baixar os custos operacionais de processo, a extracdo com fluido supercritico tem
sido bastante utilizada para extrair 0leos essenciais ou fixos de plantas. Diante disso, ela
apresenta-se como uma técnica capaz de gerar uma fonte alternativa de renda, sem
necessidade de pos-processamento e com a possibilidade de ajustar pardmetros visando a
seletividade do processo para um grupo especifico de compostos a serem extraidos da matriz
vegetal.

A aplicabilidade da ESC é encontrada em diferentes areas, como as de alimentos,
farmacéuticas, quimicas e industrias de combustivel. Devido as vantagens dos fluidos
supercriticos, atualmente, eles sdo especialmente Uteis para extracdo em duas situacdes: (1) a
extracdo de compostos bioativos valiosos como flavors, corantes e outras biomoléculas ou (2)
a remocao de compostos indesejaveis como poluentes organicos, toxinas e pesticidas. Em
ambos 0s casos, 0 substrato sélido pode ser tratado como uma matriz que é geralmente inerte
para o solvente e o0 soluto ou a mistura de solutos que constituirdo o extrato (RODRIGUES et
al., 2002; REVERCHON, DE MARCO, 2003).

VI1.1.1. Historico da utilizacéo da extracgdo supercritica (ESC)

A extracdo com fluido supercritico surge para atender as exigéncias de mercado por
produtos com alta pureza e menores impactos ambientais. Na década de 60 foi utilizado para

extracdo alternativa de 6leos essenciais e aromas (VARGAS, 2005) e em seguida, nos anos
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70, remocdo da cafeina do café em escala industrial (MOORE et al., 1994). Desde entdo, a
extracao supercritica continua sendo difundida como: uma tecnologia limpa, que ndo deixam
residuos, que ndo ha necessidade de mais uma etapa de separacdo, que nao alteracdo das
propriedades das matérias-primas e que extrai produtos com maior seletividade e pureza
(VARGAS, 2005). Em consequéncia, a extracdo com fluido supercritico tornou-se uma
alternativa importante na extracdo de 6leos essenciais ou fixos de plantas, assim como na

extracdo de compostos de alto valor agregado presente neles.

VI1.1.2.Fluido Supercritico

A extracdo com fluido supercritico (EFSC) tem apresentado muitos estudos com
aplicacOes diversas pela sua versatilidade como técnica de extracdo onde o solvente extrator é
um fluido supercritico capaz de permear matrizes complexas (REVERCHON, DE MARCO,
2006).

O uso do didéxido de carbono como solvente supercritico tem valorizado a utilizacéo
da técnica para diferentes usos, se valendo de suas caracteristicas favoraveis, como ser
atéxico, ndo inflamavel e ser de facil obtencdo, para ganhar espaco na &rea industrial. Outra
vantagem € que ele agrada os 6rgdos ambientais pois é considerada uma tecnologia limpa e se
enguandra nos resquesitos da quimica verde (PINTO et al., 2006).

O estado de fluido supercritico (FSC) é definido como aquele em que a temperatura e
a pressao estdo acima da temperatura critica (Tc) e da pressdo critica (Pc), 0 que pode ser
visualizado em um diagrama de fases (CAMEL, 1998), apresentado na Figura 89 (PINTO et
al., 2006).

O poder de solvatagdo é uma caracteristica presentes nos fluidos supercriticos que
auxiliam na extracdo de analitos da matriz. Isso é possivel, uma vez que, nas condi¢bes
supercriticas o fluido adquire densidade semelhante a de um liquido, contudo ele ainda pode
sofrer compressao assim como um gas (SKOOG, 1995; STUART et al., 1996). Quanto maior
for o poder de solvatacdo do fluido, maior sua capacidade de extrair substancia da matriz. A
alta densidade e a difusibilidade do fluido supercritico garantem uma extracdo com maior
rendimento e rapidez, respectivamente (PINTO et al., 2006; REVERCHON, DE MARCO,
2006).
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Figura 89. Diagrama de fases mostrando a regido do fluido supercritico para o dioxido de
carbono. (Adaptado de PINTO et al., 2006)

O diodxido de carbono é considerado um solvente supercritico adequado para fins de
extracdo de Oleos essenciais, pois € atoxico, ndo inflamével, é inerte, é de facil obtencéo,
apresenta baixa temperatura critica (pode ser aplicado em condicdes de temperatura que nédo
venham a degradar substancias termolabeis), e tem a vantagem de que seu poder de
seletividade ou solvéncia pode ser ajustavel, de acordo com a pressdo. O diéxido de carbono
possui baixa viscosidade e elevados coeficientes de difusdo. Como desvantagem desse
processo pode-se citar a extracdo de componentes de 6leo essencial juntamente com ceras
cuticulares; ou seja, compostos parafinicos localizados na superficie do material vegetal
(REVERCHON, 1997).

VI11.1.3. Extracdo supercritica

Uma unidade de extragdo com fluido supercritico pode apresentar diferentes modelos.

Mas alguns componentes sao essenciais em um sistema de extragdo supercritica como: uma
bomba de solvente, que bombeia o fluido para o vaso extrator, uma segunda bomba pode
também estar conectada ao vaso extrator para o uso de um co-solvente (modificador de fase),
0 vaso extrator pode apresentar o formato que for mais adequado a sua utilizagdo, separadores
para coleta do extrato e despressurizacdo do solvente, o quais podem ter refrigeracdo para
melhor recuperacdo do extrato. As condi¢Ges experimentais como temperatura e pressao
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devem ser controladas durantes a extracdo. Geralmente, 0 vaso extrator é aquecido por meior
de banho termostatico com recirculacdo do liquido aquecedor. A pressdao é controlada e
mantida constante pelo uso de um mandmetro. A extracdo com reciclo do fluido extrator pode
ser usado em unidades cuja a planta atende esses requisitos (HERRERO et al., 2006).

A Figura 90 apresenta um aparato experimental tipico de uma unidade de extracdo
com fluido supercritico e que se encontra montada no Laboratorio de Termodinamica

Aplicada e Biocombustiveis, no Departamento de Engenharia Quimica da UFRRJ.

E
D U

-

Figura 90. Planta experimental de ESC com componentes basicos, onde A — cilindro de COa,
B — bomba de alta pressdo, C — banho de aquecimento, D — extrator, E — valvula
micrométrica, F — rafinado, G — rotametro.

VI1.1.4. Hidrodestilacao

A extracdo de 6leo essecial promovida por hidrodestilacdo usando método Clevenger
requem basicamente um baldo de destilacdo, uma manta de agquecimento compativel ao
tamanho do baldo a ser utilizado e um concensador do tipo Clevenger conectado a um sistema
de refrigeracdo. O material vegetal é colocado no baldo de destilacdo e imerso em agua
destilada. A extracdo do 6leo essencial se da pelo aquecimento da mistura até a temperatura
de ebulicdo da agua. A partir do desprendimento de vapor 0s constituintes essenciais sdo

arrastados e sdo condensados. Ap0s a condensacdo, 0s compostos sollveis separam-se da
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agua por decantacdo (MARTINEZ, et al., 2004; MEIRELES, 2003, SILVA et al., 2005a). A

Figura 91 mostra o sistema de hidrodestilacao utilizando o Clevenger.

aparelho de Clevenger

para hidrodestilacio \ C?

[ 1]

balio de fundo redondo

: : y manta de agquecimento

Figura 91. Sistema de hidrodestilacdo utilizando Clevenger.

VI11.1.6. Extracdo de 0leos vegetais — Vantagens e Desvantagens

Na obtencédo de dleos essenciais ou fixos, 0s processos de extragdo mais comuns s&o a
destilacdo por arraste a vapor, a hidrodestilacdo, extracdo com solventes organicos, extracdo
por prensagem e a extracao com fluido supercritico (EFSC).

A hidrodestilacdo, embora seja um processo simples, apresenta desvantagens como
baixos rendimentos e, principalmente, eventual perda de componentes termolabeis presentes
no Oleo volatil, devido as altas temperaturas requeridas no processo. A extracdo com solvente
organico tem como principais restricbes a possibilidade de contaminacdes ambientais, de
extracdo de compostos indesejaveis que podem aumentar o custo do fracionamento do extrato
ou diminuir o rendimento em compostos de interesse, a necessidade de pds-processamento
para remocao do solvente, o qual reduz a qualidade do produto devido a sua toxicidade.

As propriedades dos solventes acima dos seus pontos criticos, como alta massa
especifica, difusividade intermediaria e baixa viscosidade, sdo atributos que a extracdo com
fluido supercritico possui para favorecer a extragdo de constituintes de diversas matrizes
(REVECHON, 1997; FERREIRA et al., 1999; MEZZOMO, 2008).
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A versatilidade dessa técnica de extracdo estd na possibilidade de alterar as variaveis
do processo (temperatura e pressdo de operacdo) permitindo obter diferentes condicdes
experimentais capazes de extrair os constituintes de interesse da matriz estudada. Desta
forma, o0 mesmo solvente pode solubilizar substancias com diferentes polaridades devido as
alterac@es feitas nas suas condigdes supercriticas (BRUNNER, 1994).

A utilizacdo de soxhlet para obter 6leo essencial tem como vantagem um bom
rendimento, porém este pode estar, as vezes, relacionado a substancias de alto peso molecular
co-extraidas, devido a alta temperatura usada no momento da extracdo, além da presenca de
impurezas do solvente que podem permanecer na composi¢cdo do 6leo. O aumento do
rendimento também pode levar a diminuicdo do teor de compostos interesse, devido a

presenca de substancias de menor interesse (WENQIANG et al., 2007).

VI11.1.7. Oleos essenciais

O aroma caracteristico das plantas arométicas procede das centenas de compostos, 0s
quais sdo metabolitos secundarios volateis e estdo presentes nos 0leos essenciais bioproduidos
por essas plantas. Estes Oleos sdo misturas de substancias organicas volateis que na sua
maioria sdo de origem terpénicas, e menos frequente de fenilpropanoides, alcodis, ésteres,
aldeidos e cetonas de cadeia curta (VARGAS et al., 2010). Os terpenos encontrados séo,
normalmente, monoterpenos e sesquiterpenos, como moléculas de dez e de quinze carbonos
respectivamente. A obtencdo de terpenos com moléculas maiores depende do método de
extracdo e da espécie vegetal (SIANI et al. 1999).

Comumente, Oleos essenciais sdo encontrados em Varias partes das plantas como
flores, folhas, casca, madeira, rizomas, frutas ou sementes. Apesar de qualquer parte da planta
poder conter 6leos essenciais, a composicdo quimica do 6leo pode apresentar perfis diferentes
influenciados pela fatores como localizagdo geografica, condi¢Bes climaticas, horario de
coleta, idade da planta, forma de cultivo e caracteristicas genéticas (PEREIRA et al., 2008 a,
b: SIMOES et al.,1999).

Nas plantas, os 6leos volateis exercem as funcBes de defesa contra patdgenos, insetos
predadores e animais herbivoros, uma vez que sua presenca pode deixar a planta menos
palatavel. Entretanto, poder ser atrativo a insetos e passaros responsaveis pela polinizacdo da
espécie (SIANI et al., 1999; VARGAS, 2005).
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VI11.1.8. Oleos fixos

Na composicdo de alguns 6leos essenciais podem ser encontradas substancias que ndo
apresentam aroma ou caracteristicas flavorizantes, o que normalmente caracteriza um o6leo
essencial. Em Oleos essenciais podem ser encontrados constituintes que variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos com
enxofre. Geralmente, a mistura apresenta um dos compostos como majoritarios e os demais
como tracos (SIMOES et al., 1999). Quando a composicdo desses Gleos apresenta
predominancia de substancias graxas, de alto peso molecular ou que ndo lhe conferem aroma;
estes Oleos podem ser denominados 6leos fixos. Oleos fixos sdo utilizados na industria
alimenticia e de cosméticos, além de outras aplicacbes relacionadas as propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas que muitos deles apresentam (PEREIRA et al., 2010).

Um exemplo disso € o 6leo de abajeru obtido por EFSC, que apresentou potencial
hiperglicémico devido a presenga do triterpeno lupeol (VARGAS et al., 2010). Outro
exemplo é o 6leo da rosa mosqueta, rosa selvagem encontrada na Argentina e Chile; na
Europa ela é conhecida como rosehip e é comercialmente utilizada na industria de cosméticos.
A sua semente possui de 6-7 % de 6leo fixo, cujo principal componente é o acido linoléico
(MAGALHAES et al., 2005).

VIIL.2. MATERIAIS E METODOS

VI11.2.1. Material seco e preparagdo da amostra

As folhas de Piptadenia gonoacantha e Piptadenia rigida foram coletadas no Jardim
Florestal do Instituto de Florestas (IF) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). A coleta das folhas de ambas as espécies de Piptadenia foi realizada na estagédo de
estiagem, de julho a janeiro, do ano de 2008, no periodo da tarde, correspondente a,
aproximadamente, um saco de 20 litros. Apds a coleta, as folhas foram secas e armazenadas
em local com boa ventilacéo.

As amostras das folhas foram tratadas da mesma forma, ou seja, as folhas foram
retiradas dos galhos e deixadas em uma bancada para secagem. Depois de secas, em

condigbes ambiente, no momento da utilizagéo, as folhas eram cortadas com tesoura em
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pedacos menores, de uma forma irregular. Ap6s serem cortadas, as folhas eram pesadas em
balanca digital, numa quantidade entre 4 e 5 g, e alimentadas no extrator da unidade
experimental de extracdo com fluido supercritico. As demais folhas, ndo cortadas, ficavam na
bancada, expostas as condi¢cdes ambientes, até serem utilizadas.

O CO2 com 99,9% de pureza minima, solvente utilizado para extragdo supercritica, foi
adquirido da AGA S.A..

VI11.2.2. Métodos de extracédo

VI1.2.2.1. Extragdo usando fluido supercritico

Cerca de 4,5 g de material vegetal foram alimentados no extrator e, em seguida, o
banho termostatico e a bomba de alta pressdo eram ligados, atingindo-se a temperatura e a
pressdo desejadas. A amostra permanecia durante 40 minutos em contato com o solvente na
condicdo operacional estipulada e logo ap6s eram realizadas amostragens a cada 5 minutos,
utilizando a técnica de despressurizacdo através de uma valvula micrométrica situada na saida
do extrator. Com a reducdo de pressdo, a amostra era recuperada em um tubo de
polipropileno.

Os experimentos foram realizados nas condi¢fes operacionais de 100, 150 e 200 bar
para a pressdo e 40, 60 e 80 °C para a temperatura. O tempo maximo de extracao foi de 80
minutos, onde se observou a saturacdo da curva de extracdo. A amostragem ocorreu a uma
vazdo maxima de 16,45 mL/min, controlada por um rotdmetro previamente calibrado.

A Figura 92 mostra o equipamento experimental utilizado nos experimentos.
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Figura 92. Unidade experimental de extracdo com fluido supercritico presente no Laboratdrio
de Termodinamica Aplicada e Biocombustiveis (DEQ/UFRRJ)

VI11.2.2.2. Hidrodestilagéo

As extracdes por hidrodestilacdo das amostras das folhas foram feitas com 191 g de P.
gonoacantha e 348 g de P. rigida, e 1000 mL de &gua destilada, por 3 horas no ponto de
ebulicdo da agua, em aparato modificado de Clevenger.

Ao término da extracdo, tem-se o hidrolato, que é a mistura do 6leo com a &gua. De
forma a separar o 6leo da agua, procedeu-se a extracdo com diclorometano (3 x 50 mL) em
funil de separacdo. A fracdo organica obtida foi tratada com sulfato de sodio anidro em
excesso. Apds alguns minutos em repouso, a solucéo foi filtrada e concentrada em evaporador
rotativo. A massa de extrato obtida foi de 0,010 g para P. gonoacantha e 0,017 g para P.
rigida. Foi realizado apenas um experimento utilizando essa técnica de extragdo e o extrato

foi guardado em freezer.
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VI11.2.3. Métodos de analise

As andlises cromatograficas dos extratos obtidos por fluido supercritico e
hidrodestilacdo foram feitos com o suporte do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
(LQPN-DQ-ICE-UFRRJ). Todos os extratos foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM) usando um cromatografo QP2010 Plus da
Shimadzu, com hélio (He) como géas carreador.

Foi utilizada uma coluna capilar Factor Four/VF-5 ms, com 30 m de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 mm de espessura de filme. O fluxo do gas carreador foi
de 1 mL/min e a programacédo de temperatura de 100 °C a 290 °C (10 °C/min), sendo a
temperatura do injetor de 250 °C e a temperatura do detector de 310 °C. O modo de injecédo
foi split e o volume de injecdo foi de 2 uL. Os espectros de massas foram produzidos por
impacto eletronico (70 eV). Os espectros de massas dos constituintes foram comparados com

0s padrdes existentes na biblioteca Nist08 do computador no aparelho.

VIL.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

VI11.3.1. Extracéo de 0leo essencial com fluido supercritico

A extracdo de Oleo das espécies vegetais com didxido de carbono supercritico foi
realizada nas pressées de 100, 150 e 200 bar e temperatura de 40, 60 e 80 °C. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata e a média dos rendimentos obtidos sdo mostrados
nas Tabelas 12 e 13 para P. rigida e P. gonoacantha, respectivamente. O rendimento
experimental foi calculado de acordo com a equacdo 1.

0% — Massa de Extrato <100 (1)
Massa de Carga Livre de Soluto

onde a massa de extrato € a massa de Oleo extraida e a massa de carga livre de soluto é a
massa de material vegetal alimentado menos a quantidade de Oleo presente nela. Essa
quantidade de 6leo é a quantidade encontrada usando a metodologia convencional, que é a
hidrodestilacéo.

De acordo com os resultados, as melhores condicGes de extracdo para as folhas de P.
rigida foram obtidas a 60 °C e pressédo de 200 bar, sendo o rendimento de 0,73% e para as
folhas de P. gonoacantha foram obtidas a 80 °C e pressdo de 200 bar, sendo o rendimento de

1,31%.
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Tabela 12. Rendimento da extracdo de 6leo de P. rigida com CO- supercritico

T (°C)
P(gan) 40 60 80
100 0,44 +0,11" 0,40 + 0,07 0,54 + 0,12
150 0,60 +0,17 0,57 + 0,03 0,79+0,18
200 0,64 + 0,21 0,73+0,12 0,75 + 0,05

*desvio padréo

Tabela 13. Rendimento da extracdo do 6leo de P. gonoacantha com CO; supercritico

T(°C)
PEan 40 60 80
100 031+0,217 042+0,13 0,65 + 0,04
150 0,68 + 0,22 0,56 + 0,10 1,05+0,13
200 0,85 + 0,24 0,67 +0,08 131+015

“desvio padréo

Em todos os experimentos, tanto de P. rigida quanto de P. gonoacantha, os melhores
rendimentos foram obtidos com o aumento da pressao, mantendo a temperatura constante. O
aumento da pressao, a temperatura constante, ocasiona um aumento na densidade do solvente,
aumentando assim o seu poder de solvatagéo, resultando em um aumento no rendimento.

Dessa forma, a pressdo foi a variavel de maior influéncia sob o rendimento obtido. A
temperatura teve um efeito irregular, pois para a maioria dos experimentos o rendimento
diminuiu com o aumento da temperatura de 40 para 60 °C e aumentou de 60 para 80 °C, com
excecOes apenas para 0s extratos de P. rigida obtidos a 200 bar e os extratos de P.
gonoacantha obtidos a 100 bar (Tabelas 12 e 13). Neste caso, o rendimento volta a subir,
porque com o aumento de temperatura (& pressdo constante) a pressdo de vapor do soluto
também aumenta, compensando a queda da densidade de CO2, aumentando assim a
quantidade de 6leo extraida (VARGAS, 2005). No entanto, compostos com alto peso
molecular (acidos graxos, acidos graxos ésteres metilicos, esterdis, etc) também sdo co-
extraidos gerando o aumento do rendimento (WENQIANG et al., 2007).

O rendimento acumulado em funcdo do tempo de extracdo do Oleo das folhas de P.
rigida pode ser observado nas Figuras 93, 94 e 96 a 40, 60 e 80°C, respectivamente, para as

pressoes estudadas.

102



0,012

T=40°C
0,010 -
* * * * * * * *
@ 0,008 . v
=] *
g 00064, *
-g * n n ] [ ] n | |
[ ] [ |
® 0,004 - e
= [ [ u "
0,002 {°
100 Bar = 150 Bar + 200 Bar
OIOOO T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo (s)

Figura 93. Curva de extracdo do 6leo de P. rigida, a 40 °C para as pressdes de 100, 150 e 200
bar.
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Figura 94.Curva de extracdo do dleo de P. rigida, a 60 °C para as pressdes de 100, 150 e 200
bar.
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Figura 95. Curva de extracdo do 6leo de P. rigida, a 80 °C para as pressdes de 100, 150 e 200
bar.

A 80°C foi observado um comportamento de ““cross-over” entre as curvas de 100 e 200
bar, evidenciando os efeitos de densidade e pressdo de vapor do soluto na eficiéncia de
extracdo do solvente. Esse tipo de comportamento ocorre muito nas extracdes de 6leos
presentes em plantas e ja foi observado por outros autores.

O rendimento acumulado em funcdo do tempo de extracdo do 6leo das folhas de P.
gonoacantha pode ser observado nas Figuras 96, 97 e 98 a 40, 60 e 80 °C, respectivamente,
para as pressdes estudadas. O tempo de extracdo foi de 80 minutos para todos o0s

experimentos.
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Figura 96. Curva de extracdo do 6leo de P. gonoacantha, a 40 °C para as pressoes de 100,
150 e 200 bar.
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Figura 97. Curva de extracdo do 6leo de P. gonoacantha, a 60°C para as pressdes de 100,
150 e 200 bar.
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Figura 98. Curva de extracdo do dleo de P. gonoacantha, a 80 °C para as pressdes de 100,
150 e 200 bar.

Os comportamentos observados para a P. rigida também foram vistos para a P.
gonoacantha.
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VI11.3.1. Composicdo quimica dos 6leos obtidos por ESC e hidrodestilagdo

A composicdo quimica relativa dos Oleos de P. rigida e P. gonoacantha, obtidos por
extracdo supercritica, esta apresentada nas Tabelas 14 e 15, respectivamente, com o0 nome dos
componentes identificados e area integrada relativa dos cromatogramas para cada extrato a
partir de diferentes condi¢des experimentais.

Pode ser visto que os Oleos apresentam mistura complexa. Dentre os constituintes
majoritarios identificados no o0leo de P. rigida (Figura 148), em termos de area (%) do pico,
séo: 4,6-dimetil-dodecano (Figura 124), N-butil-benzeno-sulfonamida (NBBS) (Figura 126),
derivado da N-butil-benzeno-sulfonamida (Figura 127), hexadionato de bis(2-etil-hexila)
(Figura 133), hexadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroxi-metil)etila (Figura 134), octadecanoato
de 2,3-dihidroxipropila (Figura 137) e sitostenona (Figura 145), dentre outros. J& no Oleo de
P. gonoacantha (Figura 149) foram identificados como majoritarios 0s seguintes
constituintes: N-butil-benzeno-sulfonamida (Figura 126), derivado da N-butil-benzeno-
sulfonamida (Figura 127), hexadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroxi-metil)etila (Figura 134),
N-(2-Etoxi-fenil)-N'-(1-fenil-etil)-oxalamida  (Figura 135), octadecanoato de 2,3-
dihidroxipropila (Figura 137), esqualeno (Figura 138), nonacosano (Figura 139), 1,30-
triacontanediol (Figura 142) e heptacosanol (Figura 143) foram os principais componentes,
dentre outros.

O alto teor de N-butil-benzeno-sulfonamida (NBBS) presente no 6leo de P. rigida
confere interesse neste Oleo, pois este constituinte apresenta atividade antifingica contra
patdgenos de planta. Segundo KIM e colaboradores, a N-butil-benzeno-sulfonamida isolada
de Pseudomonas sp. AB2, uma estirpe bacteriana antifungicos, apresentou uma DEsg (dose
efetiva) de 73, 41, 33 e 102 contra Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Phytophthora
capsici e Botrytis cinerea, respectivamente (KIM et al., 2000). Este efeito gerado pela N-
butil-benzeno-sulfonamida permite constatar que a espécie P. rigida produz este metabdlito
para alto defesa contra estes tipos de patogenos. Também foi obtida a N-butil-benzeno-
sulfonamida isolada das raizes de Angelica sinensis (DENG et al., 2006). A substancia N-
butil-benzeno-sulfonamida isolada a partir da casca de Prunus africana (Pygeum africanum)
apresenta uma elevada atividade antiandrogénica, podendo inibir o crescimento de células de
cancer da préstata, que ja nao respondem ao tratamento com hidroxiflutamida
(antiandrogénio) (HOFFMANN et al., 2008).
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Foi observado que o teor de NBBS diminui com 0 aumento da pressao nas
temperaturas de 40 e 60 °C, logo ocorre uma relacédo inversa ao rendimento total de 6leo de P.
rigida que aumenta nestas mesmas condicdes. Para a temperatura de 80 °C, o teor de NBBS e
o0 rendimento aumentam com o aumento da pressao. No 6leo de P. gonoacanta, o constituinte
principal é o derivado da NBBS (peso molecular = 290g/mol). Ele é observado na pressdo de
150 bar e temperatura de 60 °C, quando obteve-se um 6leo com maior teor do derivado de
NBBS (53,70%). A 40 °C, o maior teor do derivado de NBBS foi obtido no 6leo extraido a
pressdo de 100 bar, quando houve uma diminui¢do na concentracdo do derivado de NBBS a
150 bar e um aumento pouco pronunciado a 200 bar. Na temperatura 80 °C, somente a
pressao de 150 bar foi extraido o derivado de NBBS (ver Tabela 14 e 15).

A NBBS ja foi encontrada em outras matérias-primas naturais, como no 6leo de
bagaco de laranja extraido por EFSC, onde apresentou concentracdes de 88,8 e 91,4% nas
condigdes de 40 °C a 200 bar e 40 °C a 300 bar, respectivamente (BENELLI et al., 2010). O
derivado de NBBS foi encontrado no 6leo de caroco de péssego, obtido por EFSC, onde este
derivado apresentou concentracGes de até 97,0 e 98,8% para as respectivas condi¢bes de
extracdo a 50 °C e 300 bar e 40 °C a 300 bar (MEZZOMO et al., 2010).

A composicdo dos Gleos de P. rigida e gonoacantha, respectivamente, obtidos por
hidrodestilagdo é aparentemente diferente (Tabela 16 e 17). Os constituintes majoritarios
presentes no 6leo obtido por EFSC ndo foram encontrados na composicao destes 6leos, com
excecdo do &cido hexadecanoico. No entanto, pode-se verificar a presenca de substancias de
menor peso molecular presente em 6leos essenciais, como m-cumenol, cis-pulegol, g-ionona
e p-ionona. Os constituintes majoritarios no 6leo de P. rigida (Figura 150) foram o acido
hexadecanoico (Figura 128), o fitol (Figura 130) e 2,6-di-tert-butil-4-[(2-
octadeciloxicarbonil)etil]-fenol (Figura 140) e os constituintes majoritarios no dleo de P.
gonoacantha (Figura 151) foram o acido hexadecanoico (Figura 128), o fitol (Figura 130) e
0 &cido linolénico (Figura 129), dentre outros.

Além dos tempos de residéncia (Tr) e espectro de massas usados na indicacdo da
presenca dos constituintes quimicos, fez-se o espectro de RMN *H dos extratos de Piptadenia
rigida (1A, 40°C / 100 bar, Figura 99) e piptadenia gonoacantha (2B, 60° C / 150 bar,
Figura 100) e verificaram-se sinais que estdo de acordo com a presencga da N-butil-benzeno
sulfonamida e de esterdides, como a sistotenona e os demais esterdides. Os assinalamentos

nos espectros de RMN *H confirmam as propostas (Figuras 99 e 100).
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Figura 104. Cromatograma / EFS / P. rigida (60 °C/100 BAR) (2A)

Figura 105. Cromatograma / EFS / P. rigida (60 °C/150 BAR) (2B)

Figura 106. Cromatograma / EFS / P. rigida (60 °C/200 BAR) (2C)
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Figura 109. Cromatograma / EFS / P. rigida (80°C/200 BAR) (3C)
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Figura 112. Cromatograma / EFS / P. gonoacantha (40 °C/200 BAR) (1C)
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Figura 115. Cromatograma / EFS / P. gonoacantha (60 °C/200 BAR) (2C)
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Figura 116. Cromatograma / EFS / P. gonoacantha (80 °C/100 BAR) (3A)
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Figura 117. Cromatograma / EFS / P. gonoacantha (80 °C/150 BAR) (3B)

22.133

Relative Intensity
)
o)
23.008

20.667

20775
—21.925
23.292
25.858
28.900

R L e L B L L B L s s L L L L L L L L L L B L B B s L s s e LS L a s L Le e Laana R es LARAR L) s
4 6 8 10 12 16

Retention Time (min)
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Tabela 14. Perfil guimico presente no 6leo nas folhas Piptadenia rigida por extracao por fluido supercritico

Area relativa (%)

Compostos TR(min) CondicGes de extracéo®

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C
5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetil- (R)-2(4H)-Benzofuranona, 9,681 1,05
3-Metil-5-propilnonana 10,227 1,36 0,89
2,6,10-Trimetil-dodecano 10,777 1,58 1,54 1,38
Acido nonanedidico 10,897 1,57
4,6-dimetil-dodecano 11,447 10,43 6,49 6,08
10-metilnonadecano 11,917 1,06 0,92 0,93
Isotridecanol 12,083 0,91
4-(2,4-Dimetilciclohex-3-enil)but-3-en-2-ona 12,550 0,87
n-Octadecano 12,579 5,00 3,69 3,48
n-butil-Benzenosulfonamida 12,656 19,92 17,24 10,79 10,86 7,93 2,84 13,86 22,53
derivado da n-butil-Benzenosulfonamida (m/z 290) 12,964 16,89
Hexahidrofarnesil acetona 13,068 1,24 3,28 2,55 1,76 1,50 2,35
7,9-Di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-diona 13,886 0,86
Fitol 13,926 0,81 1,14
Acido n-Hexadecandico 14,345 5,74 4,33 4,16 7,48
2-Hexil-1-decanol 14,725 0,95
cis-13-Octadecenal 16,169 0,96 1,16
Acido n-Octadecan6ico 16,348 5,15 3,45 2,73 5,44
9-Hexadecenoato de etila 16,608 1,12 1,20
Acido linoleico 16,958 0,84
4,8,12,16-Tetrametil-heptadecan-4-olide 18,127 1,63 0,87 0,65
Hexadionato de bis(2-etil-hexila) 18,382 3,68 4,89 12,03 5,40 3,60
2-Etilbutanoato de eicosila 19,251 1,23
Hexadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroxi-metil)etila 19,540 4,94 27,93 15,24 4,14
Ftalato 19,650 2,83 1,68 2,80 1,71 1,16 1,08
Eicosanoato de 2,3-bis[(trimetil-silil)oxi]propila 20,775 1,65
D-Ribose, 2-dedxi-bis(tiononil)-ditioacetal 20,992 1,33 1,50
Octadecanoato de 2,3-dihidroxipropila 21,329 3,36 24,89 13,74 2,61
Nonacosano 23,009 1,24 2,80 2,19
Triacontano 25,845 0,63 2,13 0,75 0,67 3,30 2,39
Acetato de estigmasterila 26,040 2,08 1,61 1,12 2,34
1,30 Triacontanediol 28,881 2,16 3,00 5,49 4,06 4,19 7,81 3,38 4,94
Heptacosanol 30,533 3,76 5,65 1,44
Sitosterol 31,237 2,01 3,94 1,07 2,16 2,33
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Area relativa (%)

Compostos TR(min) Condic6es de extracdo?
1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C

4,22-estigmastadiene-3-ona 33,152 8,78 6,84 4,09 3,45 5,15 4,81 1,19 3,87
Lupeol 34,042 3,29 2,72 1,21 1,44
Sitostenona 35,249 36,22 29,63 14,95 15,18 20,27 19,60 6,98 13,98
Friedelina 38,745 4,51 6,94 5,35 5,59 4,05 3,94
4-tert-Butylcalix[4]areno 39,378 1,70 6,22 4,27 1,65
Estigmastane-3,6-diona 41,326 2,18

Condigdes de extracdo®: 1A, 40° C /100 bar; 1B, 40° C / 150 bar; 1C, 40° C / 200 bar; 2A, 60° C / 100 bar; 2B, 60° C / 150 bar; 2C, 60° C / 200 bar; 3A, 80° C / 100 bar; 3B,
80° C /150 bar; 3C, 80° C /200 bar,
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Tabela 15. Perfil qguimico presente no 6leo nas folhas Piptadenia gonoacantha por extracdo por fluido supercritico

Area relativa (%)

Compostos TR(min) CondicGes de extracéo®

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C
4,6-dimetil-dodecano 11,447 0,85
4-metil-tetradecano 12,106 1,20
n-Octadecano 12,579 1,48
n-metil-Benzenosulfonamida 12,626 0,80 1,34
n-butil-Benzenosulfonamida 12,656 20,38 1,72
derivado da n-butil-Benzenosulfonamida (m/z 290) 12,964 35,44 53,70 47,24
Hexahidrofarnesil acetona 13,079 0,82 2,97
n-nonadecano 13,964 2,04
Acido n-Hexadecan6ico 14,332 0,62 2,82 6,89 5,42 0,62 0,54
cis-9-Hexadecenal 16,199 2,19 1,34
Acido n-Octadecanoico 16,364 1,54 3,03 2,96
n-Eicosano 16,660 2,04 1,20 5,64
2,7,10-Trimetildodecano 16,678 0,78 0,52
2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano 17,576 0,65 0,39
Heptadecano 17,638 2,34
n-Heneicosano 17,825 0,76
4,8,12,16- Tetrametil-heptadecan-4-olide 18,129 0,67 0,71 1,23 0,98 0,44
Hexadionato de bis(2-etilhexila) 18,395 2,83 1,45 3,22 3,01
n-Docosano 18,448 1,49 0,85
n-Tricosano 19,289 1,75 1,27
Oxalato de 2-¢etil-hexil octadecila 19,306 3,26 1,45 4,23
Hexadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroxi-metil)etila 19,564 13,86 4,37 2,68
N,N'-bis(2-etil-fenil)-oxaladiamida, 19,606 0,79
Ftalato 19,650 0,69 1,03 4,05 0,94 0,88 1,47 0,90 2,51
N-(2-Etoxi-fenil)-N'-(1-fenil-etil)-oxalamida 20,657 6,74 12,48 4,25 0,90 1,86 1,86 4,10 7,19
n-Tetracosano 20,948 4,21 5,07 9,04 1,91 2,06 1,35
Octadecanoato de 2,3-dihidroxipropila 21,355 12,37 2,90 2,38
n-Pentacosano 21,901 1,42 2,68
Esqualeno 22,132 22,91
Nonacosano 23,026 11,67 14,25 11,68 1,80 1,95 3,49 16,93 13,49
2,2-Dimetil-3-(3,7,16,20-tetrametil-heneicosa-3,7,11,15,19- 23,547 1,61
pentaenil)-oxirano
n-Dotriacontano 24,316 2,94 3,90 2,62 0,68 3,25 2,42
n-Triacontano 25,844 7,70 10,14 6,25 1,33 1,41 1,32 8,29 6,02
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Area relativa (%)

Compostos TR(min)  CondicGes de extragdo?

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C
1-Heptatriacotanol 26,387 1,38 1,28
Vitamina E 26,753 0,83 2,00
n-Tritetracontano 27,761 0,89 0,80 0,79
1,30 Triacontanediol 28,899 10,31 9,22 8,38 2,60 3,17 4,49 13,98 12,86 5,25
Heptacosanol 30,513 2,61 5,05 53,98
2-Nonadecanona 30,819 4,99 2,19 1,49
Sitosterol 31,296 2,12 1,90
Lupeona 33,193 3,17 2,46
Lupeol 34,042 2,17 1,82
Pentadecanal 34,608 2,10 3,40 4,62 2,52 2,09
1,2-Epoxi-3-(hexadeciloxi)- propane 37,612 2,50

CondicGes de extracdo?: 1A, 40° C/ 100 bar; 1B, 40° C/ 150 bar; 1C, 40° C/ 200 bar; 2A, 60° C/ 100 bar; 2B, 60° C / 150 bar; 2C, 60° C / 200 bar; 3A, 80° C / 100 bar; 3B,
80° C /150 bar; 3C, 80° C/ 200 bar;
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Tabela 16. Perfil quimico presente no 6leo nas folhas Piptadenia rigida por extracdo por

hidrodestilacdo

Compostos TR(min) %

Benzeno-acetaldeido 3,454 3,02
m-Benziloxibenzaldeido 7,791 3,02
2-fenil-1,3-dioxan-5-il (9E,12E,15E)-9,12,15-octadecatrienoato 8,498 1,44
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol 9,125 1,69
5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetil-, -2(4H)-benzofuranone 9,679 1,69
Acido dodecanoico 9,746 2,27
Acido tetradecanoico 12,131 1,45
Hexahidrofarnesil acetona 13,066 2,59
Pentadecanoato de metila 13,951 1,79
Acido hexadecanéico 14,361 9,89
Acido linolénico 15,696 1,65
Fitol 15,858 13,44
Acido octadecandico 16,338 1,89
2-(fenilmetil)- 1,3-Dioxolano 16,409 1,56
A 16-Progesterona 18,761 2,00
Eicosano 19,289 1,47
Ftalato 19,66 16,62
Heneicosano 20,947 1,62
Tetracosano 23,001 2,47
4-tert-Butilcalix[4]areno 23,36 3,88
2,6-Di-tert-butil-4-[(2-octadeciloxicarbonil)etil]-fenol 24,739 12,84
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Tabela 17. Perfil quimico presente no 6leo nas folhas Piptadenia gonoacantha por extracdo

por hidrodestilacao

Compostos TR(min) %

Acido hexahidro-1-metil-2-piridineacetico 4,294 1,18
m-Cumenol 5,356 0,82
cis-Pulegol 5,543 0,66
Acido nonandico 5,876 1,55
Acido geranico 7,136 5,51
Acido decanoico 7,233 1,13
trans-a.-lonone 8,119 0,99
cis-Geranilacetona 8,352 0,69
7-Metoxi-2,2,4,8-tetrametiltriciclo[5.3.1.0(4,11)Jundecano 8,534 5,05
trans-B-lonone 8,867 0,60
Epdxido de b-lonone 8,925 1,07
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol 9,155 6,73
Ciclohexil cetona 9,29 1,20
5,5,8a-trimetil-3,5,6,7,8,8a-hexahidro-2H-cromeno 9,37 0,70
Acido metil-cindmico 9,45 0,53
5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetil-, -2(4H)-benzofuranone 9,714 4,24
Acido dodecandico 9,806 3,77
1-Tetradeceno 10,144 1,52
Acido tetradecanoico 12,157 1,63
1-Nonadeceno 12,509 1,54
Hexahidrofarnesil acetona 13,069 1,65
Farnesil acetona 13,861 0,97
Isofitol 14,179 0,99
Acido hexadecanéico 14,441 13,05
Hexadecanoato de etila 14,66 2,08
1-Nonadecanol 15,621 1,07
Acido linoleico 15,7 0,67
Fitol 15,872 7,90
Acido linolénico 16,198 7,99
(9E,12E)-9,12-octadecadienoato de etila 16,342 3,58
1-Heneicosanol 16,62 2,19
A 16-Progesterone 18,77 1,73
Eicosano 19,29 0,58
Ftalato 19,644 1,69
Heneicosano 20,948 0,66
2,6-Ditert-butil-4-(mesitilmetil)fenol 21,475 0,70
Tetracosano 23,006 2,82
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undecano (Tr: 8,534 min.) e comparacdo com padréo da biblioteca.
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Hit#:1 Entry:56018 Library:NISTO8.LIB

SI:94 Formula:C15H240 CAS:128-37-0 MolWeight:220 Retindex:1668
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Figura 123. Espectro de massas do 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol (Tr: 9,155 min.) e
comparagao com padrdo da biblioteca.
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Hit#:4 Entry:16434 Library:NISTORs.LIB =
SI:94 Formula:C141130 CAS:61141-72-8 MolWeight:198 Retlndex:1285
CompName:Dodecane, 4,6-dimethyl- $8 4,6-Dimethyldodecane # $8
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Figura 124. Espectro de massas do 4,6-Dimetil-dodecano (Tr: 11,447 min.) e comparagao
com padrdo da biblioteca.
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Figura 125. Espectro de massas do n-Octadecano (Tr: 12,579 min.) e comparagdo com
padréo da biblioteca.
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Figura 126. Espectro de massas do n-butil-Benzenosulfonamida (Tr: 12,656 min.) e
comparagdo com padrédo da biblioteca.
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Figura 127. Espectro de massas do derivado da n-butil-Benzenosulfonamida (Tr: 12,964
min.)
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Figura 128. Espectro de massas do Acido hexadecanéico (Tr: 14,441 min.) e comparagio
com padrdo da biblioteca.
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100 y | 7
] 60 ]

4] ,;fo /

129 /“‘/—\0“ (

55 o \ u,,%,

2| ! ( ’3 15 143 7 i 139 ::l_\\“/_\"'“/—‘ il

L :lll -uc| !.1 I;-‘lﬂu*l A ;g‘j‘l | | ik 1 a7 I |

Srerrsermer ey v
rerey Ty A

60 75 8 90 100 110 130 150 140 150 160 170 180 190 250 210 250 230 240, 250 260 230, 250
Figura 129. Espectro de massas do Acido n-Octadecandico (Tr: 16,348 min.) e comparacao
com padrdo da biblioteca.
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Figura 130. Espectro de massas do Fitol (Tr: 15,872 min.) e comparagdo com padrdo da
biblioteca.
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Figura 131. Espectro de massas do Acido linolénico (Tr: 16,198 min.) e compara¢do com

padrao da biblioteca.
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Flgura 132. Espectro de massas do n- Elcosano (16, 660 mm) e comparacao com padrdo da

biblioteca.
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Hit#:1 Entry:26720 Library:NIST08s.LIB
SI:93 Formula:C22H4204 CAS:103-23-1 MolWeight:370 RetIndex:2414
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Figura 133. Espectro de massas do Hexadionato de bis(2-etil-hexila) (Tr: 18,382 min.) e
comparagdo com padrédo da biblioteca.
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Figura 134. Espectro de massas do Hexadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroxi-metil)etila (Tr:
19,564 min.) e comparagdo com padrédo da biblioteca.
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Hit#:5 Entry:120409 Library:NISTOS.LIB

SI:74 Formula:C18H20N203 CAS:339088-31-2 MolWeight:312 Retlndex:2790
CompName;N-(2-Ethoxy-phenyl)-N'-(1-phenyl-ethyl)-oxzlamide
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Figura 135. Espectro de massas do N-(2-Etoxi-fenil)-N'-(1-fenil-etil)-oxalamida (Tr: 20,657
min.) e comparacdo com padréo da biblioteca.
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Figura 136. Espectro de massas do n-Tetracosano (Tr: 20,948 min.) e comparacdo com
padréo da biblioteca.
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Figura 137. Espectro de massas do Octadecanoato de 2,3-dihidroxipropila (Tr: 21,329 min.) e
comparagdo com padrédo da biblioteca.
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Figura 138. Espectro de massas do Esqualeno (Tr: 22,132 min.) e comparag¢do com padréao da
biblioteca.
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Figura 139. Espectro de massas do Nonacosano (Tr: 23,026 min.) e compara¢do com padrao
da biblioteca.

577

530 7

Relaive Inensi
i
q

> 147

2197

e 97

459
278 T
L i ‘ \‘\ I

260 ' 280 ' 300 320 340 = 360 380 400 420 = 440 460 480 500
m/z

40 60 80 100 | 120 | 140 | 160 = 180 | 200 | 220 | 240

Hit#:1 Entry:186503 Library:NISTOS8.LIB
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Figura 140. Espectro de massas do 2,6-Di-tert-butil-4-[(2-octadeciloxicarbonil)etil]-fenol (Tr:
24,739 min.) e comparagao com padrdo da biblioteca.
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Hit#:] Entry:27783 Library:NIST08s.LIB %

SI:94 Formula:C32H66 CAS:544-85-4 MolWeight:450 RetIndex:3202
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Figura 141. Espectro de massas do n-Dotriacontano (Tr: 25,844 min.) e comparacdo com
padrao da biblioteca.
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Figura 142. Espectro de massas do 1,30 Triacontanediol (Tr: 28,899 min.) e comparagdo com
padrédo da biblioteca.
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Figura 143. Espectro de massas do Heptacosanol (Tr: 30,513 min.) e comparagdo com padrao
da biblioteca.
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Figura 144. Espectro de massas da 4,22-Stigmastadieno-3-ona (Tr: 33,152 min.) e
comparagdo com padrédo da biblioteca.
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Figura 145. Espectro de massas da Sitostenona (Tr: 35,249.) e comparacdo com padrdo da
biblioteca.
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Figura 146. Espectro de massas da Friedelina (Tr: 38,745.) e comparacdo com padrdo da
biblioteca.
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Figura 147. Espectro de massas do 4-tert-Butylcalix[4]areno (Tr: 39,378.) e comparagdo com
padrdo da biblioteca.
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Figura 148. Constituintes majoritarios do 6leo das folhas de P. rigida extraido por fluido

supercritico (ESC)
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Figura 149. Constituintes majoritarios do dleo das folhas de P. gonoacantha extraido por
fluido supercritico (ESC)
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Figura 150. Constituintes majoritarios do oleo das folhas de P. rigida extraido por
hidrodestilacédo
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Figura 151. Constituintes majoritarios do 6leo das folhas de P. gonoacantha extraido por
hidrodestilacdo
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VIIl. AVALIACAO DE PROPRIEDADES QUIMICAS E BIOLOGICAS
DE EXTRATOS DE Piptadenia rigida e Piptadenia gonoacantha

VIIL1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Este experimento foi realizado em colaboragdo com o Departamento de Microbiologia
e Imunologia, Universidade Nacional do Rio Cuarto - UNRC, pelo grupo de pesquisa da

professora Dra. Lucila Barberis.
VI11.1.1. Introducéo

Os antibidticos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos, produzidos e
obtidos a partir de organismos vivos. Essas substancias, mesmo em pequenas concentragoes,
apresentam as seguintes propriedades: atividade letal ou inibitéria contra muitas espécies
microbianas, prevencdo do desenvolvimento de cepas resistentes, auséncia de efeitos
indesejaveis ao hospedeiro e estabilidade quimica (YUNES & CALIXTO, 2001). O uso
prolongado de antibidticos de amplo espectro tem levado ao aparecimento de patdgenos
resistentes a drogas, tanto na medicina e na agricultura. Diante dessas novas ameagcas, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (BASIL et al., 2004). O
presente estudo foi realizado para investigar propriedades antibacterianas das fracGes de
extratos metanolicos da raiz de Piptadenia gonoacantha obtida por particdo de solvente do

extrato.

VII1.1.2. Material e Métodos

As fracdes do extrato metandlico da raiz de P. gonoacantha usadas para os testes
foram obtidas de acordo com o Esquema 2.

Neste estudo foram utilizadas cinco cepas de Escherichia coli e uma cepa de
referéncia ATCC 25922, cinco cepas de Staphylococcus aureus e uma cepa de referéncia
ATCC 25923 e cinco cepas de Listeria monocytogenes.

Este ensaio foi realizado utilizando o método de difusdo em agar (PASCUAL et al.,
2008a) alteradas em funcdo das condicOes experimentais. As cepas bacterianas foram

cultivadas em caldo nutriente tripteina de soja em condigdes aerdbias, a 37 ° C por 24 h. Em
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seguida, eles foram suspensas em PBS e ajustada para os padrdes de turbidez de 0,5
MacFarland (1,5 x 108 UFC / ml). A suspensdo foi usada para inocular em Mueller-Hinton
(MH) em caldo com 1,2% de agar a 3 mm de altura das placas de Petri. Circulos (diametro de
7 mm) foram perfurados no agar e preenchidos com 100 ul de 20 mg / ml de cada fracdo
(PGRMD =D, PGRMA = A, PGRMB = B e PGRMM = M, Tabela 18). As fra¢des organicas
foram dissolvidas em uma solucdo de 33% (v / v) de DMSO em PBS. Cada fracdo foi
analisada em triplicata. Gentamicina (10ug/disc) foi utilizado como padréo para confirmar se
todos os microorganismos testados foram inibidas pelo antibiético. As placas foram incubadas
em condigdes aerobias, a 37 © C por 18 h. A atividade antibacteriana foi avaliada atraves da
medicdo dos didmetros da zona de inibic&o.

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) das fracfes testadas foi determinada por S.
aureus, L. monocytogenes e E. coli utilizando o método da microdiluicdo seriada com tampao
salina a uma concentracédo final variando de 20 mg / ml a 0,312 mg / ml (PASCUAL et al.,
2008b). As fraces testadas foram adicionadas ao caldo estéril Mueller Hinton com agar 1,2%
em placas e depois a suspensdo bacteriana (diluicdo: 1,5 x 108 UFC / ml). Cada fragdo foi
analisada em triplicata. Foram utilizados controles positivo e negativo. A CIM foi definida

como a menor concentracdo do extrato que inibe o crescimento apds a incubacédo a 37 ° C.

VI111.1.3. Resultados

75% das cepas de E. coli, 100% das cepas de S. aureus, e 100% das cepas de L.
monocytogenes testados foram inibidos por estes extratos. O efeito inibitério sobre o
crescimento de bactérias Gram-positivas foi maior do que Gram negativas.

Os valores do CIM das fracdes dos extratos das raizes de P. gonoacantha contra S.
aureus, L. monocytogenes e E. coli sdo mostradas na Tabela 18. Os valores do CIM das
fracbes PGRMD e PGRMB contra S. aureus foram os mesmos (5 mg / ml), enquanto que 0s
valores do CIM das fracdes PGRMA e PGRMM contra as mesmas bactérias foram 0,625 mg /
ml e 1,25 mg / ml, respectivamente. Os valores do CIM da fracdo PGRMA contra L.
monocytogenes e E. coli foram de 5 mg / ml e 10 mg / ml, respectivamente. Os menores
valores de CIM das fragbes PGRMA e PGRMM contra S. aureus, em comparagdo com L.
monocytogenes e E. coli, sugere que o S. aureus apresentou maior sensibilidade para as
fracBes dos extratos das raizes de P. gonoacantha.
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Tabela 18. Os valores de CIM de fragbes * dos extratos das raizes de P. gonoacantha contra
trés linhagens de bactérias.

Concentracdo S. aureus L. monocytogenes E. coli Controle
(mg/mL) DAB M D A B M D A B M Positivo Negativo
20.000 T - - + -
10.000 - - - - - + + + -+ 0+ -
5.000 - - - -4+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+ + -
2.500 + - o+ -+ 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ + -
1.250 + - o+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+ + o+ + -
0.625 + -+ + + 4+ o+ 4+ o+ + + o+ + -
0.312 + + 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+ o+ o+ o+ o+ + -

- Auséncia de crescimento, Controle Positivo: suspensdo bacteriana e salina; + Presenca de crescimento, Controle Negativo:
Extratos e caldo de carne; * D: fragdo PGRMD, A: fracdo PGRMA, B: fracdo PGRMB e M: fragdo PGRMM.

VI11.2. DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS E TANINOS

VI11.2.1. Introducéo

Os taninos sdo compostos fendlicos de estrutura complexa produzidos pelo
metabolismo secundario de plantas. S&o encontrados na maioria dos 6rgdos das plantas e em
diferentes quantidades. Taninos podem ser classificados em condensados, polimeros de
proantocianidinas, e em hidrolisaveis, ésteres formados pelas moléculas de acidos benzoicos,
principalmente de acido galico, e glicosideos (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos sdo importantes para as plantas pois sdo agentes de protecdo contra
patdgenos, insetos e animais que ofereca alguma ameaca as plantas (SCALBERT, 1991,
MOLE et al., 1993; HELDT, 1997; SANT’ANA, 2002; PAES et al., 2002; MONTEIRO et
al., 2005). Além dessas propriedades, eles também apresentam diversas propriedades
biol6gica e medicinais como, atividade antiinflamatoria e cicatrizante (MELLO et al., 2001),
anticarcinogénica (CHUNG et al., 1998), inibidores da transcriptase reversa em HIV
(KILKUSKIE et al.,1992), dentre outras.

Os taninos sdo conhecidos por interagirem com proteinas, uma vez que Seu uso Nno
curtimento de couro € bem antiga (MONTEIRO et al., 2005). Essa caracteristica tem sido
explorada como método para determinacdo quantitativa dos taninos presentes nas plantas e
derivados. Devido a necessidade de diferenciar os taninos dos demais compostos fenolicos
presentes nos extratos vegetais, a utilizacdo da precipitacdo de taninos pela interagdo com
proteinas passa a ser usada em metodos de quantificacdo de taninos somados a métodos

espectrofotométricos frequentemente usados para compostos fendlicos (VERZA et al., 2007).

141



Comparados a outros compostos fenolicos, os taninos apresentam peso molécula maior, entre
500 e 3000 Dalton, o que favorece a habilidade de formar complexos insolveis em agua com
proteinas (MELLO et al., 2001; MONTEIRO et al., 2005). O tamanho das moléculas de
taninos é adquado para que haja um numero de interaces intermoleculares suficiente entre
ele e a cavidade da macro estrutura da molécula proteica. Compostos fenolicos simples nédo
sdo capazes de formar um numeros suficiente de intera¢Ges intermoleculares com a molécula
proteica (BRUNETON, 1991; MONTEIRO et al., 2005).

VII1.2.2. Material e Métodos

VI11.2.2.1.Determinacéo de fendis totais

A determinacdo do teor de fenois totais nas fracdes polares: PRFMA (fracdo da
particdo AcOEt do extrato metandlico da folha) e PRFMB (fracdo da particdo BuOH do
extrato metandlico da folha) de P. rigida; PGCMB (fracdo da particio BUOH do extrato
metandlico da casca do caule), PGCMM (fracéo residual do extrato metandlico da casca do
caule), PGRMA (fracdo da particdo AcOEt do extrato metanolico da raiz) e PGRMB (fracédo
da particdo BuOH do extrato metandlico da raiz) de P. gonoacantha foram feitas por meio de
espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin-Denis, com adaptacdes
quanto ao tempo de reacdo e concentracdo da amostra (FOLIN & DENIS, 1912; SOUSA et
al., 2007, SANT’ANA, 2010). O comprimento de onda 6timo de leitura (760 nm) foi
estabelecido mediante varredura na faixa de 400 a 800 nm, em 2h apds a adigdo do reagente
de oxi-reducgéo ao extrato. Foram preparadas solugfes na concentracdo de 0,15 mg/mL, em
metanol grau espectroscopio, de cada fracdes e todas as analises foram feitas em triplicatas. A
uma aliquota de 0,5 mL (utilizando micropipetas de 1000 uL) dessa solugéo adicionou-se 2,5
mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de uma solu¢do aquosa
de carbonato de sddio a 14%, recém-preparada. A mistura reacional ficou em repouso por 2h,
e observou-se a mudanca da coloracdo da solucédo de esverdeada para azul. Em seguida, fez-se
a leitura a 760 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico e
metanol/agua Milli-Q (9:1) como branco. O teor de fendis totais das fraces foi determinado
por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com
solucBes padrdo de acido galico em metanol e expressos como mg de equivalentes de acido

galico por 1g de fracdo (MgeAG/1g).
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VI111.2.2.2. Preparo do reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um condensador de refluxo,
foram inseridos 20g de tungstato de sddio diidratado (Na;WO4.2H.0), 4g de &cido
fosfomolibdico (Hz[P(M03010)4]x.H20), 10 mL de &cido fosférico (H3POa4) e 152 mL de agua
Milli-Q. Apds duas horas de refluxo, a solugdo foi resfriada a temperatura ambiente, passada
para baldo volumeétrico de 200 mL e seu volume completado com agua Milli-Q. A solucéo
apresentou coloracdo esverdeada, foi armazenada em frasco ambar, sob refrigeracdo até o
momento do uso (LIANDA, 2009).

VI11.2.2.3. Preparo da curva analitica do &cido gélico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solugdo metandlica do padrdo de acido
galico (1 mg/mL = 0,0059 mM). Aliquotas de 2, 6, 8, 10, 20, 30 uL desta solugdo mae foram
misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e ap6s 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de
solugédo aquosa recem-preparada de carbonato de sodio a 14%. As leituras foram feitas a 760

nm, utilizando-se agua Milli-Q como branco. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

VI11.2.2.4. Determinacédo de taninos por precipitacdo com caseina

Para determinagdo de taninos usou-se uma metodologia de precipitagdo com caseina
com modificacdes (SEIGLER et a.l, 1986; READEL et al., 2001; MONTEIRO et al., 2007,
VERZA et al., 2007). A precipitacdo dos taninos por caseina, consistiu em adicionar 5 mL
das solucdes estoque de cada fragdo em tubos de ensaios contendo caseina na concentragdo de
1g. Os tubos de ensaios ficaram em banho de ultra som por 90 mim (WANG et al., 2009), e
apos sonicacdo foram centrifugadas e retiradas aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante (solucdo
ndo-tanante) para determinacéo dos fenadis residuais por método de Folin-Denis como descrito
em (VII1.2.2.1). Todas as analises foram feitas em triplicata. A quantidade de taninos
presente nas fracGes corresponde a diferenca entre o valor encontrado para a solugdo nédo
tanante e o obtido na determinacdo de fendis totais. O teor de fendis simples e taninos foram
expressos como mg de equivalentes de acido galico por 1g de fracdo (mgEAG/1g), assim

como os fendis totais.
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VI111.2.3. Resultados
VI111.2.3.1. Determinacao do teor de fendis totais

Para a determinacdo do teor de fendis totais nas fracdes polares: PRFMA (fracdo da
particdo AcOEt do extrato metandlico da folha) e PRFMB (fracdo da particdo BuOH do
extrato metandlico da folha) de P. rigida; PGCMB (fracdo da particdo BUOH do extrato
metanolico da casca do caule), PGCMM (fracédo residual do extrato metanélico da casca do
caule), PGRMA (fracdo da particdo AcOEt do extrato metandlico da raiz) e PGRMB (fracdo
da particdo BuOH do extrato metandlico da raiz) de P. gonoacantha foi escolhida a
metodologia de Folis-Denis que se mostrou a mais acessivel e eficiente dentre as consultadas
na literatura (FOLIN & DENIS, 1912; SANT’ANA, 2010; SOUSA et al., 2007; MONTEIRO
et al., 2005; VERZA, 2007). A metodologia original segundo Sant’Ana (2010) foi adaptada
para extratos vegetais seguindo o preparo das solugbes estoque de acordo com Souza e
colaboradores (2007). Esta analise permite determinar a concentracdo de fenois totais pela
interpolacdo das absorbancias obtidas das solucBes reagentes de cada extrato contra uma
curva de calibragdo construida com padrdes de acido galico (0,4456 a 6,6424ug/mL) e
expressos como mg de EAG (equivalentes de &cido galico) por 1g de extrato. A equacdo da
curva de calibracdo do acido galico foi C = 795,1298A — 133,0411 onde C é a concentracdo
do &cido galico, A € a absorbancia a 760 nm e o coeficiente de correlacdo R= 0,99904. Todas
as andlises foram realizadas em triplicata. As fragdes PRFMA, PGCMB e PGRMA foram as
que apresentaram a maior concentracdo de fendis totais, como pode ser observado na Tabela
19.
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Figura 152. Curva analitica da relacdo entre as médias das concentracdes da solucdo do acido
galico e as absorbancias (760 nm), nos ensaios de Folin-Denis (VIANNA, 2010).

Frac0es polares testadas:

PRFMA: P. rigida, extrato de Folha em Metanol Particdo em Acetato de etila.
PRFMB: P. rigida, extrato de Folha em Metanol Particdo em Butanol.

PGCMB: P. gonoacantha, extrato do Caule em Metanol Particdo em Butanol.
PGCMM: P. gonoacantha, extrato do Caule em Metanol Particdo Metanol (residuo).
PGRMA: P. gonoacantha, extrato da Raiz em Metanol Particdo em Acetato de etila.

PGRMB: P. gonoacantha, extrato do Raiz em Metanol Particdo em Butanol.

Tabela 19. Resultados obtidos para teor de Fenodis Totais (FT) para as amostras de fracGes,
através do reagente de Folin-Denis.

Amostras FT (mg de EAG/g da
fracdo + DP)
PRFMA 755,65 + 33,68
PRFMB 220,26 + 18,24
PGCMB 503,06 + 25,06
PGCMM 340,06 + 27,35
PGRMA 518,44 + 13,92
PGRMB 377,43 + 12,03

EAG = equivalente de acido galico; DP = desvio padrdo da média

VI111.2.3.2. Determinacao do teor de taninos

Para determinar o teor de taninos realizou-se uma busca na literatura e pode-se
verificar que os métodos espectrofotométricos mais aceitos envolvem a complexacao previa

dos taninos com substratos protéicos (po-de-pele, caseina, albumina) ou poliméricos (PVPP)
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(MONTEIRO et al., 2005; NING et al., 2010; READEL et al., 2001; SEIGLER et al., 1986;
SHEN et al., 2008; SILVA et al., 2009; VERZA et al., 2007; XIE et al., 2009). A escolha da
caseina grau técnico como agente de precipitacdo foi feita com base no trabalho de Verza e
colaboradores (2007), no qual a caseina grau técnico apresentou maior precisdo frente a
caseina purificada. Modificagdes na metodologia original (SEIGLER et al., 1986) foram
feitas de modo a adequa-las "as nossas condicdes experimentais. Toda modificacdo foi
firmada em outros métodos, de determinacéo de taninos da literatura, no intuito de ndo gerar
resultados erroneos. A determinagdo da quantidade de taninos (T) presente nas fragOes foi
realizada com base na diferenca entre o valor de absorbancia da solugéo nédo tanante (SNT) e
o valor obtido na determinacdo de fenodis totais (FT); [T]= [FT] — [SNT]. Os ensaios de
precipitacdo de taninos foram realizados com caseina na concentracéo de 1g, para complexar
totalmente os taninos presentes em uma aliquota de 5 mL da solugdo estoque. Os valores
expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por 1g de extrato, obtidos da
determinacéo de fendis da solucdo ndo tanante pelo método de Folin-Denis estdo apresentados
na Tabela 20. As fracbes PRFMA, PGCMB e PGRMA foram as que apresentaram maior teor
de taninos. Observa-se ainda que as fragdes menos polares nas folhas de P.rigida (PRFMA),
na casca do caule (PGCMB) e da raiz (PGRMA) de P. gonoacantha apresentaram maior teor
de taninos quando comparados com suas fracbes mais polares das respectivas espécies e
partes da planta (PRFMB, PGCMM e PGRMB). Foram usados os valores de absorbancia da
média das melhores repeti¢cGes para obter a media das reprodutibilidades. Na Tabela 21 estdo
apresentados os teores de fenois totais (FT), fendis simples presentes na solugdo nao tanante

(SNT) e taninos expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por 1g de extrato.

Tabela 20. Resultados obtidos para teor de fendis na Solugdo N&o Tanante (SNT) para as
amostras de fracOes precipitadas em 1g de caseina, através do reagente de Folin-Denis

Amostras SNT (mg de EAG/g da
fracdo + DP)
PRFMA 549,71 + 30,51
PRFMB 170,17 + 5,58
PGCMB 375,58 + 2,43
PGCMM 321,24 + 6,62
PGRMA 498,56 + 41,20
PGRMB 203,83 + 16,34

EAG = equivalente de &cido galico; DP = desvio padrdo da média
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Tabela 21. Resultados obtidos para teor de taninos com base na equagédo [T] = [FT] — [SNT].

Amostras FT (mg de EAG/g SNT (mgde EAG/g T(mg de EAG/g

da fracdo) da fracdo) da fracdo)
PRFMA 755,65 549,71 205,94
PRFMB 220,26 170,17 50,09
PGCMB 503,06 375,58 127,49
PGCMM 340,06 321,24 18,82
PGRMA 518,44 498,56 19,88
PGRMB 377,43 203,83 173,60

EAG = equivalente de cido galico

IX. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE UM NOVO DERIVADO DA
QUERCETINA CONTENDO UM GRUPO 3’-DINITRO-FENIL-
TRIFLUOROMETILA (quercetina-DNF-CF3;) SOBRE Candida albicans

IX.1. INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado um problema cada vez mais
importante e urgente a nivel mundial. Isto complica o tratamento de infec¢Bes hospitalares e
comunitarias adquiridas. A candidiase é uma infeccédo significativa em pacientes tratados com
quimioterapia e radioterapia para cancer, e em pacientes que tem baixa imunidade devido a
infeccdo pelo HIV e AIDS. Candida albicans causa candidiase hematogénica disseminada e
infeccdes locais, como aftas e vaginite. C. albicans é o patégeno mais comun de fungos e
desenvolveu uma ampla gama de mecanismos de viruléncia reconhecido que permite a
colonizacdo bem sucedida e infeccdo do hospedeiro sob condi¢Ges adequadas predisponentes
(WHITE et al., 2002). Nos ultimos anos, a resisténcia de C. albicans tem sido crescente
contra antifangicos tradicionais, como fluconazol (GOLDMAN et al., 2004; BRIONA et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2007).

Cada vez mais, os flavondides tem se tornado alvo de investigagdo médica, inclusive
sendo relatados de possuirem muitas propriedades Uteis, como atividade antiinflamatéria,
atividade estrogénica, a inibicdo da enzima, atividade antimicrobiana, atividade antialérgica,
atividade antioxidante, atividade vascular e atividade antitumoral citotéxica (CUSHNIE et al.,
2005). Devido a capacidade generalizada de flavonoides para inibir a germinacdo de esporos
de patdgenos de plantas, tém sido proposto seu uso contra fungos patogénicos do homem
(HARBORNE & WILLIAMS, 2000). Extratos e produtos naturais provenientes de plantas
contendo flavondides podem oferecer uma alternativa para o tratamento da candidiase oral.

Extratos das folhas e galhos de Dodonaea viscosa var. angustifolia, uma planta indigena sul
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africana, é tradicionalmente utilizada como gargarejo para garganta e candidiase oral (PATEL
& COOGAN, 2008)

A rutina (quercetina-3 rutinosideo, Figura 153) é um flavondide polifendlico
amplamente presente em alimentos de origem vegetal, como trigo, salsa e tomate (GUARDIA
et al., 2001; ERLUND et al., 2000). A rutina é conhecida como um dos flavondides comuns
gue ocorrem naturalmente com uma variedade de atividades bioquimicas e farmacoldgicas.
Artigos recentes indicam que a rutina elimina os radicais livres (DUTHIE & DOBSON,
1999), suprime a imunidade celular (MIDDLETON et al., 2000) e tem efeitos anti-
cancerigenos (ROTELLLI et al., 2003), bem como efeitos anti-inflamatérios (GUARDIA et al.,
2001). Relatos mais recentes mostram que a rutina também possui atividade antimicrobiana
(PEREIRA et al., 2007). A flavanona prenilada isolado do arbusto Eysenhardtia texana,
identificada como  4'5,7-trihidroxi-8-metil-6-(3-metil-[2-butenyl])-(2S)-flavanona, tem
demonstrado possuir atividade contra o patdgeno oportunista C. albicans (WACHTER et al.,
1999). O flavondide 7-hidroxi-3’,4'-(metilenodioxi)-flavana, isoladas da casca da fruta de
Terminalia bellerica, foi ativo contra C. albicans (VALSARAJ et al., 1997). Recentemente, a
rutina foi proposto para exercer um efeito terapéutico na artrite séptica causada por C.
albicans (YONGMOON, 2009). No entanto, uma desvantagem da rutina é a sua solubilidade
em meio aquoso, 0,125 g / L, considerada baixa quando comparada a alguns derivados
sintetizados da rutina (ALLUIS et al., 2000; PEDRIALLI, 2005). Esta € a razdo de sua pouca
biodisponibilidade. Assim, ela impde algumas restricdes ao uso farmacéutico ainda mais,
especialmente para a administracdo oral (MAULUDIN et al., 2009). Além disso, é geralmente
considerado que, quando os flavondis sdo fornecidos como glicosideos na dieta, eles s&o
primeiramente hidrolisados pela microflora digestiva, antes de serem absorvidos (MANACH
etal., 1997).

Por outro lado, ésteres de quercetina-3-O-amino foram descobertos como uma nova
classe de inibidores da tirosina quinase (HUANG et al., 2009a). A quercetina desaparece
imediatamente a partir do plasma quando administrada por via intravenosa para os roedores.
Isto sugere que a quercetina é rapidamente metabolizada e excretada na urina, sem actimulo
nos tecidos e fluidos biologicos (MURAKAMI et al., 2008).

A fim de descobrir uma nova rutina pré-farmaco com melhor biodisponibilidade, no
presente trabalho, realizou-se a sintese de um novo derivado tendo um grupo trifluorometila
(quercetina-CFs, Figura 153). A influéncia do grupo trifluorometila nas moléculas

biologicamente ativas é freqglientemente associada com o aumento da lipofilicidade deste
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substituinte (MCCLINTON & MCCLINTON, 1992; ANDO & KUMADAKI 1999). A
atividade antifungica deste composto sintético foi comparada com a de rutina em culturas de
C. albicans. Os resultados mostraram um notavel aumento na atividade bioldgica deste

composto.

K,CO;q

quercetin-CF5

Figura 153. Sintese do derivado quercetina-DNF-CF3

IX.2. MATERIAIS E METODOS

1X.2.1.Geral

Espectros de UV-visivel foram registrados em 25,0 + 0,5 C usando uma cuba de
quartzo de comprimento em 1 cm espectrdmetro Shimadzu UV-2401PC. Espectros de RMN
foram registrados em espectrdometro Advance Bruker FT-NMR 400 e 200 MHz. Os espectros
de massas foram feitos com uma interface APCI-MS Varian 1200L. Os experimentos CLAE
foram realizadas em 1525 Waters cromatografo liquido equipado com um detector
Varian2550 UV-visivel comprimento de onda varidvel e C18 Phenomenex Luna (5
um,150x4.60 mm) de coluna. A separacao foi realizada usando uma fase mével composta de
49% de metanol water/49% / 2% de acido acético (fluxo: 0,5 mL / min). Calculos
semiempiricos de orbitais moleculares (AM1) foram realizados utilizando o software
HyperChem. Todos os produtos quimicos a partir de Aldrich foram utilizados sem purificacao
adicional. Foram utilizadas placas de 250 microns de cromatografia em camada delgada
(TLC) da Aldrich (Milwaukee, WI, EUA).

1X.2.2. Sintese de derivados da rutina (quercetina-DNF-CF3)

Uma solugéo de 50 mg (0,08 mmol) de rutina e 11 mg (0,04 mmol) de 2-cloro-5-
(trifluorometil) -1,3-dinitrobenzeno em 5 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) foi agitada
com K>COs (100 mg) durante 15 horas a 80-90 °C. Apos, a solugédo foi extraida com acetato

de etila (3x15 mL) e agua (20 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa foi lavada
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trés vezes com acetato de etila. Combinada fase organica foi concentrada em um evaporador
rotatdrio e o solido foi seco sob pressdo reduzida. O produto identificado como (quercetina -
CFs) foi obtido com 90% de rendimento. P.f. 143-145 °C. RMN !H (DMSO-ds, TMS) §
[ppm] 6,17 (d, 1H, J = 2,0 Hz, C-6), 6,39 (d, 1H, J = 2,0 Hz, C-8), 6,87 (d, 1H, J = 8,3 Hz, C-
5", 7,53 (dd, 1H, J = 2,0, 8,3Hz, C-6"), 7,66 (d, 1H, J = 2,0 Hz, C-2"), 8,1 (s, 2H, C-3"e C-5").
13C (DMSO-ds, TMS) 93,8 (C-8), 98,6 (C-6), 103,5 (C-10), 115,5 (C-2"), 116,1 (C-5'), 120,4
(C-6,122,1 (CF3), 122,4 (C-1"), 126,8 (C-4"), 126,9 (C-3"e C-5"), 136,2 (C-3), 143,1(C-1"),
145,5 (C-3"), 147,3 (C-4"), 148,2 (C-2"e C-6"), 156,6 (C-9), 157,1 (C -2), 161,2 (C-5), 164,3
(C-7), 176,3 (C-4). m/z 575 (M + K), (575,00 calculadas para Cz2H11F3N2011K).

1X.2.3. Medidas de coeficiente de particdo

Coeficientes de particdo 1-Octanol/water (P) foram determinados a 25 °C, usando
volumes iguais de agua (2 mL) e l-octanol (2 mL). Tipicamente, uma solucdo de cada
flavondide (~ 100 uM) foi agitada em um termostato apos o equilibrio ter sido alcancado (8h).
Uma aliquota (200 uL) das fases aquosa e organica foram dissolvidas em 2 mL de metanol e
concentracdo final dos flavondides foi determinada por espectroscopia de absorgédo
(SCALISE & DURANTINI, 2004).

1X.2.4. Microorganismos e condigdes de crescimento

As linhagens de C. albicans PC31, recuperadas de lesdo de pele humana, foram
previamente caracterizadas e identificadas de acordo com os procedimentos convencionais
(CORMICK et al., 2008; CORMICK et al., 2009). A classificagdo preliminar das colnias das
placas foi baseada nas caracteristicas de coldnias (pigmentacdo e forma), o modo de
reproducdo vegetativa, formacdo de pseudo-hifas e producdo ascoporos. ldentificacdo dos
isolados de leveduras ao nivel de espécie foi feita usando a API20C AUX (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Franga), sistema de perfis de assimilagdo de carboidratos. A cepa de C.
albicans foi cultivada em condigdes aerdbias durante a noite em caldo Sabouraud (4 mL)
(Britania, Buenos Aires, Argentina) a 37 °C em fase estacionaria. Células viaveis de C.
albicans foram monitoradas e o numero de unidades formadoras de colonia (UFC) foi
determinado em placas de agar Sabouraud em ~ 48h de incubacédo a 37 °C. Este procedimento

produz ~ 107 UFC / mL ap6s uma incubacdo durante a noite.
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1X.2.5. Atividade antifingica

Apos a incubacdo durante a noite, as células foram diluidas conforme necessério para
obter ~ 104 UFC /mL em caldo Sabouraud. Em todos os experimentos, 2 mL das suspensdes
de células em tubos tipo pirex cultura (13x100 mm) foram utilizados e os derivados de
flavonodides foram adicionados a partir de uma solugdo de ~ 10 mg / mL em DMF:4gua (1:1).
A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragcdo de
derivados de flavondide que inibe o crescimento visivel do C. albicans ap6s 48 h de
incubacdo a 37 °C (faixa de 0,06-2,50 mg / mL). Assim, nenhuma turbidez ap6s a incubacéo,
é indicativo de inibicdo de crescimento. Antes dos ensaios, verificou-se que o carregamento
de solvente N,N-dimetilformamida: &gua (1:1), foi completamente inativo contra os
microrganismos testados nas condi¢cdes do ensaio. Além disso, experimentos de controle
foram realizados sob as mesmas condi¢Ges na auséncia de extratos. Cada experimento foi

repetido trés vezes em separado.

1X.2.6. Efeito sobre o crescimento de C. albicans

As culturas de células de C. albicans foram cultivadas durante a noite, como descrito
acima. Uma porcdo (1 mL) desta cultura foi transferida para 20 mL de meio fresco caldo
Sabouraud. A suspensdo foi homogeneizada e aliquotas de 2 mL foram incubadas com
diferentes concentracfes dos derivados dos flavondides, a 37 °C. A cultura cultivada foi
medida pela turvacdo a 660 nm usando um espectrofotdmetro Tuner SP-830. Em todos os
casos, experimentos de controle foram realizados na auséncia dos extratos. Cada experimento

foi repetido trés vezes em separado.

1X.2.7. Analises estastisticas

Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo de cada grupo.
Variacdo entre os grupos foi avaliada utilizando o teste t de Student, com nivel de confianca

de 95% (p<0,05), considerado estatisticamente significativo.
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IX.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1X.3.1. Sintese

A quercetina-CFs tem um grupo trifluorometila altamente lipofilico, o que aumenta o
carater anfifilico da estrutura (LAZZERI & DURANTINI, 2003). A influéncia do grupo
trifluorometila nas moléculas biologicamente ativas é freqlentemente associada com o
aumento da lipofilicidade que este substituinte tem (MCCLINTON & MCCLINTON, 1992;
ANDO & KUMADAKI 1999).

O produto foi purificado por CLAE. Como era esperado para a sua lipofilicidade, o
tempo de retencdo (tR) do composto quercetina-CFz (TR = 18 min) foi maior do que a rutina
(TR = 5 min). Estudos espectroscdpicos de RMN confirmam a estrutura proposta (Figura
154). A comparagdo dos espectros de *H RMN (em DMSO-dg) de rutina e quercetina-CFs
mostra que 0s sinais na regido de 7,5-7,6 ppm de rutina, correspondendo os prétons orto e do
grupo hidroxila no anel de benzeno, sofrem uma separacdo no composto quercetina-CFs,
conforme definido por dois sinais, um em 7,5 ppm e outro em 7,7 ppm, o efeito do
substituinte. Os espectros de COSY e HMQC foram registrados para estabelecer a atribuicéo
especifica dos hidrogénios. Ele também observa o desaparecimento dos sinais
correspondentes aos aclcares da rotina e da emergéncia de um novo sinal em 8,1 ppm, que
esta correlacionada com os hidrogénios do substrato contendo o grupo CFs.

Para avaliar o efeito produzido pela distribuicdo dos grupos de polaridade diferente
sobre a polaridade intramolecular, os momentos de dipolo das porfirinas foram estimados. O
método semi-empirico para a modelagem molecular (AM1) foi utilizado nos calculos de
otimizacdo de geometria (Figura 154). Um valor de 5,2 D foi encontrada para quercetina-
CFs. Esse valor ¢ maior que a encontrada para a rutina correspondentes derivados, sem
substituicdo por grupos amino (3,8 D). Como esperado, a presenca de um grupo lipofilico na
periferia da estrutura quercetina melhora 0 momento de dipolo. A combinacao de substituintes
hidrofdbicos e hidrofilicos nos resultados da estrutura molecular de um eixo de polarizacao
intramoleculares, 0 que pode facilitar a penetracdo da membrana produzindo uma melhor

acumulacdo em compartimentos celulares, melhorando a eficacia do agente antifangico.
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Figura 154. Estrutura do derivado quercetina-CFs

1X.3.2. Estudos de absorcdo UV-visivel e propriedades lipofilicas

O espectro de absorcdo UV-visivel da rutina e quercetina-CFz em metanol foram
comparados na Figura 155. Os derivados de flavondides mostra a tipica banda | que cerca de
370 nm e banda Il a 260 nm, de acordo com a estrutura molecular. Maximo comprimento de
onda da banda I derivados de quercetina-CFz apresenta uma mudanca batocrémica de ~ 12
nm em relagdo a rutina. Comportamento semelhante foi observado anteriormente para a
quercetina em diferentes meios (LE NEST et al., 2004).

Os coeficientes de particdo n-octanol/agua (P) de flavonoides foram avaliados a
temperatura de 25 °C (P = [porfirina] o / [porfirina] w). Como pode ser observado na Tabela
22, os resultados indicam que o carater lipofilico aumentou na estrutura da quercetina-CFz em
relacdo a rutina, devido a presenca de um grupo trifluorometila (LAZZERI & DURANTINI,
2003).
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Figura 155. Espectro de absorcdo de quercetina-DNF-CF3z (linha sélida) e rutina (linha
pontilhada) em metanol.

Tabela 22. Caracteristicas de absor¢do no UV-visivel em metanol e 1-octanol/agua
coeficientes de particdo (P) de rutina e quercetina-CFs.

Compostos A (nm) (e Mem™) & (nm) (e Mlem™?) log P
rutina 256 (14100) 360 (12200) 0.31
quercetina-CF3 254 (18800) 372 (17100) 0.62

1X.3.3. Atividade antimicrobiana de rutina e quercetina-DNF-CF; sobre C.

albicans

A atividade bioldgica dos flavonoides foi investigada em suspensdo celular de C.
albicans em meio de Sabouraud. Os extratos foram avaliados em uma faixa de 0,060-2,5 mg /
mL. A atividade antimicrobiana sobre C. albicans estdo resumidos na Tabela 23. A partir
desses resultados, os valores de CIM de 2,20 + 0,10+ 0,10 e 0,60 mg / mL foram calculados
para rutina e quercetina-DNF-CF3, respectivamente. Como pode ser observado, quercetina-
CFsmostrou uma cerca de 4 vezes maior atividade antifingica de rutina.

Tendo em conta estes resultados, o decaimento no crescimento de culturas de C.
albicans produzido por flavonoides foi realizada em meio de Sabouraud. Assim, diferentes
quantidades de flavondides foram adicionadas as culturas frescas de C. albicans, atingindo a

fase de registro e os frascos foram incubados a 37 °C. Trés concentracdes de rutina e
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quercetina-CFz, que vao acima e abaixo dos valores de CIM, foram analisadas sob estas
condi¢Bes. Como pode ser observado na Figura 156, o crescimento foi suprimida quando as
culturas de C. albicans foram tratados com ambos 0s extratos com concentracdo idéntica ou
superior & CIM. Apos 30 minutos de incubagdo na presenca de 2,2 ou 2,5 mg / mL de rutina,
as células ndo mais parecia estar a crescer como medido pela turbidez em 660 nm. Sob essas
condicOes, o efeito da quercetina-DNF-CF3z foi mais eficiente do que a rutina, porque era
eficaz entre 0,6-0,7 mg / mL. Por outro lado, as células de C. albicans incubadas com uma
menor concentracdo de flavondides (sob o valor de CIM) demonstrou apenas um pequeno
atraso de crescimento em comparagdo com o0s controles. Sob essa condicdo, da fase de
laténcia foi aumentada em relacdo ao controle. Portanto, acima do MIC, o crescimento ndo
ocorreu, e em concentragdes no ambito do MIC, o crescimento ocorreu, mas comum a fase de
laténcia prolongado. Estes dados mostram que o atraso de crescimento observado é devido ao
efeito antimicrobiano da quercetina-CF3 sobre as células C.albicans.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que uma maior atividade
antifungica é produzida pela quercetina-DNF-CFs em comparacgdo com a exercida pela rutina.
Alem disso, compostos quercetina-CFs tem um maior valor de log P. Em estudos anteriores,
observou-se que a glicosilacdo de quercetina reduziu a atividade vasodilatadora (CHEN et al.,
2004). Em geral, nesse tipo de compostos, uma forte atividade bioldgica é acompanhada por

um aumento dos valores de log P.

Tabela 23. Atividade antiflngica dos flavondides sobre C. albicans

Compostos Concentragdo (mg/mL)
250 220 210 190 160 130 1.25 0.60 0.50 0.40 0.30 0.15 0.06

rutina + 4+ - - - - - - - - - - -

quercetina-CFs +  + + + + + + + - - - - -

(+): inibigdo de crescimento visivel, (-): sem inibigdo
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Figura 156. Curva de decaimento do crescimento de células de C. albicans incubadas com
diferentes concentragcdes de rutina [(v) 1.9 mg/mL, (0) 2.2 mg/mL, (») 2.5 mg/mL] e
quercetina-CFz [(v) 0.5 mg/mL, (m) 0.6 mg/mL and (a) 0.7 mg/mL] em caldo Sabouraud a 37
°C. Controle de culturas: células sem adicdo de flavondides (o). Valores representados
médiatdesvio padrdo de trés experimentos em separado.
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X. CONCLUSOES

O estudo quimico da casca do caule de Piptadenia gonoacantha resultou no
isolamento de sete triterpenos, sendo quatro cicloartanos, um friedelano e dois lupanos, além
de trés esteroides. Os cicloartanos estam sendo registrados pela primeira vez neste género.

O estudo quimico da raiz de Piptadenia gonoacantha conduziu ao isolamento de trés
isoflavonas, novas na familia Fabaceae, além de um triterpeno cicloartano e um lupano.

Ja o estudo quimico das folhas de Piptadenia rigida resultou no isolamento de um
monoterpeno, um alcool de cadeia longa insaturado, além de dois poliprendides. Ja as
sementes desta mesma espécie revelaram a presenca de um triacilglicerol, &cidos graxos
saturados e insaturados, além de um alcaléide com esqueleto indélico e um carboidrato.

O estudo do dleo das folhas de P. rigida e P. gonoacantha por extracdo por fluido
supercritico, em determinadas condicdes revelou a presenca de um poderoso agente
antifangico contra patdgenos de plantas.

A extracdo com fluido supercritico se mostrou uma técnica bem eficaz na extra¢édo do
6leo de Piptadenia rigida e Piptadenia gonoacantha apresentando rendimentos de extracédo
superiores aos obtidos por técnicas convencionais, como a hidrodestilacdo. Os melhores
rendimentos na extracdo de 6leo das folhas de P. rigida foram obtidos nas condicGes
operacionais de 60 °C e 200 bar, sendo o rendimento de 0,73%. J& para as folhas de P.
gonoacantha o melhor rendimento foi de 1,31% obtido a 80 °C e 200 bar.

Considerando as propriedades do componente mais abundante nos extratos em fluido
supercritico e as aplicacfes de folhas de piptadenia rigida como inseticida, estudos adicionais
serdo realizados pelo grupo.

Os resultados do ensaio antibacteriano das fracGes do extrato metandlico da raiz de
Piptadenia gonoacantha apresentaram bom potencial contra as cepas testadas, principalmente
as cepas Gram-positivas. Sendo que, na busca de novas drogas, estas fracdes podem ser
consideradas em estudos futuros como potenciais agentes antimicrobianos. O potencial
antibacteriano elevado nas fragdes da particdo acetato do extrato metanolico da raiz pode estar
relacionado ao alto teor de fendis totais e taninos, descritos na literatura com fortes agentes
antimicrobianos.

Quando comparado com outras espécies de plantas da literatura, os teores de fendis
totais e taninos das fracBes polares dos extratos metandlicos das espécies P. rigida e P.

gonoacantha foram elevados. Principalmente considerando que na raiz se encontra 0 maior
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teor destes constituintes fendlicos, bem como que o género Piptadenia se encontra descrito na
literatura com ricos na quantidade destes metabdlitos.

A sintese de um novo derivado a partir da rutina contendo um grupo 3’-dinitro-fenil-
tlifluorometil, conferiu ao produto um potencial antifungico contra Candida albicans

consideravelmente superior ao da rutina.
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Chemical constituents of Piptadenia gonoacantha (Mart.)
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ABSTRACT

The phytochemical investigation of Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr. (Leguminosae-Mimosoideae),
commonly known as “pau jacaré™ (alligator stick), afforded sitosterol, campesterol, stigmasterol, the N-benzoyl-
phenylalanine-2-benzoylamide-3-phenylpropyl ester, known as asperphenamate, sitosterol-3-O- 8-D-glucopyranoside,
besides three flavonoids, apigenin, 5-O-methylapigenin and 7.4’-dihydroxy-3’,5-dimethoxyflavone from its branches.
From its leaves, the methyl gallate and two flavonoids, vitexin and isovitexin, were isolated. From its bark, a mix-
ture of sitosterol, campesterol, and stigmasterol, besides a mixture of cycloartenone, cycloartan-25-en-3-one, and
24-methylene-cycloartenone, and the pure triterpenes 24-methylenecycloartanol, friedelin, lupeol and lupenone, were
isolated. Their structures were established on the basis of spectral analysis, comparison with literature data and GC-MS
analysis of the mixtures. The ester, flavonoids and the cycloartanes are been identified for first time in the genus
Piptadenia.

Key words: Leguminoseae, Piptadenia gonoacantha, terpenoids, asperphenamate, flavonoids, “pau jacaré™.
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Antifungal activity of a novel quercetin derivative bearing a trifluoromethyl group on
Candida albicans
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Abstract

A novel quercetin derivative bearing a trifluoromethyl group was synthesized by the
nucleophilic aromatic substitution reaction between rutin and 2-chloro-5-(trifluoromethyl)-
1,3-dinitrobenzene in basic medium. This synthetic quercetin showed antifungal activity
against Candida albicans cultures. The results indicated a remarkable increase in the
biological activity of this compound as compared to rutin.

Keywords: antifungal activity; flavonoid; rutin; quercetin; Candida albicans.
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Abstract: The adsorptive accumulation of rutin (RU) at glassy carbon (GC) electrodes in 10%
ethanol + 90% 1 mol dm-3 HClO4 aqueous solution is studied by using cyclic (CV) and square wave
(SWV) voltammetries. The Frumkin adsorption isotherm best described the specific interaction of
rutin with carbon electrodes. By fitting the experimental data, values of -31.9 kf mol-1 and 0.5420.02
were obtained for the Gibbs free energy of adsorption and the interaction parameter, respectively.
SWV fully characterized the thermodynamics and kinetics of the surface redox process, using a
combination of the "quasi-reversible maximum" and the "splitting of 5W peaks” methods. Average
values of 0.644+0.003 V and 0.44+0.02 were obtained for the formal potential and the anedic transfer
coefficient, respectively. Moreover, a formal rate constant of 509 5-1 was obtained. SWV was also
employed to generate calibration curves. The lowest concentration of RU was 2 x 10-8 mol dm-3 (12
ppb). measured for a signal to noise ratio of 3:1
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ANEXO 3. ARTIGOS EM ELABORACAO
3.1. Revista “Parasitology Research”

Avaliagéo da atividade acaricida do eugenol sobre larvas de Rhipicephalus microplus (Acari:
Ixodidae) e Dermacentor nitens (Acari: Ixodidae), utilizando uma nova adaptagéo para o teste
de pacote de larvas.

Caio Marcio de Oliveira Monteiro, Francisco Eduardo Aragao Catunda Janior, Mario Geraldo
de Carvalho.

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade acaricida do eugenol, com diferentes
solubilizagbes e concentracdes sobre larvas de Rhipicephalus microplus e Dermacentor
nitens, utilizando uma nova adaptacao para o teste de pacote de larvas. O estudo foi dividido
em trés experimentos, e avaliacdo da atividade acaricida do eugenol foi feita através da
utilizacdo do teste de pacote de larvas com pequena adaptacéo relatadas e discutidas no corpo
do trabalho. No primeiro experimento, o eugenol foi solubilizado na concentracao de 20 pl/ml
(2%), em etanol (50%), metanol (70%) e acetona (60%), e testado sobre larvas de R.
microplus. Para cada formulacdo foi preparado um controle (mesmas formulag6es isentas de
eugenol), sendo formado também um grupo controle onde as larvas ndo receberam nenhum
tratamento. A partir dos resultados obtidos no primeiro experimento, foi selecionada a
formulacdo com melhor relacdo custo beneficio e essa foi testada nas concentrac@es 2.5, 5.0;
10.0 15.0 e 20 pl/ml, sobre larvas de R. microplus e D. nitens. A mortalidade observada no
primeiro experimento foi de 100% para todos os grupos tratados com eugenol, ndo sendo
observada mortalidade em nenhum dos grupos controle. No segundo experimento, foi
selecionada a formulagédo etandlica do eugenol por apresentar melhor relacdo custo-beneficio,
e a mortalidade registrada para R. microplus e D. nitens foi de 99.4; 100.0; 100.0; 100.0 e
100% e 89.5; 100.0; 100.0; 100.0 e 100%, nas concentragdes de .5, 5.0; 10.0 15.0 e 20 pl/ml,
respectivamente. Com base nos resultados é possivel concluir o eugenol e pequenas
concentracdes e solubilizado em diferentes solventes apresentou atividade carrapaticida sobre
as espécies testadas.

Palavras-chave - Cattle tick, Carrapato dos bovinos, Tropical horse tick, monoterpene.
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3.2. Revista “Journal of Fluid Supercritical”

Extraction of the essential oil of angico (Piptadenia rigida) and pau-jacare (Piptadenia
gonoacantha) using supercritical CO>

Bruna dos Santos Moura, Pedro Henrique Pereira de Carvalho, Francisco Eduardo Aragéo
Catunda Junior, Mario Geraldo de Carvalho, Marisa F. Mendes

Resumo

Além da extracdo de Oleos de folhas de P.rigida e P.gonoacantha usando hidrodestilacao,
utilizou-se fluido supercritico com CO2 como solvente. Foram testadas diferentes condicGes
operacionais, variando-se principalmente a temperatura (40 a 80 °C) e a pressao (100 a 200 bar),
de modo a buscar os melhores resultados em termos de rendimento e composicdo do Oleo
extraido. Os melhores rendimentos na extracdo de 6leo de folhas destas plantas foram de 0,73% a
60 °C e 200 bar, e 1,31% a 80 °C e 200 bar, respectivamente. A analise dos tempos de retencao,
espectros de massas e analise do espectro de RMN H permitiu identificar a presenca de varios
constituintes; tendo como constituintes majoritarios presentes no 6leo de P.rigida N-butil-
benzeno-sulfonamida (em diferentes condicbes de extracdo) e seu derivado, além dos esteroides
sitostenona, sitosterol, estigmasterol, 4,22-estigmastadien-3-ona, dos triterpenos lupeol,
friedelliana, dentre outros. J& no 6leo de P. gonoacantha o principal constituinte foi N-butil-
benzeno-sulfonamida (a 40° e 100 bar), apesar da semelhanca do espectro de RMN !H, os
esteroides e triterpenos foram extraidos em diferentes condicdes.
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3.3. “Revista Brasileira de Farmacognosia”

Antibacterial activity of extracts from the roots of Piptadenia gonoacantha (Mart.) J. F.
Macbr. (Leguminosae)

Francisco Eduardo Aragdo Catunda Janior, Daniel Luiz Reis Simas, Mario Geraldo de
Carvalho, Lucila Barberis, Liliana Pascual, Francisco Ruiz, Acécio Geraldo de Carvalho

Abstract

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) value was used with concentration ranging
from 20 mg/ml to 0,312 mg/ml of fractions from the methanolic extract from the roots of
Piptadenia gonoacantha to determinate the antibacterial potential. A set of 15 strains were
used, as followed: 5 Staphylococcus aureus strains, 5 of Listeria monocytogenes strains, and 5
of Escherichia coli strains. Among of these microorganisms tested, S. aureus was the most
susceptible with the MIC values of fractions in the ranged from 20 mg/ml to 0,625 mg/ml of
ethyl acetate fraction from the methanolic extract (PGRME). On the other hand, the fractions
showed weak inhibitory effect against L. monocytogenes and E. coli. The MIC value of
fraction PGRME against S. aureus and L. monocytogenes were 0,625 mg/ml and 5 mg/ml
respectively and the fraction PGRMM against S. aureus was 1,250 mg/ml.

Key words: Antibacterial activity, pathogenic microorganisms, Piptadenia gonoacantha,
Leguminosae, MIC
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3.4. Revista “Quimica Nova” ou “Journal of Brazilian Chemical Society”

Estudo comparativo da interacao de 3,5,4’-triidroxi-7-O-p-D-glicopiranosil-6-prenil-flavona
e seu analogo metilado com albumina sérica bovina (ASB)

Francisco Eduardo Aragdo Catunda-Junior, Daniel Rosa da Silva, Bruno Benedito Spolidoro,
Carlos Mauricio Rabello Sant’Anna, Luciano Ramos Suzart, Otavio Augusto Chaves,
Leonardo Santos de Barros, Dari Cesarin-Sobrinho, Mario Geraldo de Carvalho

Resumo

Como a albumina € um carreador de moléculas no sangue, decidiu-se estudar o
comportamento fotofisico da interagdo do flavondide 3,5,4’-triidroxi- 7-O-f-D-glicopiranosil-
6-prenil-flavona isolado de galhos da espécie Ouratea hexasperma (Ochnacea) e de seu
analogo metilado, frente a uma solugdo de albumina sérica bovina (ASB) (1,0x10-5 mol/L)
tamponada com PBS (pH = 7,4), por UV-Vis, fluorescéncia. Foram feitos também estudos de
“docking” molecular para se determinar caracteristicas estruturais da interacdo da albumina
com as moléculas citadas. Para os estudos de “docking”, as estruturas dos compostos foram
construidas com o programa Spartan 06 (Wavefunction). Foi construido um modelo
tridimensional para a ASB a partir da estrutura cristalografica da albumina sérica humana, por
meio de modelagem por homologia. O procedimento de “docking” foi feito com o programa
Gold 4.1.1 (CCDC), usando-se a funcdo de escore Chemscore2. A funcdo de escore é
calculada como o negativo da soma de termos de energia, de modo que quanto mais positivo
um escore, melhor € a interacdo. Os dois compostos apresentaram boa interacdo no chamado
sitio | de Sudlow, que contém um residuo de triptofano (Trp237). Os estudos de Docking e
supressdo de florescéncia revelaram que tanto o flavonoide 3,5,4’- triidroxi-7-O-p-D-
glicouiranosil-6-prenil-flavona como seu analogo metilado apresentam boa interagdo com
albumina sérica bovina. Sendo que no andlogo metilado o controle da interacdo é exercido
predominantimente pelo fator entrépico enquanto no composto ndo metilado a forma de
interacdo predominante é por controle entélpico.
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