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RESUMO

SILVA, L. F. F. (2019). Investigacdo quimica e potencial biolégico dos frutos de Senna
acuruensis (Benth.). Teresina. 200p. Dissertacdo (Mestrado)- Programa de Pds-
Graduacdo em Quimica. Universidade Federal do Piaui.

S. acuruensis (Benth.) (Fabaceae) € uma espécie endémica do nordeste brasileiro, com
ocorréncia no estado do Piaui, conhecida popularmente como canafistinha e besouro. O
presente trabalho relata os constituintes quimicos isolados e identificados no extrato
etandlico das cascas dos frutos (EEC) desta espécie, bem como o potencial biolégico do
extrato, fragdes e compostos isolados. O EEC foi submetido a cromatografia em coluna
filtrante de gel de silica, fornecendo as fragdes hexanica (FH), cloroférmica (FCHCIy),
AcOEt (FACOELt) e metanodlica (FMeOH). As fracdes FH, FCHCI; e FACOEt foram
submetidas a cromatografia em coluna de gel de silica e/ou Sephadex LH-20. A
investigagdo fitoquimica do EEC resultou no isolamento e caracterizacdo de uma nova
antraquinona, 9,10-dioxo-1-formil-3-metil-[5,6,1°,2’]-furanoantraquinona (1), como
também nos compostos conhecidos 1,8-dihidroxi-3-metil-6-metoxiantraquinona (2),
lupeol (3), a-amirina (4), B-amirina (5), germanicol (6), campesterol (7), sitosterol (8),
estigmasterol  (9), 7a-hidroxisitosterol  (10), 7p-hidroxisitosterol  (11), 7o-
hidroxiestigmasterol (12), A%-estigmastenol (13), 6B-hidroxistigmast-4-en-3-ona (14),
6B-hidroxiestigmasta-4,22-dien-3-ona (15), peroxido de ergosterol (16), fomentarol C
(17), 6-O-acil-pB-D-glicosil-3-O-sitosterol (18), 6-O-acil-p-D-glicosil-3-O-estigmasterol
(19), (E)-fitol (20), (2)-fitol (21), 11,12,13-trimetilhexil-3-metilhexa-3,5-dienoato (22),
hexatriacontano (24) e &cidos graxos saturados e insaturados (23a-23g). As estruturas
desses compostos foram identificadas e/ou elucidadas utilizando técnicas
espectrométricas, como RMN *'H e *C (1D e 2D), IV, ESI-MS, CG-EM e por
comparacdo com dados relatados na literatura. O EEC, as fracbes FCHCI;, FACOEt e
FMeOH apresentaram inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O EEC, FACOEt e 1
inibiram o crescimento de promastigotas de Leishmania major, com valores de
concentagéo inibitdria média (Clso) de 68,8, 36,7 e 11,2 ug mL™, respectivamente. Este
€ o primeiro relato do composto 1 na literatura, 10-15 no género Senna, 16 na familia
Fabaceae, 17 e 22 em plantas, bem como, da acao antileishmania na espécie.

Palavras-chave: Senna acuruensis; antraquinonas; triterpenoides; esteroides; atividade

antileishmania.



ABSTRACT

SILVA, L. F. F. (2019). Chemical research and biological potential of fruits from Senna
acuruensis (Benth.). Teresina. 200p. Master’s thesis - Post-Graduate Programme in
Chemistry. Federal University of Piaui

S. acuruensis (Benth.) (Fabaceae) is an endemic species from brazilian northeast,
occurring in the state of Piaui, popularly known as canapistinha and beetle. The present
work reports the chemical constituents isolated and identified in the ethanolic extract of
fruit peels (EEC) from this species, as well as the biological potential of the extract,
fractions and isolated compounds. The EEC was subjected to a filtration silica gel
column chromatography, providing the hexane (FH), chloroform (FCHCIs), AcOEt
(FACOELt) and methanolic (FMeOH) fractions. The FH, FCHCI; and FACOEt fractions
were subjected to silica gel column chromatography and/or Sephadex LH-20. The
phytochemical investigation of EEC resulted in the isolation and characterization of a
novel anthraquinone, 9,10-dioxo-1-formyl-3-methyl-[5,6,1', 2']-furananthraquinone (1),
as well as the known compounds 1,8-dihydroxy-3-methyl-6-methoxyanthraquinone (2),
lupeol (3), a-amyrin (4), p-amyrin (5), germanicol (6), campesterol (7), sitosterol (8),
stigmasterol  (9), 7a-hydroxysitosterol (10), 7p-hydroxysitosterol (11), 7a-
hydroxystigmasterol (12), A%*-stigmastenol (13), 6B-hydroxystygmast-4-en-3-one (14),
6B-hydroxystigmasta-4,22-dien-3-one (15), ergosterol peroxide (16), fomentarol C (17),
6-0-acyl-p-D-glycosyl-3-O-sitosterol  (18), 6-O-acyl-B-D-glycosyl-3-O-stigmasterol
(19), (E)-phytol (20), (2)-phytol (21), 11,12,13-trimethylhexyl-3-methylhexa-3,5-
dienoate (22), hexatriacontane (24) saturated and unsaturated fatty acids (23a-23g).
Structures of these compounds have been identified and/or elucidated using
spectrometric techniques, such as NMR *H and **C (1D and 2D), IV, ESI-MS, GC-MS
and by comparison with data reported in the literature. The EEC, the fractions FCHCls,
FACOEt and FMeOH showed inhibition of the enzyme acetylcholinesterase. The EEC,
FACOEt and 1 inhibited the growth of Leishmania major promastigotes, with mean
inhibitory concentration (ICso) values of 68.8, 36.7 and 11.2 ug mL™, respectively. This
is the first report of compound 1 in the literature, 10-15 in the genus Senna, 16 in the
Fabaceae family, 17 and 22 in plants, as well as the antileishmanial activity in the
species.

Keywords: Senna acuruensis; antraquinones; triterpenoids; steroids; anti-leishmania
activity
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade o uso de plantas medicinais representa para muitas
comunidades a Unica forma para a prevencdo e tratamento dos mais variados tipos de
enfermidades (MACIEL et al, 2002; VEIGA JR; PINTO; MACIEL, 2005). As
observacdes do uso terapéutico em diferentes povos ou grupos étnicos populares
contribuem de forma relevante para divulgacdo dos efeitos benéficos de espécies
vegetais, estimulando pesquisas na area de fitoquimica e farmacologia
(ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

Independente da regido ou do pais, diversas plantas medicinais, sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares, farméacias e lojas de produtos
naturais, além de serem encontradas com frequéncia em quintais residenciais (VEIGA
JR; PINTO; MACIEL, 2005; MACIEL et al., 2002).

Com a maior diversidade biolégica do mundo, o Brasil contém uma flora rica,
estimulando interesses de comunidades cientificas internacionais e nacionais para
relevancia da pesquisa e uso popular de plantas medicinais (SOUZA e FELFILI, 2006;
SANTOS; LIMA; FERREIRA, 2008). Como parte desta biodiversidade, estdo as
espécies vegetais com indicacdo de uso popular, como o matruz (Chenopodium
ambrosioides L.; Amaranthaceae), que possui propriedades expectorante e vermifuga;
erva cidreira (Lippia alba (Mill) N. E. Br.; Verbenaceae), utilizada contra anemia,
insbnia e calmante; batata de purga (Operculina macrocarpa (L.) Urb,;
Convolvulaceae), usada como purgativo e depurativo; aroeira (Myracrodruom
urundeuva (Engler) Fr. Allem.; Anacardiaceae), usada em processos inflamatorios e o
atipim (Petiveria alliacea L.; Phytolaccaceae), utilizado em dores, alergia e furinculo
(SOUZA e FELFILI, 2006; OLIVEIRA; OLIVEIRA; ANDRANDE, 2010).

A pesquisa na area de produtos naturais tém crescido pela busca de novos
farmacos capazes de tratar diversos tipos de doencas, como o cancer (BRANDAO et al.,
2010; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006), AIDS, Alzheimer, diabetes,
doencas cardiacas, entre outras (MONTANARI; BOLZANI, 2001; PINTO et al., 2002).
O estudo de plantas medicinais vem conguistando espaco, objetivando o isolamento e
identificacdo de bioativos moleculares e descoberta de novos farmacos, como por
exemplo, a artemisinina, uma lactona sesquiterpénica obtida de Artemisia annua
(Asteraceae), utilizada no tratamento de malaria; a vincristina e vimblastina, alcaloides

bisindolicos de Catharrantus roseus (Apocynaceae), usados na quimioterapia do cancer,
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e o taxol (paclitaxel), um diterpenoide de esqueleto taxano obtido de Taxus brevifolia
utilizado como agente antineopldsico de amplo espectro de atividade contra alguns
canceres que ndo respondem a outros agentes (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006; SILVA et al., 2010a; DEWICK, 2009).

Tendo em vista a caréncia de estudos sobre a S. acuruensis e a riqueza de
metabdlitos secundarios bioativos do género Senna, o presente trabalho relata o
isolamento elucidacdo e/ou identificacdo estrutural de constituintes quimicos das cascas

dos frutos de Senna acuruensis, bem como o seu potencial biolégico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a composicdo quimica e o potencial biologico do extrato etanolico das

cascas dos frutos de Senna acuruensis (Benth.) Irwin & Barneby (Fabaceae-

Caesalpinioideae).

2.2 Objetivos Especificos

Preparar o extrato etanélico das cascas dos frutos de S. acuruensis

Fracionar o extrato etandlico (EEC) das cascas dos frutos de S. acuruensis por
meio de coluna filtrante

Obter o perfil quimico do extrato e fragGes obtidas por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA)

Isolar, identificar e/ou elucidar os constituintes quimicos das cascas dos frutos

de S. acuruensis

Investigar as atividades anticolinesterasica, citotoxica e antileishmania do

extrato, fracbes e compostos isolados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Familia Fabaceae

Fabaceae Lindl., conhecida também como Leguminosae Juss., € composta por
cerca de 19.500 espécies, distribuidas em aproximadamente 745 géneros (LEWIS et al.,
2005; WINK, 2013). No Brasil essa familia é constituida por 210 géneros, 2.694
espécies, sendo 1.458 endémicas, 53 subespécies (16 endémicas) e 731 variedades (419
endémicas) (FORZZA et al., 2010a). E considerada a terceira maior familia de
Angiosperma e sua importancia econdmica é equivalente & familia Poaceae na qual
engloba capins, gramas ou relvas (MOREIRA-CONEGLIAN e OLIVEIRA, 2006).

Presente na maioria dos ecossistemas brasileiros é relatada como a familia
botdnica mais bem representada no cerrado com 1263 espécies, distribuidas em
aproximadamente 138 géneros e, foi identificada como a familia mais diversificada na
maioria dos estudos envolvendo plantas medicinais (MACEDO et al., 2018).

A familia Fabaceae era inicialmente composta por trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Papilionoideae e Mimosoideae, mas ap0s andlises filogenéticas,
reconheceu-se seis subfamilias: Caesalpinioideae (Mimosoideae), Cercidoideae,
Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e Papilionoideae (LPWG, 2017).

A Papilionoideae € a maior subfamilia, constituida por 503 géneros e 14.000
espécies. Caesalpinioideae (Mimosoideae) abrange 148 géneros e cerca de 4.400
espécies. A Detarioideae € composta por 84 géneros e 760 espécies. Enguanto, as
menores subfamilias sdo Dialioideae com 17 género e 85 espécies, Cercidoideae 12
géneros e 335 espécies e a Duparquetioideae possui apenas 1 género e 1 espécie
(LPWG, 2017).

As espécies da familia Fabaceae se destacam por suas propriedades medicinais,
como por exemplo, Copaifera langsdorffi (copaiba), da qual é extraida uma resina
utilizada na cicatrizacdo e inflamacédo e Stryphnodendron adstringens (barbatiméo) que
apresenta propriedades adstringente e antifingica (SILVA et al., 2010a; FENNER et al.,
2006). As atividades antibacteriana, anticancerigena, analgésica, antifingica, citotdxica,
anti-inflamatoria, antimalarica, antioxidante e antitumoral tém se destacado em espécies
de Fabaceae (MACEDO et al., 2018).

Os compostos pertencentes as classes dos flavonoides e quinonas sdo
caracteristicos de espécies da familia Fabaceae (ROSADO-VALLADO et al., 2000).

Alcaloides, cumarinas, saponinas, triterpenoides, esteroides sdo exemplos de outras
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classes de substancias isoladas em plantas desta familia (MACEDO et al., 2018;
ARAYA-CLOUTIER et al., 2017; WINK, 2013).

3.2 Antraquinonas

As antraquinonas pertencem a classe das quinonas. Constituem o maior grupo
de pigmentos orgéanicos naturais com aproximadamente 700 compostos descritos e
cerca de 200 destes foram isolados de plantas, enquanto que os demais em liquens e
fungos (DUVAL et al., 2016; GESSLER; EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013).

As antraquinonas sdo comumente relatadas em géneros das familias Fabaceae
(Cassia), Liliaceae (Aloe), Polygonaceae (Rheuma, Rumex), Rubiaceae (Asperula,
Coelospermu, Coprosma, Galium, Morinda e Rubia) e Rhamnaceae (Rhamnus)
(LOCATELLI et al., 2012; DUVAL et al., 2016).

Derivados de antraquinonas ou antranoides apresentam esqueleto béasico 9,10-
antracenodiona, uma estrutura aromatica triciclica, com férmula molecular C;4HsO,,
com os grupos cetona no anel central, nas posicdes C-9 e C-10 (Figura 1). Além disso,
0s oitos atomos de hidrogénios podem sofrer diversas substituicbes por OH, CHs,
OCHjs;, CH,0OH, CHO, COOH, entre outros (GONCALVES et al., 2018; CARO et al.,
2012; GESSLER; EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013).

Figura 1- Estrutura basica de antraquinona

10
B
9

O

Quimicamente, as antraquinonas apresentam duas rotas biossintéticas (Figura 2).
Uma € a via do acetato (acetil-CoA e malonil-CoA), contendo oito unidades C;
formando o esqueleto da antraquinona. Apresenta um padrdo caracteristico de
substituicdo, pois 0s dois aneis aromaticos sdo substituidos. Tém ocorréncia em fungos
e em algumas familias de plantas como Fabaceae, Rhamnaceae e Polygonaceae (CARO
et al., 2012; HAN; HEIJDEN; VERPOORTE, 2001; DEWICK, 2009). A outra via
biossintética é mista (acido chiquimico, acido a-cetoglutarico e &cido mevaldnico), pois
0S precursores pertencem as vias do chiquimato e mevalonato, incluindo ainda, o

cetoacido derivado do ciclo do acido citrico (a-cetoglutérico). O padrdo tipico de
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substituicdo ocorre no anel aroméatico C e tem ocorréncia na familia Rubiaceae, nos
géneros Galium, Morinda, Rubia e Cinchona (HAN; HEIJDEN; VERPOORTE, 2001).

Figura 2- Rotas biossintéticas das antraquinonas

a) Acetato (acetil-CoA e malonil-CoA)

o
2 &
-CO, O O O
SCoA * HOMSCOA — SCoA
acetil-CoA malonil-CoA
O O O oO
poli-B-cetoester 3 reagoes de
condensacéo alddlica
o o o OH OH OH
0] [O] -3 H,0
- SCoOA «———
SCoA SCoA
5 &5 & 8 © 0 0 © 0O 0 0 O
enolizagéo
hidrolise
-CO,
o
ROOO
OH O OH

Fonte: Adaptada de Dewick (2009)

b) Mista (chiquimato, mevalonato e derivado do ciclo do &cido citrico)

COOH

Hoocm)/ <— Ciclo do &cido citrico
O

acido a-cetoglutarico

OH (0] R
HO,, COOH )\ COOH N 1
‘ COOH HO COOH R,
acido mevaldnico @e@
e

O Ry

HO™
OH o
acido chiquimico acido o-sucinoilbenzoico

Fonte: Adaptada de Dewick (2009) e Han; Heijden; Verpoorte (2001)
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As antraquinonas sdo substéancias cristalinas de cor amarela, vermelha ou
laranja, usadas tradicionalmente como corantes e em medicamentos. Sdo amplamente
distribuidas na natureza, tendo ocorréncia na forma livre e glicosilada (BRANCO et al.,
2011; SANTOS; SILVA; BRAZ-FILHO, 2008).

As atividades biologicas das antraquinonas sdo diversificadas, tais como:
antiflngica, diurética, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antibacteriana, anticancerigena,
laxante, antioxidante e antiviral. Os derivados de antraquinonas comumente isolados
sdo: fisciona (2), aloe-emodina (3), crisofanol (7), reina (14) e emodina (15),
reconhecidos como compostos biologicamente ativos (LOCATELLI et al., 2012;
DUVAL et al., 2016). Adicionalmente, estudos mostraram que as antraquinonas tém um
papel importante no transporte de elétrons para manter as fungdes biol6gicas das
plantas. Os corantes de antraquinonas inibem a transferéncia de energia no processo de
fotossintese, por exemplo, a 9,10-antraquinona reduz a eficiéncia da fotossintese de
bactérias (DUVAL et al., 2016; STROTMANN et al., 1982).

3.3 Revisdo bibliografica de Antraquinonas da familia Fabaceae e suas atividades

biologicas

O resultado do levantamento bibliografico em espécies da familia Fabaceae
mostrou um total de 122 antraquinonas isoladas nos géneros Albizia (2 espécies),
Bauhinia (1 espécie), Senna (27 espécies) e Vatairea (2 espéecies). A Tabela 1 apresenta
a relacdo dos nomes das antraquinonas com as respectivas partes da planta das quais
foram isoladas e as Figuras 3 e 4 mostram as formulas estruturais. O género com maior
abundancia de antraquinonas da familia Fabaceae, foi 0 Senna, sendo esta classe de
metabolito considerada marcadores quimiotaxondmicos dos géneros Cassia e Senna,
(BARBOSA et al., 2004).

As espécies pertencentes a Senna apresentam grande nimero de antraquinonas e
bisantraquinonas, encontradas na forma livre ou glicosiladas, derivadas da via do
acetato (ALEMAYEHU e ABEGAZ, 1996; BRANCO et al., 2011; SOB et al., 2008;
ANU e RAO, 2011). No levantamento bibliografico foi observado maior quantidade de
antraquinonas na forma livre. Entretanto, nas espécies A. procerra, S. angustifolia, S.
corymbosa, S. didymobotrya, S. italica, S. longiracemosa, S. multigladulosa, S.

obtusifolia, S. rugosa, S. siamea e S. singueana foi verificado a ocorréncia de
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bisantraquinonas, isoladas de folhas, frutos, cascas do caule, raizes e sementes
(ABEGAZ et al., 1994; ALEMAYEHU e ABEGAZ, 1996).

As antraquinonas foram isoladas principalmente nos extratos aquoso, etanélico e
metandlico de diversas partes da planta, tais como: folhas, sementes, raizes, casca do
caule e frutos. Observou-se que as espécies de Senna apresentam uma grande variedade
de atividades bioldgicas como é apresentado no Quadro 1, assim corroboram para 0 uso
na medicina tradicional.

As antraquinonas fisciona (2), aloe-emodina (3), crisofanol (7), reina (14) e
emodina (15) sdo encontradas em quase todas as espécies da familia Fabaceae A espécie
que apresentou 0 maior nimero de antraquinonas isoladas em diferentes partes da planta
foi S. obtusifolia com 41 antraquinonas. Na semente desta espécie, foi isolado o 2-O-f-
D-glicopiranésideo (50) e apresentou acdo hepatoprotetora (PAUDEL; JUNG; CHOI,
2018).

As especies S. alata, S. occidentalis, S. sophera e S. siamea apresentaram o
maior namero de atividades biolégicas, como: antibacteriana, antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatdria, antifingica, antidiabética e citotoxica.

O extrato aquoso e metanolico das folhas de S. alata apresentaram atividade
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (ALALOR; IGWILO; JEROH, 2012). As antraquinonas
fisciona (2), aloe-emodina (3), reina (14) e emodina (15), isoladas da semente de S.
tora, mostraram atividade antifungica contra fungos fitopatogénicos (KIM et al., 2004).

A reina (14), isolada das folhas de S. alata, S. racemosa e nas sementes de S.
tora apresentou atividade antialérgica, antibiotica e antifungica (SINGH et al., 2012;
DAVE; LEDWANI, 2012; KIM et al., 2004). Os extratos etandlico e aquoso das folhas,
flores, caule e sementes de S. spectabilis e S. tora apresentaram atividade
antimicrobiana (CHUKEATIROTE et al., 2007).



Tabela 1- Antraquinonas isoladas de espécies da familia Fabaceae

Espécie

Parte da planta

Antraguinonas

Referéncia

Albizia procerra
A. saman

Bauhinia acuruana

Senna alata

S. alata

S. alata

Folhas

Sementes

Caule

Folhas

Raizes

Caule

(7,3°°:7,7°*)-biluteolina-1,5-dihidroxiantraquinona (93)
1,8-dimetoxi-antraquinona-3-metilcarboxilato (1)

fisciona (2)

aloe-emodina (3)
aloe-emodina-8-O-B-glicopiranosideo (4)
isocrisofanol (5)
fisciona-1-O-B-D-glicopiranosideo (6)
crisofanol (7)
4,5-di-hidroxi-2-hidroximetilantraquinona (8)
alquinona (9)

crisofanol (7)
1,5-dihidroxi-8-metoxi-2-metilantraquinona-3-O-f-D-
glicopiranosideo (10)

1,3,8-trihidroxi-2-metilantraquinona (11)
fisciona (2);
alatinona (12); alatonal (13); reina (14)

emodina (15)

Yadav; Bhadoria (2013)
Kokila; Elavarasan; Sujatha (2017)

Gois et al. (2017)

Hofilefia; Ragasa; Rideout (2000)
Hennebelle et al. (2009)

Dave; Ledwani (2012)

Hennebelle et al. (2009)
Dave; Ledwani (2012)

Fernand et al. (2008)
Dave; Ledwani (2012)

Hennebelle et al. (2009)
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S. alexandrina

S. angustifolia

S. bicapsularis

S. corymbosa

S. didymobotrya

S. italica

Folhas e frutos

Folhas

Raizes

Folhas

Folhas

Frutos

Folhas e frutos

madagascina (94); 3-geraniloxiemodina (95)

emodina-8-0-soforosideo (16);

aloe-emodina-diantrona-8,8’-di-O-glicopiranosideo (96)
aloe-emodina-8-O-B-glicopiranosideo (4)
fisciona (3); crisofanol (7)

crisofanol (7); fisciona (2); emodina (15)
floribundona-1 (97)

aloe-emodina (3); reina (14)

reina-metil éster (17)

acido parientinico (18)

acido parientinico éster (19)
10-hidroxi-10-(fisciona-7’-il)-crisofanol-antrona (98)
5,10-dihidroxi-2-metil-9-(fisciona-7’-il)-1,4-antraquinona (99)
knifolona (100)

crisofanol-10,10’-biantrona (101)
crisofanol-fisciona-biantrona (102)
crisofanol-isofisciona-biantrona (103)

aloe-emodina (3); crisofanol (7); reina (14)
senosideo A (104); senosideo B (105)

Epifano et al. (2015)

Dave e Ledwani (2012); Kinjo et al. (1994)

Kinjo et al. (1994)

Valiente; Torrenegra (2003)

Barba; Diaz; Herz (1992)

Alemayehu et al. (1989)

Alemayehu; Hailu; Abegaz (1996)

Yagi et al. (2013)

Dave; Ledwani (2012)
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S. lindheimeriana

S. lindheimeriana

S. longiracemosa

S. macranthera

S. mimosoides

S. multigladulosa

Raizes

Raizes

Folhas

Cascas do caule

Folhas

Sementes

Raizes

Folhas

Sementes

fisciona (2); crisofanol (7); emodina (15)
crisofanol-8-metil éter (20); xantorina (21)
questina (22)
1-hidroxi-3-metil-2,6,7,8-tetrametoxi-9,10-antraquinona (23)
fisciona (2); crisofanol (7);
crisofanol-10-10’-biantrona (101)
crisofanol-fisciona-10,10’-bisantrona (102)
crisofanol-isofisciona-10,10’-bisantrona (103)
isofisciona-10-10’-bisantrona (106)
nataloe-emodina (24)
10-(crisofanol-7’-il)-10-hidroxicrisofanol-9-antrona (107)
fisciona (2); crisofanol (7)

crisofanol-8-metil éter (20); 2-acetil-fisciona (25)
emodina (15)

fisciona (2); emodina (15)

acido emodina (26)

fisciona (2)

emodina (15)

floribundona-1 (97)

torosanina (108); sengulona (109)
anidroflegmacin-9°,10’-quinona A, e B, (110)

fisciona (2); isosengulona (111)

Barba; Diaz; Herz (1992)

Barba; Diaz; Herz (1992)

Alemayehu et al. (1993)

Branco et al. (2011)

Dave; Ledwani (2012)

Abegaz et al. (1994)

Alemayehu; Abegaz (1996)
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33

S. multijuga

S. multijuga

S. obtusifolia

Sementes

Raizes

Sementes

1,3,8-triidroxi-2-metilantraquinona (11)
3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metilantraquinona-1-O-3-D-(+)-

glicopiranosidio (27)

3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metilantraquinona-1-O-ramnopiranosil- Dave: Ledwani (2012)
(1—6)-glicopiranosidio (28)

1,3-di-hidroxi-2-metilantraquinona (29)

1,3,8-trihidroxi-6-metoxi-2-metilantraquinona (30)
1,8-dihidroxi-2-metilantraquinona-3-O-rutinosideo (31)

1-hidroxi-6,8-dimetoxi-2- metilantraquinona-3-O-rutinosideo (32) Dave; Ledwani (2012); Tiwari e Sing (1983)

1,8-dihidroxi-6-metoxi-2-metilantraquinona-3-O-rutinosideo (33) Dave; Ledwani (2012)

fisciona (2); aloe-emodina (3)
crisofanol-10,10’-biantrona (101)
1,2-dihidroxiantraquinona (34)

obtusina (35)

criso-obtusina (36)

aurantio-obtusina (37) Dave: Ledwani (2012)
alaternina-1-O-B-D-glicopiranosideo (38)
criso-obtusina-2-O-B-D-glicopiranosideo (39)
fisciona-8-O-B-D-glicopiranosideo (40)
1-O-metilcrisofanol (41)
emodina-1-0-p-gentiobiosideo (42)
crisofanol-1-O-B-gentiobiosideo (43)




Tabela 1- Continuacao

S. obtusifolia

Sementes

Folhas

fisciona-8-O-B-gentiobiosideo (44)

crisofanol-1-O-B-D-glicopiranosil-(1—3)-p-D-glicopiranosil-(1—6)-
B-D-glicopiranosideo (45)
1,3-dihidroxi-8-metil-antraquinona (46)

questiona (22); 1-desmetilcriso-obtusina (47)
1-desmetil-obtusina (48)

1-desmetilaurantio-obtusina (49)
2-O-B-D-glicopiranosido (50)

6,8-dihidroxi-1,2,7-trimetoxi-3-metilantraquinona (51)

1,7,8- trimetoxi-3- metilantraquinona-2-O-B-D-glicopiranosideo (52)
8-hidroxi-1,7- dimetoxi-3- metilantraquinona-2-O-3-D-
glicopiranosideo (53)

8-hidroxi-1,2,7- trimetoxi-3- metilantraquinona-6-O-B-D-
glicopiranosideo (54)

1-hidroxi-2,8- dimetoxi-3- metilantraquinona-6-O-p-D-

glicopiranosideo (55)

emodina (15)

Kitanaka; Takido (1984)

Dave; Ledwani (2012)

Kitanaka; Takido (1984)

Paudel; Jung; Choi (2018)

Xu et al. (2015)

Dave; Ledwani (2012)
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S. obtusifolia

S. occidentalis

Folhas

Galhos

Raizes

Folhas

Sementes

Raizes

Cascas do caule

Frutos

1,2,8-trihidroxi-6,7-dimetoxiantraquinona (56)
1,5-dihidroxi-3-metoxi-7- metilantraquinona (57)
1-hidroxi-7-metoxi-3-metilantraquinona (58)
1-O-metilcrisofanol (59)

crisofanol (7)

7-metilfisciona (60); crisofaneina (61)

fisciona (2); aloe-emodina (3); crisofanol (7); emodina (15)
1,2,8-trihidroxi-6, 7-dimetoxi-antraquinona (56)
1-hidroxi-7-metoxi-3-metilantraquinona (58)
8-O-metilcrisofanol (62)

fisciona (2); crisofanol (7); emodina (15)

1,1-bis-4,4'5,5'-tetrahidroxi-2,2'-dimetilantraquinona (112)

aloe-emodina (3); reina (14)

1,8-dihidroxi-2-metilantraquinona (63)

crisofanol (7); questina (22); 1,8-dihidroxiantraquinona (64)
1,4,5 trihidroxiantraquinona (65)

7-metilfisciona (61)

1,8-dihidroxi-2-metilantraquinona (63)

1,4,5-trihidroxi-7-metoxi-3-metilantraquinona (66)

Sob et al. (2008)

Sob et al. (2010)

Dave; Ledwani (2012)

Dave; Ledwani (2012)

Tiwari; Singh (1977)

Yadav et al. (2010)

Dave; Ledwani (2012); Yadav et al. (2010)

Yadav et al. (2010)
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S

w

. occidentalis

. podocarpa

. racemosa

. renigera

. reticulata

. roxburghii

. rugosa

. Siamea

Flores

Folhas

Cascas do caule

Cascas do caule

Folhas

Folhas

Folhas

Raizes

Folhas

Cascas do caule

fisciona-1-O-B-D-glicopiranosideo (6)

crisofanol (7); reina (14); emodina(15)
senosideo A (104);senosideo B (105)

fisciona (2); crisofanol (7)

1-hidroxi-3,8-dimetoxi-2-metilantraquinona (67)

1,5,6-trihidroxi-3- metilantraquinona-8-0-a-L-glicopiranosideo (68)
fisciona (2); aloe-emodina (3); crisofanol (7); emodina (15)
crisofanol-10,10’-bisantrona (101)

lunatina (69)

1,3,8-tri-hidroxiantraquinona (70)

aloe-emodina (3); emodina (15)

8-O-B-D-glucopiranosil-(1—6)-glicopiranosidoaloemodina (71)

1-O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-glicopiranosidoemodina (72)

fisciona (2); crisofanol (7)

fisciona (2); reina (14); cassiamina A (113)

crisofanol (7)

cassiamina C (114)

Yadav et al. (2010)

Dave; Ledwani (2012)

Dave; Ledwani (2012); Mena-Rejon et al. (2002);
Moo-Puc et al. (2007)

Dave; Ledwani (2012)

Santos; Silva e Braz-Filho (2008)

El-Toumy et al. (2012)

El-Toumy et al. (2012)

Barbosa et al. (2004)

Dave; Ledwani (2012)
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Cascas do caule

S. siamea

Raizes

S. singueana Raizes

crisofanol-1-O-B-D-glicopiranosideo (73)
cassiamina D (74)

lupinacidina A (119)

siameaquinona A (120); siameaquinona B (121)
islandicina (75)

madagascarina (115)

emodina (15)

cassiamina A (113)

cassiamina C (114)
1,1°,3,8,8’-penta-hidroxi-3’,6-dimetil[2,2’-biantraceno]-9,9°,10,10°-
tetrona (116)
7-cloro-1,17,6,8,8’-penta-hidroxi-3,3’-dimetil[2,2’-biantraceno]-
9,9°,10,10’-tetrona (117)

fisciona (2); crisofanol (7)

1-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metilantraquinona-3-O-rutinosideo (76)

1,5,8-trimetoxi-2-metilantraquinona-3-O-B-D-galactopiranosideo (77)

crisofanol (7); emodina (15); cassiamina A (113)
cassiamina B (118)

fisciona (2); crisofanol (7); cassiamina A (113)
7-metilfisciona (61)

Ye et al. (2014)

Koyama et al. (2001)

Koyama et al. (2001); Ogbole et al. (2014)

Dave; Ledwani (2012)

Koyama et al. (2002)

Mutasa; Khan; Jewers (1990)
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S. sophera

S. spectabilis

Folhas

Sementes

Raizes

Cascas do caule

Folhas

Flores

crisofanol (7)

floribundona-1 (97)
isosengulona (111)

sengulona (109)

anidroflegmacin-9-10-quinona A, e B, (110)
presengulona (122)

fisciona (2); crisofanol (7)
1,8-dihidroxi-2-metilantraquinona-3- neohesperidosideo (78)
1,8-dihidroxi-3,6-dimetoxi-2-metil-7-vinil-antraquinona (79)

1,3-dihidroxi-5,7,8-trimetoxi-2-metil-antraquinona (80)

1,6-dihidroxi-3-metil-9,10-antraquinona (81)

crisofanol (7); fisciona (2); emaodina (15); soferanina (82)

1,2,7-trihidroxi-6,8-dimetoxi-3-metilantraquinona (83)
1,2,6-trihidroxi-7,8-dimetoxi-3-metilantraquinona (84)
fisciona (2); crisofanol (7)
1,3,8-trihidroxi-2-metilantraquinona (11)

1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona (85)

Alemayehu; Abegaz; Kraus (1998)

Dave; Ledwani (2012)

Brahmachari et al. (2017)

Malhotra e Misra (1982a)

Malhotra e Misra (1982h)

Dave; Ledwani (2012)
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S. surattensis/

Cassia glauca

S. tora

Vatairea
heteroptera

V. guianensis

Folhas

Casca do caule

Folhas

Sementes

Raizes

Casca do caule

Frutos

emodina (15)

1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona (85)
8-hidroxi-6-metoxi-3-metilantraquinona-1-O-a-L-ramnosil-(1—2)-p-
D-glicosideo (86)
3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metilantraquinona-1-O-a-L-ramnosil-
(1—6)-B-D-glicosideo (87)

rubiadina (88)

fisciona (2); crisofanol (7)
8-hidroxi-6-metoxi-3-metil-antraquinona-1-O-a-L-ramnopiranosil-

(1—6)-p-D-glicopiranosideo (89)
1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona (90)

fisciona (2); aloe-emodina (3); emodina (15); reina (14)

acido 2-carboxilico-antraquinona (91)

1,3,5-trihidroxi-6, 7-dimetoxi-2-metilantraquinona (92)

crisofanol (7); emodina (15)

fisciona (2); crisofanol (7)

Dave; Ledwani (2012)

Rai; Ranjan; Chandra (2009)

Dave; Ledwani (2012)

Kim et al. (2004)

Dave; Ledwani (2012)

Formiga et al. (1975)

Ottobelli et al. (2011)
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Figura 3- Férmulas estruturais de antraquinonas isoladas de espécies da familia Fabaceae
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Figura 4- Antraquinonas preniladas e bisantraquinonas isoladas de espécies da familia
Fabaceae
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Figura 4- Continuagéo

OH O OH OH O OH
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113: R4=0OH; R,=CHj3; R3=H; R4=H
114: R4=H; R,= CH3; R3= H; R4=H
115: R4=0H; Ry=0OH; R3=CHj3; R4=H
116: Ry=H; R,=OH; R3=CHj; R4=H
117: R4=H; Ry=CHjs; R3=0OH; R4=Cl
118: R4=0OH; R,=CHj3; R3=0OH; R4=H
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Quadro 1- Atividade bioldgica de extratos, fracbes e antraquinonas isoladas de espécies da familia Fabaceae

Espécie

Parte da planta

Extrato/fracdo/antraquinona

Atividade bioldgica

Referéncia

Extrato metandlico e fragles acetato

Antibacteriana e analgésica

Khatoon et al. (2014)

Albizia procerra | Folhas de etila e diclorometano
Extrato metandlico Antioxidante Khatoon et al. (2013)
Folhas Extrato aquoso Antifangica e antiaflatoxigénica | Thippeswamy et al. (2013)
A. saman . .
] Antimicrobiana e . .
Sementes Extrato acetato de etilae 1 o Kokila; Elavarasan; Sujatha (2017)
antioxidante
Antimicrobiana e o .
3 . . Hofilefia; Ragasa; Rideout (2000)
antimutagénica
14 e extrato hidroalcodlico Antialérgica Singh et al. (2012)
Antioxidante Panichayupakaranant; Kaewsuwan (2004)
Extrato metanolico e etanclico s Phongpaichit et al. (2004); Owoyale et al.
Antifangica
(2005)
Senna alata Folhas

Extrato etanolico

Anti-Cryptococcus

Ranganathan; Balajee (2000)

Extrato hidroalcoolico

Analgésica

Palanichamy; Nagarajan (1990)

Extrato metandlico e aquoso

Antibacteriana

Alalor; Igwilo; Jeroh (2012)

Extrato hidroalcodlico e fracdes
cloroférmica, acetato de etila e
butanolica

Broncodilatador

Ouédraogo et al. (2013)
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Senna alata

Folhas

Extrato hexanico

Anti-inflamatéria

Lewis; Levy (2011)

Extrato metandlico e diclorometano

Antiparasitaria

Folhas e flores

Decoccdo, extrato etandlico e
metandlico

Antibacteriana e antifingica

Hennebelle et al. (2009)

Folhas, flores,
caule e raizes

Extrato metandlico

Folhas e cascas

Extrato etanélico e aquoso

Antimicrobiana

Khan; Kihara; Omoloso (2001)

Somchit et al. (2003)

Raizes Extrato metandlico e cloroférmico Antibacteriana El-Mahmood; Doughari (2008)
Extrato dlclcirqmetano, metandlico, Antibictica El-Morsy (2013)
hexanico e aquoso
S. alexandrina Folhas
Extrato acetato de etila e metandlico Antimicrobiana Viswanathan; Nallamuthu (2012)
Extrato metandlico e etanélico Antibacteriana Bameri et al. (2013)
Folhas
- Extrato aquoso Antioxidante e antimutagénica Silva et al. (2008)
S. angustifolia
Sementes Extrato metandlico, etanqllco, Antlmlcroplana, aptloxmante e Ahmed et al. (2016)
acetona e acetato de etila anticancerigena
Folhas Extrato metandlico e acetato de etila Antimicrobiana Singh; Singh (2010)
S.didymobotrya | Rajzes Extrato metandlico e aquoso Swamy T et al. (2014)
Antibacteriana
Folhas Extrato aquoso Ngule; Ndiku (2015)
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S. didymobotrya | Toda planta Extrato metandlico Antifingica Jeruto et al. (2016)
S. fistula Folhas Extrato hexanico Hepatoprotetora Bhakta et al. (1999)
Extrato acetato de etila e butandlico ntlmlcrob_lana ar]t|OX|dantes € Khalaf et al. (2018)
anticancerigena
Folhas
Extrato metandlico Anti-inflamatéria Sermakkani; Thangapandian (2013)
Folhas e raizes Extrato aquoso e hexanico Antibacteriana Dabai; Kawo; Aliyu (2012)
S. italica
Toda planta Extrato aquoso Antimicrobiana Sulieman et al. (2017)
Frutos Extrato hexanico Inseticida Yagi et al. (2013)
Raizes Extrato acetona An'uomdapte, e}ntlba.cterlana ¢ Masoko et al. (2010)
antiproliferativa
Extrato hexanico, metandlico e . - . .
S. macranthera Folhas . Anti-inflamatdria e laxativa Guarize et al. (2012)
acetato de etila
S. mimosoides Folhas Extrato aquoso Anti-inflamatéria Ekwueme et al. (2011)
Folhas Extrato d|cI,o.r ometanq, a}cetona, Antimicrobiana Doughari; El- Mahmood; Tyoyina (2008)
metandlico e hexanico
S. obtusifolia .
Sementes 50 Hepatoprotetora Paudel; Jung; Choi (2018)
Raizes Infusdo Laxativa Ajayi; Babarimisa; Elujoba (2014)
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S. occidentalis

Folhas

Extrato hexanico, etandlico e
metandlico

Antimicrobiana

Yadav et al. (2010)

Folhas

Extrato aquoso

Extrato etandlico e aquoso

Toda a planta

Extrato hexanico, cloroférmico,
etandlico e aquoso

Antimicrobiana

Arya et al. (2010)

Sadiq et al. (2012)

Jain et al. (1998)

Extrato etandlico e aquoso

Analgésica e antipirética

Sini; Karpakavalli; Sangeetha (2010)

Extratos hexanico, acetato de etila e

Antioxidante e antimicrobiana

Odeja et al. (2014)

metandlico
S. occidentalis Folhas
Extrato aquoso Antioxidante Arya et al. (2011)
Extrato etandlico e cloroférmico
AT - Antimalarica Yadav et al. (2010)
. Extrato etandlico, diclorometano e
Raizes
aquoso
Extrato aquoso e etanélico Hepatoprotetora Jafri et al. (1999)
Folhas
Extrato metandlico Hepatoprotetora e antioxidante Nwaehujor; Ode; Okoye (2011)
Oleo Adebayo et al. (2014)
Antimicrobiana
Folhas Extrato metandlico Ogundare (2009)
S. podocarpa
Extrato hidrometandlico Antioxidante e citotoxica Adebesin et al. (2013)
Raizes 14 e extrato hidroetandlico Antibacteriana Malmir et al. (2015)
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Folhas, raizes e
cascas

Extrato metandlico, 2e 7

Antiprotozoaria

Moo-Puc et al. (2007)

Extrato metanélico

Antimicrobiana

S. racemosa Lopez; Hudson; Towers (2011)
Folhas
14 Antibidtica
Dave; Ledwani (2012)
Flores Extrato aquoso Antimicrobiana
S. roxburghii Folhas Extrato metandlico, 3, 15e 71 Antioxidante El-Toumy et al. (2012)
Extrato aquoso e etandlico Antibacteriana Doughari; Okafor (2008)
Folhas Extrato etandlico Inibidora de fosfodiesterase Temkitthawon et al. (2008)
Extrato aquoso,,c_loroformmo € Antipseudonomal Bukar; Mukhtar; Hassan (2009)
etandlico
S siamea 120e 121 Citotoxica Ye et al. (2014)
Cascas do caule Extratos etandélico e aquoso Anti-inflamatéria e analgésica Ntandou et al. (2010)
Extrato metandlico e 7 Inibidora de poliovirus Ogbole et al. (2014)
Flores Extrato etandlico Antioxidante Kaur et al. (2006)
Toda a planta Extrato hexanico e metandlico Antimicrobiana Ali et al. (1999)
Folhas Extrato hidroalcoolico Antimalarica Hibern et al. (2014)
Raizes Extrato etandlico e cloroférmico Antibacteriana Gebremariam; Abula; Gebrelibanos (2014)
S. singueana

Cascas do caule

Fracgdo acetona

Antidiabética

Ibrahim; Islam (2014)

Extrato metanélico

Antioxidante e hepatoprotetora

Sobeh et al. (2017)
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Extrato etandlico e fracdes acetato de

etila, cloroférmica e etanélica

Antiasmatica

Nagore; Ghosh; Patil (2009)

Extrato metanélico

Antioxidante

Rahman et al. (2008)

Folhas
S. sophera Hepatoprotetora Mondal et al. (2012)
Extrato etandlico
Antimicrobiana Shahid et al. (2012)
Extrato metandlico Antidiabética Hussain et al. (2018)
Cascas do caule 81 Anticancerigena Brahmachari et al. (2017)
Extrato etandlico Anticonvulsivante e sedativa Bum et al. (2010)
Folhas
Extrato acetona e metandlico Krishnan et al. (2010)
S. spectabilis Antimicrobiana

Folhas, flores,
caule e sementes

Extrato etandlico e aquoso

Chukeatirote et al. (2007)

S. surattensis/
Cassia glauca

Flores Extrato etandlico Leishmanicida Melo et al. (2014)
Extrato metandlico Citotdxica El-Sayed et al. (2013)
Antidiabética Thilagam et al. (2013)
Folhas Extrato etandlico

Antioxidante, citotdxica e
hepatoprotetora

El-Sawi; Sleem (2010)

Oleo

Anti-hiperlipidimica

El-Sawi; Sleem (2009)

Caule e folhas

Extrato metanélico e etandlico

Antifingica e antibacteriana

Kittur; Srinivas; Deshpande (2015)

S. tora

Folhas

Extrato metanélico

Anti-inflamatéria

Samanta et al. (2011)

Antimicrobiana

Das et al. (2010)

S. tora

Sementes

2,3,14e15

Antifungica

Kim et al. (2004)
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S. tora

Sementes

Extrato aquoso

Alelopatica

Sarkar; Chatterjee; Chakraborty (2012)

Antioxidante

Yen; Chuang (2000)

Folhas, flores,
caule e sementes

Extrato etandlico e aquoso

Antimicrobiana

Chukeatirote et al. (2007)

Vatairea guianensis

Folhas

Extrato etandlico

Antiflngica

Souza et al. (2017)

Sementes

Extratos hidroetandlico, hexanico,
cloroférmico e metandlico

Antimicrobiana

Silva et al. (2011)
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3.4 Género Senna

O género Senna Mill. (Fabaceae-Caesalpinioideae) é pantropical e constituido
por aproximadamente 350 espécies nas formas de ervas, flores, arbustos, &rvores e
cipds, sendo que destas, 280 ocorrem no continente americano (BEGUM; RAHMA;
BEGUM, 2014; CHUKEATIROTE et al., 2007; KHALAF et al., 2018). No Brasil é
constituido por 80 espécies (26 endémicas), 4 subespécies (nenhuma endémica) e 55
variedades (25 endémicas) (FORZZA et al., 2010b).

Senna é considerado um dos maiores géneros da familia Fabaceae (MELO et al.,
2014). Suas espécies possuem belas flores amarelas muito utilizadas em ornamentagéo,
além de serem aplicadas na medicina tradicional no tratamento de vérias doencgas e na
recuperacdo de areas degradadas (PIVATTO et al., 2005; SILVA et al., 2010b).

Algumas espécies de Senna eram anteriormente incluidas no género Cassia L.,
mas apods revisdo taxondmica, Cassia foi elevado a subtribo Cassinae e as espécies
divididas em trés géneros: Cassia L. senso stricto., Senna Mill e Chamaecrista Moench
(IRWIN; BARNEBY, 19823a; 1982b; BEGUM; RAHMA; BEGUM, 2014).

Diversos metabolitos secundarios pertencentes as classes dos flavonoides,
antraquinonas, estilbenoides, proantocianidinas, naftopirona, alcaloides, triterpenoides,
esteroides, taninos entre outros, ja foram isolados em espécies do género Senna (MELO
et al.,, 2014; EI-TOUMY et al., 2012; BRANCO et al., 2011; SILVA et al., 2010a;
SANTOS; SILVA; BRAZ-FILHO, 2008; SILVA et al., 2010b). As antraquinonas sao
consideradas marcadores quimiotaxonémicos para este género (BARBOSA et al.,
2004). Algumas espécies sdo tradicionalmente utilizadas como laxantes, purgativas e
corantes. As atividades bioldgicas comprovadas em plantas deste género incluem a anti-
inflamatdria, antiparasitaria, analgésica, citotoxica, antifingica, antibacteriana,
inseticida,  antitumoral, hepatoprotetora,  antioxidante,  antileishmania e
anticolinesterasica (SILVA et al., 2010b; MELO et al., 2014; CASTRO et al., 2016).
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3.5 Senna acuruensis

Senna acuruensis (Benth.) Irwin & Barneby (sinonimia Cassia acuruensis)
(Figura 5), pertencente a subfamilia Caesalpinioideae, é endémica do nordeste
brasileiro, com ocorréncia nos estados do Piaui, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe.
Esta espécie é conhecida popularmente como canafistinha e besouro (FORZZA et al.,
2010a; MENDES e CASTRO, 2010; FARIAS e CASTRO, 2004; SOUZA e
BARTOLUZZI, 2019).

Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, por meio de analises de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram quantificados a rutina e
quercetina nos extratos etanolico e aquoso das folhas de S. acuruensis e mostrado que a
fracdo hidrometandlica é uma fonte rica de flavonoides conhecidos por possuirem forte
acdo antioxidante (SANTOS, 2016). Outro estudo, mostrou que o0s extratos etanolico e
aquoso das folhas desta espécie apresentaram forte potencial antioxidante frente aos
radicais oxido nitrico, hidroxila e peroxila (CARVALHO, 2013). Adicionalmente, 0s
extratos hexanico e etanolico e as fracGes hexanica e hidrometandlica, provenientes da
particdo do extrato etandlico das folhas apresentaram atividade anticolinesterasica
(CARVALHO, 2013; SANTOS, 2016).

Figura 5 — Fotos da espécie S. acuruensis. a) flores; b) folhas e galhos; c¢) frutos; d)

sementes

R. R. S. Farias

L. R. Santos
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solventes

A preparacdo do extrato, os fracionamentos e analises em cromatografia em
camada delgada (CCD) foram feitas com solventes de grau analitico da Synth (etanol,
hexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol, acetona e diclorometano).

O fracionamento cromatografico em coluna foi feito usando gel de silica (0,060-
0,200 mm) da Acros Organics e Sephadex LH-20 da Sigma. As placas para
cromatografia em camada delgada foram preparadas por aplicacdo manual da suspensao
de gel de silica 60 G (Fluka) em &gua destilada (1:2) sobre laminas de vidro (9,5 x 5,9
cm) e ativacdo a 100 °C por 1h em estufa.

As substancias foram reveladas nas cromatoplacas por nebulizacdo com solucéo
de sulfato cérico (Ce(SO,),.5H,0), preparada por dissolucédo de 2,1 g de sulfato cérico
(Vetec) em 15 mL de acido sulfurico concentrado (H,SO4;) da Chemco e
posteriormente, diluido com 800 mL de &gua destilada.

Nas andlises de Ressonancia Magnetica Nucelar (RMN) foram utilizados os
solventes deuterados cloroférmio-d (CDCls) e metanol-d, (CD3OD) e, tetrametilsilano

(TMS) como referéncia interna.
4.2 Equipamentos

As cascas dos frutos da espécie S. acuruensis foram moidas em moinho de facas
da Marconi e o extrato, fracGes e subfragdes concentrados em evaporador rotativo da
Laborota 4000 Heidolph e Hei-Vap Precision Heidolph. A agua residual foi removida
em liofilizadores da Micro Modulyo Edwards e Modulyod Freeze Dryer da Thermo
Electron Corporation.

As massas das amostras foram pesadas em balancas modelos KN 4000 da
Knwaagen (precisdo +0,0001 Kg), 210A da Bel Mark (precisdo +0,0001g) e AUY?220
da Shimadzu (precisdo +0,0001g). A dissolucdo foi realizada com auxilio de banho de
ultrassom Cleanner Thournton da Marconi. As placas cromatograficas foram ativadas
em estufa EL-1.3 da Odontobras e reveladas sob aquecimento em placa aquecedora
509T da Fisaton.
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4.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

O espectro de absorcdo na regi&o do infravermelho, na faixa de 4000 a 400 cm™,
foi obtido em espectrometro PerkinElmer, modelo Spectrum 100FT-IR, utilizando o
brometo de potassio (KBr) como agente dispersante.

4.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em espectrometros
Varian INOVA modelo 400, operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C).

4.2.3 Espectrometria de massas de alta resolucéo

O espectro de massas de alta resolucdo foi adquirido em um espectrometro de
massas microTOF-QII (Bruker) com fonte de ionizacdo eletrospray no modo positivo e
negativo. As amostras foram solubilizadas em MeOH/Tolueno (1:1, v/v).

4.2.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A analise de CG-EM foi realizada em cromatografo GCMS-QP2010 SE, AOC-
5000 auto injetor da Shimadzu, utilizando as colunas Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,10
pum) e SLB™-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Fase estacionéria
difenildimetilpolissiloxano (5% de difenil e 95% de dimetilpolissiloxano) e hélio como
gas de arraste.

A mistura M7 (ésteres metilicos dos acidos graxos, 23a-23g), foi analisada por
CG-EM usando a seguinte programagédo: temperatura inicial de 70 °C por 2 minutos,
com taxa de aquecimento de 6 °C min™ até 310 °C, permanecendo por 10 minutos. A
temperatura do injetor foi de 300 °C, da fonte de fons 260 °C e da interface 310 °C.

As analises por CG-EM das misturas M2 e M4 (compostos 7-9 e 13-15) foram
feitas utilizando a seguinte programacdo: temperatura inicial de 100 °C por 50
segundos, com taxa de aquecimento de 10 °C min™ até 250 °C, permanecendo por 1
minuto, aumentando de 250 a 300 °C na razdo de 5 °C min™. A temperatura final
permaneceu em 300 °C por 10 minutos. A temperatura do injetor foi de 260 °C, da fonte
de fons 290 °C e da interface 300 °C.

A mistura M3 (compostos 10-12) foi analisada por CG-EM utilizando a seguinte
programacdo: temperatura inicial de 100 °C por 50 segundos, com taxa de aquecimento

de 10 °C min™ até 250 °C, permanecendo por 1 minuto, aumentando de 250 a 300 °C na
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razéo de 5 °C min™. A temperatura final permaneceu em 300 °C por 15 minutos. A
temperatura do injetor foi de 260 °C, da fonte de fons 290 °C e da interface 300 °C.

A fracdo FH (24), foi analisada por CG-EM usando a seguinte programacao:
temperatura inicial de 60 °C por 1 minuto, com taxa de aquecimento de 10 °C min™ até
250 °C, permanecendo por 1 minuto, aumentando de 250 a 280 °C na razdo de 4 °C min’
! permanecendo por 5 minutos, seguido de 1 °C min™ até 315 °C permanecendo por 15
minutos. A temperatura do injetor foi de 290 °C, da fonte de ions de 260 °C e da
interface 300 °C.

Os compostos foram identificados por comparacdo dos espectros de massas
obtidos com os da biblioteca do aparelho (Wiley229) e com dados descritos na

literatura.

4.3 Material vegetal

Os frutos da espécie S. acuruensis foram coletados em 22 de janeiro de 2014, no
municipio de Jatoba do Piaui — PI, nas seguintes coordenadas geograficas: S 04° 51’
48,67, W 42° 04’ 19.6”, altitude: 100 m. O material vegetal foi identificado pela bidloga
Dra. Ruth Raquel Soares de Farias. Uma exsicata da espécie encontra-se depositada no
Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui — UFPI, com o numero
TEPB 17193 e numero do cadastro AAB530D no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).
4.4 Preparacao dos extratos

Os frutos de S. acuruensis foram secados a temperatura ambiente e separados em
cascas e sementes. As cascas (1,8 kg) foram moidas em moinho de facas e submetidas a
maceracdo com etanol 95% (6 x 1,8 L), cada extracdo teve duracdo de quatro dias com
eventual agitacdo, seguido de filtracdo simples. O solvente orgéanico foi removido em
evaporador rotativo a pressdo reduzida com aquecimento a 40 °C e a agua residual por
liofilizacdo, obtendo-se o extrato etandlico das cascas dos frutos (EEC, 77 g; 4,2%),

conforme ilustrado no Esquema 1. O extrato foi armazenado sob refrigeracéo.

4.5 Coluna filtrante do extrato etandlico das cascas dos frutos

Uma aliguota de 65 g do extrato etandlico das cascas dos frutos de S. acuruensis
foi dissolvida em cloroférmio (CHCI;), adsorvida em 65,6 g de gel de silica (SiOy),

pulverizadas em grau e pistilo e acondicionada em uma coluna de 5,4 x 38 cm,
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preenchida com 254 g de gel de silica. A coluna foi eluida em sistema de filtragdo com
hexano (5,3 L), cloroférmio (4,8 L), acetato de etila (3,8 L) e metanol (3,9 L),
sucessivamente. Apos a remocao dos solventes em evaporador rotativo, foram obtidas
as fracbes hexanica (FH, 700 mg; 1,07 %), cloroférmica (FCHCls, 6 g; 9,23%), AcOEt
(FACOEt, 3,8 g; 5,84%) e metandlica (FMeOH, 36 g; 55,38%) (Esquema 1). As fracdes

foram armazenadas sob refrigeracéo.
4.6 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) dos extratos e fracdes

Para realizar a andlise de CCDC dos extratos e fragdes de S. acuruensis
preparou-se solugdes cloroformicas e metandlicas nas concentragdes de 10 mg mL™. Os
sistemas de solventes utilizados como eluentes foram hexano/AcOEt (8:2),
CHCI3/MeOH (9:1) e CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5). Apos eluigdo, aguardou-se de 3 a 5
minutos, sendo a revelagdo das cromatoplacas feitas por pulverizacdo com solucao de

sulfato cérico (Ce(SQy)2), sequida de aquecimento a aproximadamente 100 °C.

Esquema 1- Preparacdo do extrato e fragdes das cascas dos frutos de S. acuruensis

Cascas dos Frutos (1,8 kg)

1. Etanol (6 x 1,5L)
2. Filtracéo

3. Rotoevaporacio
4. Liofilizacéo

EEC (77 g; 4,2%)

1. Aliquota 65 g

2. CC filtrante de gel de silica

3. Elui¢do com hexano. CHCl,, AcOEt. MeOH
4. Rotoevaporacédo

FH FCHCl,4 FAcOEt FMeOH
(700 mg; 1,07%) (6,0 g; 9,23%) (3,8 g; 5.84%) (36 g: 55,38%)
|
FH (50 mg)
1. Filtrante
2. CH,Cl,
24

(20 mg)
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4.7 Fracionamento cromatogréafico da fragdo hexanica das cascas dos frutos de S.

acuruensis

A fracdo hexanica (FH, 50 mg), foi fracionada em gel de silica com eluente
CH,Cl, fornecendo 10 fragdes, as quais foram reunidas em 3 subgrupos. O subgrupo
FH-1 (20 mg) foi obtido como um s6lido branco, analisado por CCDC, utilizando
hexano/AcOEt (8:2) e revelada por sulfato cérico, originando uma mancha de coloracéo
rosa, que muda para roxo com a continuacdo do aquecimento. A andlise desta fracdo por
CG-EM, RMN H e 13C permitiu a identificagdo do composto 24.

4.8 Fracionamento cromatogréfico da fracéo cloroférmica das cascas dos frutos de

S. acuruensis

A fracdo cloroformica (5,5 g), foi fracionada por meio de cromatografia em
coluna de gel de silica (3,8 x 40 cm, 165 @), eluida com hexano, hexano/AcOEt, em
ordem crescente de polaridade, AcCOEt/MeOH (1:1) e MeOH (100%) fornecendo 100
fracbes de 132 mL. Apds remocdo do solvente em evaporador rotativo e analise por
CCDC, as fracOes foram reunidas em 16 grupos (Tabela 2), de acordo com as cores e
fatores de retencdo observados nas cromatoplacas (reveladas com solucdo de sulfato
cérico). Os grupos CS-17, CS-25, CS-29, CS-35, CS-62, CS-68 e CS-71 foram

purificados em colunas de Sephadex LH-20 (Esquema 2).
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Tabela 2 — FragBes obtidas no fracionamento cromatogréafico em coluna de gel de silica
da fragdo cloroférmica das cascas dos frutos de S. acuruensis

Grupo Fracgdes reunidas Eluente Massa (mg)
CSs-1 1-11 Hexano 150,2
CS-12 12-16 Hexano/AcOEt (98:2) 1076,5
CS-17 17-19 Hexano/AcOEt (98:2) 187,6
CS-20 20-24 Hexano/AcOEt (98:2) 188,6
CS-25 25-28 Hexano/AcOEt (95:5) 364,0
CS-29 29-34 Hexano/AcOEt (95:5) 504,7
CS-35 35-41 Hexano/AcOEt (95:5) 1000
CS-42 42-46 Hexano/AcOEt (95:5) 183,4
CS-47 47-60 Hexano/AcOEt (9:1) 568,4
CS-62 61-65 Hexano/AcOEt (8:2) 323,3
CS-66 66-67 Hexano/AcOEt (8:2) 80,4
CS-68 68-70 Hexano/AcOEt (8:2) 1244
CS-71 71-73 Hexano/AcOEt (8:2) 1714
CS-74 74-78 Hexano/AcOEt (7:3) 150,9
CS-79 79-86 Hexano/AcOEt (6:4) 141,2
CS-87 87-100 Hexano/AcOEt (1:1) 217,3
Total=5,4 ¢

4.8.1 Fracionamento do grupo CS-17

O grupo CS-17 (187,6 mg) ao ser analisado por CCDC usando como eluente
hexano/AcOEt (9:1) e solucdo de sulfato de cérico como revelador, apresentou mancha
de coloracdo amarela. O grupo CS-17 foi diluido em hexano/CH,Cl, (1:4), formando
um precipitado (9 mg) na forma de agulha de cor laranja, analisado por CCDC, usando
como eluente hexano/AcOEt (8:2) e revelada por sulfato cérico, originando mancha de
coloracdo amarela. A anélise desta fracdo por RMN H e 13C permitiu a identificacdo do

composto 2 (Esquema 2).

4.8.2 Fracionamento do grupo CS-25

O grupo CS-25 (364,0 mg) ao ser analisado por CCDC usando como eluente

hexano/AcOEt (8:2) e solucdo de sulfato cérico como revelador, apresentou mancha de
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cor roxa. O grupo CS-25 foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20,
eluida com hexano/CH,Cl, (1:4), fornecendo 20 fra¢des, as quais foram reunidas em 7

subgrupos (Tabela 3).

Tabela 3 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo CS-25

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
CS-25-1 1-4 37,1
CS-25-5 5 36,1
CS-25-6 6-7 107,7
CS-25-8 8 43,4
CS-25-9 9 64,5
CS-25-10 10-12 47,8
CS-25-13 13-20 19,4

Total= 356,0 mg

O subgrupo CS-25-9 (64,5 mg) foi obtido como um sélido de cor amarela. Este
foi analisado por CCDC usando como eluente hexano/AcOEt (8:2) e revelado com
sulfato cérico, originando uma mancha de cor laranja, que muda para roxo com a
continuacdo do aquecimento. A analise desta fracdo por RMN 'H e 13C permitiu a

identificacdo da mistura M1 dos compostos 3-6 e 20-21 (Esquema 2).
4.8.3 Fracionamento do grupo CS-29

O grupo CS-29 (504,7 mg) apresentou manchas de coloracdo amarelo alaranjado
na cromatoplaca eluida com hexano/AcOEt (95:5) e revelada com solucdo de sulfato de
cérico. Uma aliquota de 200 mg desse grupo foi aplicado em coluna de Sephadex LH-
20, eluida com hexano/CH,Cl, (1:4), fornecendo 20 frac@es, as quais foram reunidas em

8 subgrupos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo CS-29

Subgrupo Fragdes recolhidas Massa (mg)
CS-29-1 1-5 25,4
CS-29-6 6 24,1
CS-29-7 7 16,4
CS-29-8 8 4,3
CS-29-9 9-11 22,2

CS-29-12 12-14 3,5

CS-29-15 15-18 55,6

CS-29-19 19-20 42,0

Total=193,5 mg

O subgrupo CS-29-19 (42 mg) foi obtido como um sélido amarelo, analisado por
CCDC, usando como eluente hexano/AcOEt (8:2) e revelada por sulfato cérico,
originando mancha de coloracdo amarelo alaranjado. A analise desta fracdo por CG-
EM, RMN *H e 13C permitiu a identificacdo da mistura M7 constituida pelos compostos
23a-23g (Esquema 2).

4.8.4 Fracionamento do grupo CS-35

O grupo CS-35 (1,0 g) ao ser analisado por CCDC usando como eluente
hexano/AcOEt (8:2) e solucéo de sulfato de cérico como revelador, apresentou mancha
de cor azul, que muda para roxo com a continuacdo do aquecimento. Uma aliquota de
200 mg desse grupo foi aplicado em coluna de Sephadex LH-20, eluida com
hexano/CH,Cl, (1:4), fornecendo 20 fracdes, as quais foram reunidas em 5 subgrupos
(Tabela 5).

Tabela 5 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo CS-35

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
CS-35-1 1-4 25,5
CS-35-5 5-7 34,5
CS-35-8 8-10 72,7

CS-35-11 11-14 8,5

CS-35-15 15-20 55,4

Total=196,6

O subgrupo CS-35-5 (34,5 mg) foi obtido como um sélido branco e analisado

por CCDC, usando como eluente hexano/AcOEt (7:3) e revelada com solugéo de sulfato
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cerico, originando mancha de cor azul, que muda para roxo com a continuacdo do
aquecimento. A andlise desta fracdo por CG-EM, RMN !H e 8C permitiu a

identificacdo da mistura M2 como sendo constituida pelos compostos 7-9 (Esquema 2).
4.8.5 Fracionamento do grupo CS-62

O grupo CS-62 (323,3 mg) quando analisado por CCDC usando como eluente
hexano/AcOEt (7:3) e solucdo de sulfato de cérico como revelador, apresentou mancha
de cor amarela. Este grupo foi purificado em coluna de Sephadex LH-20 utilizando
como eluentes hexano/CH,Cl, (1:4) fornecendo 33 fragBes que foram reunidas em 6
subgrupos (Tabela 6).

Tabela 6 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo CS-62

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
CS-62-1 1-2 133,1
CS-62-3 3-13 82,4

CS-62-14 14-17 35,4

CS-62-18 18-19 43,6

CS-62-20 20-26 18,5

CS-62-27 27-33 8,6

Total= 321,6 mg

O subgrupo CS-62-27 (8,6 mg) foi obtido como cristais laranja no formato de
agulha. Este foi analisado por CCDC, usando como eluente hexano/AcOEt (6:4) e
revelada por sulfato cérico, originando mancha de coloracdo amarela. A analise desta
fracdo por RMN H, 3C, 1D e 2D, IV, ESI-MS permitiu a determinacdo estrutural do

composto 1 (Esquema 2).
4.8.6 Fracionamento do grupo CS-68

O grupo CS-68 (124,4 mg) apresentou manchas de coloracdo marrom e azul na
cromatoplaca eluida com eluente hexano/AcOEt (7:3) e revelada com solucédo de sulfato
cérico. Este grupo foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20,
utilizando como eluente hexano/CH,Cl, (1:4), fornecendo 20 fracGes que foram

reunidas em 6 subgrupos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo CS-68

Subgrupo Fragdes recolhidas Massa (mg)
CS-68-1 1-3 5,0
CS-68-4 4-9 39,8

CS-68-10 10-11 6,0

CS-68-12 12-16 52,0

CS-68-17 17-20 18,0

CS-68-21 21 1,3

Total=122,1 mg

O subgrupo CS-68-12 (52 mg) apds analise por CCDC, foi purificado em coluna
de Sephadex LH-20, eluida com hexano/CH,Cl, (1:4), obtendo-se 20 fracfes que foram
reunidas em 5 subgrupos (Tabela 8).

Tabela 8 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do subgrupo CS-68-12

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
CS-68-12-1 1-7 10,0
CS-68-12-8 8-11 5,0
CS-68-12-12 12-17 13,4
CS-68-12-18 18-19 8,0
CS-68-12-20 20 7,7

Total= 44,1 mg

O subgrupo CS-68-12-8 (5 mg) foi obtido como solido branco, analisado por
CCDC, usando como eluente hexano/AcOEt (6:4) e revelada com solucdo de sulfato
cérico, originando mancha de coloracdo amarelo alaranjado. A andlise por CG-EM,
RMN tH e 13C, permitiu a identificacdo da mistura M4 constituida pelos compostos 13-
15 (Esquema 2).

4.8.7 Fracionamento do grupo CS-71

O grupo CS-71 (171,4 mg) apresentou em CCDC manchas de cor azul e
marrom, quando eluida em hexano/AcOEt (7:3) e revelado com solucdo de sulfato
cérico, sendo submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, eluida com

hexano/CH,Cl, (1:4), fornecendo 26 fracGes reunidas em 7 subgrupos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo CS-71

Subgrupo Fragdes recolhidas Massa (mg)
CS-71-1 1-5 56,7
CS-71-6 6-9 37,6

CS-71-10 10-11 33,1

CS-71-12 12 6,0

CS-71-13 13-21 13,4

CS-71-22 22-25 14,3

CS-71-26 26 4,5

Total= 165,6mg

O subgrupo CS-71-10 (33,1 mg) foi obtido como so6lido amarelo e a
cromatoplaca eluida com hexano/AcOEt (6:4) e revelada com solucdo de sulfato de
cérico, apresentou coloracdo azul que durante o aquecimento fica cinza. A analise de
RMN 1H e 13C, em comparagdo com dados da literatura resultou na identificacdo do
composto 16 (Esquema 2).

Os demais grupos CS-1, CS-12, CS-20, CS-42, CS-47, CS-66, CS-74, CS-79 e
CS-87, ndo se mostraram interessantes em andlise por CCDC para serem submetidos a

novos fracionamentos.



Esquema 2 — Obtenc&o e fracionamento cromatografico dos grupos provenientes da fracdo cloroférmica das cascas dos frutos de S. acuruensis

FCHCL, (5.5 g)

1. CC de gel de silica

AcOEt-MeOH e MeOH
3.CCDC
4. Reunidas em 16 grupos

2. Eluicdo com hexano, hexano:AcOEt (polaridade crescente),

CS-17 CS-25 CS-29 C8-35 CS-62
(187.6 mg) (364 mg) (504,7 mg) (1.0 g (323,3 mg)
A A Uma aliquota 200 mg Uma aliquota 200 mg A
A A
CS-17 CS-25-9 €S-29-19 CS-35-5 €S-62-27
(ppt, 9 mg) (8,6 mg)
¢ (64,5 mg) (42 mg) (34,5 mg) > ¢ g
2 M1 M7 M2 1
(3-6 € 20-21) 23a-23g 7-9

A: Sephadex LH-20 (hexano/CH,Cl, (1:4))

CS-68 CS-71
(1244 mg) (1244 mg)
N E
CS-68-12 CS-71-10
(52 mg) (33,1 mg)
A v
16
CS-68-12-8
(5 mg)
v
M4
13-15

68
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4.9 Fracionamento cromatogréafico da fragdo AcOEt das cascas dos frutos de S.

acuruensis

A fracdo AcOEt (3,0 g), foi submetida a fracionamento por meio de
cromatografia em coluna de gel de silica (2,8 x 40 cm, 90 g), eluida com CHCls/MeOH
(ordem crescente de polaridade), fornecendo 60 fracdes de 75 mL. Apds remocgdo do
solvente em evaporador rotativo e analise CCDC, as fragdes foram reunidas em 14
grupos (Tabela 10) de acordo com as cores nas cromatoplacas reveladas com solucéo de
sulfato cérico e com os fatores de retencdo observados. Os grupos AS-6 e AS-9 foram
purificados em colunas de Sephadex LH-20 (Esquema 3).
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Tabela 10 — FragBes obtidas no fracionamento cromatografico em coluna de gel de

silica da fracdo AcOEt das cascas dos frutos de S. acuruensis

Grupo Fracgdes reunidas Eluente Massa (mg)
AS-1 1-3 CHCl; 137,6
AS-4 4-5 CHCIl3/MeOH (98:2) 322,7
AS-6 6 CHCIl3/MeOH (98:2) 215,7
AS-7 7-8 CHCIs/MeOH (98:2) 916,8
AS-9 9-10 CHCIs/MeOH (98:2) 230,5
AS-11 11 CHCls/MeOH (98:2) 107,7
AS-12 12-14 CHCIl3/MeOH (98:2) 227,0
AS-15 15-17 CHCls/MeOH (98:2) 142,0
AS-18 18-19 CHCIs/MeOH (98:2) 134,5
AS-20 20-23 CHCIs/MeOH (95:5) 228,7
AS-24 24-25 CHCl3/MeOH (95:5) 39,7
AS-26 26-33 CHCI3/MeOH (95:5) 93,8
AS-34 34-53 CHCI3/MeCH (8:2) 78,8
AS-54 54-60 MeOH (100%) 23,0
Total=2,9 ¢

4.9.1 Fracionamento do grupo AS-6

O grupo AS-6 (215,7 mg) ao ser analisado por CCDC usando como eluente

CHCI3/MeOH (98:2) e revelada com solucéo de sulfato cérico, apresentou mancha azul,

gue muda para cinza com a continua¢do do aquecimento. Este grupo foi purificado em

coluna de Sephadex LH-20, eluida com hexano/CH,Cl, (1:4), fornecendo 30 fracdes,

que apds analise por CCDC foram reunidas em 10 subgrupos (Tabela 11).
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Tabela 11 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo AS-6

Subgrupo Fragdes recolhidas Massa (mg)
AS-6-1 1-2 44,5
AS-6-3 3-4 21,0
AS-6-5 5 22,4
AS-6-6 6-7 21,6
AS-6-8 8-10 21,6

AS-6-11 11-19 15,7
AS-6-20 20-21 53
AS-6-22 22-23 7,3
AS-6-24 24-25 21,0
AS-6-26 26-30 22,7

Total= 203,1 mg

O subgrupo AS-6-3 (21 mg) foi obtido como sélido branco, analisado por
CCDC, usando como eluente CHCI3/MeOH (9:1) e revelada com sulfato cérico,
originando mancha de coloracdo azul escuro, que muda para cinza com a continuagao
do aquecimento. A analise por RMN H e 13C, em comparacdo com dados da literatura
resultou na identificacdo do composto 17 (Esquema 3).

O subgrupo AS-6-5 (22,4 mg), ao ser analisado por CCDC, usando como eluente
CHCI3/MeOH (9:1) e solucdo de sulfato cerico como revelador, apresentou mancha de
coloracdo azul claro, este subgrupo foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20, utilizando como eluente hexano/CH,Cl, (1:4), obtendo-se 14 fracdes,

reunidas em 3 subgrupos (Tabela 12).

Tabela 12 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do subgrupo AS-6-5

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
AS-6-5-1 1-7 5,6
AS-6-5-6 6-13 9,5
AS-6-5-14 14-15 6,0
Total= 21,1 mg

O subgrupo AS6-5-6 (9,5 mg) foi obtido como sélido amorfo, analisado por
CCDC, usando como eluente CHCI3/MeOH (9:1) e revelada com sulfato cérico,
originando mancha de coloracdo azul claro. A andlise por RMN 'H e 13C, em
comparagdo com dados da literatura resultou na identificacdo da mistura M3 constituida

pelos compostos de 10-12 (Esquema 3).
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O subgrupo AS-6-6 (21,6 mg), quando analisado por CCDC com eluicdo em
CHCI3/MeOH (9:1) e revelacdo com solucdo de sulfato cérico apresentou mancha de
coloracéo azul claro, em seguida este subgrupo foi submetido a purificacdo em coluna
de Sephadex LH-20, utilizando como eluente hexano/CH,Cl, (1:4), obtendo-se 15
fracdes, reunidas em 4 subgrupos (Tabela 13).

Tabela 13 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do subgrupo AS-6-6

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
AS-6-6-1 1-3 0,7
AS-6-6-4 4-5 1,0
AS-6-6-6 6-12 7,3
AS-6-6-13 13-15 12,6
Total= 21,6 mg

O subgrupo AS-6-6-6 (7,3 mg) foi obtido como s6lido amorfo e a analise por
RMN *H e 13C, em comparacdo com dados da literatura permitiu a identificacdo da

mistura M6 constituida pelos compostos 10-11 e 22 (Esquema 3).

4.9.2 Fracionamento do grupo AS-9

O grupo AS-9 (230,5 mg) quando analisado por CCDC eluida com
CHCI3/MeOH (9:1) e revelada com solucdo de sulfato de cérico, apresentou mancha
rosa que muda para roxo durante o aquecimento da cromatoplaca. Este grupo foi
submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, eluida com CH,Cl,/Acetona
(3:2), fornecendo 25 fragbes, que apos analise por CCDC foram reunidas em 8

subgrupos (Tabela 14).

Tabela 14 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo AS-9

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
AS-9-1 1-2 10,7
AS-9-3 3-10 121,7

AS-9-11 11-12 11,8
AS-9-13 13 11,9
AS-9-14 14-15 16,5
AS-9-16 16 22,2
AS-9-17 17 9,6
AS-9-18 18-25 25,3

Total=229,7 mg
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O subgrupo AS-9-3 (121,7 mg), apés analise por CCDC, foi purificado em
coluna de Sephadex LH-20, eluida com CH,Cl,/Acetona (3:2), obtendo 15 fracbes que

foram reunidas em 4 subgrupos (Tabela 15)

Tabela 15 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do subgrupo AS-9-3

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
AS-9-3-1 1-8 46,1
AS-9-3-9 9-13 13,6
AS-9-3-14 14 36,0
AS-9-3-15 15 22,8

Total= 118,5 mg

O subgrupo AS9-3-9 (13,6 mg) foi obtido como so6lido amorfo, analisado por
CCD, usando como eluente CHCI3/MeOH (9:1), apresentou mancha de coloracdo azul,
que fica alaranjado durante o aquecimento. A analise por RMN 'H e 13C, em
comparagdo com dados da literatura permitiu a identificacdo da mistura M5 constituida
pelos compostos 18-19 (Esquema 3).

Os grupos AS-4, AS-9, AS-11, AS-12, AS-18 e AS-24, foram fracionados em
Sephadex LH-20, fornecendo as fragdes AS-4-19, AS-9-22, AS-9-17, AS-11-7-11, AS-
11-15, AS-12-4-5, AS-18, AS-18-18 e AS-24-11, posteriormente serdo analisados
espectroscopicamente para identificacdo e/ou elucidacédo estrutural.

Os demais grupos AS-1, AS-7, AS-15, AS-20, AS-26, AS-34 e AS-54, nao se
mostraram interessantes em analise por CCDC para serem submetidos a novos

fracionamentos.



Esquema 3 — Obtencdo e fracionamento cromatografico dos grupos provenientes da

fracdo AcOEt das cascas dos frutos de S. acuruensis

FAcOEt (3 g)

1. CC de gel de silica

2. Elui¢do CHCl;/MeOH
3.CCDC

4. Reunidas em 14 grupos

AS-6 AS-9
(215,7 mg) (230,5 mg)
- | »
| | | AS-9-3
AS-6-3 AS-6-5 AS-6-6 (121,7 mg)
(21 mg) (22,4 mg) (21,6 mg) B
{ A A AS-9-39
AS-6-5-6 AS-6-6-6 (13,6 mg)
17 (9,5 mg) (7,3 mg) |
\ { M5
M3 M6 18-19
10-12 10-11¢ 22

A: Sephadex LH-20 (hexano/CH,Cl, (1:4))
B: Sephadex LH-20 (CH,Cl,/Acetona (3:2))

4.10 Avaliagdo do potencial bioldgico dos extratos e fracdes de S. acuruensis
4.10.1 Atividade inibidora de acetilcolinesterase

O teste qualitativo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AchE) com o
extrato etanolico das cascas dos frutos (EEC) e fragdes de S. acuruensis foi realizado de
acordo com o método de Ellman et al. (1961), modificado por Rhee (2001).
Inicialmente as amostras do extrato e das fragdes foram dissolvidas em metanol na
concentracdo de 10 mg mL™, em seguida foram aplicadas em placas cromatogréficas de
gel de silica, eluida em cloroféormio-metanol (9:1), usando a cafeina como controle
positivo. Apds a eluicdo da placa, a atividade inibitéria foi avaliada utilizando o
revelador baseado no método de Ellman.

A placa foi borrifada com 1 mM DTNB [acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico)] e
1 mM ATCI (lodeto de acetilcolina) em tampéo A (50 mM Tris-HCI, pH 8). Depois de
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seca a placa foi pulverizada com a enzima AchE (10 units mL™). Ap6s cinco minutos, o
teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase é avaliado pela presenca de manchas
brancas sob fundo amarelo caracteristico de substancia inibidora. A atividade foi
realizada no Laboratorio de Produtos Naturais e Neuroquimica Experimental
(LAPNNEX-UFPI) sob a supervisao da Profa. Dra. Chistiane Mendes Feitosa.

4.10.2 Atividade citotoxica em linhagens celulares de cancer humano

A atividade citotdxica do EEC de S. acuruensis foi investigada em ensaio in
vitro frente a duas linhagens de células tumorais: PC3 (préstata-humano) e SF-295
(glioblastoma-humano), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. O extrato foi
diluido em DMSO puro estéril na concentracéo tnica de 10 pg mL™.

As células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades na concentracdo de 0,1
x 10° cél/mL para as linhagens PC3 e SF-295. As placas foram incubadas por 72 horas
em estufa a 5% de CO; a 37 °C. Posteriormente, foram centrifugadas e o sobrenadante
removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da solucdo de MTT e as placas foram
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugédo do precipitado com 150 uL de
DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm. O controle positivo utilizado foi
a doxorrubicina com concentragdo de 0,3 pg mL™ (BURIOL et al., 2009). O ensaio foi
realizado no Laboratério Nacional de Oncologia Experimental da Universidade Federal

do Cear4, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Claudia Pessoa.
4.10.3 Atividade antileishmania

As formas promastigotas de Leishmania major em fase logaritimica de
crescimento foram semeadas em placas de cultivo celular com 96 pocos (1 x 10°
leishmania, por pogo), contendo meio Schneider’s suplementado. Uma aliquota do
EEC, fracbes CHCI3;, AcOEt e dos compostos 1 e 2 de S. acuruensis foram adicionados
aos pocos em diluicBes seriadas de 800 a 6,25 pg mL™. As placas foram incubadas em
estufa de demanda bioldgica (BOD) a temperatura de 26 °C e apds 48 h, os parasitas
foram corados com resazurina (1mM) e realizado a leitura em espectofotbmetro para
obtencdo da densidade 6tica a 550 nm. O controle positivo consistiu de 2 pg mL™ de
anfotericina B diluido em meio Schneider’s a 0,2% de DMSO e considerado como
100% de viabilidade das leishmanias (SOARES et al., 2007; VALADARES et al.,



76

2011). A atividade foi realizada no Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais (NPPM)
sob a supervisdo do Prof. Dr. Fernando Aécio de Amorim Carvalho.

4.10.4 Analise Estatistica

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade citotdxica e antileishmania
foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM) da porcentagem de
inibicdo do crescimento celular.

O experimento de citotoxicidade in vitro frente as linhagens de células tumorais
humanas foram analisados usando o programa GraphPad Prism e o resultado da
atividade antileishmania foi calculado com auxilio do programa SPSS Statistic 22.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Perfil quimico do extrato e fragdes das cascas dos frutos de S. acuruensis

5.1.1 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As placas cromatogréficas do extrato etandlico das cascas dos frutos (EEC) de S.
acuruensis, bem como das fragdes provenientes da coluna filtrante do extrato etandlico,
foram eluidas com hexano/AcOEt (8:2), CHCI3/MeOH (9:1), CHCIs/MeOH/H,0
(65:30:5) e reveladas com solucdo de sulfato cérico, sdo mostradas na Figura 6.

A anélise em CCDA do extrato etandlico quando eluido em CHCI3/MeOH (9:1),
apresentou manchas alaranjadas, roxas e azuis caracteristicas de substancias de natureza
isoprénica como terpenoides e esteroides.

A fragdo hexanica é um sélido branco, proveniente da coluna filtrante de gel de
silica que eluido nos trés sistemas de solventes e revelados com solugdo de sulfato
ceérico, apresentou uma unica mancha rosa que apds aquecimento muda para roxo
(Figura 6) sugerindo a presenca de hidrocarbonetos, que foi identificado pelas analises
de CG-EM, RMN 'He **C.

A FCHCIs, eluida nos trés sistemas de solventes (Figura 6) e revelada com
solucéo de sulfato cérico permitiu verificar manchas roxas, rosa e amarela evidenciando
a presenca de compostos da classe dos terpenoides e fenolicos, respectivamente. Com
base neste resultado a FCHCI; foi considerada promissora para dar continuidade ao
fracionamento (Figura 6).

As fracbes AcOEt e MeOH, no sistema de solvente CHCls/MeOH/H,0
(65:30:5), apresentaram manchas azul e amarela, respectivamente, quando reveladas
com solucdo de sulfato cérico, indicando a presenca de isoprenoides e compostos
fendlicos. Com base no perfil cromatografico a FACOEt mostrou-se promissora para

prosseguir o fracionamento (Figura 6).
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Figura 6 - Cromatoplacas do extrato e fracGes das cascas dos frutos de S. acuruensis. 1:
Extrato etandlico das cascas, 2: Fracdo hexanica, 3: FCHCIs, 4: FACOEt, 5: FMeOH

Hexano/AcOEt (8:2) CHCl;/MeOH (9:1) CHCIl;/MeOH/H,0 (65:30:5)
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5.2 Estruturas das substancias isoladas e identificadas das fragfes hexanica,
cloroférmica e acetato de etila das cascas dos frutos de S. acuruensis

Ry

HO R,
7: Ry=H, Ry=CHjg A°®
8: Ry=H, Ry=C,H5 A°
9: Ry=H,R,=C,Hs, A5 22

14

10: R=a.OH, R,=CyH5 A® 16 OCH,CHjy
11: R=BOH, R,=C,Hs, A® 17
12: Ry=alOH, R,=C,Hjz, A% 22
13: Ry=H, Ry=C,Hj5, A%

HO
HO
0
o RJ\OH
o 23a; SN =S
23b: R=C47H35 P U N P U UaN
| 23c: R=CygH3; (CHz)20
23d: R=C19H39 24
23e: R=020H41
22 23f: R=Cy(Hys

23g R=022H45
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5.3 Identificagdo estrutural dos compostos isolados das fragdes hexanica,
cloroférmica e acetato de etila das cascas dos frutos de S. acuruensis

5.3.1 Determinacéo estrutural do composto 1

O composto 1 (8,6 mg) foi isolado como cristais laranja no formato de agulha,
por fracionamento do grupo CS62 em coluna Sephadex LH-20. A analise por CCDC,
desta fracdo usando como eluente hexano/AcOEt (6:4) e revelada por sulfato cérico,
apresentou mancha de coloragdo amarela.

O espectro na regido do infravermelho do composto 1 (Figura 7) apresentou uma
banda forte em 1623 cm™ caracteristico de estiramento C=0 de cetona conjugada em
antraquinona (PUPO e BORGES, 2006). A absorc&o em 1671 cm™(estiramento C=0) e
um dubleto em 2921 e 2846 cm™ (estiramento de C-H) indicaram um grupo aldeido
(SEKAR et al., 1999). A absorcdo forte em 766 cm™ é referente & deformacéo C-H fora
do plano de anel aromatico.

O espectro de RMN *H (Figura 9) apresentou dois dubletos em & 7,27 (J=2,3 Hz,
H-2") e 6,64 (J=2,3 Hz, H-1") indicativos de hidrogénios em anel furano (LIMA et al.,
2014). Os simpletos em 6 9,88 e 6 2,54 foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos
aldeido e metila, respectivamente. Os sinais em & 7,90 (d, J=8,6 Hz, H-7) e 6 7,04 (d,
J=8,6 Hz, H-8) sdo referentes a hidrogénios com acoplamento orto em anel aromatico e
os sinais em & 7,66 (sl) e & 7,19 (sl), correspondem a H-4 e H-2 meta posicionados,
respectivamente, no esqueleto antraquinénico (Tabela 16).

O espectro de RMN de *3C (Figura 10) apresentou 18 sinais, sendo um referente
a metila (6 22,0), dois em & 191,5 (C-9) e 183,5 (C-10) de carbonos carbonilicos de
cetona, um em & 192,8 de carbonila de aldeido, oito de carbonos arométicos nédo
hidrogenados (6 168,8; 166,7; 136,8; 110,0; 134,7; 115,0; 163,5; 149,4) e seis de CH (5
125,3; 121,6; 116,9; 133,5; 111,0; 109,2), destes dois foram atribuidos ao anel furano
111,0 € 109,2 (LIMA et al., 2014).
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O mapa de contornos gHSQC (Figuras 14-16, Tabela 16), apresentou
correlagdes dos hidrogénios aos respectivos carbonos. As correlagbes observadas foram
do H-CH3 (8n 2,54) com CHj3 (8¢ 22,0), H-1" (84 6,64) com C-1" (8¢ 109,2), H-8 (3n
7,04) com C-8 (8¢ 116,9), H-2 (84 7,19) com C-2 (8¢ 125,3), H-2’ (84 7,27) com C-2
(6c 111,0), H-4 (6n 7,66) com C-4 (¢ 121,6), H-7 (6w 7,90) com C-7 (8¢ 133,5) e do H-
CHO (54 9,88) com C=0 (3¢ 192,8).

O mapa de contornos gHMBC (Figuras 17-18, Tabela 16), mostrou correlagtes
de H-2° (6 7,27) com C-1’ (8109,2), C-8a (6 110,0) e C-10 (& 183,5), evidenciando a
ligacdo do anel furano ao esqueleto antraquinénico. As correlacbes de H-4 (6 7,66) com
C-9a (6 115,0), C-2 (6 125,3), C-10 (6 183,5), CH3 (6 22,0) e dos hidrogénios do grupo
metila (6 2,54) com C-2 (5 125,3), C-4 (6 121,6) e C-3 (6 149,4) confirmaram a posicao
da carbonila de cetona C-10, da metila em C-3 e sugeriu a localizagdo do grupo aldeido
no C-1 (Figura 11).

Figura 11- Principais correlagbes gHMBC do composto 1

Os dados de RMN 'H, ¥C, gHSQC e gHMBC (Tabela 16) indicaram uma
formula molecular CigH1004 com IDH 14, porém as andalises por espectrometria de
massas [ESI(-)-QTOF-MS (m/z 269,0415), APCI-QTOF-MS (m/z 269,0498/271,0647)
nos modos negativo e positivo, ESI(-)-IT-MS (m/z 269,0399) e CG-EM (m/z 270)],
sugeriram que houve decomposicdo térmica e ndo deteccdo do pico do ion molecular
(SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016). Sendo o pico com m/z 269,0415 no modo
negativo correspondente a M-H,0-2H (Figura 8).

Os dados espectroscépicos aliados as analises dos espectros de DEPT 135° e 90°
(Figuras 12 e 13), permitiram a caracterizacdo estrutural do composto 1 como 9,10-
dioxo-1-formil-3-metil-[5,6,1°,2’]-furanoantraquinona, ndo descrito anteriormente na
literatura. As antragquinonas constituem 0 grupo mais numeroso de quinonas e seu
isolamento e identificacdo tem sido relatada em quase todas as espécies do género
Senna (SANTOS; SILVA e BRAZ FILHO 2008). As antraquinonas apresentam

atividades laxante, imunoestimulante, diurética, fitoestrogénica, antifingica,
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antipsoriatica, antibacteriana, citotdxica, antiviral, antitumoral e antileishmania
(MACEDO; ALAN e SILVA; SILVA, 2016; SMETANINA et al., 2007; DALIMI, et
al., 2015).

A Figura 19 apresenta uma prostosta de rota biossintética mista para 0 composto
1, tendo como precursores acetil-CoA e malonil-CoA da via do acetato e difosfato de
dimetilalila (DMAPP) da via do melavonato e/ou fosfato de metileritritol. A formagéo
do esqueleto da antraquinona (oito unidades C-2) ocorre por meio de sucessivas reagoes
de condensacdo tipo Claisen da acetil-CoA com malonil-CoA. Posteriormente ocorrem
reacbes de condensacdo alddlicas, desidratacbes, enolizacbes, hidrélise e
descarboxilacdo. Adicionalmente, o anel aromatico A do esqueleto antraquindnico é
ativado na posicao orto do grupo hidroxila (C-6), ocorrendo C-alquilagdo por um agente
alquilante, DMAPP. Ap0s sucessivas oxidacOes, reducbes e metilagdo conduz a
formacdo do composto 1.

Figura 19- Proposta da rota biossintética para 0 composto 1
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Tabela 16- Dados de RMN *H, *C, gHSQC e gHMBC do composto 1 (CD;0D, 400 e
100 MHz, 8 em ppm, J em Hz)

gHSQC gHMBC

C/H oc on 2Jen *Jen e
1 163,5
2 1253 7,19 (sl) H-CHae H-4

149,4 H-CHj3

121,6 7,66 (sl) H-CHs e H-2
4a 134,7
5 166,7 H-7
6 168,8
7 133,5 7,00 (d, 186) H-8
8 116,9 7,04 (d, J 8.,6)
8a 110,0 H-2’
9 191,5
9a 115,0 H-4 e H-2
10 183,5 H-4 H-2’
10a 136,8
1’ 109,2 6,64 (d, J2,3) H-2’
2 111,0 727(d,323) H-I’
CHO 1928 9,88 (s)

CHs 22,0 2,54 (s) H-4 e H-2




Figura 7- Espectro de 1V (KBr) do composto 1
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Figura 9 — Espectro de RMN *H de 1 (CDs;0OD, 400MHz)
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Figura 10 — Espectro de RMN **C de 1 (CD;0D, 100MHz)
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Figura 12 — Espectro de RMN *C-DEPT 135° de 1 (CD;0D, 100MHz)
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Figura 13 — Espectro de RMN *C-DEPT 90° de 1 (CDs;OD, 100MHz)
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Figura 14 — Mapa de contornos RMN -gHSQC de 1 (CD3;0D, 400 e 100MHz)

\ |

__/ll I\_ J1 1l

CS562-27THSQC

& (ppmy)

89



Figura 15 — Mapa de contornos RMN -gHSQC de 1 (CD3;0D, 400 e 100MHz)
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Figura 16 — Mapa de contornos RMN -gHSQC de 1 (CD3;0D, 400 e 100MHz)
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Figura 17 — Mapa de contornos RMN -gHMBC de 1 (CDs0D, 400 e 100MHz)
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Figura 18 — Mapa de contornos RMN -gHMBC de 1 (CDs0D, 400 e 100MHz)
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5.3.2 Identificagéo estrutural do composto 2

O composto 2 foi isolado como cristais em forma de agulha de cor laranja,
obtido do grupo CS-17 (9 mg). A anélise por CCDC desta fracdo usando como eluente
hexano/AcOEt (8:2) e revelada com solucdo de sulfato cérico apresentou uma mancha
de coloragdo amarela.

O espectro de RMN 'H (Figura 20) apresentou dois simpletos em & 12,1 e 12,3
caracteristicos de hidroxilas queladas com grupos carbonila por meio de ligacdo de
hidrogénio. Os sinais caracteristicos de hidrogénios de anel aromético foram observados
em & 7,08 (sl, H-2), 7,62 (sl, H-4), 6,68 (d, J=2,5 Hz, H-5) e 7,35 (d, J=2,6 Hz, H-7),
que pelos padrdes de acoplamento e valores das constantes de acoplamento, indicam a
presenca de dois anéis aromaticos com um padrdo de acoplamento meta para 0s
hidrogénios. Dois simpletos em & 2,44 e 3,93 caracteristicos de grupo metila e metoxila,
ambos ligados a anel aromético (DUTRA et al., 1992).

O espectro de RMN **C (Figura 21) apresentou 16 sinais, sendo dois deles (5
190,9 e 182,2) caracteristicos de carbonila de cetona conjugadas. Na regido de 6 166,7-
106,9 observam-se doze sinais de carbonos sp? além de sinais caracteristicos de
metoxila em & 56,2 e de grupo metila em & 22,3. Estes dados aliados as analises dos
espectros de DEPT 135° e 90° (Figuras 22 e 23) foram compativeis com os relatados
por Smetanina et al. (2007) para a 1,8-dihidroxi-3-metil-6-metoxiantraquinona (2)
(Tabela 17).

O composto 2 foi anteriormente isolado em espécies do género Senna, como: S.
reticulata (SANTOS; SILVA e BRAZ-FILHO, 2008), S. rugosa (BARBOSA et al.,
2004), S. bicapsularis (VALIENTE e TORRENEGRA, 2003) e S. racemosa (MENA-
REJON et al., 2002), no entanto, esta4 sendo descrito pela primeira vez na espécie S.

acuruensis.
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Tabela 17 — Dados de RMN *H e **C do composto 2 (CDCls, 100 MHz)

d¢ (ppm)
C Tipo de OH 5 1,8-dih?droxi-3-_meti|-6-
Carbono metoxiantraquinona*

1 C 162,6 162,5
2 CH 7,08 124.,6 124,5
3 C 148,6 148,4
4 CH 7,62 121,4 121,3
4a C 133,4 133,2
5 CH 6,68 108,4 108,3
6 C 166,7 166,5
7 CH 7,35 106,9 106,8
8 C 165,3 165,2
8a C 110,4 110,3
9 C=0 190,9 190,8
9a C 113,8 113,7
10 C=0 182,2 182,0
10a C 135,4 135,2
CHs CHs 2,44 22,3 22,1
OCH3; OCH3; 3,93 56,2 56,1

*Dados em CDClsrelatados por Smetanina et al. (2007)



Figura 20 — Espectro de RMN *H do composto 2 (CDCls, 400MHz)
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Figura 21 — Espectro de RMN **C do composto 2 (CDCls, 100MHz)
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Figura 22 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° do composto 2 (CDCls, 100MHz)
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Figura 23 — Espectro de RMN *C-DEPT 90° do composto 2 (CDCls, 100MHz)
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5.3.3 Identificagéo estrutural da mistura M1 (compostos 3-6 e 20-21)

20: E
21: Z

Os compostos 3-6 e 20-21 foram identificados em uma mistura M1, isolada
como um solido de cor amarela. A analise por CCDC desta mistura usando como
eluente hexano/AcOEt (8:2) e revelada com solucdo de sulfato cérico, apresentou uma
mancha de cor laranja, que muda para roxo com a continua¢do do aquecimento.

O espectro RMN *H (Figura 24) apresentou um perfil de mistura de compostos
de natureza isoprénica. O dupleto em 6 4,14 (J=6,9 Hz, H-1), caracteristico de
hidrogénios oximetilénicos e alilicos e o tripleto em & 5,40 (J=6,9 Hz), referente ao
hidrogénio olefinico H-2 (AYRES et al., 2008; FERREIRA et al., 2014) evidenciaram o
constituinte majoritario como sendo o fitol. O espectro de RMN **C (Figura 25, Tabela
19) apresentou sinais em & 59,5, atribuido ao carbono oximetilénico C-1, em 6 123,2 ¢
140,3 dos carbonos olefinicos C-2 e C-3, respectivamente, 0s quais permitiram
confirmar o diterpenoide fitol (FERREIRA et al., 2014). O sinal em & 16,1 (C-20) é
consistente com a presenca do (E)-fitol (20) ¢ em 6 22,8 (C-20) com o (Z)-fitol (21)
(AYRES et al., 2008; FERREIRA et al., 2014). Adicionalmente, espectro RMN H
(Figura 24) apresentou um dupleto de dupleto em 6 3,20 (J =11,0 e 4,8 Hz)
caracteristico de hidrogénio oximetinico ligado ao carbono C-3 em triterpenoide 34-OH,
simpletos entre & 0,75-2,0 atribuidos a hidrogénios metilicos em carbono quaternario e
também sinais na regido de olefinas entre & 4,14-5,40 (ARAUJO e CHAVES, 2005).

A ocorréncia de um triterpenoide com esqueleto lupano foi definida pela
presenga de dois dupletos em & 4,55 (J =1,1 Hz) e 4,68 (J =2,3 Hz) caracteristicos de
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hidrogénios em ligagdo dupla gem-dissubstituida (H-29a e H-29b) e pelo simpleto em &
1,67 atribuido aos hidrogénios metilicos em carbono olefinico (ALBUQUERQUE et al.,
2007). Os sinais em & 5,12 ¢ 5,18 (J=3,6 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios de
ligacdo dupla trissubstituida de triterpenoides com esqueletos ursano e oleanano,
respectivamente (FERREIRA, 2012). Enquanto que o simpleto em & 4,85 ¢
caracteristico de hidrogénio em ligacdo dupla trissubstitida de triterpeno com esqueleto
olean-18-eno (KOUL et al., 2000).

Os esqueletos dos triterpenoides 35-OH foram confirmados pelos espectros de
RMN *3C, DEPT 135° e 90° (Figuras 25-27, Tabela 18) nos quais foram observados o
sinal em & 79,2 do carbono oximentinico C-3, bem como dos pares de sinais de
carbonos olefinicos em 6 109,5 e 151,1 caracteristicos de C-29 e C-20 em esqueleto lup-
20(29)-eno (OLEA e ROQUE, 1990). Adicionalmente, o sinal de carbono metilico (C-
30) em o 19,8, referente a presenca do grupo isoprenila, corroborou para identificar o
lupeol (3) (MAHATO e KUNDU, 1994). Os pares de sinais em & 124,5/139,7;
121,9/145,3 e 129,8/142,8 séo caracteristicos dos carbonos olefinicos nos esqueletos
triterpénicos do tipo urs-12-eno, olean-12-eno e olean-18-eno (OLEA e ROQUE, 1990)
e permitiram identificar também na mistura a a-amirina (4), B-amirina (5) e germanicol
(6), respectivamente (MAHATO e KUNDU, 1994).

Os triterpenoides apresentam diversas atividades, tais como: anticancerigena,
antibacteriana, antileprdtica, antifingica, antidiurética, cardioproterora, gastroprotetora,
antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria, antileishmania e anti-hiperglicémico
(BANDEIRA et al., 2007; CURSINO et al., 2009). O triterpeno lupeol (3) apresenta
diversas atividades, tais como: citotoxica, nefro-protetora, antitumoral e antioxidante
(NOLDIN et al., 2003). A a-amirina (4) e p-amirina (5) possuem acgdo analgésica, anti-
inflamatdria, antiartrite e antimicrobiana (BANDEIRA et al., 2007; COQUEIRO et al.,
2014).

O diterpeno fitol possue acdo antibacteriana, anticancerigena, antimicrobiana,
anticonvulsiva, antinociceptiva, antialérgica, antiespasmdlitica, anti-inflamatéria e
antioxidante (SILVA et al., 2014b; PEJIN; KOJIC; BOGDANOVIC, 2014).



Tabela 18- Dados de RMN **C da mistura M1 (compostos 3-6) (CDCls, 100 MHz)

dc (ppm)
C 3 Lupeol* 4 a-amirina* 5 p-amirina* 6 Germanicol*
1 38,8 38,7 38,8 38,7 38,8 38,7 38,8 38,5
2 27,5 27,4 27,1 27,2 27,4 27,4 27,6 27,4
3 79,2 78,9 79,2 79,2 79,2 79,2 79,2 79,0
4 38.8 38,8 38,8 38,7 38,8 38,9 39,0 39,0
5 55,4 55,3 55,3 55,3 55,4 55,3 55,4 55,7
6 18,4 18,3 18,5 18,5 18,5 18,5 18,5 18,3
7 34,4 34,2 32,9 32,9 32,8 32,8 34,4 34,7
8 40,1 40,8 40,0 40,0 38,8 38,9 40,9 40,8
9 50,6 50,4 47,8 47,8 47,8 47,8 51,3 51,3
10 37,4 37,1 36,8 36,8 37,5 37,6 37,4 37,3
11 21,1 20,9 22,7 23,4 23,7 23,7 21,1 21,2
12 25,3 25,1 124,5 124,5 121,9 121,8 26,3 26,2
13 38,2 38,0 139,7 139,7 145,3 145,3 39,0 39,0
14 42,9 42,8 42,0 42,2 41,8 41,8 43,5 43,4
15 27,5 27,4 28,9 28,9 26,2 26,1 27,6 27,6
16 35,7 35,5 26,3 26,7 27,1 27,1 37,8 37,7
17 43,1 43,0 33,9 33,9 32,5 32,6 34,4 34,4
18 48,5 48,2 59,2 59,2 47,4 47,3 142,8 142,8
19 48,1 47,9 39,7 39,5 47,0 46,9 129,8 129,8
20 151,1 150,9 39,8 39,5 31,2 31,2 32,6 32,3
21 29,8 29,8 31,2 31,2 34,9 34,8 33,1 33,4
22 40,1 40,0 41,7 41,6 37,3 37,3 37,5 37,4
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Tabela 18— Continuagéo
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23
24
25
26
27
28
29
30

28,1
15,5
16,3
16,1
14,7
18,1
109,5
19,8

28,0
15,4
16,1
15,9
14,5
18,0
109,3
19,3

28,1
15,6
15,7
16,8
22,9
28,1
21,5
21,5

28,1
15,6
15,6
16,9
23,4
28,1
17,6
21,5

28,2
15,6
15,7
16,9
26,0
28,5
33,4
23,7

28,2
15,6
15,6
16,9
26,1
28,5
33,5
23,8

28,1
15,4
16,1
16,8
14,7
25,3
31,5
29,3

28,0
15,4
16,1
16,7
14,6
25,3
31,3
29,2

*Dados em CDClsrelatados por Mahato e Kundu (1994), Ferreira (2014) e Olea e Roque (1990)
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Tabela 19— Dados de RMN **C da mistura M1 (compostos 20-21) (CDCls, 100 MHz)

oc (ppm)
C 20 (E)-fitol * 21 (2)-fitol *
1 59,4 59,6 59,4 59,6
2 123,2 123,2 123,2 123,2
3 140,3 140,5 140,3 140,5
4 39,8 39,5 39,8 39,5
5 25,2 25,3 25,2 25,3
6 36,8 36,8 36,8 36,8
7 32,9 32,7 32,9 32,7
8 37,4 37,4 37,4 37,4
9 24,6 24,6 24.6 24.6
10 37,4 37,4 37,4 37,4
11 32,9 32,9 32,9 32,9
12 39,5 37,4 39,5 37,4
13 24,6 24,9 24.6 24,9
14 39,5 39,5 39,5 39,5
15 27,5 28,1 27,5 28,1
16 22,9 22,8 22,9 22,8
17 22,8 22,8 22,8 22,8
18 19,9 19,9 19,9 19,9
19 19,9 19,9 19,9 19,9
20 16,1 16,1 22,8 22,8

*Dados em CDClsrelatados por Ferreira (2014) e Ayres et al. (2008)
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Figura 24 — Espectro de RMN *H da mistura M1 (compostos 3-6 e 20-21) (CDCI3, 400 MHz)
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Figura 25— Espectro de RMN **C da mistura M1 (compostos 3-6 e 20-21) (CDCI3, 100 MHz)
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Figura 26— Espectro de RMN **C-DEPT 135° da mistura M1 (compostos 3-6 e 20-21) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 27— Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M1 (compostos 3-6 e 20-21) (CDCls, 100 MHz)
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5.3.4 Identificagdo estrutural dos constituintes da mistura M2 (compostos 7-9)

7:R1:CH3
8:R1202H5
9:R1 =C2H5, A22

Os compostos 7-9 (25 mg) foram identificados em uma mistura M2, obtida como um
solido branco. Em andlise por CCDC usando como eluente hexano/AcOEt (7:3) e revelada
com solucdo de sulfato cérico, esta mistura apresentou uma mancha de cor azul, que muda
para roxo com a continuag@o do aquecimento.

No espectro de RMN *H (Figura 28) foram observados dois simpletos em & 0,68 (H-
18) e 1,01 (H-19) correspondentes hidrogénios metilicos. O multipleto em 6 3,52 foi atribuido
aos hidrogénios oximetinicos H-3 e o dupleto em 6 5,34 (J=5,2 Hz) atribuido ao hidrogénio
olefinico H-6, tipico de esqueleto esteroidal A>. Adicionalmente observou-se dois duplos
dupletos em & 5,01 e 5,15 (J=8,6 e 15,2 Hz) correspondentes aos hidrogénios olefinicos H-22
e H-23, respectivamente, da cadeia lateral da substancia 9 (FERREIRA et al., 2014).

No espectro de RMN **C (Figura 29) o sinal em & 71,9 foi atribuido ao carbono
oximetinico C-3, caracteristico de composto com nucleo esteroidal. Os sinais em 6 121,9 e
140,9 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-6 e C-5, respectivamente, enquanto 0s sinais
de menor intensidade em 6 129,4 e 138,5 referem-se aos carbonos C-23 e C-22 da substancia
9 (Tabela 20). Estes dados aliados as analises dos espectros de DEPT 135° e 90° (Figuras 30-
31) e comparacdo com os relatados por Ferreira et al. (2014) permitiram identificar os
esteroides sitosterol (8) e estigmasterol (9).

A analise em CG-EM dos derivados sililados de M2 apresentou um cromatograma
com trés bandas (Figura 33). O tempo de retencéo e intensidade relativa para cada banda sdo
mostrados na Tabela 21. Os espectros de massas obtidos (Figuras 34-36) mostraram ions
moleculares em m/z 472, 484 e 486, que em comparacdo com 0s registrados na biblioteca
Wiley229 e na literatura permitiram identificar campesterol (7), estigmasterol (9) e sitosterol
(8), respectivamente, como derivados sililados.

Nos espectros de massas dos trés esteroides foram observados os fragmentos m/z 382,

396 e 394 caracteristicos da perda de uma molécula de silanol em esteroides, m/z 345 e 255
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originados da perda da cadeia lateral e posterior perda de uma molécula de silanol,
respectivamente (WYLLIE; AMOS; TOKES 1977). A proposta das fragmentacdes do
sitosterolTMS (8) e estigmasterolTMS (9) séo apresentadas na Figura 32.

O sitosterol e estigmasterol apresentam efeito redutor de colesterol, atividade anti-
inflamatoria, antibacteriana, antifingica, anticancerigeno e antitumoral, (BEVERIDGE; LI e
DROVER, 2002; SOTIROUDIS e KYRTOPOULOS, 2008). Estes compostos foram isolados
em espécies do género Senna, tais como: S. occidentalis (YADAV et al., 2010), S. italica
(KAZMI et al., 2006), S. alata (HENNEBELLE et al., 2009) e S. racemosa (MENA-REJON
et al., 2002). No entanto, este € o primeiro relato do campesterol em S. acuruensis.
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Figura 32 — Proposta de fragmentacédo dos esteroides 8-9

m/z
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Fonte: Adaptado de Wyllie; Amos; Tokes (1977)
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Tabela 20 — Dados de RMN *3C da mistura M2 (compostos 8-9) (CDCls, 100 MHz)

Carbono 5c (ppm)
8 Sitosterol* 9 Estigmasterol*
1 37,4 37,4 37,4 37,4
2 31,8 31,8 31,8 31,8
3 71,9 71,9 71,9 71,9
4 42,4 42,4 42,4 42,4
5 140,9 140,9 140,9 140,9
6 1219 121,9 121,9 1219
7 32,0 32,0 31,2 32,0
8 32,0 32,0 32,0 32,0
9 50,3 50,3 50,3 50,3
10 36,6 36,6 36,6 36,6
11 21,2 21,2 21,2 21,2
12 39,9 39,9 39,9 39,9
13 42,5 42,5 42,5 42,5
14 56,9 56,9 56,9 56,9
15 24,4 24,4 24,4 24,4
16 28,4 28,4 28,4 28,4
17 56,2 56,2 56,2 56,2
18 12,0 12,0 12,0 12,0
19 19,5 19,5 19,5 19,5
20 36,3 36,3 36,6 36,9
21 18,9 18,9 21,2 21,2
22 34,1 34,0 138,5 138,5
23 26,2 26,2 129,4 129,4
24 45,9 45,9 50,3 50,3
25 29,3 29,3 31,8 31,8
26 20,0 19,9 21,2 21,2
27 19,2 19,2 18,9 18,9
28 23,2 22,8 25,5 25,5
29 12,0 12,0 12,1 12,2

*Dados em CDCls relatados por Ferreira et al. (2014)
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Figura 28 — Espectro de RMN *H da mistura M2 (compostos 8-9) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 30 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° da mistura M2 (compostos 8-9) (CDCls, 100 MHz)

CS-35-5 2 g % o~ N—=VOoONMN =00 —O O N OAN
0 o — =) QNN TRAT =oAL AN
@ a ) = FRAEIARSIIARAESIASR
| NN S e
8:R1202H5
9:R1=C2H5, A22
Loy
- - - ol Jl_T a
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
8 (ppm)




Figura 31 — Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M2 (compostos 8-9) (CDCls, 100 MHz)
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Tabela 21 — Esteroides de M2 identificados por GC-EM como derivados sililados

lon , L
Esteroide (n:?n) molecular rrljglrer:lijlﬁr ((I)/R) Slmllil/n)dade
(m/z) ° °
CampesterolTMS (7) 31,0 472 C31H560Si 3,8 -
SitosterolTMS (8) 31,5 486 C32Hs50Si 16,4 80
EstigmasterolTMS (9) 32,7 484 C32Hs60Si 79,8 82

tr: tempo de retencdo; Igr: Intensidade relativa; -: ndo identificado

Figura 33- Cromatograma de ions totais da mistura de derivados sililados de M2
(compostos 7-9)
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Figura 34— Espectro de massas do campesterolTMS (7)

350004

300004

25000

200004

15000

10000

207

Figura 35 — Espectro de massas do sitosterolTMS (8)
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Figura 36 — Espectro de massas do estigmasterolTMS (9)
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5.3.5 Identificagéo estrutural dos constituintes da mistura M3 (compostos 10-12)

29

10: R{=a.OH
11: R;=BOH
12; R;=aOH, A%

A mistura M5, constituida pelos compostos 10-12 (9,5 mg) foi isolada como um
solido amorfo, sendo obtida do fracionamento cromatografico em coluna de Sephadex
LH-20 do subgrupo AS6-5, proveniente da fracdo acetato de etila das cascas dos frutos
de S. acuruensis.

O espectro de RMN de 'H (Figura 37) dessa mistura, apresentou simpletos em &
0,68 (H-18) e 1,0 (H-19) caracteristicos de hidrogénios metilicos em carbonos nao
hidrogenados. Um simpleto largo em 6 3,85 e um multipleto em & 3,61-3,54 foram
atribuidos aos hidrogénios oximetinicos H-7 e H-3, respectivamente, sugerindo que 0s
compostos apresentam duas hidroxilas. O dupleto largo em & 5,60 (J=5,2 Hz)
corresponde ao hidrogénio olefinico H-6 dos compostos 10 e 12 (ZHANG et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2016). Adicionalmente, o simpleto largo em & 5,29 foi atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6, do composto 11 e dois sinais de menor intensidade em 6 5,15
(dd, J=7,2 e 15,0 Hz) e 5,03 (dd, J=8,5 e 15,2 Hz) referem-se aos hidrogénios olefinicos
H-22 e H-23, respectivamente da cadeia lateral do composto 12 (ZHANG et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2016).

No espectro de RMN **C (Figura 38, Tabela 22) o sinal em & 71,5 foi atribuido
ao carbono oximetinico C-3, caracteristico de composto com nucleo esteroidal. Além
disso, foi possivel observar sinais em & 65,5 ¢ 73,5, atribuidos aos carbonos C-7 dos
compostos 10/12 e 11, respectivamente. Os sinais de carbonos olefinicos C-5 e C-6 em
0 146,4/124,0 correspondem aos compostos 10 e 12, e em & 143,6/125,6 ao composto
11. A presenga do composto 12 foi confirmada na mistura pela presenga dos sinais em &
138,4 e 129,5 caracteristicos dos carbonos olefinicos C-22 e C-23 da cadeia lateral do
esteroide (OLIVEIRA et al., 2016). Estes dados aliados as analises dos espectros de
DEPT 135° e 90° (Figuras 39-40), em comparacdo com os descritos por Zhang et al.
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(2005) e Oliveira et al. (2016) permitiram identificar na mistura 0s compostos 7a-
hidroxisitosterol (10), 7p-hidroxisitosterol (11) e 7a-hidroxiestigmasterol (12).

A andlise por CG-EM dos derivados sililados de M3 resultou em um
cromatograma de ions totais com duas bandas (Figura 41). Na Tabela 23 sdo mostrados
0s tempos de retencdo e intensidade relativa para cada banda. O espectro de massas
obtido (Figura 42) mostrou ion moleculare com m/z 574, que comparado com dados
relatados por Zhang et al. (2005) correspondem ao 7a-hidroxisitosterolTMS (10) e 7p-
hidroxisitosterolTMS (11), pois ambos possuem a mesma massa molecular. O ion
molecular m/z 572 corresponde ao 7a-hidroxiestigmasterolTMS (12) (Figura 43).

Os esteroides 7a-hidroxisitosterol (10) e 7B-hidroxisitosterol (11) foram isolados
anteriormente do rizoma de Acorus calamus e apresentaram potencial redutor de
colesterol (OLAS e BRYS, 2018). Segundo Abdelhameed et al. (2018) o 7p-
hidroxisitosterol (11), apresentou significativa atividade anti-inflamatoria. Este é o
primeiro relato do isolamento e identificagdo dos compostos 10-12 no género Senna.
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Tabela 22— Dados de RMN *3C da mistura M3 (compostos 10-12) (CDCls, 100 MHz)

dc (ppm)
C 10 7a-hidroxisitosterol* 11 7p-hidroxisitosterol* 12 7o-hidroxiestigmasterol™
1 37,2 37,0 37,1 36,9 37,2 37,0
2 31,5 31,4 31,7 31,5 31,5 31,4
3 71,5 71,3 71,5 71,4 71,5 71,5
4 42,17 42,0 41,9 41,7 42,17 42,0
5 146,4 146,2 143,6 143,5 146,4 146,3
6 124,0 123,8 125,6 125,5 124,0 1239
7 65,5 65,4 73,5 73,4 65,5 66,0
8 37,5 37,5 40,5 40,9 37,5 37,5
9 42,3 42,2 48,4 48,3 42,3 42,3
10 37,7 37,4 36,6 36,5 37,7 37,0
11 20,9 20,7 21,2 21,1 20,9 20,7
12 39,3 39,2 43,0 42,9 39,3 39,2
13 42,4 42,2 39,5 39,5 42,4 41,8
14 49,6 49,4 55,5 55,4 49,6 494
15 24,5 24,3 26,1 26,1 24,5 24,3
16 28,4 28,3 28,7 28,5 28,4 28,3




Tabela 22- Continuacéo

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

55,9
11,8
18,4
36,3
19,2
34,1
29,3
46,0
26,1
18,9
19,9
23,2
11,8

55,7
11,6
18,3
36,1
19,0
33,9
29,1
45,8
25,9
18,8
19,8
23,0
12,0

56,1
12,0
19,2
35,7
19,3
34,1
29,1
46,0
26,6
18,9
19,9
23,9
12,1

55,9
11,8
19,1
36,1
19,1
34,0
29,1
45,8
26,4
18,8
19,8
23,05
12,0

55,9
11,8
18,4
40,4
19,0
138,4
129,5
51,4
31,7
18,9
19,8
25,07
11,8

55,7
11,7
18,3
40,5
19,0
138,2
129,2
51,2
31,9
18,8
19,8
25,4
12,0

*Dados em CDClsrelatados por Zhang et al. (2005) e Oliveira et al. (2016)
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Figura 37 — Espectro de RMN *H da mistura M3 (compostos 10-12) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 38 — Espectro de RMN **C da mistura M3 (compostos 10-12) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 39 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° da mistura M3 (compostos 10-12) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 40 — Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M3 (compostos 10-12) (CDCls, 100 MHz)
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Tabela 23 — Esteroides de M3 identificados por GC-EM como derivados sililados

lon ) L
] iR Férmula Ir Similaridade
Esteroide i molecular
(min) (m/2) molecular (%) (%)

7a-hidroxisitosterolTMS (10)
e 31,4 574 C35H66028i2 85,0 -
7B-hidroxisitosterolTMS (11)

7a-hidroxiestigmasterolTMS

(12) 28,3 572 CasHeaO2Siz 15,0 ]

tr: tempo de retencdo; Igr: Intensidade relativa; -: ndo identificado

Figura 41- Cromatograma de ions totais da mistura de derivados sililados M3

(compostos 10-12)

10e11

90 S

12

Intensidade relativa(%)
o
1

MM}WM

! | ! | ! | ! |
20 25 30 35 40
Tempo de retencao (min)

[=5]
=]
|




Figura 42— Espectro de massas dos compostos 7a-hidroxisitosterolTMS (10) e 7-

hidroxisitosterolTMS (11)
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5.3.6 Identificagdo estrutural dos constituintes da mistura M4 (compostos 13-15)

15: A22

Os compostos 13-15 (5 mg) foram identificados em uma mistura M4, obtida
como um solido branco. Em analise por CCDC esta mistura apresentou uma mancha de
coloracdo amarelo alaranjado, usando como eluente hexano/AcOEt (6:4) e revelada com
solucéo de sulfato cérico.

No espectro de RMN 'H (Figura 44) foram observados sinais de grupos
metilicos entre 6 0,80 ¢ 1,37, sendo que os simpletos em 6 0,74 e 1,37 referem-se aos
hidrogénios metilicos em carbonos ndo hidrogenados H-18 e H-19, respectivamente. O
perfil caracteristico observado foi de esteroide A* evidenciado pela presenca do
simpleto em & 5,81 atribuido ao hidrogénio olefinico H-4 (LI et al., 2016; OGER et al.,
1991). Adicionalmente observou-se um simpleto largo em 6 4,35 correspondente ao
hidrogénio oximetinico em H-6. Os duplos dupletos em 6 5,13 (J =8,4 e 14,7 Hz) e 5,04
(J=8,6 e 15,3 Hz), sdo referentes aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 da cadeia
lateral da substancia 15.

No espectro de RMN *3C (Figura 45, Tabela 24) os sinais em & 200,5, 126,5 ¢
168,5 foram atribuidos a carbonila de cetona o, B insaturada C-3 e aos carbonos
olefinicos C-4 e C-5, respetivamente, caracteristico de composto com nucleo A*-3-ceto
esteroidal (OGER et al., 1991). Adicionalmente, os sinais em & 138,3 e 129,5 foram
atribuidos aos carbonos olefinicos C-22 e C-23 da cadeia lateral do composto 15 (LI et
al., 2016). Estes dados aliados as analises dos espectros de DEPT 135° e 90° (Figuras
46-47), comparados com os relatados por Li et al. (2016) e Oger et al. (1991) permitiu
identificar a mistura dos esteroides 6B-hidroxistigmast-4-en-3-ona (14) e 6p-
hidroxiestigmasta-4-22-dien-3-ona (15).

A analise em CG-EM dos derivados sililados de M4 apresentou um

cromatograma de ions totais com trés bandas (Figura 48), permitindo identificar na
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mistura mais um constituinte o A%-estigmastenolTMS (13) (SOUSA et al., 2019). Os
tempos de retencédo e intensidade relativa para cada pico s&o mostrados na Tabela 25.
Os espectros de massas obtidos (Figuras 49-51) mostraram ions moleculares em m/z
486, 498 ¢ 500 que correspondem ao A%-estigmastenol (13), 6B-hidroxiestigmasta-4-
22-dien-3-ona (15) e 6p-hidroxistigmast-4-en-3-ona(14), sililados.

O composto 6B-hidroxistigmast-4-en-3-ona (14) apresenta toxicidade frente a
Artemia salina (GALOTTA e BOAVENTURA, 2005). Os compostos 14 e 15 foram
anteriormente identificados nas espécies Euterpe precatdria (Arecaceae) (GALOTTA e
BOAVENTURA, 2005), Philodendron imbe (Araceae) (FEITOSA et al., 2007), Uvaria
hamiltonii (Annonaceae) (ASHA et al., 2004) e Macroptilium lathyroides (Fabaceae)
(SOUSA et al., 2013), no entanto, estdo sendo relatados pela primeira vez no género

Senna.
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Tabela 24— Dados de RMN *3C da mistura M4 (compostos 14-15) (CDCls, 100 MHz)

d¢ (ppm)
C 14 6p-hidroxistigmast-4-en-3-ona* 15 6p-hidroxiestigmasta-4-22-dien-3-ona*
1 37,2 37,1 37,2 37,1
2 34,4 34,3 34,4 34,3
3 200,5 200,4 200,5 200,4
4 126,5 126,3 126,5 126,3
5 168,5 168,4 168,5 168,4
6 73,5 73,3 73,3 73,3
7 38,7 38,5 38,7 38,5
8 29,8 29,7 29,8 29,7
9 53,8 53,5 53,6 53,6
10 38,1 38,0 38,1 38,0
11 20,8 21,0 21,0 21,0
12 39,7 39,6 39,7 39,6
13 42,7 42,5 42,6 42,4
14 55,9 55,9 55,9 55,9
15 24,2 24,1 24,3 24,4
16 28,2 28,2 28,9 28,9




Tabela 24- Continuacéo

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

56,0
12,2
19,6
36,3
18,9
34,0
26,2
46,0
29,3
19,9
20,0
23,2
12,1

56,0
12,1
19,5
36,1
18,7
33,9
26,1
45,8
29,1
19,0
19,8
23,1
12,1

56,0

12,1

19,6

40,0

30,0

138,3
129,5
51,4

32,0

21,1

18,9
34,05
12,2

56,0
12,0
19,5
40,4
30,0
138,1
129,5
51,2
31,9
21,1
18,9
24,2
12,2

*Dados em CDClsrelatados por Li et al. (2016)
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Figura 44 — Espectro de RMN *H da mistura M4 (compostos 14-15) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 45 — Espectro de RMN **C da mistura M4 (compostos 14-15) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 46 — Espectro de RMN "*C-DEPT 135° da mistura M4 (compostos 14-15) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 47— Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M4 (compostos 14-15) (CDCls, 100 MHz)
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Tabela 25 — Esteroides de M4 identificados por CG-EM como derivados sililados

fon , L
Esteroide (n:?n) molecular rrljglrer:ljjlzlr ((I)/R) Slm”(f)l/n)dade
(m/z) ° °
A% -estigmastenolTMS (13) 21,6 486 CsoHss0Si 13,6 -
6B-hidroxiestigmasta-4-22- .
: 4,1 4 H 13, -
dien-3-onaTMS (15) 34, %8 CazHs40:51 13,0
6pB-hidroxistigmast-4-en-3- 358 500 CaHes0,Si 73.4 i

onaTMS (14)

tr: tempo de retencéo; Ir: Intensidade relativa

Figura 48- Cromatograma de ions totais da mistura de derivados sililados de M4

(compostos 13-15)

120
100 4 14
=
W
=
o
2
[k}
=B 804
=
e 15
k]
= I
13
60
T I T I I I
15 20 25 30 35
Tempo de retencao (min)




138

Figura 49— Espectro de massas de A%*-estigmastenolTMS (13)
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5.3.7 Identificacgao estrutural do composto 16

O composto 16 (33,1 mg) foi isolado do grupo CS-71 como um sélido amarelo.
A cromatoplaca eluida com hexano/AcOEt (6:4), apresentou coloragdo azul que durante
0 aquecimento fica cinza.

No espectro de RMN de *H (Figura 52) observou-se um multipleto em & 3,96
atribuido ao hidrogénio oximetinico H-3, os sinais em 6 5,22 (dd, J=7,5 e 15,2 Hz) e
5,14 (dd, J=8,0 e 15,3 Hz), correspondem aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23,
respectivamente, da cadeia lateral do composto. Adicionalmente, foram observados
dupletos em & 6,50 e 6,24 (d, J=8,5 Hz), referentes aos hidrogénios olefinicos H-7 e H-
6, respectivamente, caracteristico de composto com nicleo A°-ergostano esteroidal
(YUE et al., 2001).

No espectro de RMN C (Figura 53; Tabela 26) o sinal em & 66,6 foi atribuido
ao carbono oximetinico C-3. Além disso, foi possivel observar dois sinais de carbonos
quaternarios em & 82,3 e 79,6 referentes aos carbonos C-5 e C-8, respectivamente,
ligados ao perdxido-5a,8a. Adicionalmente, foram observados os sinais de carbonos
olefinicos em ¢ 135,3, 130,9, 135,5 e 132,4 atribuidos aos carbonos C-6, C-7, C-22 e C-
23, respectivamente. Estes dados aliados as analises dos espectros de DEPT 135° e 90°
(Figuras 54 e 55) em comparacdo com os dados relatados por YUE et al. (2001)
permitiu identificar o peroxido de ergosterol (16).

O peroxido de ergosterol (16) apresenta atividade citotoxica, antimalarica,
antifangica, anti-inflamatéria, anticancerigena, imunossupressora, anti-aterosclerose,
antiviral e antibacteriana (INIGUEZ-MARTINEZ et al., 2016; BU et al., 2017; WU et
al., 2018). Este é o primeiro relato do perdéxido de ergosterol (16) na familia Fabaceae.
Anteriormente foi isolado na espécie Scorzonera divaricata da familia Asteraceae (WU
et al., 2018) sendo frequente o isolamento em fungos (LUO et al., 2015; FEITOSA et
al., 2007; NJUE et al., 2018).
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Tabela 26 — Dados de RMN *3C do composto 16 (CDCls, 100 MHz)

C dc (ppm)
16 Perdxido de ergosterol*

1 30,2 30,2
2 34,8 34,8
3 66,6 66,5
4 39,5 39,4
5 82,3 82,1
6 135,3 135,2
7 130,9 130,8
8 79,6 79,4
9 51,2 51,2
10 37,1 37,1
11 20,8 20,7
12 37,1 37,0
13 447 44,6
14 51,8 51,8
15 23,5 23,5
16 28,8 28,6
17 56,3 56,3
18 13,0 12,9
19 18,3 18,2
20 39,9 39,6
21 21,0 20,9
22 135,5 135,4
23 132,4 132,4
24 42,9 42,8
25 33,2 33,1
26 19,8 19,6
27 20,1 19,9
28 17,7 17,6

*Dados em CDClsrelatados por Yue et al. (2001)
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Figura 52— Espectro de RMN *H do composto 16 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 53 — Espectro de RMN *3C do composto 16 (CDCls, 100 MHz)

So.ﬂ
Sh:
7ee8l
1861

M%.CN/
LLLOT
v20'1c/
\ﬂwm”mmA
65T0€ -
TIeEs

[p5pe -
BLO'LE ~
16565 ~
@w.omw
6Ty

Lo/

€715 —
6zsis/
9pE95 —

109799 —

091°LL—
89G6°6L —
10€7¢8 —

CS71-10

85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
5 (ppm)

120 115 110 105 100 95 90

130 125

145 140 135

150

142



143

Figura 54— Espectro de RMN **C-DEPT 135° do composto 16 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 55— Espectro de RMN **C-DEPT 90° do composto 16 (CDCls, 100 MHz)
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5.3.8 Identificagéo estrutural do composto 17

O composto 17 foi obtido como um sélido branco. A analise por CCDC, usando como
eluente hexano-AcOEt (7:3) e revelador solucdo de sulfato cérico, originou uma mancha de
coloracgdo azul escuro, que muda para cinza com a continuagdo do aquecimento.

O espectro de RMN 'H (Figura 56) apresentou perfil caracteristico de esteroide,
evidenciado por dois simpletos em & 0,60 (H-18) e 1,03 (H-19), correspondentes aos
hidrogénios metilicos em carbonos ndo hidrogenados. O multipleto em & 4,05 foi atribuido ao
hidrogénio oximetinico H-3. Adicionalmente, sugeriu-se a presenca do grupo etoxila, pelos
multipletos em & 3,63 ¢ 3,46 referentes aos hidrogénios oximetilénicos e um tripleto em &
1,17 (J= 7,0 Hz) atribuido a metila. O dupleto em & 3,25 (J=4,9 Hz) corresponde ao
hidrogénio H-6 e um tripleto largo em & 5,35 (J=2,7 Hz,) ao hidrogénio olefinico H-7. Os dois
duplos dupletos em 6 5,22 (J=7,0 e 15,3 Hz) e 5,16 (J=7,6 e 15,2 Hz) sdo referentes aos
hidrogénios olefinicos H-23 e H-22 da cadeia lateral do composto 17.

O espectro de RMN **C (Figura 57; Tabela 27) evidenciou a presenca de 30 sinais.
Dois sinais em & 67,9 e 76,4 foram atribuidos ao carbono oximetinico C-3 e ao carbono
quaternario ligado a hidroxila C-5, respectivamente. O sinal em 6 80,3 refere-se ao carbono
metinico assimétrico C-6 e em 6 65,6 e 15,7 caracteristicos de carbono oximetilénico e de
metila do grupo etoxila. Os sinais em 6 115,9, 143,0, 135,5 e 132,1 foram atribuidos aos
carbonos olefinicos C-7, C-8, C-22 e C-23, respectivamente. Estes dados aliados as analises
dos espectros de DEPT 135° e 90° (Figuras 58-59) comparados com os relatados por Zang et
al. (2013) permitiu identificar o fomentarol C (17).

O fomentarol C (17) apresenta atividade citotoxica (ZANG et al., 2013) e esta sendo
descrita pela primeira vez em plantas. Anteriormente, este composto foi isolado em

cogumelos e fungos (WU et al., 2013).
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Tabela 27 — Dados de RMN *3C do composto 17 (CDCls, 100 MHz)

C dc (ppm)
17 fomentarol C *
1 32,8 32,8
2 30,9 30,9
3 67,9 67,9
4 39,4 39,5
5 76,4 76,4
6 80,3 80,3
7 115,9 115,9
8 143,0 143,0
9 43,9 43,9
10 37,2 37,2
11 22,2 22,2
12 39,5 39,4
13 43,9 43,9
14 54,9 54,9
15 22,9 22,9
16 27,9 27,9
17 56,0 56,0
18 12,3 12,3
19 18,4 18,4
20 40,4 40,4
21 21,1 21,1
22 135,5 135,5
23 132,1 132,1
24 42,8 42,8
25 33,0 33,1
26 19,6 19,6
27 19,9 19,9
28 17,6 17,6
OCH,CHjs 65,6 65,6
OCH,CHjs 15,7 15,7

*Dados em CDClsrelatado por Zang et al. (2013)
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Figura 56 — Espectro de RMN *H do composto 17 (CDCls, 400 MHz)

SYL6S 0 —
L6¥18°0~
8I1€8°0-7
9CTLY80 \
¥€606°0
S¥9C6°0
ISSTO'T
65TE0’l
orSSI'l
0cesTl

059¢C1°C
o;f.NV

sesnve
4

026ST'¢€ 1
TETPP €
Y885 €
8SYIL°€ 1
0178H'€ 1
¢CT09°¢ 1
16619°€
TELEY' € 1
81EVI€E
LS099°¢€ —=

—

o

86CC0Y
VLSEOY V
660501
6Cv90'v
0S6L0Y

y09€1°S
U
YevLl's
Sleels
L100T°S
SYLITS -F
@@hmm.mx
§96STS
orore's
§eTses
rese's

SL6STL—

AS-6-3

hm\mo.m [

32581

/

vl

/qooﬂ.m ~

TX0SSTS <
YTPLIS ~
STE6TS~_
L100TS -~
SYLITS <~
66LET'S
§955TS

w1
wesss/

FELTIL

o

540 535 530 525 520 515 510 5.05 5.00

5.45

~ ep'e
‘j)‘ "oz |

—==H0'1

====700']

00l

0T

A

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

3 (ppm)

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

7.5

8.0




Figura 57 — Espectro de RMN *3C do composto 17 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 58 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° do composto 17 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 59— Espectro de RMN **C-DEPT 90° do composto 17 (CDCls, 100 MHz)

AS-6-3 38 » = < N < v no -~ o
<3S N < IS S o AN X
vl w N Q S QX S
e — = [ S < NS o
—— — o ) w T F o
[ | N N2
26
HO 7
OHI®
OCH,CH;
17
Lo
| |
P
i 1A | il U ! JMH NPULAR AN LT
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 5 (100 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

150



151

5.3.9 Identificagéo estrutural dos constituintes da mistura M5 (compostos 18-19)

Os compostos 18-19 (13,9 mg), foram isolados em uma mistura como um solido
amorfo. A andlise por CCDC, usando como eluente CHCls/MeOH (9:1) e solucdo de sulfato
de cérico como revelador apresentou mancha de coloragdo azul, que fica alaranjada durante o
aquecimento.

O espectro de RMN *H da mistura de 18-19 (Figura 60) apresentou um multipleto em
d 3,55 referente ao hidrogénio oximetinico H-3. Dois simpletos em & 0,68 ¢ 1,0 foram
atribuidos aos hidrogénios metilicos H-18 e H-19 em carbono ndo hidrogenado,
respectivamente. Um simpleto largo em & 5,35 corresponde ao hidrogénio olefinico H-6,
caracteristico de esteroide A°. Adicionalmente, foram observados dois duplos dupletos em &
515 e 501 (J=8,3 e 15,0 Hz) de menor intensidade atribuidos a H-22 e H-23,
respectivamente, da cadeia lateral do composto 19 (ZENG et al., 2013; PARVIN et al., 2011;
KHATUN; BILLAH; QUADER, 2012). Observou-se sinais na regido de & 3,53-4,45
caracteristica de acucares, sendo que o dupleto em & 4,37 (Jax-ax=7,7 Hz, H-1") ¢ tipico de
hidrogénio em carbono anomerico com configuracdo f (KHATUN; BILLAH; QUADER,
2012; AHMED; AHMAD; MALIK, 1992).

O espectro de RMN *3C (Figura 61; Tabela 28) apresentou sinais em & 140,4 ¢ 122.3
referentes aos carbonos olefinicos C-5 e C-6, respectivamente, enquanto que 0s sinais de
menor intensidade em & 129,5 e 138,4 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-23 e C-22,
respectivamente, da cadeia lateral do composto 19 (KHATUN; BILLAH; QUADER, 2012) e
0 sinal em 6 79,7 foi atribuido ao carbono oximetinico C-3 (ZENG et al., 2013; AHMED;
AHMAD; MALIK, 1992). Os sinais de carbono anomérico C-1’ em 6 101,4, bem como dos
carbonos oximetinicos em 6 76,2; 74,1; 73,8; 70,3 e oximetilénico C-6" em d 63,4 indicaram
que a unidade de acgucar é a glicose, ligada ao C-3 do nucleo esteroidal e esterificada no C-6’
com &cidos graxos, os quais foram evidenciados pelo sinal de carbonila em & 174,7 (ZENG et
al., 2013). Os sinais adicionais de menor intensidade em 6 128,1, 128,2, 130,2 e 130,4

indicaram que ha carboxilatos com cadeia insaturada.
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A comparacio dos dados de RMN *H, *3C, DEPT 135° e 90° (Figuras 62-63) obtidos
para esta mistura com os descritos por Khatun; Billah; Quader (2012) e Zeng et al. (2013) sdo
mostrados na Tabela 28 e permitiu sugerir a estrutura dos acilglicosilesterois 6-O-acil-j-D-
glicosil-3-O-sitosterol (18) e 6-O-acil-s-D-glicosil-3-O-estigmasterol (19), com grupos
acilicos de cadeia saturadas e insaturadas.

Os acilglicosilesterois possuem diversas atividades como antimalarica, anti-
inflamatoria, analgésica, antiplasmodica, citotoxica, antinociceptiva e antiproliferativa
(CHINWUDE et al., 2014; HERNANDEZ-VALLE et al., 2014; ZENG et al., 2013).
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Tabela 28 — Dados de RMN de **C da mistura M5 (compostos 18-19) (CDCls, 100 MHz)

dc (ppm)
C 18 6-O-acil-pB-D-glicosil-3- 19 6-O-acil-p-D-glicosil-
O-sitosterol * 3-O-estigmasterol *

1 37,4 37,4 37,4 37,1
2 32,0 31,9 32,0 31,8
3 79,7 79,8 79,7 79,1
4 39,9 39,9 39,9 42,2
5 140,4 140,4 140,4 140,1
6 122,3 122,1 122,3 122,1
7 32,0 32,0 32,0 31,7
8 32,1 32,0 32,1 31,8
9 50,4 50,2 50,4 49,8
10 36,3 36,2 36,3 36,6
11 21,2 21,1 21,2 19,8
12 39,0 39,0 39,0 38,6
13 42,5 42,4 42,5 42,2
14 56,9 56,8 56,9 56,7
15 24,5 24,4 24,5 24,2
16 28,4 28,3 28,4 28,1
17 56,3 56,3 56,3 56,0
18 12,0 11,9 12,0 11,7
19 19,2 19,1 19,2 18,7
20 36,9 36,7 40,6 39,7
21 18,9 18,8 21,2 21,0
22 34,1 34,0 138,4 138,0
23 26,3 26,3 129,5 129,3
24 46,0 45,9 51,4 51,2
25 29,4 29,2 32,0 31,8
26 19,5 19,4 19,2 19,2
27 20,0 19,9 18,9 18,9
28 23,2 23,1 24,6 24,9
29 12,0 12,0 12,1 12,3
1 101,4 101,4 101,4 101,0
2’ 74,1 73,8 74,1 74,3
3’ 76,2 76,3 76,2 76,9
4 70,3 70,5 70,3 70,1
5’ 73,8 73,4 73,8 76,7
6’ 63,4 63,7 63,4 62,2
17 1747 174,2 1747 -

*Dados em CDClj; relatados por Zeng et al. (2013) e Khatun; Billah; Quader (2012)



Figura 60 — Espectro de RMN *H da mistura M5 (compostos 18-19) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 61 — Espectro de RMN *3C da mistura M5 (compostos 18-19) (CDCls, 100 MHz)

99¢° 101 —

66T
€00'871 \
0rT8T1 /
661671 L
1LT'0ET
L8€0€E1

CCr8El ~
L9V OV1 —

CELVLL —

AS-9-3-9

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

190




Figura 62 — Espectro de RMN "*C-DEPT 135° da mistura M5 (compostos 18-19) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 63 — Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M5 (compostos 18-19) (CDCls, 100 MHz)
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5.3.10 Identificagéo estrutural dos constituintes da mistura M6 (compostos 10-11 e
22)

0] 15
16
13
| 7707 43
5 9
| 10 117
3
1
22

O composto 22, correspondente ao subgrupo AS-6-6-6 (7,3 mg), foi obtido em
uma mistura M6, como um so6lido amorfo.

No espectro de RMN de 'H (Figura 64), foi possivel observar que se tratava de
uma mistura, na qual alguns sinais foram atribuidos & mistura 10-11, descritos
anteriormente (pagina 120), porém observou-se outros sinais, assim permitindo a
identificacdo do composto 22. Os sinais em & 1,32, 1,25 e 0,92 correspondem aos
hidrogénios metilicos H-15, H16 e H-17, respectivamente. Os duplos dupletos em &
7,70 e 7,52 (J=3,3 e 5,7 Hz) referem-se aos hidrogénios olefinicos H-6 e H-5,
respectivamente. Um multipleto em 6 4,21 foi atribuido aos hidrogénios oximetilénico
H-9 (FITRYA e MUHARNI, 2013).

O espectro de RMN de *C (Figura 65) apresentou 15 sinais atribuidos ao
composto 22. Os sinais em & 132,6, 131,0 e 128,9 correspondem aos carbonos
olefinicos C-3, C-5 e C-6, respectivamente. O sinal em & 68,3 foi atribuido ao carbono
oximetilénico C-9. Adicionalmente foi observado um sinal em & 167,9 caracteristico de
carbonila de éster C-7 (FITRYA e MUHARNI, 2013). Com os dados obtidos como
mostrados na Tabela 29, dos espectros de DEPT 135° e 90° (Figuras 66-67) e 0s
relatados de Fitrya e Muharni (2013), foi possivel identificar o 11,12,13-trimetilhexil-2-
metilhept-3,5-dienoato (22), anteriormente isolado em fungos, sendo este o seu primeiro
relato em plantas.

A Figura 68 apresenta uma prostosta de rota biossintética mista para 0 composto
22, tendo como precursores malonil-CoA, acetil-CoA da via do acetato, difosfato de
dimetilalila (DMAPP) e difosfato de isopentila (IPP) da via do melavonato e/ou fosfato
de metileritritol. Na reacdo, uma unidade de DMAPP ¢ desfosforilada formando o
carbocation alilico que reage com duas unidades malonil-CoA e uma de acetil-CoA.

Posteriormente ocorrem sucessivas reducfes e desidratacGes e, ao intermediario



159

formado, é adicionado o carbocétion originado do IPP. Finalmente, ocorre reducédo e
oxidacdo conduzindo a formagdo do composto 22.
Figura 68- Proposta da rota biossintética para o composto 22
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Tabela 29 — Dados de RMN *3C do composto 22 (CDCls, 100 MHz)

dc (ppm)
C 22 11,12,13-trimetilhexil-2-metilhept-3-5-dienoato *
1 29,8 29,9
2 29,8 29,9
3 132,6 132,7
4 - -
5 131,0 1311
6 128,9 128,9
7 167,9 167,9
8 68,3 68,3
9 23,9 23,9
10 30,5 30,6
11 38,9 38,9
12 29,1 29,1
13 14,2 14,3
14 23,1 23,1
15 22,8 22,9
16 111 111

*Dados em CDClsrelatados por Fitrya e Muharni (2013)

160
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Figura 64 — Espectro de RMN *H da mistura M6 (compostos 10-11 e 22) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 65 — Espectro de RMN *3C da mistura M6 (compostos 10-11 e 22) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 66 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° da mistura M6 (compostos 10-11 e 22) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 67 — Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M6 (compostos 10-11 e 22) (CDCls, 100 MHz)
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5.3.11 Identificacdo estrutural dos constituintes da mistura M7 (compostos 23a-
230)

0

M

R” “OH
232 FOP IS
23b: R= C4/H35
23c: R= CqgH37
23d: R= C4gH3q
23e: R= CygHy1
23f: R= CyqHys
23g: R= CpoHys

Os compostos 23a-23g foram identificados em uma mistura M7, obtida como
um solido amarelo. Em analise por CCDC esta mistura apresentou uma mancha de
coloracéo amarelo alaranjado, usando como eluente hexano/AcOEt (8:2) e revelada com
solucéo de sulfato cérico.

O espectro de RMN *H desta mistura (Figura 69) apresentou perfil caracteristico
de acidos graxos. O tripleto em 6 0,88 (J=7,0 Hz) € correspondente aos hidrogénios
metilicos, o simpleto em 6 1,25 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos da cadeia
hidrocarbbnica, e 0 tripleto em & 1,63 (J=6,7 Hz) corresponde ao hidrogénio -
carboxilico. O multipleto em 6 2,00 é referente aos hidrogénios alilicos da cadeia
hidrocarbobnica, o tripleto em & 2,33 (J=7,5 Hz) é caracteristico de hidrogénio a-
carboxilico e 0 multipleto em & 5,34 foi atribuido aos hidrogénios olefinicos (SILVA et
al., 2014a).

O espectro de RMN **C (Figura 70) apresentou sinais em & 14,3 de carbono
metilico, entre 6 22,9-32,1 referentes aos carbonos metilénicos, em & 34,1 de carbono a-
carboxilico, entre & 129,9-130,2 de carbonos olefinicos ¢ em & 179,6 atribuido ao
carbono da carbonila de &cido graxo (SILVA et al., 2014a; KNOTHE e KENAR, 2004).

A mistura de 23a-23g foi metilada com diazometano e submetida a analise por
CG-EM e o cromatograma de ions totais desta fracdo é apresentado na Figura 73. Os
espectros de massas em comparacdo com o0s da biblioteca Wiley229 permitiram
identificar sete acidos graxos: (a) (Z)-octadec-9-endico [18:1, 12,6%], (b)
octadecanoico [18:0, 34,4%], (c) nonadecandico [19:0, 2,9%], (d) eicosandico [20:0,
19,7%], (e) heneicosandico [21:00, 11,2%], (f) docosandico [22:00, 13,9%] e (@)

tricosandico [23:00, 5,3%], na forma de derivados metilados (Tabela 30; Figura 74).



Figura 69 — Espectro de RMN *H da mistura M7 (compostos 23a-23g) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 70 — Espectro de RMN *3C da mistura M7 (compostos 23a-23g) (CDCls, 100 MHz)
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Figura 71— Espectro de RMN **C-DEPT 135° da mistura M7 (compostos 23a-23g)

(CDCls, 100 MHz)
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Figura 72— Espectro de RMN **C-DEPT 90° da mistura M7 (compostos 23a-23g)
(CDCls, 100 MHz)
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Tabela 30 — Acidos graxos de M7 identificados por CG-EM como ésteres metilicos

] tr Férmula .

P . M™ A (% %
ico (min) Composto molecular (%) S (%)
a 28,7 Ester metilico do 4cido C19H360, 296 12,6 95

(2)-octadec-9-endico
b 29,2 Ester metilico do 4cido C1gH350, 298 34,4 94
octadecanoico
C 30,6 Ester metilico do 4cido Ca0H100> 312 29 90
nonadecandico
d 32,1 Ester metilico do acido C,1H4,0, 326 19,7 93
eicosandico
e 33,6 Ester metilico do 4cido C2H140, 340 11,2 93
heneicosandico
f 34,9 Ester metilico do acido Cu3H160, 354 13,9 92
docosandico
g 36,2 Ester metilico do 4cido Ca4Ha0, 368 5,3 92

tricosandico

tr: tempo de retencdo; A: area percentual; S: similaridade; M™: pico do ion molecular

Figura 73 — Cromatograma de ions totais da fracdo contendo os ésteres metilicos dos

acidos graxos
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Figura 74 — Espectros de massas dos ésteres metilicos de acidos graxos identificados
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e) Ester metilico do acido heneicosandico
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5.3.12 Identificagéo estrutural do composto 24

P N NN P N NV N
(CH2)20

24

O composto 24 (50 mg) foi isolado como um sélido branco. Em analise por
CCDC, utilizando como eluente hexano/AcOEt (95:5) e revelada com solucdo de
sulfato cérico apresentou uma mancha de cor rosa, que muda para roxo com a
continuagédo do aquecimento.

A andlise desta fracio por RMN 'H (Figura 75) apresentou um perfil
caracteristico de hidrocarbonetos, evidenciado pela presenca de tripleto em 6 0,88 (J=
6,8 Hz) caracteristico de grupo metilico, bem como a presenca de um simpleto largo em
d 1,25 de grupos metilénicos (BIANCO e SANTQOS, 2003).

O espectro de RMN *3C (Figura 76) apresentou sinais que sugeriram a presenca
de uma molécula linear de hidrocarbonetos evidenciado pelos sinais em & 14,3 (CHs-1);
22,9 (CH»-2); 29,5 (CH,-4); 32,1 (CH2-3) (BIANCO e SANTOS, 2003; PRETSCH et
al., 1983).

A fracdo hexanica foi submetida a analise por CG-EM. O cromatograma de ions
totais apresentado na Figura 79, mostrou quatro bandas mais intensas com tempos de
retencdo de 32,4; 37,8; 39,1 e 41,0min. Os espectros de massas (Figura 80)
correspondentes apresentaram picos com m/z 57, 71, 85, 99, 113, 127, 141, 155, 169,
183, 197 e 506 ([M+-]) sugerindo a estrutura do hexatriacontano (24) (BIANCO e
SANTOS, 2003). A comparacio dos espectros ‘H, *C, DEPT 135° e 90° (Figuras 77-
78), com os disponiveis na biblioteca Wiley229 confirmou a estrutura do
hexatriacontano (24) com indices de similaridade variando de 93 a 96% e sugere

portanto que as quatro bandas podem ser referentes a uma mistura de isdmeros.
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Figura 75 — Espectro de RMN *H do composto 24 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 76— Espectro de RMN **C do composto 24 (CDCls, 100 MHz)
FH g b N 8
T T |
/W\/\ /\/\/\/\
(CH2)20
24
160 9‘5 ‘;0 éS éO 7‘5 7‘0 éS éO 5‘5 5‘0 4‘15 4‘10 3‘>5 .";0 2‘5 2‘0 1‘5 1‘0 5

5 (ppm)




Figura 77 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° do composto 24 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 78 — Espectro de RMN *C-DEPT 90° do composto 24 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 79 — Cromatograma de ions totais do hexatriacontano (24)
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Figura 80- Espectros de massas da mistura de isdmeros do hexatriacontano (24)
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5.4 Potencial bioldgico do extrato e fragbes das cascas dos frutos de S. acuruensis
5.4.1 Atividade inibidora de acetilcolinesterase

As plantas medicinais tém sido empregadas no tratamento de véarias doencas,
incluindo as neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (CARVALHO, et al.,
2013). Um tratamento promissor consiste na tentativa de restaurar a funcdo do receptor
colinérgico, sendo os inibidores da acetilcolinesterase amplamente utilizados para este
fim. Diante disso, diversos estudos com plantas tém sido desenvolvido na busca por
substancias inibidoras da acetilcolinesterase (MARQUES et al., 2013; VIEGAS JR et
al., 2004).

O extrato etandlico (EEC), as fracBes cloroférmica (FCHCI3), acetato de etila
(FACOEt) e metandlica (FMeOH) das cascas dos frutos de S. acuruensis foram
avaliados quanto a atividade anticolinesterasica. Na cromatoplaca apareceram manchas
brancas sob fundo amarelo para o EEC, FCHCI; e FACOEt, indicando inibicdo da

enzima acetilcolinesterase (Figura 81).

Figura 81 — Cromatoplaca do ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase das
cascas dos frutos de S. acuruensis. Legenda: padrao cafeina (P), EEC (1), FCHCI; (2),
FACOEt (3) e FMeOH (4)

5.4.2 Atividade citotoxica

A andlise de citotoxicidade, pelo método do MTT, vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que
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testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al.,, 1990). Foi descrita
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversio do sal
brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) de coloragdo amarela,
em azul de formazana, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas (Figura 82). O estudo citotdxico pelo método do MTT permite
definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al.,
1996).

Figura 82- Redugdo do MTT a azul de formazana
N /@ Dehidrogenases
@—(/ N mitocondriais
N=N
+
S
N~
o YT

MTT

Adaptado de Gomes (2008)

A atividade citotdxica do extrato etandlico das cascas do fruto (EEC) foi
determinada pelo método MTT, avaliada frente a duas linhagens de células tumorais
PC3 (prostata-humano) e SF-295 (glioblastoma-humano).

O extrato das cascas dos frutos apresentou baixos percentuais de inibicdo frente
as linhagens de células tumorais PC3 (31,88%) e SF-295 (33,33%), quando comparado

ao controle positivo doxorrubicina (87,67%), conforme a Tabela 31.

Tabela 31- Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) da amostra na

concentracdo nica de 10 ug mL™

IC%+DP
Extrato
PC3 SF-295
EEC 31,88+3,55 33,33+26,76
Doxorrubucina* nt 87,67

EEC: extrato etandlico das cascas do fruto; nt: ndo testada; controle positivo*; DP:

desvio padrao
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5.4.3 Atividade antileishmania

As leishmanioses constituem um grupo de doengas parasitarias causadas por
mais de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania. Estas doencas provocam
lesbes cutaneas, infeccdo generalizada e podem levar a morte (RODRIGUES et al.,
2015). A necessidade de identificar novos compostos com atividade antileishmania e
que sejam menos toxicos do que os medicamentos convencionais, motiva a pesquisa por
substancias derivadas de plantas (RODRIGUES et al., 2013).

O extrato etandlico (EEC), as fracOes cloroférmica (FCHCIs), acetato de etila
(FACOEt), metanodlica (FMeOH) e as antraquinonas 1 e 2 foram testados frente a
promastigotas de L. major (Tabela 32). O EEC foi moderamente ativo, com Cls, de 68,8
ng mL™ (< 100 pg mL™). A FACOEt foi a mais ativa, com uma Clsy de 36,7 pg mL™
(<50 pg mL™). A FMeOH e FCHCI; foram consideradas inativas (Clso > 100 pg mL™).
A antraquinona 1 apresentou uma Cls;= 11,2 pug mL™, sendo mais ativa que a
garcinieliptona FC (Clsp= 25,8 pug mL™), 4cido gélico (Clso= 16,4 pg mL™) e
comparéavel ao acido elagico (Clso= 9,8 pg mL™) (COSTA JUNIOR et al., 2013;
ALVES et al., 2017; OSORIO et al., 2007).

Estudos adicionais poderdo ser realizados com a antraquinona 1 para avaliar o
efeito  terapéutico in vivo, pois a antraquinona 1,8-dihidroxi-3-metil-6-
metoxiantraquinona (2) isolada de S. acuruensis apresentou Clsy de 575,0 pg mL™ in
vitro, entretanto, quando isolada de Eurotium tonpholium apresentou Clsy de 10,4 pg
mL™ in vivo (AWAAD et al., 2014).

Tabela 32- Atividade antileishmania do ECC, fracGes e das antraquinonas 1 e 2 das

cascas dos frutos de S. acuruensis

Amostras Promastigota de L. major (Clsp, pg mL™)

EEC 68,8
FCHCl; 375,9
FACOEt 36,7

FMeOH 1135,1
1 11,2

2 575,0
Anfotericina B* 1,74

*Controle positivo
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico das cascas dos frutos de S. acuruensis, resultou no
isolamento e caracterizagdo de uma nova antraquinona, 9,10-dioxo-1-formil-3-metil-
[5,6,1°,2°]-furanoantraquinona (1) e dos compostos conhecidos: 1,8-dihidroxi-3-metil-
6-metoxiantraquinona (2), lupeol (3), a-amirina (4), B-amirina (5), germanicol (6),
campesterol (7), sitosterol (8), estigmasterol (9), 7a-hidroxisitosterol (10), 7pB-
hidroxisitosterol (11), 7o-hidroxiestigmasterol (12), A%*-estigmastenol (13), 6f-
hidroxistigmast-4-en-3-ona (14), 6pB-hidroxiestigmasta-4,22-dien-3-ona (15), peréxido
de ergosterol (16), fomentarol C (17), 6-O-acil-p-D-glicosil-3-O-sitosterol (18), 6-O-
acil-B-D-glicosil-3-O-estigmasterol  (19), (E)-fitol (20), (2)-fitol (21), 11,12,13-
trimetilhexil-3-metilhexa-3,5-dienoato (22), acidos graxos saturados e insaturados (23a-
23Q9) e hexatriacontano (24).

Todos 0s compostos isolados estdo sendo relatados pela primeira vez na espécie
S. acuruensis. Este é o primeiro relato do composto 1 na literatura, 10-15 no género
Senna, 16 na familia Fabaceae, 17 e 22 em plantas.

O extrato das cascas dos frutos (EEC) foi inativo frente as linhagens de células
tumorais PC3 (prostata-humano) e SF-295 (glioblastoma-humano).

O EEC, as fracBes cloroférmica (FCHCI3) e acetato de etila (FACOEL)
apresentaram indicativo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase no ensaio em
cromatografia em camada delgada e revelagdo com reagente de Ellman.

O EEC, as fragdes FCHCI3, FACOEt, metandlica (FMeOH) e as antraquinonas 1
e 2 foram testados frente a promastigotas de L. major. O EEC foi moderamente ativo,
enquanto, FACOEt e 1 foram ativos, com valores de concentacdo inibitoria media (Clsp)
de 68,8, 36,7 e 11,2 pg mL™, respectivamente.

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem para o conhecimento da
composicdo quimica e potencial biolégico da espécie S. acuruensis, bem como,

estimulam novos estudos sobre esta espécie.
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