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RESUMO

Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae), conhecida como catuaba, € uma planta nativa da
América do Sul e Central, sendo mais abundante no sul do Brasil. Suas cascas sé&o
empregadas principalmente como estimulantes, possuindo alto teor em taninos. A partir do
extrato bruto em acetona:agua das cascas da catuaba (EB), obtiveram-se as fragdes acetato
de etila (FAE) e aquosa (FA). Procurou-se avaliar o EB e suas fragbes quanto a composigao
quimica e atividade antioxidante, além de estabelecer padrbes para o controle de qualidade
das cascas do vegetal. O controle de qualidade da matéria-prima vegetal foi realizado
seguindo parametros farmacopéicos, como analise granulométrica, perda por dessecagao
(PD), teor de extrativos (TE), teor de polifendis totais (PT) e teor de taninos totais (TT),
encontrando-se para a droga vegetal didmetro médio de particula=0,56 mm,
PD=9,93%0,14 (CV%=1,46), TE=19,16%%0,78 (CV%=4,10), PT=10,51%%0,17 (CV%=1,62)
e TT=6,95%0,11 (CV%=1,57). Além disso, EB, FAE e FA foram também avaliados quanto
aos seus teores de taninos totais, encontrando-se valores de 38,89%+1,14 (CV%=2,93);
69,36%+0,49 (CV%=0,70) e 33,80%=0,30 (CV%=0,89), respectivamente. A FAE foi
fracionada através de cromatografia em coluna de SEPHADEX®, obtendo-se 32 subfragdes,
que foram submetidas a novos fracionamentos. As seguintes substancias foram isoladas e
identificadas: epicatequina, procianidinas B, e By, cinchonainas la, Ib, llb e llc, apocinina E e
procianidina C4. A capacidade antioxidante in vitro do extrato bruto, fracdo acetato de etila e
substancias isoladas foi avaliada utilizando-se as técnicas de sequestro do DPPH+ e de
reducdo do ferro. Os valores obtidos para os extratos na técnica do DPPHe foram ICs
(ug.mI™"): EB= 5,44+0,18 (CV%=3,31); FAE=3,85+0,09 (2,35) e FA = 8,76%0,15 (CV%=1,68);
e para as substancias isoladas foram ICsy (UM): epicatequina= 10,12 £ 0,24 (CV%=2,43);
procianidina B,=7,95 + 0,04 (CV%=0,51); cinchonaina 1a=7,87 + 0,05 (CV%=0,63);
cinchonaina 1b=7,67 + 0,23 (CV%=2,98); cinchonaina I[Ib=5,05 + 0,05 (CV%=0,98);
cinchonaina llc=5,15 + 0,08 (CV%=1,61); procianidina C,=4,08 + 0,01 (CV%=0,28). Na
técnica da capacidade total de redugdo de Fe*-Fe*? os extratos apresentaram poder de
redugdo superior ao Trolox, porém inferior a vitamina C. Todas as substancias se
apresentaram mais ativas que a vitamina C e o Trolox, sendo que as maiores atividades

foram observadas na procianidina C4, cinchonaina Ilb e cinchonaina llc.

Palavras-chave: Trichilia catigua, Taninos condensados, Cinchonainas, Capacidade

antioxidante, DPPH, Reducéo do ferro.



ABSTRACT

Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae), popularly known as “catuaba”, is a plant native from
South and Central America and widely distributed in Brazil. Its barks are mainly used as
stimulants, and they have a high concentration of tannins. An ethyl-acetate (FAE) and an
aqueous (FA) fraction were obtained from the crude extract (EB) of the “catuaba” bark. The
aim of this study was to evaluate the chemical composition and the antioxidant activity of the
crude extract and fractions and to establish standards for quality control of the barks. The
quality control was carried out based on pharmacopeia tests, granulometric analysis, loss on
drying (PD), determination of extractives (TE), total polyphenolics content (PT) and total
tannins content (TT). The results found for the drug were mean diameter=0.56 mm,
PD=9.93%0.14 (CV%=1.46), TE=19.16%%0.78 (CV%=4.10), PT=10.51+0.17 (CV%=1.62)
and TT=6.95+0.11 (CV%=1.57). Besides, the tannins content was also evaluated in EB, FAE
and FA, giving values of 38.89+1.14 (CV%=2.93); 69.36+0.49 (CV%=0.70) and 33.80%+0.30
(CV%=0.89), respectively. FAE was fractionated by column chromatography (SEPHADEX®
LH-20) and 32 subfractions were obtained. The following compounds were isolated and
identified: epicatechin, procyanidins B, and By, cinchonains la, Ib, IIb and llc, apocynin E,
and procyanidin C4. The antioxidant capacity in vitro of EB, FAE, FA and isolated compounds
was evaluated using the DPPHe scavenging method and Fe®*'-Fe? reduction capacity. The
values obtained by DPPHs method for the extracts were ICsy (ug.ml™): EB= 5.44+0.18
(CV%=3.31); FAE=3.85+0.09 (2.35) and FA = 8.76+0.15 (CV%=1.68); for the isolated
compounds the values were ICsy (WM): epicatechin= 10.12 + 0.24 (CV%=2.43); PB,=7.95 +
0.04 (CV%=0.51); cinchonain la=7.87 + 0.05 (CV%=0,63); cinchonain Ib=7.67 * 0.23
(CV%=2.98); cinchonain 1Ib=5.05 + 0.05 (CV%=0.98); cinchonain Illc=5.15 + 0.08
(CV%=1.61) and PC4=4.08 + 0.01 (CV%=0.28). Concerning the reduction capacity, the
extracts had higher activity than Trolox, but lower than vitamin C. All the isolated compounds
were more effective than vitamin C and Trolox; procyanidin C4, cinchonain llb and cinchonain

llc had the highest reduction capacities.

Keywords: Trichilia catigua, Condensed Tannins, Cinchonains, Antioxidant Capacity, DPPH,

Reduction capacity.
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1 INTRODUGAO

O estudo das plantas medicinais remonta praticamente ao principio da evolugdo do
homem sobre a terra. O homem pré-histérico observava o comportamento dos animais na
hora de curar suas feridas ou diminuir sofrimentos. Destas observacées deu-se inicio ao
processo instintivo e empirico de caracterizacdo de diversas plantas e seus efeitos,
permitindo ao homem discernir quais delas possuiam efeitos medicinais e quais possuiam
efeitos toxicos (ALONSO, 1998).

Até nas culturas mais antigas, procedeu-se a coleta metodoldgica e cientifica de
informacdes sobre ervas medicinais para o desenvolvimento de farmacopéias. Grande parte
das farmacopéias cientificas deriva de tradigbes de povos nativos. Além disso, as
farmacopéias modernas contém pelo menos 25% de drogas derivadas de plantas e muitas
outras que sao analogos sintéticos de substancias isoladas destas (FARNSWORTH et al.,
1985; ASTIN, 1998).

A maioria da populacdo dos paises em desenvolvimento utiliza as plantas medicinais
para satisfazer suas necessidades em saude, sendo freqlientemente empregadas em
servicos primarios e atendimento basico. Mesmo em areas onde os medicamentos
modernos estdo disponiveis, o interesse pela fitoterapia aumentou rapidamente nos ultimos
anos (WHO, 1998a).

Produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% de todas as drogas em
uso clinico, sendo que 25% destas sao originadas de plantas superiores (BALANDRIN,
1993). Além disso, as plantas medicinais tém despertado interesse crescente na industria
farmacéutica, pois representam uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos (WALL; WANI, 1996).

De forma similar aos microorganismos, as plantas produzem uma grande variedade
de substancias quimicas (SIMOES et al., 1996), os quais apresentam uma ampla
diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (WALL;
WANI, 1996).

A biodiversidade do Brasil possui um grande potencial de moléculas inovadoras,
apresentando uma vantagem competitiva de aproximadamente 55 mil espécies vegetais
catalogadas (BARATA; QUEIROZ, 1995; BRASIL, 2006), de um total estimado entre
350.000 e 550.000 (SIMOES et al., 1996). No entanto, esta megadiversidade brasileira
ainda é pouco conhecida, permanecendo como o maior potencial de obtengao de novos
produtos farmacéuticos (REIS et al., 1997).

A nado regulamentacdo do setor ou o uso inapropriado das chamadas medicinas e

praticas tradicionais, podem ter efeitos negativos e perigosos (BAGOZZI, 2005). A legislagao
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brasileira que trata dos fitoterapicos € prova do esforgo coletivo em prol da otimizagao de
recursos e procedimentos com intuito de garantir a populagado produtos eficazes, seguros e
com qualidade (BRASIL, 2004).

Assim, uma das principais limitagdbes até agora relacionadas com a questao dos
produtos naturais como fonte de novos farmacos € a complexidade do processo de
avaliagao, sendo os extratos considerados misturas biologicas complexas de dificil
caracterizagdo (NISBET; MOORE, 1997). Além disso, os constituintes das plantas
medicinais podem variar de acordo com fatores genéticos, clima, qualidade do solo e outros
fatores externos (SCHULZ et al., 2002).

Muitas das desvantagens apontadas para a busca de novos farmacos a partir de
produtos naturais estdo sendo ultrapassadas através de avangos técnicos significativos,
principalmente a partir dos anos 80. Os desenvolvimentos alcancados nas técnicas
cromatograficas e nas técnicas de elucidagao estrutural, particularmente relacionados com a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (EM) também tém sido
considerados como capazes de acelerar a obtengao de novos protétipos (SCHENKEL et al.,
2004).

Entre as drogas vegetais da biodiversidade brasileira, a catuaba (Trichilia catigua A.
Juss.) é empregada popularmente como tbnico para tratamento de fadiga, estresse,
impoténcia sexual e déficits de memoria (PIZZOLATTI et al., 2002a).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS

2.1.1 Familia Meliaceae

Esta familia compreende 50 géneros e cerca de 800 espécies de distribuigao
predominantemente nos trépicos de todo o mundo. Os maiores géneros incluem Cedrela e
Guarea, com cerca de 100 espécies cada, e Trichilia, com cerca de 200 espécies
distribuidas pela América tropical e Africa (LAWRENCE, 1951).

Sao plantas arboreas as vezes de grande porte, com folhas alternas compostas, em
geral grandes, de crescimento apical, sem estipulas e as vezes com pulvinos na base.
Flores pequenas em inflorescéncias paniculadas terminais ou nas axilas superiores,
hermafroditas, ciclicas, diclamideas, de simetria radial. Sépalas e pétalas livres. Estames
em numero duplo ao das pétalas em geral com filetes alargados soldados em um tubo, com
as anteras fixas na porcao superior interna. Ovario supero, com 4 a 5 carpelos e outros
tantos loculos, cada qual com 1 ou 2 évulos. Fruto em geral seco, capsular loculicida ou
baciforme. Sementes freqientemente com arilo ou aladas (JOLY, 2002).

Como exemplos brasileiros comuns destacam-se o género Cedrela, o popular cedro-
rosa de excelente madeira avermelhada e os géneros Carapa, Trichilia e Guarea, que sao
arvores comuns da mata tropical, em geral, conhecidas indistintamente como canjeranas, de
madeira de boa qualidade (JOLY, 2002).

Plantas pertencentes a familia Meliaceae tém sido muito utilizadas na medicina
popular. Foram reportadas nesta familia, atividades antiviral, anti-helmintica, antiinflamatéria
e anti-reumatica. As propriedades antiinflamatoéria e anti-reumatica de alguns membros
desta familia, como Azedirachta indica A. Juss., Melia azedarach L. e Cedrela tubifibra Bert.

foram explicadas devido a sua agao na resposta imune (BENENCIA et al., 2000)

2.1.2 Género Trichilia

O género Trichilia, pertencente a familia Meliaceae € um dos géneros que possui 0
maior numero de espécies na familia e também o que apresenta mais caracteristicas
anatbmicas da familia Meliaceae, sendo os limondides os principais metabdlitos secundarios
isolados. Foram isolados também, deste género, triterpenos (cicloartanos e damaranso),
fitoesterdides, esterdides pregnanos, cumarinas, lignanas, fy-lactonas, sesquiterpenos,
aminoacidos (BELTRAME, 2005) e taninos (BURKILL, 1997).
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Varias espécies de Trichilia tém sido empregadas na medicina popular no tratamento
de varias doencas como desordens hepaticas, e como purgativos, antiepilépticos,
antipiréticos, antimalaricos (GERMANO et al., 2006), tonicos fisico e mental, afrodisiacos e
estimulantes sexuais (PIZZOLATTI et al., 2002a).

Eldeen e colaboradores (2005) verificaram que extratos das cascas de Trichilia
dregeana Sond obtidos com etanol e acetato de etila apresentam atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-positivas € Gram-negativas, além de exibirem atividade inibitoria
sobre as enzimas cicloxigenase-1 e acetilcolinesterase.

Ambrozin e colaboradores (2004) verificaram atividade tripanocida em extratos de
caule de Trichilia ramalhoi Rizzini obtidos com metanol e n-hexano.

Segundo Germano e colaboradores (2006), o extrato obtido das raizes de Trichilia
emetica Vahl, utilizando uma mistura de metanol e acido acético como liquido extrator,
demonstrou atividade antioxidante por inibicdo da peroxidagao lipidica in vivo e in vitro.

Extratos aquosos de Trichilia emetica demonstraram atividade letal in vitro contra
schistosomulas de Schistosoma haematobium (SPARG et al., 2000). De acordo com
Kamanzi e colaboradores (2004), extratos etandlicos de cascas e raizes de T. emetica
apresentaram uma forte atividade contra Trypanosoma brucei rhodesiense em
concentragdes muito baixas.

Extratos de Trichilia glabra L. interferem com alguns mecanismos relacionados a
funcdo imune humana, como: atividade hemolitica do complemento humano, proliferacao de
linfécitos T, capacidade fagocitica e mecanismo oxidativo de monécitos do sangue periférico
e leucacitos polimorfonucleares (BENENCIA et al., 1995; BENENCIA,; COULOMBIE, 1998).
Segundo Benencia e colaboradores (1995), extratos aquosos de folhas de T. glabra L.
apresentaram ainda atividade inibitoria in vivo na inflamagao imediata induzida por zymosan.
Neste caso, a resposta inflamatéria € mediada por polimorfonucleares e complemento
(SCHALKWIJK et al., 1985).

Nores e colaboradores (1997) verificaram que extratos aquosos de folhas frescas de
Trichilia elegans exercem efeitos inibitérios em varios componentes do sistema imune de

camundongos.



Quadro 1 - Substancias quimicas isoladas de espécies do género Trichilia.

ESPECIE

CLASSE

ESTRUTURA

Trichilia catigua

Cumarinas
(BELTRAME, 2005)

H;CO

Hom Hscom
0”0 HO 0”0

Flavolignanas
(PIZZOLATTI et al.,
2002a)

Taninos
(BELTRAME,2005)

OH

Triterpenos
(BELTRAME, 2005)

OH
HO

Trichilia clausseni

Triterpenos
(PUPO et al., 1996)

RO R=CH;(CH,),CO




Quadro 1 - Substancias quimicas isoladas de espécies do género Trichilia (continuagao)

Trichilia clausseni

Triterpenos
(PUPO et al., 1996)

R=CH;(CH,),CO

Trichilia estipulata

Limonodides
(CORTEZ et al., 1998;
CORTEZ et al., 2000)

Trichilia elegans

Limondides
(GARCEZ et al., 1997)




Quadro 1 - Substancias quimicas isoladas de espécies do género Trichilia (continuacéo).

Trichilia elegans

Seco-protolimondides
(GARCEZ et al., 1996)

(CHAURET et al., 1996)

Trichilia
havanensis Limondides
(HAHN et al., 1996)
o O
Esteroides o o
Trichilia hirta
HO o




Quadro 1 - Substancias quimicas isoladas de espécies do género Trichilia (continuacao).

Trichilia prieuriana

Protolimonodides
(OLUGBADE;
ADESANYA, 2000)

CH,

Trichilia rubra

Limondides
(MUZLA et al., 1995)




Flavia Oliveira Resende 28

2.1.3 Trichilia catigua A. Juss.

As plantas brasileiras conhecidas e utilizadas como “catuaba” sdo representadas por
mais de 10 espécies diferentes: Tommadenia violaceae (Apocynaceae), Tetragastria
catuaba (Burseraceae), Secundatia floribunda (Apocynaceae), Pouteria Aubl (Sapotaceae),
Phyllanthus nobilis (L. f.) Mill. Arg (Euphorbiaceae), Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld
& J.F. Souza (Bignoniaceae), Erythroxylum catuaba da Silva ex Hamet e E. vacciniifolium
Mart. (Erythroxylaceae) e Trichilia catigua A. Juss. (Meliaceae) (PEREIRA, 1982). Apesar da
problematica apresentada sobre a denominacdo popular destas espécies, a planta
encontrada mais comumente no Brasil como “catuaba” € a espécie vegetal Trichilia catigua
(MARQUES,1998).

A espécie Trichilia catigua A. Juss. (fig. 1), pertencente a familia Meliaceae, tem
vasta distribuicdo na América do Sul e Central, sendo mais abundante no sul do Brasil
(KLEIN, 1984). Constitui-se numa arvore de 10 m de altura, sendo que os ramos novos
pubescentes tornam-se glabros com a idade e de coloragdo acinzentada. As folhas séo
compostas por 5 a 7 foliolos, s&o curto-pediceladas, oblongo-elipticas, apice acuminado,
irregularmente agudos na base, de até 7 cm de comprimento. As flores podem apresentar
coloragao branco-amarelada e o fruto € constituido de uma capsula estreito-oblonga, com
pélos longos rijos e amarelados com aproximadamente 2 cm de comprimento, avermelhado
€ com apenas uma semente, aparecendo de dezembro a janeiro. A época de floragéo é de
setembro a outubro, entretanto, a capsula pode permanecer na arvore por 5 a 6 meses
antes de florescer (SOUZA et al., 2001).

A T. catigua fornece madeira vermelha, compacta, sélida, flexivel, bastante resistente
as intempéries, prépria para obras externas, marcenaria, carrogaria, torno, carpintaria e
excelente lenha; peso especifico 0,600 a 0,640. A casca ¢ fina, lisa, amarga e adstringente,
servindo para curtume e dando aos couros cor amarela muito apreciada. Também fornece
matéria tintorial que vai do amarelo-laranja intenso até o vermelho e o violeta (CORREA,
1984).

T. catigua é popularmente conhecida como catuaba ou catigua e suas cascas sao
utilizadas na medicina popular como ténico para tratamento de fadiga, estresse, impoténcia
sexual e déficits de memoria (PIZZOLATTI et al., 2002a).
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Fotos: | 5. Moscheta

Figura 1 — Aspecto geral da espécie Trichilia catigua e detalhe dos frutos e folhas.

Alguns estudos quimicos indicaram a presenga de omega-fenil alcanos, acidos
omega-fenil alcandicos, omega-fenil-gama-lactonas, alquil-gama-lactonas, alcenil-gama-
lactonas e acidos graxos, além de B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e uma mistura de
flavalignanas, em extratos de T. catigua (PIZZOLATTI et al., 2002a).

Pizzolatti e colaboradores (2002b) verificaram que extratos hidroalcodlicos de cascas
de T. catigua apresentam atividade citotdxica contra formas epimastigotas e tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi.

O extrato bruto da T. catigua, juntamente com extratos de Paullinia cupana,
Ptychopetalum olacoides e Zingiber officinale, € comercializado no Brasil, sob a
apresentagdo do Catuama® (fig. 2), que é indicado para fadiga mental e fisica, astenia
neuromuscular e desordens de fraqueza (VAS et al. 1997) e também pelo seu efeito
analgésico, vasodilatador (CALIXTO; CABRINI, 1997), estimulante e afrodisiaco (ANTUNES
et al., 2001). Além disso, este medicamento induziu o relaxamento de corpos cavernosos
em coelhos (ANTUNES et al., 2001) e apresentou efeito antidepressivo em modelos animais
e bioquimicos (CAMPOS et al., 2004).
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Figura 2 - Medicamento fitoterapico Catuama®, contendo extratos brutos de Trichilia

catigua, Paullinia cupana, Ptychopetalum olacoides e Zingiber officinale.

2.2 ASPECTOS QUIMICOS
2.2.1 Substancias Fendlicas

Substancias fendlicas abrangem uma ampla variedade de substancias que possuem
um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas substituintes em comum. As substancias
fendlicas tendem a ser hidrossoluveis, pois ocorrrem mais frequentemente combinadas com
agucares como glicosideos e se localizam geralmente no vacuolo das células (HARBORNE,
1998).

Os fendis possuem a habilidade de se complexarem com proteinas por pontes de
hidrogénio. Quando os constituintes celulares das plantas se reunem e as membranas sao
destruidas durante os processos de isolamento, os fendis rapidamente se complexam com
proteinas e como resultado, geralmente ocorre a inibigdo da atividade enzimatica em
extratos brutos de plantas. Por outro lado, os fendis sdo por si s6 muito susceptiveis a
oxidagdo enzimatica e o material fendlico pode ser perdido durante os processos de
isolamento, devido a agdo de enzimas “fenolases” especificas presentes em todas as
plantas. A extracdo dos fendis de plantas com alcool em ebulicdo normalmente previne a
oxidagao enzimatica (HARBORNE, 1998).

As substancias fendlicas contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos
vegetais, sendo muitas delas importantes economicamente pela utilizagdo como
flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas. Tém-se relatado atividade antioxidante,
sugerindo que doengas causadas pelas oxidacdes reativas em sistemas bioldgicos
poderiam ser retardadas pela ingestao de substancias fendlicas (CARVALHO et al., 2004).
Pulido et al. (2000) afirmaram que o grau de hidroxilagdo e extensdo de conjugacao

parecem ser os critérios que regem o poder redutor dos polifensis da dieta.
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O processo classico para detectar fendis simples utiliza solugdo aquosa ou alcodlica
de cloreto férrico a 1%, obtendo-se assim coloragbes verde, purpura, azul ou preta
(HARBORNE, 1998). Além disso, os fendlicos sdo todos aromaticos, sendo assim, todos
mostram uma intensa absorc¢do na regidao do UV (CARVALHO et al., 2004; HARBORNE,
1998). Métodos espectrométricos sdo, dessa forma, especialmente importantes para as
analises de identificagdo e quantificagdo de fendis (HARBORNE,1998).

2.2.2 Taninos

A palavra tanino foi usada pela primeira vez por Seguin, em 1796, para definir o
principio adstringente da casca de carvalho que possui a propriedade de transformar a pele
dos animais em couro (COSTA, 2002).

Taninos constituem um grupo de produtos naturais de grande diversidade estrutural
e larga distribuigdo filogenética (HASLAM et al., 1975), sendo que sua ocorréncia nas
angiospermas € particularmente associada aos tecidos lenhosos (HARBORNE, 1998).

Sao substancias fendlicas, soluveis em agua com massa molecular entre 500 e 3000
Daltons, que apresentam a habilidade de formar complexos insoluveis em agua com
alcaléides e proteinas. Tais substancias sao responsaveis pela adstringéncia de muitos
frutos e outros produtos vegetais (SANTOS; MELLO, 2004).

Industrialmente, os taninos sdo substincias que, devido a habilidade de se
complexarem com proteinas, sdo capazes de transformar peles de animais em couro. Nas
células das plantas, os taninos estdo localizados separadamente das proteinas e das
enzimas do citoplasma, mas quando o tecido é danificado, quando um animal se alimenta,
por exemplo, a reacdo de tanagem pode ocorrer, fazendo com que as proteinas fiquem
menos acessiveis aos sucos gastricos do animal. Os tecidos ricos em taninos sao, de fato,
amplamente evitados pela maioria dos herbivoros, devido ao sabor adstringente que ele
passa. Portanto, uma das maiores fungdes dos taninos em plantas é a de ser uma barreira
para herbivoros e insetos (HARBORNE, 1998).

A caracteristica fundamental que da aos taninos suas propriedades biolégicas
caracteristicas, parece ser a alta concentragdo de grupos hidroxila orto-orientados.
(HASLAM, 1974).

Os taninos séo classificados segundo a sua estrutura quimica em 2 grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados por um
poliol central, geralmente B-D-glicose, cujas fung¢des hidroxilas sdo esterificadas com o acido

galico (SANTOS; MELLO, 2004). Os taninos condensados sao oligbmeros e polimeros
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formados pela policondensagdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol
(FREUDENBERG; WEINGES, 1958 e 1960).

Taninos condensados e hidrolisaveis se distribuem no reino vegetal seguindo
padrbes significativamente diferentes. Enquanto as proantocianidinas ocorrem amplamente
em gimnospermas e angiospermas, os taninos hidrolisaveis estdo quase restritos as
Choripetalae das dicotiledéneas (SANTOS; MELLO, 2004).
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Figura 3 — Estrutura 1: exemplo de tanino hidrolisavel [B-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose].

Estrutura 2: exemplo de tanino condensado [epicatequina-(4f—8)-catequinal.

Plantas ricas em taninos s&o empregadas na medicina tradicional para o tratamento
de diversas moléstias organicas, tais como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do sistema
urinario e processos inflamatorios em geral (HASLAM, 1996).

Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades biolégicas dessa classe de substancias. Dentre essas
atividades podem-se citar: agédo bactericida, fungicida (SCALBERT, 1991; SANCHES et al.,
2004), antiviral (OKUDA et al., 1993; FELIPE et al.,, 2006), moluscicida (MARSTON;
HOSTETTMANN, 1985), inibicdo de enzimas como glucosiltransferases de Streptococcus
mutans e S. sobrinus (HATTORI et al., 1990; OOSHIMA et al., 1993), acdo antitumoral
(OKUDA et al., 1989), atividade de inibicdo de Herpetomonas samuelpessoai (HOLETZ et
al., 2001), atividade cicatrizante (LOPES et al., 2005) e atividade de inibigdo de Candida
albicans (ISHIDA et al., 2006). Os taninos podem atuar também como captadores de
radicais, interceptando o oxigénio ativo formando radicais estaveis (SANTOS; MELLO,
2004).
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Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos sdo devidas, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor grau aos dois
tipos de taninos, condensados e hidrolisaveis. Tais caracteristicas sdo: complexacdo com
ions metalicos, atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de se
complexar com macromoléculas como proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

Os taninos podem formar complexos com proteinas de forma reversivel (pontes de
hidrogénio) ou irreversivel (ligagdo covalente). As pontes de hidrogénio sdo formadas
provavelmente entre as hidroxilas fenodlicas dos taninos e as fungdes carbonilicas das
ligacbes peptidicas das proteinas. Ja as interagdes covalentes ocorrem entre os nucleos
aromaticos dos taninos e as cadeias laterais alifaticas ou aromaticas dos aminoacidos
protéicos (LUCK et al., 1994). Esta propriedade de complexagdo com proteinas confere aos
taninos a capacidade de inibir enzimas (SCHOLZ,1994).

A acédo dos taninos na cura de feridas, queimaduras e inflamagdes ocorre através da
formagdo de uma camada protetora (complexo tanino-proteina/ou polissacarideo) sobre a
pele ou mucosa danificada. Debaixo dessa camada, o processo natural de cura pode, entao,
ocorrer. O mesmo mecanismo de agado ocorre no caso das Ulceras gastricas (HASLAM,
1998). Lopes et al. (2005) observaram que o tratamento de feridas cutdneas com extratos
semipurificados de Stryphnodendron polyphyllum e S. obovatum, que contém altas
concentragdes de taninos, promove um aumento significativo na proliferagdo celular da

epiderme.

2.2.3 Taninos condensados

Taninos condensados diferem estruturalmente de acordo com o numero de grupos
hidroxila presentes nos anéis aromaticos e da estereoquimica do carbono assimétrico do
nucleo heterociclico. Além disso, a presenga de O-metoxilagdo, O-glicosilagdo e O-
galoilagdo aumentam a complexidade estrutural (DE BRUYNE et al., 1999).

Esta classe de taninos também €& denominada de proantocianidinas (SANTOS;
MELLO, 2004).

As proantocianidinas sdo comumente formadas por monémeros de catequina e/ou
epicatequina com ligagdes 4—6 ou 4—8. Além desses, outros mondmeros sédo bastante
comuns, como galocatequina, epigalocatequina, robinetinidol e fisetinidol (TOLEDO, 2002).

Os dimeros de procianidinas s&o divididos em dois grupos designados por A e B (fig.
4). Procianidinas do grupo B possuem uma ligagdo carbono-carbono entre C-4 da unidade

“superior” e o C-8 ou C-6 da unidade ‘“inferior” (PORTER, 1992), enquanto que os
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representantes do grupo A possuem complementarmente uma ligagdo do tipo éter
(SANTOS; MELLO, 2004).

Os acoplamentos 4—8 sdo mais favorecidos estereoquimicamente, mas ndo sao
exclusivos. Normalmente ambos os acoplamentos 4—8 e 4—6 estdo presentes, mas na
proporgéo de 3:1 (DE BRUYNE et al., 1999).

Proantocianidina tipo-B

OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
Epicatequina-(43—8)-catequina Epicatequina-(43—6)-catequina
Proantocianidina tipo-A
OH
OH

Catequina-(4p—8;2p—0—7)-epicatequina

Figura 4 — Exemplos de estruturas de proantocianidinas diméricas.
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Os flavan-3-6is mais distribuidos s&o pares diastereoisoméricos de catequina e
epicatequina (fig. 5) (HASLAM, 1998), sendo que catequina foi isolada de diversas espécies
vegetais, inclusive da Trichilia catigua A. Juss. (BELTRAME, 2005).

HO o~ OH

OH

Catequina Epicatequina

Figura 5 — Estruturas da catequina e epicatequina.
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2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.3.1 Processos oxidativos

Oxidacéo é a transferéncia de elétrons de um atomo para outro e representa uma
parte essencial da vida aerdbia e do nosso metabolismo, sendo que o oxigénio é o ultimo
receptor no sistema de fluxo de elétron que produz energia na forma de ATP (DAVIES,
1995). Dessa forma, o metabolismo oxidativo &€ essencial para a sobrevivéncia das células.
Porém essa dependéncia tem como efeito colateral a producdo de radicais livres e outras
espécies reativas de oxigénio, que levam as modificagdes oxidativas no organismo
(ANTOLOVICH et al., 2002).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao encontradas em todos os sistemas
biolégicos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Em condigbes fisioldgicas do metabolismo
celular aerébio, o O, sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermediarios
reativos, como os radicais superéxido (‘O,7), hidroperoxila (HO,) e hidroxila ((OH), e o
peréxido de hidrogénio (H,O,). Normalmente, a redugdo completa do O, ocorre na
mitocéndria, € a reatividade das EROs é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Quando um excesso de radicais livres é formado, ocorre uma sobrecarga nas
enzimas protetoras, como a superoxido dismutase, catalase e peroxidase, causando efeitos
destrutivos e letais as células. Esse efeito letal ocorre através da oxidacdo das membranas
lipidicas, proteinas celulares, DNA e enzimas, que tem por conseqiiéncia o bloqueio da
respiragdo celular. Além disso, as espécies reativas de oxigénio parecem interferir na
transmisséo dos sinais celulares (ANTOLOVICH et al., 2002).

As reagbes oxidativas podem afetar também os alimentos, sendo essas as principais
causas das modificagdes quimicas, que resultam nos processos de rancificacdo e/ou
deterioracdo da qualidade nutricional, cor, sabor, textura e segurangca dos alimentos
(ANTOLOVICH et al., 2002).

2.3.2 Processo de oxidagao lipidica

Um grande numero de fendmenos quimicos e fisicos pode iniciar o processo de

oxidagdo, o qual ocorre continuamente na presenca de um substrato adequado, como

oxigénio, acidos graxos poli-insaturados, fosfolipidios, colesterol e DNA. A oxidacgéo lipidica



Flavia Oliveira Resende 37

desempenha um papel importante na deterioragdo de alimentos e nas modificagbes
oxidativas em lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (ANTOLOVICH et al., 2002).

O processo de oxidagao lipidica ocorre por trés rotas diferentes: (1) reagdo nao
enzimatica mediada por radicais livres, (2) foto oxidagdo nado-enzimatica e nao-radicalar e
(3) reagédo enzimatica. Um exemplo da rota (2) € a oxidagado do acido oléico por oxigénio
singleto, produzindo dois hidroperoxidos alilicos, através da adigcdo de oxigénio em cada
uma das terminagdes da dupla ligagado. A rota (3) envolve a acéo de lipoxigenases em varios
substratos. A rota (1) € a via classica de radicais livres, que leva a iniciagdo e rapida
propagagao de cadeias de reag¢des destrutivas. Esta ultima rota conta com as etapas de

iniciagao, propagacéao, ramificagéo e término (ANTOLOVICH et al., 2002).

Iniciagao
LH+R - L +RH

Onde LH representa o substrato, por exemplo um lipidio, sendo R o radical livre iniciador. A oxidagéo
do lipidio gera um radical alil altamente reativo (L*), que rapidamente reage com o oxigénio, formando o
radical peroxil (LOO").

Propagacao

L'+ 0, - LOO’
LOO +LH —» L+ LOOH

Os radicais peroxil sédo os carreadores da cadeia de reag¢des, que podem oxidar o lipidio produzindo
hidroperoéxidos lipidicos (LOOH), os quais podem se transformar em uma série de substancias como
alcoois, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos e radicais alcoxil (LO®).

Ramificagao

LOOH — LO" + HO'
2LOOH — LOO™ + LO" + H20

LOOH + M™ +H* - LO" + M™"* + H,0
LOOH + M™"* +OH- — LOO" + M™ + Hz0

A quebra de hidroperdxidos lipidicos frequentemente envolvem catalises de ions de metais de
transigdo, em reagdes analogas aquelas com peroxido de hidrogénio, resultando em radicais lipidicos
alcoxil e peroxil.

Término
LO + LO’
LOO" + LOO" — Produtos n&o radicalares
LOO  + LO’

Combinagao de radicais para formar produtos nao radicalares.

Quadro 2 - Etapas da reagédo ndo enzimatica mediada por radicais livres (ANTOLOVICH et
al., 2002).
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2.3.3 Substancias antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que quando presente
em baixas concentragbes, comparadas com aquelas do substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidagdo do substrato. Atualmente, antioxidantes foram divididos em
duas classes: antioxidantes primarios ou interruptores de cadeia e antioxidantes secundarios
ou preventivos. Antioxidantes secundarios sdo substancias que retardam a velocidade de
oxidagcdo, através da remogdo do substrato ou quelagdo do oxigénio singleto. Ja os
antioxidantes primarios, podem inibir ou retardar a etapa de iniciacdo da cadeia, reagindo
com o radical lipidico, ou ainda inibir a etapa de propagagéo da cadeia, reagindo com os
radicais peroxila ou alcoxila (ANTOLOVICH et al., 2002).

L'+ AH - LH +A’
LOO" + AH — LOOH + A’
LO"+AH — LOH + A’

Onde AH representa o antioxidante e A’ representa o radical livre do antioxidante.

O radical livre do antioxidante pode também interferir com a etapa de propagagao
da cadeia, pela formacéo de antioxidante peroxido.

A’ +LOO" — LOOA
A" +LO — LOA

Quadro 3 — Mecanismo de agao de antioxidantes primarios (ANTOLOVICH et al., 2002).

Muitas plantas medicinais contém grandes quantidades de substancias fendlicas, as
quais podem agir como substancias antioxidantes, funcionando como seqliestradores de
radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de
iniciagdo como na propagagdo do processo oxidativo, sendo eficazes, portanto, para
prevenir a oxidacao lipidica (SOARES, 2002).

Substancias polifendlicas possuem estrutura quimica ideal para a atividade de
sequestro de radicais livres, e tém mostrado serem antioxidantes mais eficientes in vitro do
que a vitamina C e a vitamina E, quando comparados em concentra¢gdes molares (RICE-
EVANS et al., 1987).

Hussein e colaboradores (1987) demonstraram que flavondides inibem a
lipoperoxidacgéo in vitro no estagio de propagacéao, atuando como bloqueadores das reacgbes
em cadeia provocadas pelos radicais hidroxila. De Bruyne et al. (1999) em sua revisdo sobre
taninos reportaram as propriedades antioxidantes de taninos condensados, frente ao radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), superoxido anion e o radical hidroxil.

Moreira et al. (2002) demonstraram a atividade antioxidante in vitro das fragdes

isoladas de Pseudopiptadenia contortal Rauschert, sendo que as substancias isoladas,
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acido galico, epicatequina e os galatos de catequina apresentaram resultados bastante
significativos. O efeito antioxidante das proantocianidinas presentes no extrato de cacau
(Teobroma cacao L.) foi avaliado por Osakabe et al. (2000) e Hatano et al. (2002), frente a
peroxidagéo lipidica, obtendo-se resultados positivos. O mesmo foi proposto por Negro e
colaboradores (2003) em seu trabalho com proantocianidinas isoladas do vinho.

Masaki et al. (1994) reportaram uma potente atividade de hamamelitaninos, e acido
galico frente a ensaios quimicos e biologicos para a determinagéo da atividade antioxidante.
A avaliacdo de epicatequina, administrada oralmente em ratos, mostrou que a mesma
possui capacidade em promover um aumento das defesas antioxidantes no plasma dos

animais tratados, quando comparados ao controle.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer critérios de caracterizagdo fisico-quimica das cascas da espécie Trichilia
catigua A. Juss., bem como avaliar o perfil bioldgico in vitro de extratos, fragbes
semipurificadas e substancias isoladas e identificadas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliagéo da qualidade das cascas, extratos e fragdes semipurificadas de Trichilia

catigua.
3.2.2 Isolamento de substancias fendlicas de extrato semipurificado.
3.2.3 Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de extrato bruto, semipurificado e

substancias isoladas através do método com DPPHe e determinacao da capacidade total de

reducdo do Fe** a Fe?".



Flavia Oliveira Resende 41

4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

As cascas do vegetal Trichilia catigua A. Juss. foram coletadas em janeiro de 1997,
na cidade de Caitité estado da Bahia, Brasil. A exsicata se encontra depositada no herbario

do Museu Boténico Municipal de Curitiba sob o numero 65901. As cascas foram

fragmentadas com auxilio de tesouras de poda manual e secas a temperatura ambiente.

4.2 MATERIAL

4.2.1 Solventes, reagentes e solugodes

Todos os solventes e reagentes empregados possuiam grau de pureza pré-anadlise

(p.a.) das marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma® ou Carlo Erba®, exceto quando

especificado.

. Acetato de etila

. Acetona

. Acetona deuterada

. Acido acético glacial

. Acido férmico

. Anidrido acético

. BHT (butil hidroxi tolueno)

. Cloroférmio deuterado Isotec

. DPPH?- (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) Fluka

] Etanol

. Etanol 92,8 °GL llha

. Metanol

. Metanol deuterado Isotec

° n-propanol

. Nitrogénio liquido

. Piridina

° P6 de pele levemente cromado Freiberg®

° Reagente de Folin-Ciocalteau 2 mol I Laborclin®
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. SEPHADEX® LH-20 Fluka

° Solugéo de acido tricloroacético a 10%

° Solugao de carbonato de sddio a 14,06%

° Solugéo de cloreto ferroso tetrahidratado (FeCl,.4H,0) 2,0 mM
° Solugéo de hexacianoferrato de potassio [KsFe(CN)s] a 1%

° Solugao de hidroxido de sodio a 10%

° Solugao etandlica de cloreto férrico a 1%

. Vitamina C — Delaware

. Tolueno

° Tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 7,4
° Tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 6,6

° Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) 97%

4.3 CONTROLE DE QUALIDADE

As técnicas utilizadas para a avaliagdo da qualidade da droga vegetal foram
realizadas segundo normas da Farmacopéia Brasileira (2000) e de outras Farmacopéias,

assim como outras técnicas ndo farmacopéicas.

4.3.2 Andlises fisico-quimicas

4.3.1.1 Determinagdo da perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 1977b)

Amostras de 2 g da droga vegetal cominuida foram exatamente pesadas em pesa-
filtros previamente tarados e colocados em estufa por 2 h, a temperatura de 105 °C. Apds
resfriamento em dessecador, os pesa-filtros foram pesados e recolocados em estufa por
mais 30 min. Este procedimento foi repetido até peso constante. Os resultados foram

expressos em perda de massa percentual, através da média de trés determinacgdes.

4.3.1.2 Analise granulométrica (HELMAN, 1982)

Empregou-se a técnica da granulometria por tamisacdo. Determinou-se com dois

tamises, de 2,000 e 0,149 mm e coletor, escolheu-se mais quatro tamises intermediarios,
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com abertura de malha de 0,840; 0,420; 0,250 e 0,177, segundo a DIN 4188, tarando-os

individualmente.

Pesaram-se 51,39 g do vegetal moido. Tamisou-se o conjunto durante 25 min a 70
vibracdes por min, utilizando-se tamisador vibratério RETSCH. Apds a tamisacao, procedeu-
se a pesagem, determinando-se a quantidade de material retido em cada peneira. O
resultado é fornecido sob forma tabelar, apresentando-se classe granulométrica (CG; mm);
intervalo de abertura de malha (Am; mm); dimens&o granulométrica média (7 ; mm); fragéo
retida percentual (F; %); fracdo residuo percentual (R; %) e fracdo passagem percentual (P;
%).

4.3.2.3 Determinacgao do teor de extrativos (DEUTSCHES, 1986)

Foram pesados exatamente cerca de 1,0 g da droga vegetal cominuida, que foi
submetida a decocgao com 100,0 ml de agua, durante 10 min. Apds o resfriamento, a
solucdo foi transferida para baldo volumétrico e o volume completado a 100,0 ml. Apds
filtracdo em papel filtro, os primeiros 20,0 ml foram desprezados. Foi pesada uma aliquota
equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro previamente tarado, e levado a evaporagéo até secura
em banho-maria. O pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em estufa, a temperatura de
105 °C até peso constante, resfriado em dessecador e pesado. Foram realizadas trés

determinagdes.

4.3.3 Analise quimica quantitativa

4.3.2.1 Determinagéo do teor de polifendis totais e taninos totais (GLASL, 1983)

Foram pesados exatamente cerca de 0,750 g de droga pulverizada, transferida para
um erlenmeyer com 150 ml de agua deixando-se durante 30 min em banho-maria a
temperatura de 85 °C. Ap0s resfriamento em agua corrente, o conteudo foi transferido para
um baldo volumeétrico de 250 ml, completando-se o volume com agua. Cerca de 80 ml do
extrato foram filtrados, desprezando-se os primeiros 20 ml. O filtrado obtido foi denominado
Solugéo-Mae (SM).

Para a determinagéo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com agua
em baldo volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa solugéo foram transferidos com 1 ml de

solugédo de acido fosfotungstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 ml de
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agua para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solu¢do de
carbonato de sodio 14,06%. Apdés 15 min da adigcdo da ultima solugdo mediu-se a
absorvancia a 691 nm, empregando-se a agua como branco. Para determinac¢des de
polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram transferidos com 0,100 g de po6-de-
pele R para um béquer e agitados durante 60 min. Apds, a solugéo foi filirada e 5 ml do
filtrado foram diluidos com agua para 25 ml em baldo volumétrico. Dois mililitros dessa
solucdo foram transferidos com 1 ml de solugdo de acido fosfotungstico R (Reagente
fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 ml de agua para um baldo volumétrico de 25 ml,
completando-se o volume com solugdo de carbonato de sédio 14,06%. Apos 15 min da
adigdo da ultima solugdo mediu-se a absorvancia a 691 nm, empregando-se a agua como
branco. Foram realizadas trés determinacoes.

Para a determinacdo do teor de polifendis totais e taninos totais de extratos e
fragcbes, realizou-se a mesma técnica, porém a etapa de extragdo nao se faz necessaria. A
quantidade de extrato ou fragdo utilizada & equivalente a 0,750 g de planta e é calculada

com base nos seus respectivos rendimentos.

4.4 PREPARACAO DOS EXTRATOS

4.4.1 Extrato bruto (EB)

As cascas secas foram cominuidas em moinho de martelos, empregando-se o
material sem separagéo granulométrica. A extragao foi realizada por Ultra-turrax UTC 115
KT, utilizando acetona/agua (7:3; v/v) como liquido extrator, na propor¢édo de 10% (m/v).
Apo6s evaporagado do solvente sob pressdo reduzida, o extrato foi congelado e liofilizado,

obtendo-se assim o extrato bruto (EB).

4.4.2 Fracao acetato de etila (FAE)

O extrato bruto (50 g) foi ressuspendido em agua destilada (500 ml) e particionado
com acetato de etila (500 ml; 12 vezes) (MELLO et al., 1996a). As fases acetato de etila
foram reunidas, concentradas em evaporador rotatério sob presséo reduzida até eliminacao
total do solvente orgéanico, congeladas e liofilizadas, obtendo-se a FAE. A fase aquosa

restante foi também concentrada, congelada e liofilizada, obtendo-se a fragdo aquosa (FA).
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4.5 METODOS CROMATOGRAFICOS

4.5.1 Cromatografia em coluna (CC) da fragao acetato de etila

A FAE foi fracionada empregando-se uma coluna de vidro (h: 750 mm & 55 mm)
contendo SEPHADEX® LH-20 como fase estacionaria. Apds limpeza apropriada, a coluna
foi estabilizada com etanol 30%. Foram adicionados 13 g da FAE no topo da coluna com
auxilio de pipeta de Pasteur. Empregou-se a seguinte seqiéncia de fase mdvel em

propor¢ao volumétrica:

1. Etanol/agua (3:7) 6,67 |
2. Etanol/agua (4:6) 3,201
3. Etanol/agua (5:5) 4,031
4. Etanol/agua (7:3) 1,321
5. Etanol 1,501
6. Metanol/agua (5:5) 1,001
7. Metanol 1,001
8. Acetona/agua (7:3) 2,001

Recolheram-se 10 ml de cada fragcdo em tubo de ensaio com vazao de 1 ml/min. O
monitoramento foi realizado através de cromatografia em camada delgada (CCD, segéo
4.5.3). Obtiveram-se 32 subfragbes (F#1 a F#32), que foram reunidas por semelhanga,
concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, até eliminacdo total do

solvente organico, congeladas e liofilizadas.

4.5.2 Cromatografia em coluna das subfragoes (CC)

Algumas das 32 fragbes obtidas a partir da fragao acetato de etila foram submetidas
a sucessivas cromatografias em coluna (h: 320 mm, & 25 mm; h: 300 mm, & 12 mm; h: 400
mm, & 34 mm) contendo Sephadex® LH-20. Empregou-se etanol/agua como fase moével

em sistema de gradiente. O monitoramento dos tubos foi feito através de CCD (secao 4.5.3).

4.5.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatofolhas de

aluminio de gel de silica 60 F,5, (Merck®) com 0,200 mm de espessura, utilizando-se como
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sistema eluente, acetato de etila:acido formico:agua (90:5:5; v/v). As substancias foram
visualizadas sob luz UV a 254 nm. A revelagédo quimica foi realizada com solugéo de cloreto

férrico a 1% em etanol.

4.5.4 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Algumas substancias isoladas foram derivatizadas (segdo 4.6) e em seguida
aplicadas em forma de linhas, sobre gel de silica PF,54 com gesso (Merck), na espessura de
1,0 mm, sobre placa de vidro (20 x 20 cm). O sistema eluente utilizado foi tolueno:acetona
(7:3; viv).

Apo6s o desenvolvimento, as faixas de substancias foram demarcadas sob luz UV,
calculando-se o valor de Rf. Em seguida, as substancias foram separadas, raspando-se a
regido correspondente, e solubilizadas em acetona.

Filtrou-se em filtro sinterizado G4, eliminando-se a acetona em evaporador rotatério
sob pressdo reduzida. A substancia foi recolhida em frasco previamente tarado e deixada

em capela até total eliminagao do solvente.

4.5.5 Cromatografia em contra corrente de alta velocidade (CCCAV) (MELLO, 1995)

Foi utilizado cromatografo em contra corrente de alta velocidade P.C. Inc. equipado
com coluna de teflon de 130 m x 1,6 mm, capacidade de 285 ml e injetor de amostra P.C.
Inc. com alga de 10 ml (CCCAV), com rotagao média de 870 rpm e fluxo de 1 ml/min dado
por bomba mod Waters 6000A. O sistema eluente empregado foi preparado em funil de
separagao com acetato de etila:n-propanol:agua (140:8:80; v/v). A fase inferior foi utilizada
como fase estacionaria e a fase superior como fase mével. Cada fragdo de 3 ml foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (segéo 4.5.3) e os tubos reunidos por

semelhanca.

4.6 DERIVATIZAGAO QUIMICA (MELLO et al., 1996b)

Para quantidades de até 100 mg de substancia, foram adicionados 1ml de piridina e
1 ml de anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 ml e a mistura foi deixada em
repouso por 24 h. Apds, foi adicionado gelo picado interna e externamente ao balao,

deixando em repouso por 2 h. Filtrou-se sob pressao reduzida através de funil de vidro
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sinterizado G3 e a substancia acetilada foi lavada com agua até completa eliminacdo da
piridina. A substancia acetilada foi solubilizada em acetona e a retirada do solvente foi
realizada através de evaporador rotatério sob pressao reduzida de forma sucessiva até total
eliminagao da piridina. A substéancia foi transferida para um frasco e colocada em capela de
exaustao a temperatura ambiente para total eliminagdo do solvente. Apos, a substancia foi

congelada e liofilizada.

4.7 ANALISE ESTRUTURAL

As substancias isoladas foram analisadas através de métodos de ressonancia
magnética nuclear (RMN) 1D ('H e ™C), RMN 2D (COSY 'H-'H, HMQC e HMBC),
espectrometria de massas (EM), espectroscopia de dicroismo circular (DC) e polarimetria.
Os espectros das substancias foram analisados e comparados com dados constantes na
literatura. Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho Varian, Mercury 300BB de 300
MHz para 'H e 75 MHz para "*C, empregando-se solventes deuterados (CD;OD, acetona-ds
e CDCl;3). Os espectros de massa foram obtidos junto a Universidade Federal de Sao
Carlos, Sao Carlos, SP, em aparelho ESI-MS Quattro LC.

4.8 ROTACAO OPTICA (POLARIMETRIA)

A determinacdo Optica ([a]i,oo) das substancias livres e acetiladas foi realizada
empregando metanol (grau HPLC) e acetona (grau espectroscopico), respectivamente, a 20
°C em polarimetro Perkin-Elmer modelo 241 com cubeta de 10 mm. Para a determinagéo do

valor, empregou-se a seguinte equacgao:

20° 100.cx
[a]D e

onde: a = rotagao optica obtida em graus a 20 + 0,5 °C
I = comprimento da cubeta do polarimetro em dm

¢ = concentragdo da substancia em porcentagem (m/v)
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4.9 ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR

As substancias, acetiladas ou ndo, foram solubilizadas em metanol ou acetona e
medidas em comprimento de onda entre 200-300 nm, utilizando espectropolarimetro de
dicroismo circular Jasco mod J-815. O calculo da eliptizidade molar ([6,]) foi realizado de

acordo com a equacgao:

[6:] = 2 100
Cl

onde:
[6,] = eliptizidade molar (deg.cm?.decimol™)
[6)] = eliptizidade (deg)
C = concentragéo molar (mol.I"")

| = comprimento da cubeta (cm)

4.10 AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.10.1 Determinagao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH - 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (AMAROWICZ et al., 2004)

Extratos, fragcbes, substancias isoladas e antioxidantes sintéticos utilizados como
padrao foram diluidos em 3 ml de metanol, de modo a atingir concentragbes de 0,5 a 8,0
pg/ml (extratos e fragées) ou 1,0 a 8,0 uM (substancias isoladas). A estas solugbes
acrescentaram-se 300 pl de solugao de DPPH (1 mM). A mistura foi agitada em vortex por
15 s e deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30 min. As absorvancias das
solugdes resultantes foram medidas a 517 nm, em espectrofotdmetro Shimadzu UV/VIS PC-
1650. Foi utilizado como branco uma solugdo metandlica de BHT (2 mg em 4 ml de metanol)
adicionada de 500 pl de solugdo de DPPH e como controle negativo, uma solu¢do contendo
3 ml de metanol e 300 pl de solugdo de DPPH. A atividade de sequestro de radicais (%ASR)

foi calculada como porcentagem de descoramento do DPPH, usando a seguinte equacao:

%ASR = Absfu’)v gf\‘leA 100
S

Onde:
Abs CN = Absorvancia do controle negativo

Abs A = Absorvancia da amostra
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4.10.2 Capacidade total de redugio pela transformagao de Fe** em Fe?* (GULCIN, 2006)

Diferentes concentracdes dos extratos, fragbes, substancias isoladas e antioxidantes
sintéticos (10,0 a 90,0 ug/ml para extratos e fragdes ou 20,0 a 100,0 uM para substancias
isoladas) em 1 ml de agua destilada foram misturadas com tampéo fosfato (2,5 ml, 0,2 M,
pH 6,6) e hexacianoferrato de potassio [KsFe(CN)s] (2,5 ml, 1%). A mistura foi incubada a 50
°C durante 20 min. Foi adicionado acido tricloroacético (2,5 ml, 10%) e apds, a mistura foi
centrifugada a 1000 x g. O sobrenadante (2,5 ml) foi misturado com agua destilada (2,5 ml)
e FeCl; (0,5 ml, 0,1%), e a absorvancia foi lida a 700 nm, utilizando espectrofotdmetro

Shimadzu UV/VIS PC-1650. Quanto maior for a absorvancia, maior é o poder de redugéo.

4.10.3 Analise Estatistica

Todas as andlises referentes a capacidade antioxidante e capacidade total de
reducao foram realizadas em triplicata.

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism®
(Graphpad Software Inc, Microsoft corp.). Os resultados foram expressos como a
médiatdesvio padrdo da média e foram analisados utilizando analise de variancia unilateral
(one-way ANOVA). As diferencas significativas foram determinadas através do teste de

Tukey e P<0,05 foi considerado como critério de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONTROLE DE QUALIDADE

A qualidade e a disponibilidade dos medicamentos fitoterdpicos séo fatores
problematicos, fato que ndo é observado em relagdo aos sintéticos. Assim, alguns
parametros essenciais para a qualidade das matérias-primas vegetais podem variar,
dependendo da procedéncia do material. As variagdes, principalmente na composig¢ao
quimica e, em alguns casos na pureza e mesmo nas caracteristicas fenotipicas, ressaltam a
importdncia da caracterizagdo farmacognostica, correlacionados com atividade
farmacologica. Por isso, a origem geografica exata e as condigbes de cultivo, estagio de
desenvolvimento, coleta, secagem e armazenamento, bem como de tratamentos com
agrotoxicos, descontaminantes e conservantes devem ser conhecidos (BRITISH, 1996).

A avaliagado do teor de umidade presente nas cascas de Trichilia catigua A. Juss. foi
determinado através da perda por dessecacao. A presenga de agua em excesso, em drogas
vegetais, promove o crescimento de fungos, bactérias ou insetos e hidrélise de constituintes.
Por essa razdo, limites de agua s&o descritos para drogas vegetais, especialmente para
aquelas que facilmente absorvem agua ou aquelas nas quais a deterioragdo € promovida
pela presenca de agua em excesso, visto que este fato impede o armazenamento por tempo
prolongado (CARDOSO, 2002).

A perda por dessecacao foi realizada com as cascas secas e moidas, determinando-
se o teor de umidade residual (agua e/ou substancias volateis). Este parémetro é
fundamental para determinar a estabilidade da droga frente ao periodo de armazenamento.
O valor médio para as determinagdes foi de 9,93% + 0,14 (CV%=1,46).

A distribuicdo granulométrica € um fator importante na obtengdo de um extrato, ja
que um maior ou menor rendimento de extracdo esta intimamente relacionado com a area
de superficie e dimensdes das particulas em contato com o liquido extrator (CARDOSO,
2002).

A figura 6, que representa a curva de distribuicdo granulométrica da droga rasurada,
mostra que a maior porcentagem de particulas encontra-se numa faixa granulométrica que
varia de 0,420 a 0,840 mm, porém este percentual é pouco superior aqueles pertencentes
as classes granulométricas 0,250 a 0,420 e 0,840 a 2,000 mm. Portanto, mais de 70% das

particulas encontram-se na faixa de 0,250 a 2,000 mm.
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Figura 6 — Curva de distribuicdo granulométrica da droga.

Coletor

Tabela 1 — Andlise granulométrica por tamisacdo das cascas de Trichilia catigua A. Juss.,

rasuradas por moinho de martelo.

Intervalo de Dimensao Fragdo Fragéo
Abertura de Classe . Fragéo retida
abertura de | granulométrica residuo passagem
malha granulométrica L percentual
malha média percentual | percentual
M (mm) CG (mm) _ F (%)
Am (mm) m (mm) R (%) P (%)
2,000 2,000 - 3,000 1,000 2,500 6,71 6,71 93,29
0,840 0,840 — 2,000 1,160 1,420 25,19 31,90 68,10
0,420 0,420 - 0,840 0,420 0,630 26,27 58,17 41,83
0,250 0,250 - 0,420 0,170 0,335 21,43 79,60 20,40
0,177 0,177 - 0,250 0,023 0,213 11,52 91,12 8,88
0,149 0,149 -0,177 0,028 0,163 2,93 94,05 5,95
Coletor 0,000 - 0,149 0,149 0,074 5,95 100,00 0,00

A figura 7 representa as curvas caracteristicas de retencdo e passagem da droga

rasurada através da analise granulométrica por tamisagdo, empregando-se os dados

fornecidos pela tabela 1. O didmetro médio, calculado graficamente a partir do ponto de

interseccao das retas foi de 0,56 mm.
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Figura 7 — Curvas cumulativas de residuo e passagem apods a tamisagdo da matéria-prima

vegetal.

A determinacao do teor de extrativos € realizada para se conhecer a quantidade de
substancias extraiveis a partir de uma determinada quantidade de material vegetal (WHO,
1998b), empregando-se agua como liquido extrator. Foram realizadas trés determinacdes
obtendo-se como resultado o valor médio de 19,16% £ 0,78 (m/v) (CV%=4,10).

A avaliagdo da qualidade da droga vegetal foi complementada com analises
quantitativas do teor de polifendis totais e taninos totais. O teor médio de polifendis totais
encontrado nas cascas foi de 10,51% * 0,17 (CV%=1,61) e o teor médio de taninos foi de
6,96% * 0,11 (CV%=1,57). As analises quantitativas foram realizadas também com o extrato
bruto e fragbes semipurificadas. Os teores de polifendis totais e taninos totais encontrados
estdo descritos na tabela 2. Vale ressaltar que a técnica de determinacdo do teor de
polifendis totais ndo é uma técnica especifica, determinando ndo somente taninos como
também outros polifendis. Substéncias como derivados do acido caféico encontrados em
Asteraceae e Lamiaceae sdo denominados de taninos das labiatas e apresentam a
capacidade de reagirem com po-de-pele (proteina), ndo sendo, no entanto, capazes de
serem utilizados no curtimento da pele para a transformacéo em couro (HEGNAUER, 1986).
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Tabela 2 — Teor médio de polifendis totais e taninos totais presentes nas cascas, extrato
bruto e fragbes semipurificadas de Trichilia catigua.

Polifendis totais Coeficiente de Taninos totais Coeficiente de
Amostra
(%) variagao (%) (%) variagao (%)
Cascas 10,51 £ 0,17 1,61 6,96 + 0,11 1,57
Extrato bruto
48,96 + 1,28 2,63 38,89+1,14 2,93
(EB)
Fragdo acetato
90,98 + 0,29 0,32 69,36 + 0,49 0,70
de etila (FAE)
Fracdo aquosa
(FA) 4417 £ 0,37 0,84 33,80 £ 0,30 0,89

5.2 EXTRAGAO E ISOLAMENTO

Para a extracdo, optou-se pela turbo-extracdo, que se baseia na extracdo com
simultanea redugdo do tamanho de particula, devido as forcas de cisalhamento. O processo
favorece a rapida dissolugdo das substancias ativas tornando o método eficiente (VOIGT,
1993), o que soma simplicidade, rapidez e versatilidade, que permitem a facil utilizagcao
dessa técnica em processamentos de pequena e média escala. Utilizou-se para isto o Ultra-
turrax® UTC 115 KT. Entre os inconvenientes causados pelo Ultra-turrax® encontram-se a
geragao de calor durante o processo e, posteriormente, a dificuldade de filtragao, devido a
fragmentagao excessiva do material durante o processamento. Para controlar o problema da
elevacgao da temperatura, foi realizada a técnica com duragéo de 15 min em trés etapas de 5
min, com intervalos de 10 min entre cada etapa, para resfriamento do sistema. O solvente
de escolha para a extracao foi acetona:agua (7:3; v/v), pois a acetona promove o bloqueio
da associagao tanino-proteina, tornando assim a extragao quantitativamente maior (MELLO;
SANTOS, 2003). Foi realizada filtragdo sob pressao reduzida em funil de Biichner, através
do método de filtragdo por profundidade com tela de nylon de malha 0,182 um, seguido por
papel de filtro comum (gramatura de 94 g/m?) e algoddo. Apds a filtragdo, o extrato foi
concentrado em evaporador rotatério sob pressao reduzida até completa eliminagdo do
solvente organico e liofilizado, rendendo 14,20% de um extrato marrom escuro, denominado
extrato bruto.

Com o extrato bruto liofilizado (EB) produziu-se, por particionamento com acetato de
etila, a fracdo acetato de etila (FAE) e a fragdo aquosa (FA). O rendimento de FA foi de
6,94% e FAE de 3,57% em relacdo a droga vegetal e de 25,14% e 48,86%,
respectivamente, em relacdo ao extrato bruto. Houve perdas durante os processos de
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extracao, filtracdo, concentracao e liofilizagdo. A obtencao de extratos, fragdes e subfracbes

encontram-se no fluxograma 1.

DROGA VEGETAL
500 g

Ultra-turrax®
Acetona:agua (7:3; v/v)
51

EXTRATO BRUTO
(EB)
71,00 g

Partic&o liquido-liquido
Agua-Acetato de etila (500 ml: 22 x 500 ml)

FRAGAO AQUOSA FRAGAO ACETATO DE ETILA
(FA) (FAE)
34,70 g 17,859

Cromatografia em coluna
SEPHADEX® LH-20

F#1 a F#32

Fluxograma 1 — Obtengdo do extrato bruto, fragdes semipurificadas e fracionamento

cromatografico da fragdo acetato de etila.

Realizou-se cromatografia em coluna contendo SEPHADEX® LH-20 com 13 g da
FAE. O monitoramento foi executado por CCD, obtendo-se 32 subfracdes (tabela 3) que
foram reunidas por similaridade de manchas com coloracao entre o azul e o marrom, de

acordo com a figura 8.
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Figura 8 — Cromatografia em camada delgada, das 32 subfragdes obtidas por CC em
SEPHADEX® LH-20 da FAE (cromatofolha de aluminio com gel de silica 60 Fys4 (Merck®),
fase moével acetato de etila:acido formico:agua (90:5:5) e sistema revelador solugéo
etandlica de cloreto férrico a 1%).



Flavia Oliveira Resende

56

Tabela 3 — Trinta e duas fragbes obtidas por cromatografia em coluna a partir da FAE.

Rendimento em relagdo a

Fragao Eluente (v/v) Quantidade (g) FAE (%)
F#1 Etanol:agua (3:7) 0,2488 1,91
F#2 Etanol:agua (3:7) 0,2290 1,76
F#3 Etanol:agua (3:7) 0,1861 1,43
F#4 Etanol:agua (3:7) 0,0715 0,55
F#5 Etanol:agua (3:7) 0,0586 0,45
F#6 Etanol:agua (3:7) 0,0350 0,27
F#7 Etanol:agua (3:7) 0,1213 0,93
F#8 Etanol:agua (3:7) 0,1271 0,98
F#9 Etanol:agua (3:7) 0,1247 0,96
F#10 Etanol:agua (3:7) 0,3005 2,31
F#11 Etanol:agua (3:7) 0,0955 0,73
F#12 Etanol:agua (3:7) 0,2649 2,03
F#13 Etanol:agua (3:7) 0,1099 0,84
F#14 Etanol:agua (4:6) 0,2827 2,17
F#15 Etanol:agua (4:6) 0,2028 1,56
F#16 Etanol:agua (4:6) 0,2323 1,78
F#17 Etanol:agua (4:6) 0,7989 6,13
F#18 Etanol:agua (4:6) 0,3535 2,71
F#19 Etanol:agua (4:6) 1,2754 9,80
F#20 Etanol:agua (5:5) 0,4346 3,34
F#21 Etanol:agua (5:5) 0,5876 4,51
F#22 Etanol:agua (5:5) 0,8489 6,52
F#23 Etanol:agua (5:5) 0,2502 1,92
F#24 Etanol:agua (5:5) 0,4986 3,83
F#25 Etanol:agua (7:3) 0,5241 4,02
F#26 Etanol:agua (7:3) 0,7069 5,43
F#27 Etanol 0,0818 0,63
F#28 Metanol:agua (5:5) 0,0967 0,74
F#29 Metanol 0,6328 4,78
F#30 Acetona:agua (7:3) 0,3917 3,01
F#31 Acetona:agua (7:3) 0,1184 0,91
F#32 Acetona:agua (7:3) 0,0288 0,22
Total 10,3214 79,16

No fracionamento realizado em SEPHADEX® LH-20, espera-se que as substancias

com maiores pesos moleculares aparegam nas fragdes iniciais. Porém o observado para

taninos € a predominéancia de substancias de peso molecular menor nas primeiras fragdes
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(THOMPSON et al., 1972). Os autores sugerem ainda que isso provavelmente se deva a
interacao entre mondmeros de taninos e o sistema eluente, ocorrendo a eluigao seqiencial
de mondmeros > dimeros > trimeros > tetrameros >oligdmeros > polimeros. A configuragao
dos dimeros influencia o fracionamento, sendo observado que as liga¢des 4—8 e 4—6
interagem antes com o sistema eluente (etanol) que as ligagdes 40—8 e 40—6
(THOMPSON et al., 1972).

Na tentativa de isolar e identificar taninos condensados, iniciou-se o fracionamento
com as subfragdes F#3, F#4, F#5, F#6, F#7, F#8, F#10, F#11, F#12, F#14 e F#17 em
cromatografia em coluna (CC) em SEPHADEX® LH-20. As subfragbes F#10.2, F#12.2 e
F#12.3 obtidas também foram refracionadas por CC. Posteriormente, submeteu-se a
cromatografia em contracorrente de alta velocidade (CCCAV) as subfracbes F#15, F#16,
F#17.14, F#17.15, F#18, F#19, F#21, F#22 e F#26.

As CC das subfragdes F#3, F#4, F#5, F#6, F#7, F#8, F#10, F#10.2 e F#14 foram
realizadas sem éxito, devido a pequena quantidade de fragdo ou, em alguns casos devido a
contaminagdo de substancias isoladas por solventes impuros, durante a etapa de
derivatizagdo quimica. Dessa maneira, ndo foi possivel a identificagcdo de qualquer
substancia proveniente destas. Além disso, nao foi possivel a purificacdo de substancias a
partir da CCCAV da F#26, devido, provavelmente, ao maior grau de polimerizagdo das
substancias presentes nesta fracdo, que dificulta o processo de separagao.

Os processos de refracionamento das demais subfragdes renderam nove sustancias

isoladas e identificadas, conforme demonstrado no fluxograma 2.



FAE
(13,029g)
CcC
(gradiente etanol:agua)
F#12 F#15 F#16 F#17
(253,4 mg) (196,9 mg) (196,9 mg) (767,3 mg)
CC CCCAvV CCCAvV CC
(etanol:agua) (acetato:n-propanol: agla) (etanol:agua)
F#15.4 F#16.4
63,7 m 89,5 m
F#12.2 F#12.3 ( 9 ( 9
(56,0 mg) (113,1 mg)
F#17.5 F#17.6 F#17.11 F#17.14 F#17.15
(41,6 mg) (61,6 mg) (32,3 mg) (113,6 mg) (274,0 mg)
CcC CcC
(etanol:agua) (etanol:agua) CCDP CCCAvV CCCAvV
(tolueno:acetona) (acetato:n-propanol: agua)
F#17.11.3
F#12.2.2 F#12.3.2 (16,1 mg)
(38,2 mg) (99,6 mg)
F#17.15.2 F#17.15.5
(105,4 mg) (58,0 mg)
| Substancia Il | | Substancia Il |
F#17.14.2 F#17.14.6
(13,2 mg) (22,4 mg)
Substancia | | | Substancia | | | Substancia Il | | Substancia Il | | |
| Substancia IV | | Substancia V |
| Substancia IV | | Substancia V

Substancia lll

Fluxograma 2 — Substancias obtidas por diferentes métodos cromatograficos a partir da FAE.




FAE

(13,02g)
CcC
(gradiente etanol:agua)
F#18 F#21 F#22
(345,6 mg) (347,0 mg) (340,0 mg)
CCCAV CCCAV
(acetato:n-propanol: 4gua) (acetato:n-propanol: 4gua) CCCAV
(acetato:n-propanol:
agua)
F#18.2 F#18.3 F#18.4 F#21.3 F#21.5 F#22.2
(136,2 mg) (45,0 mg) (42,7 mg) (705%19 ) (31,3 mg) (19,1 mg) (77,0 mg)
U mg
CCDP
(tolueno:acetona) CCCAV CCDP
(acetato:n-propanol: agua) (tolueno:acetona)
F#18.3.2
(15,2 mg)
F#22.2.1
F#19.2 F#19.4 (25,2 mg)
(292 mg) (60,4 mg)
—— Substancia V Substancia VIl
Substancia [V Substancia VIl
Substéancia VI Substancia V

Substancia IX

Substancia VI

Fluxograma 2 — Substancias obtidas por diferentes métodos cromatograficos a partir da FAE (continuagao).
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5.2.1 Substancias Isoladas

5.2.1.1 Substancia | — Epicatequina

Cerca de 11 mg da subfragdo F#12.2.2 e 12 mg da F#12.3.2 foram derivatizados
(segao 4.6), analisados por RMN e entdo denominados de substancia l.

A substancia | apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-molecular
[M+Na']’= 313, encontrando-se em  concordancia com  substancia tipo
catequina/epicatequina (m/z = 290) nao derivatizada.

O espectro de RMN 'H (fig. 9), da substancia | acetilada mostra para os hidrogénios
alifaticos H-3(C) e H-2(C) uma constante de acoplamento Jyop3 menor que 1 Hz,
comprovando uma configuragdo relativa do tipo 2,3-cis (WEINGES et al., 1969). O
hidrogénio alifatico H-3(C) apresenta constante de acoplamento pequena com o hidrogénio
H-4,4(C) no valor de 2,1 Hz, enquanto que o mesmo hidrogénio possui uma constante de
acoplamento com H-4.4(C) de 4,2 Hz. Portanto, observa-se uma configuragao relativa para a
substancia | do tipo 2,3-cis, 3,4.«-Cis € 3,4.4-frans. Para Weinges et al. (1968b e 1969) a
constante de acoplamento dos hidrogénios H-2(C) e H-3(C), com valor entre 8 a 10 Hz
demonstra uma configuragéo relativa frans, e uma constante de acoplamento igual ou
inferior a 1 Hz a ordem cis. Entre 6 7,18 e 7,33 ppm aparecem sinais caracteristicos de um
sistema AMX correspondendo aos hidrogénios H-2', H-5 e H-6, comprovando a
diidroxilacdo no anel B, como pode ser observado na tabela 5. Nesse espectro observa-se,
ainda, os hidrogénios H-6(A) e H-8(A) na regido aromatica em & 6,55 e & 6,65 ppm. O
espectro de RMN "'H foi realizado em cloroférmio deuterado (CDCls), por se tratar de uma
substancia acetilada. Na tabela 4 encontram-se os dados de deslocamento (6 em ppm),

multiplicidade e constante de acoplamento.
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Tabela 4 — Dados de RMN 'H da substancia | acetilada (300 MHz; CDCls, relativo para

TMS).
*3 Literatura
Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
2
Jhdax-Hgeq = 18,0
H-d 2,86 2,89 dd s
Jhdaxts = 2,1
2
JHaaxHoaeq = 18,0
H-dqq 2,96 3,00 dd s
JH—4eq—H—3 =42
H-2 5,09 5,12 sl
H-3 5,35-5,37 5,41 m
H-6 6,55 6,59 d 4JH-6-H-8 = 2,4
H-8 6,65 6,69 d *nsre = 2,4
H-5 7,18 7,21-7,31 d SJns-re = 8,4
H-2’ 7,33 7,21-7,31 d e = 1.8
’ *Jnes = 8,4
H-6 7,25 7,21-7,31 d .
Jhen2=1,8

*Ueffing (1988).
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Figura 10 — Espectro COSY '"H-"H da substancia | acetilada (300 MHz; CDClI3; relativo

para TMS).
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Figura 11 — Espectro COSY 'H-'H da substancia | acetilada (300 MHz; CDCl5; relativo
para TMS).
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Os espectros de RMN 2D (COSY 'H-'H) (fig. 10 e 11) mostram as correlagdes dos
hidrogénios aromaticos e alifaticos facilitando a interpretacdo e elucidacédo estrutural da

substancia I. A estereoquimica da substancia nao derivatizada foi determinada com auxilio

da rotacao optica especifica obtendo-se o valor de [0(]200: -8° (metanol; ¢=0,1). De acordo

com Danne (1994b), o valor obtido para a epicatequina foi de [a’]?o= -20,1° (acetona com a

substancia acetilada; c=0,04). Pode-se concluir, assim, que a substancia I, possui a
configuragao absoluta 2R, 3R.

De acordo com as analises realizadas em CCD, espectro de massas e os dados
espectroscopicos (tab. 4, fig. 9, 10 e 11) e pela comparagdo com os dados da literatura,
confirma-se a substancia | como sendo epicatequina (fig. 12). Apesar desta substancia ser
encontrada em diversas espécies vegetais de diferentes familias botanicas, esta é a

primeira vez que a mesma é descrita na espécie T. catigua.

p OH

Figura 12 — Estrutura da substéancia |, epicatequina.
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5.2.1.2 Substancia Il — Epicatequina-(4f—38)-epicatequina (Procianidina B;)

Cerca de 15 mg da subfragéo F#15.4, 15 mg da F#16.4, 19 mg da F#17.5 e 14 mg
da F#17.6 foram derivatizados (se¢ao 4.6), analisados por RMN e entdo denominados de
substancia Il.

A substancia Il apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-molecular
[M-H'T = 577,4 e [M+Na']"'= 601,5 (fig. 13) caracteristico de substancias diméricas livres de
catequina/epicatequina (m/z= 578).

O espectro de RMN 'H em CDCI; (fig. 13) da substancia Il forneceu dados
representativos de um composto fendlico do tipo tanino condensado dimérico. Os dados de
deslocamento (6 em ppm), multiplicidade e constante de acoplamento podem ser

observados na tabela 5.

grrdd
JCPM10_ESI_FSNa 10 (0.454) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (7:29-47:73) 1: Scan ES-

100+ 577.4 4.49e6
LIS
425.3
255.5
I 289.3 599.3
o FURY' A . U . -
A T A T o s i
JCPM10_ESI_FSPa 9 (0.410) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (7:28-37:52) 1: Scan ES+
1004 598.7 1.45e5
295.0
579.4
<
3415 699.4
689.5 1707.4

m/z

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Figura 13 — Espectros de massas de ionizagéo por eletrospray negativo (A) e ionizagdo por

eletrospray positivo (B) da substancia Il.
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H da substancia Il acetilada (300 MHz; CDCls, relativo para

TMS).
Hidrogénio 3 (ppm) 78 Literatura Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
H-4(F) 2x2,88292 | 2x2,88-292 m
H-4(C) 4,46 4,46 d 3 ans=18
H-2(F) 4,54 4,54 sl
H-3(F) 5,10-5,11 5,10 m
H-3(C) 5,15-5,17 5,16 m
H-2(C) 5,58 5,57 s/
H-6(A) 5,99 5,99 d *ons = 2,1
H-8(A) 6,24 6,24 d et = 2,1
H-6(D) 6,66 6,66 s
H-6'(E) 6,89 6,89 dd iJ”'G"”'S’ =84
Jhe-He = 2,1
H-2'(E) 7,01 7,01 d o = 2.1
H-5'(E) 7,04 7,04 d *Jns-ne = 8,4
H-5'(B) 7,18 7,17 d “Jnse = 8,4
H-6'(B) 7,28 7,29 da*
H-2'(B) 7,36 7,36 d o= 1.8

*um dubleto esta parcialmente encoberto pelo solvente CDCI3; **Ushirobira, 2003
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H-6(D)

H6() H-2(C)

% B

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
F1 (ppm)

Figura 15 — Espectro COSY 'H-"H da substancia Il acetilada (300 MHz; CDClj; relativo
para TMS).
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Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior [2 x H-4(F)] apresentam-se idénticos,
entre 3 2,88 - 2,92 ppm, sendo os hidrogénios mais protegidos da molécula. Ja o hidrogénio
alifatico H-4(C) do mondémero superior apresenta-se em campo menos protegido, & 4,46
ppm. A constante de acoplamento do hidrogénio H-3(C) com o hidrogénio H-4(C) é
pequena, de Jy4.n3 = 1,8 Hz. O acoplamento entre os hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui
uma constante inferior a 1 Hz. Esses dados referentes aos hidrogénios alifaticos da unidade
superior, estabelecem uma configuragéo relativa do tipo 2,3-cis, 3,4-trans. Os hidrogénios
alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam deslocamentos em & 5,10 e 4,54
ppm, respectivamente. Os mesmos apresentam uma constante de acoplamento inferior a 1
Hz, confirmando a configuracdo relativa 2,3-cis, também, para a unidade inferior. E
perfeitamente visivel, no espectro de RMN 2D (COSY 'H-"H - fig. 15), a correlagdo de todos
estes hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como nos
derivados monomeéricos catequina/ epicatequina, com dois sistemas do tipo AMX. E possivel
determinar os deslocamentos e as constantes de acoplamento de quase todos os
hidrogénios, com excegdo do H-6' da unidade inferior, através do espectro de COSY "H-"H
(fig. 15).

Os hidrogénios do anel A, H-6(A) e H-8(A), aparecem em & 5,99 e 6,24 ppm,
respectivamente, com constante de acoplamento idéntica e igual a Jyens = 2,1 Hz,
enquanto que o hidrogénio H-6(D), em & 6,66 ppm, apresenta-se como um singleto. De
acordo com Fletcher e colaboradores (1977), Hemingway e colaboradores (1982) e
Kolodziej e colaboradores (1989), os deslocamentos dos hidrogénios do anel A estdo de
acordo com uma configuragao absoluta do tipo 4R.

Além disso, Weinges e colaboradores (1968b) demonstraram que as procianidinas By
e B, apresentam uma constante de acoplamento pequena entre H-3 e H-4 da unidade
superior (Juyzna < 2,0 Hz), comprovando uma posicdo 3,4-frans. Dessa maneira, a
configuragdo & compativel tanto como 4S como 4R. Para corroborar com uma possivel
afirmagéo do tipo de ligagdo entre as unidades, superior e inferior, Hor e colaboradores
(1995) afirmam que o posicionamento do hidrogénio H-2(F) entre & 4,37 e 5,04 ppm indica
uma ligagao do tipo (4—8). O que pode ser observado para essa substancia é exatamente
um valor de & 4,54, obedecendo a essa regra. Outro dado significativo citado por Fletcher et
al. (1977) e Hemingway et al. (1982) é a presenca significativa de sinais de rotdmeros
predominantes para moléculas diméricas com ligagdes 4p—8, como o que pode ser
observado no espectro de RMN 'H (fig. 14). Dessa forma, a substancia Il possui uma
configuragdo do tipo 2R, 3R e 2R, 3R’ para as unidades superior e inferior,

respectivamente.
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De acordo com Thompson et al. (1972), o tipo de ligagao entre as unidades superior
e inferior de procianidinas diméricas pode ser definida através das bandas de dicroismo
circular em 275 nm. Estes autores demonstraram que procianidinas com configuragdo
absoluta 4R apresentam um efeito Coftton positivo em 275 nm e procianidinas com
configuragdo 4S apresentam bandas opostas, ou seja, efeito negativo em 275 nm. Além
disso, Danne et al. (1994a) observaram que procianidinas diméricas com ligagdo do tipo
entre as unidades superior e inferior e, portanto, com configuragao absoluta 4R, apresentam
efeito Cotton positivo também entre 220 e 240 nm. Mello et al. (1996a) observaram que
prodelfinidinas diméricas substituidas em C-3, tanto na unidade inferior, mais comum, como
na unidade superior, com ligagédo do tipo § entre as unidades e, portanto, com configuracdo
absoluta 4R, apresentaram um efeito Cotton negativo ndo esperado entre 220 e 240 nm e
na regiao de 275 nm. As substancias diméricas substituidas em C-3 da unidade inferior, com
configuragao absoluta 4S, ou ligacdo o entre as unidades, nao sofreram alteragdes no efeito
Cotton nas regides citadas anteriormente.

A substancia Il apresentou no espectro de dicroismo circular efeito Cotton positivo
nas regides de 220-240 nm e 275 nm, confirmando uma configuragdo absoluta 4R. A
estereoquimica da substancia nado derivatizada foi determinada com auxilio da rotagao
Optica especifica obtendo-se o valor de [a]f,oc = +3° (metanol; c¢=0,1). Portanto, pode-se
afirmar que a substancia Il trata-se da procianidina B, (fig. 16), epicatequina-(4—8)-
epicatequina.

Esta é a primeira vez que esta substancia é citada para a espécie vegetal T. catigua,
tendo sido isolada em diversas outras espécies vegetais, como em Paullinia cupana H.B.K.

var. sorbilis (Mart.) Ducke e Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella.

OH

Figura 16 — Estrutura da substancia Il, epicatequina-(4f—8)-epicatequina (procianidina B,).



Flavia Oliveira Resende 72

5.2.1.3 Substéancia lll - Catequina-(40.—8)-epicatequina (Procianidina By,)

Cerca de 24 mg da subfragao F#17.11 foram derivatizados (se¢éo 4.6) e submetidos
a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), obtendo-se 3 novas subfragdes. A
fracdo F#17.11.3 mostrou evidéncias em CCD de se tratar de uma substancia dimérica,
devido ao valor de Rf= 0,33. Apds a analise por RMN e espectrometria de massas, esta
subfracéo foi denominada de substancia lll.

A substancia lll apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-molecular
[M-H'T = 997,5 e [M+Na']" = 1021,5 (fig. 17) caracteristico de substancias diméricas
derivatizadas de catequina/epicatequina (m/z= 998).

O espectro de RMN 'H em CDCI; (fig. 18) da substancia lll forneceu dados
representativos de uma substancia fendlica do tipo tanino condensado dimérico. Os dados
de deslocamento (6 em ppm), multiplicidade e constante de acoplamento podem ser

observados na tabela 6.

grrdd
JCPM11_ESI_FSNa 11 (0.497) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (6:29-44:60) 1: Scan ES-

1004 955.4 6.53e5
913.5
<
895.5 9075
829.4 8714
853.4
4256 927.4
439.7 453.6 699.3 1001.4
5774 6194 787.4 969.4 10735 1003.7
0- RARSE; T ‘\ o
JCPM11_ESI_FSPNa 11 (0.499) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (6:36-49:62) 1: Scan ES+
1004 1021.5 2.52e7
LIS
1018.8
979.5 1016.6
468.5
4417'6 1 489.2 STS L 1037.5
N N e S L
450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100

Figura 17 — Espectros de massas de ionizagao por eletrospray negativo (A) e ionizagao por

eletrospray positivo (B) da substancia lll.
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Tabela 6 — Dados de RMN 'H da substancia Il acetilada (300 MHz; CDCls, relativo para
TMS).

Hidrogénio o (ppm) "8 Literatura Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
H-4. (F) 2,75 2x2,91 dl *IndaxHdeq = 18,0
H-deq (F) 3,02 2 x 2,91 dd , Whteaia = 4.8
Jh-seq-H-aax = 18,0
H-4 (C) 4,52 4,52 d *Jnans =96
H-2 (C) 4,82 4,85 d 3Jho-s = 9,9
H-2 (F) 5,01 5,01 sl
H-3 (F) 5,18-5,23 5,18 m
H-3 (C) 5,72 5,67 t** 3J=19,5
H-6 (A) 6,53 6,52 d *hets = 2,4
H-8 (A) 6,58 6,55 d “srs = 2,4
H-6 (D) 6,63 6,60 s
H-2’ (E) 6,85 6,85-7,30 d e = 2,1
H-6’ (B e E) 6,89-6,92 6,85-7,30 m
H-2' (B) 6,97 6,85-7,30 d “Jhoe = 2,1
H-5" (E) 7,10 6,85-7,30 d S hsne = 8.4
H-5" (B) 7,15 6,85-7,30 d Sdnse = 8,4

*Ueffing (1988); **pseudo-tripleto (teoricamente dd).
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H-6(A) H-2(F)

H-4eq(F)  H-4a(F
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Figura 19 — Espectro COSY '"H-"H da substancia Il acetilada (300 MHz; CDCls; relativo
para TMS).
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Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da unidade
inferior H-4.4(F) e H-4¢4(F), sendo que se apresentam com deslocamentos em § 2,75 e 3,02
ppm, respectivamente. Ja o hidrogénio alifatico H-4(C) do mondmero superior apresenta-se
em campo menos protegido, 6 4,52 ppm. Sua constante de acoplamento com o hidrogénio
H-3(C) é grande de Jy.3n4 = 9,6 Hz. Enquanto que o acoplamento entre os hidrogénios H-
2(C) e H-3(C) possui uma constante de 9,9 Hz. Esses dados referentes aos hidrogénios
alifaticos da unidade superior estabelecem uma configuragéo do tipo 2,3-trans, 3,4-trans.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam
deslocamentos em & 5,21 e 5,01 ppm, respectivamente. Os mesmos apresentam uma
constante de acoplamento inferior a 1 Hz, confirmando a configuragdo 2,3-cis, para a
unidade inferior. No espectro de RMN 2D (COSY 'H-'H) (fig. 19), pode-se observar a
correlagdo entre todos os hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica
apresentam-se como nos derivados monoméricos, catequina/epicatequina, com dois
sistemas do tipo AMX. E possivel determinar os deslocamentos e as constantes de
acoplamento de quase todos os hidrogénios, com excegdo do H-6’ da unidade inferior (anel
E) e H-6" da unidade superior (anel B), através do espectro de COSY 'H-'H. Assim, foi
possivel estabelecer a correlagdo entre o H-2(C) com H-2'(B) e H-2(F) com H-2’(E), através
do espectro de COSY 'H-"H (fig. 19).

Os hidrogénios do anel A, H-6(A) e H-8(A), aparecem em & 6,53 e 6,58 ppm,
respectivamente, com constante de acoplamento idéntica e igual a Jyens = 2,4 Hz,
enquanto que o hidrogénio H-6(D), em & 6,63 ppm, apresenta-se como um singleto. De
acordo com Fletcher e colaboradores (1977), Hemingway e colaboradores (1982) e
Kolodziej e colaboradores (1989), o deslocamento dos hidrogénios do anel A estao de
acordo com uma configuragéo do tipo 4S. Portanto, pode-se afirmar que a ligagao entre as
unidades superior e inferior seja do tipo 4a.

Como observado na substéancia Ill, o posicionamento do hidrogénio H-2(F) entre
4,37 e 5,04 ppm indica uma ligagdo do tipo (4—8) (HOR et al., 1995), o que pode ser
observado para essa substancia € exatamente um valor de 5,01. Outro dado caracteristico
refere-se a posigao de H-3(C) em § 5,72 ppm. O deslocamento do hidrogénio alifatico H-3 e
a proporcao rotamérica de 1:1, € caracteristico de ligagdes do tipo o entre as unidades
superior e inferior. Dessa forma, a substéancia lll possui uma configuragéo do tipo 2R,3S e
2R',3R’, para as unidades superior e inferior, respectivamente. A estereoquimica da

substancia derivatizada foi determinada com auxilio da rotagdo 6ptica especifica obtendo-se
o valor de [a]j{” = -14,6° (acetona; ¢=0,13). A configuragdo absoluta s6 podera ser

totalmente confirmada através da determinagdo de dicroismo circular. Entretanto, Ueffing

(1988) isolou e identificou essa mesma substancia, a partir de Tilia sp., com dados de
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dicroismo circular. Por comparagdo entre os dados obtidos neste trabalho e o da
substancia Ill, pode-se afirmar que a mesma trata-se da procianidina B, (fig. 20),
catequina-(4a—8)-epicatequina. Esta substancia nao foi, até o presente momento, isolada
da espécie Trichilia catigua ou mesmo no género Trichilia, tendo sido obtida de outras

espécies vegetais como Paullinia cupana var. sorbilis.

OH

Figura 20 - Estrutura da substancia lll, catequina-(4a—8)-epicatequina (Procianidina By).
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5.2.1.4 Substancia IV — Cinchonaina la

Cerca de 10 mg da F#17.14.2, 16 mg da subfragdo F#17.15.2 e 16 mg da F#18.2
foram derivatizados (secao 4.6), analisados por RMN, espectrometria de massas, dicroismo
circular e entdo denominados de substancia IV.

A substancia IV livre apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M-H']= 451,4 e [M+Na']’= 475,3 (fig. 21), caracteristico de substancias do tipo
catequina/epicatequina (m/z= 290) acrescidas de uma unidade fenilpropandide.

A analise dos espectros de RMN 'H (fig. 22), RMN '3C (fig. 24), RMN 2D (COSY 'H-
'H) (fig. 23) e das correlagbes heteronucleares 2D HMQC e HMBC (fig. 25) da substancia
IV derivatizada em acetona-dg forneceu dados representativos de uma substancia
fenilpropandide derivada da epicatequina (m/z= 452). Além disso, a substéancia IV livre foi
também submetida a analise por RMN em CD3;OD para comparagao dos dados com a
literatura. Os dados de deslocamento (6 em ppm), multiplicidade, constante de acoplamento
e as correlagdes heteronucleares HMQC e HMBC da substéancia IV acetilada podem ser
observados na tabela 7 e os dados de deslocamento (& em ppm), multiplicidade e constante

de acoplamento da substancia IV livre encontram-se na tabela 8.

grrdd
JCPM12_ESI_FSNa 11 (0.496) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (9:33-53:68) 1: Scan ES-
100+ 451.4 1.83e7

A

LIS

3413

255.5 903.5

[

JCPM12_ESI_FSPa 9 (0.411) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (8:25-39:62) 1: Scan ES+
100+ 5415 9.99¢5

301.4 B

615.4

7634 781.4

837.5 911.6 924.8
943.6

475.3485.4 491

252.6

0250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950m/Z
Figura 21 — Espectros de massas de ionizagédo por eletrospray negativo (A) e ionizagao por

eletrospray positivo (B) da substancia IV.
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Tabela 7 - Dados de RMN de 'H e "*C da substancia IV acetilada, incluindo correlagcdes
heteronucleares HMQC e HMBC (300 MHz; acetona-ds, relativo para TMS).

'H- 3C HMBC- ,Jcn

3 (ppm) | Multipli- & (ppm)
HC| 'H cidade J(H2) £
2JcH 3JcH
2 5,20 sl 77,6 C-3,C-1’
3 | 5,42-5,45 m 67,1 C-10
3 —
272(ax) | dd | , Jreens=15 C-3, C-10 C-2,C-5,C-9
JH-4ax-H-4eq - 16,2
4 : i e 26,6
2 H-4eq-H-3 — -1 _ X
99 (eq) dd TIPS C-10 C-5,C-9
5 150,7
6 6,50 s 104,8 C-5, C-7 C-8,C-10
7 151,7
8 111,5
9 152,6
10 109,9
1 137,1
2 7,33 d Jrzsre = 1,8 122,8 C-3 C-2,C6
3 143,3
y 143,1
5 7,11 d S stie = 8,4 124,2 Cc4 c-1
3 —
6 7,25 dd 4:;:2:: _ ?’g 125,4 C-2,C-2,C-4
17 141,3
2 6,93 d Mnane = 2,4 125,3 C4",C-7"
3 143,5
4 142,5
5 6,90 d 3 s e = 8,1 123,1 C-3”
3 —
6 | 698 dd oo = 8.1 124.9 C-4”
H-6"-H-2" = £,
7’ 4,75 dl SJnrrs = 6,0 351 | C-17,C-8",C8 | C-2",C9",C7
3 —
324 (ax) | dd | 5 Jweexcn7 =TS C-7", C-9” C-1”
1 JH-S”ax-H-B”eq - 16,2
8 3 — 36,7
H-8"eq-H-7" — |, 7 _q” _1” -
2,90 (eq) dd e 5.2 C-7", C-9 C-1,C-8
9” 167,3
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Hf" | Hedoy

S I o B A L M L
i D 7.0 6.5 6.0 5.5 5 =0 4.5 4.0 3ie:5 3.0

FL (ppm)

Figura 23 — Espectro COSY 'H-'H da substancia IV acetilada (300 MHz; acetona-dg;
relativo para TMS).
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Tabela 8 - Dados de RMN de 'H e "C da substancia IV livre (300 MHz; CD;0D, relativo

para TMS).
S (ppm *3 Literatura | Multipli- S (ppm *3 Literatura
HI C (eﬁ ) (ppm) 'H cidade J (H2) (1'33'(?: ) (ppm) *C
2 4,84 4,85 sl 79,7 80,08
3 | 4,23-425 m 66,5 66,91
4 2,87-2,94 2,88 m 29,4 28,27
5 157,3 157,18
6 6,20 6,23 s 96,2 96,44
7 152,0 151,95
8 106,0 106,13
9 153,4 153,40
1 105,2 105,21
1 131,9 129,98
2’ 6,97 6,83 d *duome = 1,8 115,0 114,99
3’ 1451 146,27
4 1457 147,60
5 6,75 6,69 d ';‘JH.sv.H_G, =8,1 115,9 115,94
6 678 6,61 dd 4j”'6’-H'5’ = ?’; 119,1 119,20
H-6H-2 = 1,
1" 135,4 133,78
2" 6,52 6,63 d *Jhzne = 2,1 114,9 115,32
3" 146,3 148,78
4" 1459 148,49
5" 6,60 6,63 d zJH.sn.H_Gn =8,1 116,5 116,56
6" 6,44 6,54 dd 43"*'6”-“-5” = g} 119,2 119,32
H-6"-H-2" = £,
7" 4,54 4,43 dl S iz ne = 5,4 35,3 34,18
3JH—8’ax'—H—7” =69
. 3,05 (ax) dd JH-8"ax-H-8"q = 1,2
8 582587 2,98 - 38,6 37,30
(eq)
9" 170,8 167,71

*Pizzolatti et al., 2002a
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A existéncia de um substituinte fenilpropandide ligado no anel A da unidade flavan-3-
ol pode ser confirmada pelo espectro de RMN "*C (fig. 24), onde aparecem sinais atribuidos
a uma carbonila (C-9”) em & 167,3 ppm, um grupo metileno o em relagéo a carbonila (C-8")
em o 36,7 ppm, um carbono metinico B em relagdo a carbonila (C-7") em 35,1 ppm e um
anel aromatico dihidroxilado.

Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da porgéo
epicatequina H-4,x e H-4.,, bem como os hidrogénios alifaticos da porcao fenilpropandide,
H-8"¢q € H-8"4. Os hidrogénios H-4.. e H-4., se apresentam com deslocamentos em § 2,72
e 2,99 ppm, respectivamente; enquanto que os hidrogénios H-8"s4 e H-8", se apresentam
com deslocamentos em & 2,90 e 3,24 ppm, respectivamente, no espectro da substancia
acetilada em acetona-d; (fig. 22).

Os hidrogénios alifaticos da porgdo epicatequina, H-3(C) e H-2(C), apresentam
deslocamentos em & 5,43 e 5,20 ppm, respectivamente. Os mesmos apresentam uma
constante de acoplamento inferior a 1 Hz, confirmando a configuragcédo 2,3-cis, para esta
parte da molécula. Ja o hidrogénio alifatico H-7" apresenta deslocamento em & 4,75 ppm,
aparecendo como um dubleto largo, teoricamente representando um duplo-dubleto, com
constantes de acoplamento de 6 Hz entre H-7" e H-8", e inferior a 1 Hz entre H-7" e H-8",
(fig. 22). No espectro de RMN 2D (COSY 'H-"H - fig. 23), pode-se observar a correlagéo de
todos esses hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como
nas unidades monomeéricas do tipo catequina/epicatequina, com dois sistemas do tipo AMX.
Assim foi possivel determinar os deslocamentos e as constantes de acoplamento de todos
os hidrogénios aromaticos através do espectro de COSY 'H-'H, bem como a correlagéo
entre o H-2(C) e H-2’(B) da parte epicatequina.

Segundo Nonaka e Nishioka (1982), a localizagao da unidade fenilpropanoide ligada
ao anel A da unidade epicatequina pode ser determinada através do espectro de RMN ">C.
Quando a unidade fenilpropandide se encontra ligada no carbono 8 do anel A da unidade
flavan-3-ol (fig. 26, estrutura 1), este carbono se desloca para campos mais baixos em
relagdo ao carbono 6. Ja quando a ligacdo do fenilpropandide ocorre em C-6 (fig. 26,
estrutura 2), este carbono se desloca para campos mais baixos, enquanto C-8 se desloca
para campos mais altos.

No espectro de RMN "C da substancia IV acetilada, o carbono C-8 aparece com
deslocamento 6 em 111,6 (campo mais baixo) e C-6 aparece em & 104,8 (campo mais alto).
O mesmo ocorre no espectro da substancia livre, em que C-8 aparece em 6 106,0 e C-6 em
& 96,2. Portanto, a substancia IV trata-se de um flavan-3-ol substituido por um

fenilpropanoide em C-8.
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Figura 26 — Estruturas cinchonainas la (1), substituida em C-8 e cinchonaina Id (2),

substituida em C-6.

A posicdo do anel aromatico da porgcao fenilpropanoide, pode ser definida através
dos deslocamentos do hidrogénio H-2 e dos hidrogénios do anel aromatico da porgao
flavan-3-ol. Na cinchonaina la, em que este anel se encontra em posicdo B (fig. 26), os
sinais de H-2 e dos hidrogénios do anel B, coincidem com os sinais encontrados para os
mesmos hidrogénios da epicatequina, ou seja, o anel fenilpropandide em posigao B nao
provoca efeitos de blindagem ou desblindagem sobre os hidrogénios da porc¢ao flavan-3-ol.
Ja na cinchonaina Ib (anel em posi¢do a), estes hidrogénios sofrem efeitos anisotropicos,
provocando o deslocamento de H-2 para campos mais baixos e dos hidrogénios do anel B
para campos mais altos (NONAKA; NISHIOKA, 1982; revisado por CHEN et al., 1993). Para
se fazer tal comparagdo, é necessario comparar espectros de RMN 'H feitos com os
mesmos solventes. Tal comparacao € apresentada na tabela 9, onde se pode observar que
os sinais de H-2 e H-2’(B) apresentam os mesmos valores de deslocamento quimico tanto
na substancia IV, quanto na epicatequina.

Os efeitos anisotropicos descritos anteriormente, podem ser observados através da
analise do modelo de Dreiding.

Nonaka e Nishioka (1982) acreditaram inicialmente que esta estrutura se tratava da
cinchonaina Ib. Entretanto, apds novos estudos, Chen et al. (1993) chegaram a conclusao

que a mesma tratava-se da cinchonaina la.
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Tabela 9 — Comparacao entre deslocamentos de hidrogénios da substancia IV e da
epicatequina no espectro de RMN 'H (300 MHz; CDCls).

H Sustancia IV Epicatequina
3 (ppm) 3 (ppm)
H-2 5,09 5,09
H-2'(B) 7,33 7,33
H-5'(B) 7,06 7,18
H-6’(B) 7,01 7,25

A estereoquimica da substancia livre foi determinada com auxilio da rotacdo 6ptica
especifica obtendo-se o valor de [a’]g)o = -35 ° (metanol; ¢c=0,1). Além disso, realizou-se
espectroscopia de dicroismo circular para confirmacéo da estereoquimica da substancia IV
(fig. 24). Segundo Chen et al. (1993), a observacao dos espectros de dicroismo circular nos
comprimentos de onda de 234, 255 e 280 nm permite estabelecer a configuragdo do
carbono B-metinico (C-7”). Quando o hidrogénio B-metinico (H-7") se encontra em posigéo
«, observa-se um efeito Cotton negativo em 234 e 280 nm e um efeito positivo em 255 nm.
Ja quando H-7” se encontra em posi¢do B, sdo observadas bandas de sinais opostos,
indicando que estas se devem principalmente ao carbono B-metinico, sendo muito pouco
afetadas pelos carbonos assimétricos da unidade flavan-3-ol (C-2 e C-3) (CHEN et al.,
1993). O que se observa para a substancia IV é exatamente um forte efeito Cotton negativo
em 234 e 280 nm e um efeito positivo em 255 nm (fig. 27), confirmando uma configuragao o

para H-7" e  para o anel aromatico fenilpropandide.

20

0

CD[mdeg] 2|

40

-B0
200 220 240 260 280 300
Wavelength [nm]

Figura 27 — Espectro de dicroismo circular da substéancia IV.

Portanto, conclui-se que a substancia IV trata-se da cinchonaina la (fig. 28).
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Figura 28 — Estrutura da substéancia IV, cinchonaina la.
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5.2.1.5 Substancia V - Cinchonaina llb

Cerca de 11 mg da subfragao F#17.14.6, 11 mg da F#17.15.5, 14 mg da F#18.4 e 17
mg da F#19.4 foram derivatizados (se¢édo 4.6), analisadas por RMN, espectrometria de
massas e dicroismo circular e entdo denominadas de substéancia V.

A substancia V livre apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M-H'] = 739,4 e [M+Na']" = 763,4 (fig. 29) caracteristico de uma substancia
dimérica contendo duas unidades de catequina/epicatequina e adicionalmente uma unidade
fenilpropanodide, de modo semelhante a substancia IV (m/z=740).

A analise dos espectros de RMN "H (fig.30), RMN 'C (fig. 33), RMN 2D (COSY 'H-
'H) (fig. 31 e 32) e das correlagdes heteronucleares 2D HMQC e HMBC (fig. 34) da
substéancia V derivatizada por acetilagdo, em acetona-ds forneceu dados representativos de
uma substancia dimérica composta por um mondmero fenilpropandide derivado da
epicatequina e de outro mondémero epicatequina. Os dados de deslocamento (5 em ppm),
multiplicidade, constante de acoplamento e as correlagdes heteronucleares HMQC e HMBC

da substancia V acetilada podem ser observados na tabela 10.

grrad
JCPM13_ESI_FSNa 11 (0.496) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (8:25-57:77) 1: Scan ES-
100+ 739.4 1.28e7

A

255.5

28362893
o e A - A A i b
wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

JCPM13_ESI_FSPa 10 (0.456) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (6:30-51:67) 1: Scan ES+
1001 541.5 1.23¢6
615.4 763.4
sl
454.6 504 760.7
4136 7074
s06 355 oea 6894
314, 485.5 6105 7814
376.0 467.4
2796 2014 3350 4113 4515 503.4
5195 575.5 6495 6845 7235 7414
6ad 4276 S s 7975

&260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 miz
Figura 29 — Espectros de massas de ionizagao por eletrospray negativo (A) e ionizagao por
eletrospray positivo (B) da substancia V.
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Tabela 10 - Dados de RMN '"H e C da substancia V acetilada, incluindo correlagdes
heteronucleares HMQC e HMBC (300 MHz; acetona-ds, relativo para TMS).

Multi

'H- 3C HMBC- Jcn

Hic | S®PM) | b J (Hz) 8 (ppm)
H dade c
2JcH 3JcH
2(F) 4,89 sl 779 | C-3(F), C-1(E) C-5'(E)
3(F) | 523525 | m 67,3
2,85 (ax) m
4(F) 3JH-4eq-H-3 = 4,5 26,9
2’98 (eq) dd 2JH—4eq—H—4ax = 1717
5(D) 149,2°
6(D) 6,76 s 111,56 | C-5(D), C-7(D) | C-8(D), C-10(D)
7(D) 150,4°
8(D) 117,2
9(D) 154,7
10(D) 112,5
1'(E) 136,9
2(E) | 7.23 d Unze = 1,8 124.6 C-Z(E)-’fs(’ig) (E).
3'(E) 143,2°
4(E) 142,4°
5(E) 7,22 d 3 st = 8,4 1232 | C-4'(E), C-6'(E)
3 —
6(E) | 7.28 dd Jhens =63 1253 C-1(E)
Jneno =2,7
2(C) 5,86 sl 758 | C-3(C), C-1'(B) C-2(B)
3(C) | 5,16-5,18 | m 71,3 C-10(A)
4C) | 454 d Y nars=1,8 35,0 C'3(CC_)1’O(Z’£(D)’ C-2(C)
5(A) 149,6°
6(A) 6,40 s 104,8 C-7(A) C-8(A), C-10(A)
7(A) 150,4
8(A) 110,2
9(A) 152,8°
10(A) 11,7
1'(B) 136,8
2'(B) 6,96 d Wnzane = 2,1 123,2 C-3(B) C-2(C), C-6'(B)
3'(B) 143,3¢
4(B) 143,4°
5(B) 717 d 3 5o = 8,4 1244 C-#(B) C-1(B)
3 b
, Jists = 8,4 C-2(C), C-2'(B),
6'(B) 7,05 dd b 125,6 Cue)
17 1416
2 6,88 d Wnznie = 2,4 122,6 C-1",C3” C6",C7"
3 143,6°
4 142,9°
5” 7,28 d *Jusmne = 8,7 124,2 C-4”
6" 710 | dd | Jwews =87 126,1 c2", C-7"
' “nemzr = 2,4 ’ '
7’ 4,16 dl SUnrre = 6,6 346 |c17cece| C2,C6

Cc-9”, C-7
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3
Jrgreqhr = 1,5 0" _
8” 2;78 (eq) dd 3\{5H_8”eq_H_8”aX = 16.’5 36 9 C 9 C 8
JH-S”ax-H-T' = 0,9 ’ ” " ”
2,28 (ax) dd 3 Iismrises = 16,5 C-77,C-9 C-1
9” 167,1

a bcde
y 9 s s

carbonos intercambiaveis.
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H-8%
H-45,
H-2(F)
g . H-8%
H|2(C) H3(0) HF(C) ok |
| | I S
_AL“MMLUJJW I Y W S S S ,,,,W_‘J.)JU “J L
«? o T e T T
==——= (ppn) I 0| w e === Tﬁ—
] £ .5 -‘ P ! s
H-8" e 2 o : ‘ =
L2 J 6
1 H.8
]
3.5—_
4.0
H7"—C 2 - — 0O
) 4.5
| 5.0 T__ -
H-3(C)—— < g
H-3(F)/ \ o
9z 9l
1 |
H-2(C) — - 1 Lwe
6.0 |
: | o
] [
H-2'(B)73J 7 %
H-2'(E)—-—% a

T T T T o o T, . e
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
F1 (ppm)

Figura 31 — Espectro COSY 'H-'H da substancia V acetilada (300 MHz; acetona-ds;
relativo para TMS).
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H-2'(E
v B

T " o e M S TR | ;G AT T Illflrl\\‘ll T T | 0 B A T T T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4
F1 (ppm)

Figura 32 — Espectro COSY 'H-'H da substancia V acetilada (300 MHz; acetona-dg;
relativo para TMS).
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Na substéncia V, a existéncia de um substituinte fenilpropandide ligado no anel A da
unidade flavan-3-ol superior pode ser confirmada pelo espectro de RMN 'C (fig. 33), onde
aparecem sinais atribuidos a uma carbonila (C-9”) em & 167,1 ppm, um grupo metileno o em
relagao a carbonila (C-8”) em 3 36,9 ppm, um carbono metinico § em relagdo a carbonila (C-
7”) em 34,6 ppm e um anel aromatico com um sistema AMX.

Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da porgéo
fenilpropandide da unidade superior, H-8",x e H-8"¢, sendo que se apresentam com
deslocamentos em 6 2,28 e 2,78 ppm, respectivamente no espectro da substancia acetilada
em acetona-de.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior H-4(F).x € H-4(F)eq também se
encontram bem protegidos, apresentando deslocamentos em & 2,85 e 2,98 ppm,
respectivamente. Ja o hidrogénio alifatico H-4(C) do monémero superior apresenta-se em
campo menos protegido, & 4,54 ppm e sua constante de acoplamento com o hidrogénio H-
3(C) é de Jys.na = 1,8 Hz, sugerindo uma configuragao 3,4-trans. O acoplamento entre os
hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui uma constante inferior a 1 Hz, estabelecendo uma
configuragdo do tipo 2,3-cis, 3,4-trans, para a unidade superior. Esta unidade apresenta
ainda o hidrogénio alifatico H-7”, com deslocamento em & 4,16 Hz, apresentando-se como
um dubleto largo, teoricamente representando um duplo dubleto, com constantes de
acoplamento de 6,6 Hz entre H-7" e H-8"¢q € inferior a 1 Hz entre H-7” e H-8",.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam
deslocamentos em & 5,34 e 4,89 ppm, respectivamente. Os mesmos apresentam uma
constante de acoplamento inferior a 1 Hz, confirmando a configuragdo 2,3-cis para a
unidade inferior.

A correlagéo heteronuclear entre H-4(C) e C-8(D) no espectro de HMBC comprova a
ligacao entre as unidades superior e inferior como sendo do tipo (4—8).

O tipo de ligagao (a ou B) entre o carbono 4 da unidade superior com o carbono 8 da
unidade superior pode ser definido através da comparagdo do espectro de RMN H' da
substincia V com o espectro da procianidina B,. Os dados de deslocamento quimico sao
semelhantes para estas duas substancias, sugerindo-se que a ligagdo entre a unidade
superior € a unidade inferior da substancia V seja do tipo 4f—8.

No espectro de RMN 2D (COSY 'H-"H) (fig. 31 e 32), pode-se observar a correlagéo
de todos os hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como
nos derivados monoméricos do tipo catequina/epicatequina, com trés sistemas do tipo AMX,
sendo dois pertencentes as porgdes epicatequina e um pertencente a porgao
fenilpropandide da unidade superior. E possivel determinar os deslocamentos e as

constantes de acoplamento de todos os hidrogénios, através do espectro de COSY 'H-"H
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(fig. 31 e 32). Assim, é possivel também observar a correlagao entre o H-2(C) com H-2’(B) e
H-2(F) com H-2’(E), através destes espectros.

O hidrogénio do anel A, H-6(A) aparece em & 6,40, enquanto que o hidrogénio H-
6(D), em & 6,76 ppm; ambos apresentam-se como singletos.

A configuragao do hidrogénio 7” e do anel aromatico da porgao fenilpropandide pode
ser definida com base nos efeitos anisotropicos exercidos por este anel sobre o hidrogénio
H-2(C), que podem ser observados através da analise do modelo de Dreiding.

Como descrito anteriormente para a substancia IV, quando o anel aromatico
fenilpropanodide se encontra em posigéo B, este ndo exerce efeitos anisotrépicos sobre H-
2(C) e quando este anel se encontra em posicao o, as nuvens eletronicas dos dois anéis
aromaticos do monbémero cinchonaina interagem entre si, provocando um efeito de
desblindagem sobre o hidrogénio H-2(C), deslocando-o para campos mais baixos. Tal fato
pode ser observado nos espectros de RMN H' da substancia V, quando comparados aos
espectros da procianidina B, (substancia Il), conforme demonstrado na tabela 11.

Tabela 11 — Comparacdo entre dados de RMN H' para o hidrogénio H-2(C) da substancia

V e da procianidina B, (substéancia Il) em CDCI; e acetona-dp.

Substancia V Substancia ll (PB,)
Hidrogénio
3 (ppm) 3 (ppm)
H-2(C) (CDCly) 5,70 5,58
H-2(C) (acetona-dg) 5,86 5,72

A estereoquimica da substancia livre foi determinada com auxilio da rotagéo 6ptica

especifica obtendo-se o valor de [a]f)oo =+22° (metanol; c=0,1). Além disso, realizou-se

espectroscopia de dicroismo circular para confirmagédo da configuragdo absoluta em C-4(C)
(fig. 35).

No espectro de dicroismo circular da substancia V (fig. 35), pode-se observar um
efeito Cotton positivo em toda extensdo do espectro analisado (200-300 nm). Portanto a
estrutura da substancia V esta de acordo com uma estrutura dimérica com ligagéo do tipo 3
entre as unidades superior e inferior e, portanto, com uma configuragao absoluta 4R. Além
disso, pode-se observar que o efeito Cotton positivo dado pela ligagcdo 3 se sobrepde aos
efeitos dados pelo carbono B-metinico da porcéo fenilpropandide da molécula, conforme

observado para os monémeros do tipo cinchonaina.
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Figura 35 - Espectro de dicroismo circular da substancia V.

Dessa maneira, concluiu-se que a substancia V trata-se da cinchonaina llb (fig. 36),
com o anel aromatico fenilpropandide em posigdo o e ligagdo 4f—8 entre as unidades
superior e inferior. Esta é a primeira vez que esta substancia é isolada no género Trichilia,

tendo sido isolada anteriormente da espécie Cinchona succirubra.

onH H

Figura 36 — Estrutura quimica da substancia V, cinchonaina llb.
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5.2.1.6 Substéancia VI — Apocinina E

Cerca de 25 mg da subfragdo F#18.3 foram derivatizados (segéo 4.6) e purificados
por CCDP (sec¢éo 4.5.4), obtendo-se uma banda com Rf 0,31 (F#18.3.2), que foi submetida
a analise por RMN, espectrometria de massas e dicroismo circular e entdo denominada de
substancia VI.

Na analise do espectro de massas, o pico do ion pseudo-molecular [M+Na']*'= 785,4
(fig. 37) estda de acordo com uma substancia do tipo epigalocatequina acrescida de uma
unidade fenilpropanodide derivatizada por acetilagéo (m/z= 762).

A analise dos espectros de RMN "H (fig. 38 e 40), RMN "*C (fig. 42), RMN 2D (COSY
'H-"H) (fig. 39 e 41) e das correlagdes heteronucleares 2D HMQC (fig. 43) e HMBC (fig. 44)
da substéancia VI derivatizada em CDCI; e acetona-ds forneceu dados representativos de
uma substancia fenilpropanside derivada da epigalocatequina. O espectro de RMN °C se
assemelha ao espectro da substancia VII, porém com diferenca de deslocamento nos
carbonos do anel B da porgao flavan-3-ol. Os dados de deslocamento (& em ppm),
multiplicidade e constante de acoplamento da substancia VI acetilada em CDCI; podem ser

observados na tabela 12 e os dados em acetona-ds sdo encontrados na tabela 13.

grrad
JCPM14_ESI_FSNa 11 (0.497) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (7:32-49:68) 1: Scan ES-
100+ 635.4 4.88e6

551.4

593.4

283.6

3255 33965575 807.4

449.3 457.4

JCPM14_ESI_FSPa 11 (0.499) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (6:39-61:77) 1: Scan ES+
100+ 785.4 4.29e7

7827 831.4
801.4

7434
A "y - "

N N . N i
"280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860

Figura 37 — Espectros de massas de ionizagao por eletrospray positivo da substéancia VI.
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Tabela 12 — Dados de RMN 'H da substancia VI acetilada (300 MHz; CDCls, relativo para

TMS).

Hidrogénio o (ppm) Multiplicidade J (Hz)
H-4 2,88 - 2,96 m
3
Jrgnr =6,9
H-8" o, 303 dd ] H-8"-H-7
Jne-ne = 16,5
3
Jugnr = 2,1
H-8" . 312 dd ] H-8"-H-7
Jhg-re = 16,5
*dur e =69
H-7" 4,64 dd s
Jhrne = 2,1
H-2 5,11 sl
H-3 5,30-5,34 m
H-6 6,61 s
H-2’ 6,94 s
H-6’ 6,94 S
7
Juenor=1,8
H-6" 6.97 dd . H-6"-H-2
Jhe-ns =60
H-2” 7,13 ione =1,8
H-5” 717 Sdispe = 7,5
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Figura 39 — Espectro COSY '"H-"H da substancia VI acetilada (300 MHz; CDClg3; relativo

para TMS).
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Tabela 13 — Dados de RMN 'H da substancia VI acetilada (300 MHz; acetona-ds, relativo

para TMS).
Hidrogénio S (ppm) Multiplicidade J (Hz)
H-4 2,92 -3,10 m
H-8"sq 3,13 dd ;J”'g"'””" - 1o
Jhgre = 16,2
H-8"x 3,34 dd 23J”'8"'”'7" - 7o
Jhg-re = 16,2
H-7” 4,80 dl *dhrne = 4,8
H-2 5,48 sl
H-3 5,44 - 5,46 m
H-6 6,63 s
H-2’ 7,01 s
H-6’ 7,01 s
H-6" 7,18 dd zJH'a”'H'Z" -2
Jhens = 8,4
H-5" 7,25 *dnsne = 8,4
H-5" 7,35 d *dnore = 3,9
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Figura 41 — Espectro COSY 'H-'H da substancia VI acetilada (300 MHz; acetona-ds;
relativo para TMS).
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Na substancia VI, assim como nas substancias IV e V, a existéncia de um
substituinte fenilpropandide ligado no anel A da unidade flavan-3-ol pode ser confirmada
pelo espectro de RMN '*C (fig. 42), onde aparecem sinais atribuidos a uma carbonila (C-9”)
em & 167,1 ppm, um grupo metileno o em relagdo a carbonila (C-8”) em & 36,5 ppm, um
carbono metinico § em relagédo a carbonila (C-7") em 34,8 ppm e um anel aromatico com um
sistema AMX.

Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da porgéo
flavan-3-ol H-4,, e H-4¢4, bem como os hidrogénios alifaticos da porgéao fenilpropandide, H-
8”ax € H-8"¢q. Os hidrogénios H-4,, e H-4.4 se apresentam com deslocamentos entre 2,92 e
3,10 ppm; enquanto que os hidrogénios H-8"¢, e H-8".« se apresentam com deslocamentos
em 0 3,13 e 3,34 ppm, respectivamente, no espectro da substancia acetilada em acetona-ds
(fig. 40).

O hidrogénio alifatico da porgéo epigalocatequina H-2(C) apresenta deslocamento
quimico em & 5,48 e o H-3(C) apresenta deslocamento entre 6 5,44 e 5,46 ppm. Os mesmos
apresentam uma constante de acoplamento inferior a 1 Hz, confirmando a configuragao
relativa 2,3-cis, para esta parte da molécula. J& o hidrogénio alifatico H-7” apresenta
deslocamento em & 4,80 ppm, aparecendo como um dubleto largo, teoricamente
representando um duplo-dubleto, com constante de acoplamento de 4,8 Hz entre H-7” e H-
8”¢q € inferior a 1 Hz entre H-7" e H-8".. No espectro de RMN 2D (COSY H-"H) (fig. 41),
pode-se observar a correlagdo entre todos os hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios
aromaticos da porcéo fenilpropandide apresentam-se como nas unidades monomeéricas do
tipo catequina/epicatequina, como um sistema do tipo AMX. Ja os hidrogénios aromaticos
da porgado epigalocatequina se apresentam como um unico singleto, com deslocamento &
em 7,01, pois se tratam de hidrogénios quimicamente equivalentes, conferindo uma
triildroxilagdo do anel B. Foi possivel determinar os deslocamentos e as constantes de
acoplamento de todos os hidrogénios aromaticos através do espectro de COSY 'H-"H (fig.
41). Além disso, a triidroxilagdo na parte inferior da molécula (porgédo epigalocatequina) foi
confirmada pela correlagao entre o sinal do H-2(C) e o sinal do H-2’(B)e H-6’(B) no espectro
de COSY "H-H.

O hidrogénio H-6 aparece como um singleto em 6 6,63 ppm. De acordo com Fletcher
e colaboradores (1977), Hemingway e colaboradores (1982) e Kolodziej (1989), a
configuragao relativa da porg¢ao epigalocatequina € do tipo 2,3-cis e a configuragdo absoluta
2R, 3R.

Segundo Nonaka e Nishioka (1982), a substancia VI se trata de uma unidade
epigalocatequina substituida de uma unidade fenilpropandide em C-8, pois no espectro de

RMN "3C (fig. 42) da substancia VI acetilada, o carbono C-8 aparece com deslocamento &
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em 111,1 (campo mais baixo) e C-6 aparece em & 104,6 (campo mais alto). Além deste
dado, Czochanska et al. (1979) e Cai et al. (1991) demonstraram que uma unidade do tipo
2,3-cis com anel B triidroxilado apresenta o C-2 em campos mais altos (6~78 ppm) que o
respectivo epimero, galocatequina, com o C-2 em campos mais baixos (6~82 ppm).

A posicao do anel aromatico da porgao fenilpropandide, pode ser definida através da
comparagéo dos dados de deslocamento quimico dos hidrogénios H-2 e H-3 nos espectros
de RMN 'H em acetona-ds (tab. 14) e CDCl; (tab. 15). Dessa maneira, concluiu-se que a
substancia VI apresenta o anel aromatico da porgéao fenilpropandide em posi¢ao o, assim

como a substancia VII.

Tabela 14 — Comparacao entre os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios H-2 e
H-3 nos espectros de RMN '"H (300 MHz; acetona-ds; relativo para TMS) das substancias
IV, Vl e VII

Substancia IV Substancia VI Substancia VIl
Hidrogénio
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
-2 (C) 5,20 5,48 5,46
-3(C) 5,42-5,45 5,44 - 5,46 5,45-5,47

Tabela 15 — Comparagéao entre os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios H-2 e
H-3 nos espectros de RMN "H (300 MHz; CDCl;; relativo para TMS) das substancias IV, VI

e VIL.
Substancia IV Substancia VI Substancia VIl
Hidrogénio
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
H-2 (C) 5,01 5,11 5,13
H-3 (C) 5,41 5,32 5,32

A estereoquimica da substancia derivatizada foi determinada com auxilio da rotagao
Optica especifica obtendo-se o valor de [a]ﬁ” = +6,2° (acetona; c=0,08). Além disso,
realizou-se espectroscopia de dicroismo circular para confirmagéo da configuragao absoluta
em C-7” (fig. 45).

Segundo Chen et al. (1993), quando o hidrogénio B-metinico (H-7") se encontra em
posicao a, observa-se um efeito Cotton negativo em 234 e 280 nm e um efeito positivo em
255 nm. Ja quando H-7” se encontra em posi¢cdo B sdo observadas bandas de sinais
opostos, indicando que estas bandas se devem principalmente ao carbono B-metinico,
sendo muito pouco afetadas pelos carbonos assimétricos da unidade flavan-3-ol (C-2 e C-3).

No espectro de dicroismo da substéancia VI (fig. 45) observa-se um efeito Cotton positivo
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em 234 e 280 nm e um efeito negativo em 255 nm, confirmando uma configuragao 3 para H-

7” e a para o anel aromatico fenilpropandide (fig. 46).
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Figura 45 — Espectro de dicroismo circular da substéancia VI.

oH H H

Figura 46 — Estrutura da substéancia VI, apocinina E.

A substancia VI nunca havia sido isolada de fontes naturais, sendo a primeira vez
que a mesma ocorre.
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5.2.1.7 Substancia VIl — Cinchonaina Ib

Cerca de 30 mg da subfragdo F#19.2 foram derivatizados (se¢éo 4.6), analisados por
RMN, espectrometria de massas e dicroismo circular e entdo denominados de substancia
VIL.

A substancia VIl livre apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M-H'T= 4514 e [M+Na'l'= 475,4 (fig. 47) caracteristico de substancias
monomeéricas tipo catequina/epicatequina adicionada de uma unidade fenilpropandide (m/z=
452).

A analise dos espectros de RMN 'H (fig. 48), RMN "C (fig. 50), RMN 2D (COSY 'H-
'H) (fig. 49) e das correlacdes heteronucleares 2D HMQC (fig. 51) e HMBC (fig. 52) da
substéancia VIl derivatizada em acetona-ds e CDCl; forneceu dados representativos de uma
substancia fenilpropandide derivada da epicatequina. Os dados de deslocamento (6 em
ppm), multiplicidade, constante de acoplamento e as correlagdes heteronucleares HMQC e

HMBC da substéancia VIl acetilada podem ser observados na tabela 16.

grrédd
JCPM15_ESI_FSNa 11 (0.496) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (8:36-61:74) 1: Scan ES-
1004 4514 2.47e7

A

3414 i
O e s st e et o e ead i o A eantaad e et e aes ottt W st b e et e AT

JCPM15_ESI_FSPa 12 (0.542) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (7:36-51:68 1: Scan ES+
100+ 475.4 1.62e6

B

301.4

299.0

2529 2735 5432874

3555 3715

(;50 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 !
Figura 47 — Espectros de massas de ionizagéo por eletrospray negativo (A) e ionizagdo por

eletrospray positivo (B) da substancia VII.
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Tabela 16 — Dados de RMN 'H e ®C da substancia VIl acetilada, incluindo correlagdes

heteronucleares HMQC e HMBC (300 MHz; acetona-ds, relativo para TMS).

'H- 3C HMBC- Jcn

S (ppm) | Multipli- S (ppm)
HIC 'H cidade J (Hz) 3¢ . p
2YCH 3YCH
2 5,46 sl 78,1 C-3,C-1’ c-2’
3 5,45-5,47 m 67,3 c-1
3 —
288(ax) | dd | o Jheecns=18 C-3, C-10 C-2, C-5, C-9
4 u:lsH-4ax-H-4eq - 1618 26.5
Jaseqtis = 4,5 ’
3,08 (eq) dd 2 JH':‘;:':‘* 177 c-10
5 150,8
6 6,63 s 104,5 C-5 C-8, C-10
7 152,0
8 111,1
9 152,6
10 109,7
1’ 137,2
2 7,03 d *Jizre = 1,8 122,9 C-3 C-2,C-4’
3 143,2
4 143,2
5 7,14 d *Jns.re = 5,4 124,2 C-4’ C-3
6’ 7,18-7,19 m 125,8 C-1
1" 141,2
2" 7,14 d ‘e = 1,8 1254
3” 143,7
4" 142.,6
5" 7,04 d *Jnsie = 7,5 123,2
3 —
6” 7,25 dd 4j::§t:j _ ?’g 124,8 C-1”
7” 478 dl S Jurns = 6,0 349 | C-17,C-8",C-8 Cc-9”,C-7
3
JH-S”eq-H-T’ =18 77 LY g
8” 3,11 (aX) dd Ss.éH_g”eq.H.g”ax — 16,2 36 5 C 7 5 C 9 C 1
334(eq) | dd | g MemenrZT0) C-7", C-9” C-17,C-8
9” 167,1
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Figura 49 — Espectro COSY 'H/'H da substancia VIl acetilada (300 MHz; acetona-ds;
relativo para TMS).
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A andlise do espectro de RMN 'H desta substancia (fig. 48) se assemelha ao da
substancia IV (fig. 22), ou seja, ao da cinchonaina la, apresentando diferengas nos
deslocamentos dos hidrogénios alifaticos (anel C) e da unidade fenilpropandide.

Na substancia VII, assim como na substancia IV, a existéncia de um substituinte
fenilpropandide ligado no anel A da unidade flavan-3-ol pode ser confirmada pelo espectro
de RMN ®C (fig. 50), onde aparecem sinais atribuidos a uma carbonila (C-9”) em & 167,1
ppm, um grupo metileno o em relagdo a carbonila (C-8”) em & 36,5 ppm, um carbono
metinico B em relagdo a carbonila (C-7") em 34,9 ppm e um anel aromatico diidroxilado.

Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da porgéo
epicatequina H-4, e H-4.,, bem como os hidrogénios alifaticos da porgéo fenilpropandide,
H-8"ax € H-8"¢q. Os hidrogénios H-4,, e H-4¢, se apresentam com deslocamentos em § 2,88
e 3,08 ppm, respectivamente; enquanto que os hidrogénios H-8", e H-8" se apresentam
com deslocamentos em & 3,11 e 3,08 ppm, respectivamente, no espectro da substancia
acetilada em acetona-de.

Os hidrogénios alifaticos da porgéo epicatequina, H-2(C) e H-3(C), apresentam-se
sobrepostos em & 5,45-5,47 ppm. Os mesmos apresentam uma constante de acoplamento
inferior a 1 Hz, confirmando a configuragao relativa 2,3-cis, para esta parte da molécula. Ja
o hidrogénio alifatico H-7” apresenta deslocamento em & 4,79 ppm, aparecendo como um
dubleto largo, teoricamente representando um duplo dubleto, com constantes de
acoplamento de 6 Hz entre H-7" e H-8"¢, e inferior a 1 Hz entre H-7" e H-8".. No espectro
de RMN 2D (COSY 'H-'H - fig. 49), pode-se observar a correlagdo entre todos esses
hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como nas
unidades monomeéricas do tipo catequina/epicatequina, com dois sistemas do tipo AMX.
Além disso, foi possivel estabelecer a correlagéo entre o H-2(C) e H-2’(B) da porgéo flavan-
3-ol, através do espectro de COSY 'H-'H (fig. 49).

O hidrogénio H-6(A) aparece como um singleto em § 6,63 ppm. De acordo com
Fletcher e colaboradores (1977), Hemingway e colaboradores (1982) e Kolodziej (1989), a
configuragao relativa da porgao epicatequina é do tipo 2,3-cis e a configuragéo absoluta 2R,
3R.

Segundo Nonaka e Nishioka (1982), a substancia VIl trata-se de uma unidade
flavan-3-ol substituida de uma unidade fenilpropandide em C-8, pois no espectro de '°C
RMN da substancia VIl acetilada, o carbono C-8 aparece com deslocamento 6 em 111,1
(campo mais baixo) e C-6 aparece em 8 104,5 (campo mais alto).

A posig¢édo do anel aromatico da porcao fenilpropandide, pode ser definida através
dos deslocamentos do hidrogénio H-2 e dos hidrogénios do anel aromatico da porgéo

flavan-3-ol, como descrito para cinchonaina la. Na cinchonaina Ib, em que este anel se
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encontra em posicéo « (fig. 54), o sinal de H-2(C) encontra-se em campos mais baixos e os
hidrogénios do anel B se encontram em campos mais altos quando comparados com 0s
sinais da epicatequina (tab. 17). Estes deslocamentos demonstram que estes hidrogénios
sofrem efeitos anisotropicos provocados pela posicao a do anel aromatico fenilpropandide
(NONAKA; NISHIOKA, 1982; revisado por CHEN et al., 1993). Ou seja, o anel aromatico da
parte flavan-3-ol sofre uma blindagem quando o anel aromatico fenilpropandide se encontra
em posi¢ao o e consequentemente o hidrogénio alifatico H-2(C) sofre uma desblindagem.
Portanto, sugere-se que a substancia VIl trata-se da cinchonaina Ib (fig. 54). Estes efeitos

anisotropicos podem ser observados através da analise do modelo de Dreiding.

Tabela 17 — Comparagao entre deslocamentos de hidrogénios da substancia VIl e da
epicatequina no espectro de RMN 'H (300 MHz; CDCls).

H Sustancia VIl Epicatequina
3 (ppm) 3 (ppm)
H-2 5,13 5,09
H-2'(B) 7,01 7,33
H-5'(B) 7,14 7,18
H-6'(B) 7,11 7,25

A estereoquimica da substancia livre foi determinada com auxilio da rotagéo 6ptica

especifica obtendo-se o valor de [a]f)oe -3 ° (metanol; c=0,1). Acredita-se que este valor se

deva a pequena quantidade de cinchonaina la presente, em mistura, juntamente com a
substancia VII. Pois se espera que este valor seja fracamente positivo assim como na
substancia VI. Para a confirmagao da configuragdo absoluta desta substancia, foi realizada

analise por dicroismo circular.

30 ; ; i i
- | i | i
| | 1 |

20——---=---—--- R eSS e Sty
| | 1 |
| | 1 |

10 —-——4--——-- B Bt BUC I Bl b peSSE S aSaesay
| | 1 |
CD[mdeg] _i i_ i :
| ' | i
| | 1 |

A0 == M- R et S St e e e
| | 1 |
[~ 1 I 1 I

20 1 | 1 | 1 | 1 | 1
200 220 240 260 280 300

Wavelength [nm]
Figura 53 — Espectro de dicroismo circular da substancia VII.
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No espectro de dicroismo circular da substancia VIl (fig. 53), pode-se observar um
efeito Cotton positivo em 234 e 280 nm e um efeito negativo em 255 nm, confirmando a
posicdo P para o hidrogénio metinico (H-7”) e a posigdo o para o anel aromatico
fenilpropandide (CHEN et al., 1993).

Dessa maneira, concluiu-se que a substéancia VIl se trata da cinchonaina Ib (fig. 54).

OH H H

Figura 54 — Estrutura da substancia VII, cinchonaina Ib.

As substancias IV (cinchonaina la) e VII (cinchonaina Ib) foram isoladas
anteriormente da espécie Trichilia catigua (PIZZOLATTI, 2002a; BELTRAME, 2006), porém
ha uma confusdo na estereoquimica dos epimeros, que pode ser esclarecida através da
analise do modelo de Dreiding, pela determinagéo e analise do dicroismo circular e ainda

por analises de difracdo de raio X.
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5.2.1.8 Substancia VIll — Cinchonaina llc

Cerca de 15 mg da subfragdo F#21.3 foram derivatizados (se¢éo 4.6), analisadas por
RMN, espectrometria de massas e dicroismo circular e entdo denominados de substancia
VIIl. Além desta, a subfragdo F#22.2 (cerca de 26 mg), também foi derivatizada e purificada
por CCDP (segdo 4.5.4), obtendo-se a F#22.2.1, que foi entdo analisada por RMN,
concluindo-se tratar da mesma substancia.

A substancia VIl livre apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M- H'= 739,4 e [M+Na']'= 763,4 (fig. 55) caracteristico de uma substancia
dimérica livre, contendo uma unidade do tipo catequina/epicatequina adicionada de outra
unidade catequina/epicatequina substituida de um fenilpropandide (m/z=740).

A analise dos espectros de RMN 'H (fig. 56 e 59), RMN **C (fig. 61), RMN 2D (COSY
'H-"H) (fig. 57, 58 e 60) e das correlacdes heteronucleares 2D HMQC (fig. 62) e HMBC (fig.
63) da substancia VIl derivatizada em CDCI; e acetona-ds forneceu dados representativos
de uma substancia dimérica apresentando um mondémero fenilpropandide derivado da
epicatequina e outro mondmero epicatequina. O espectro de RMN C (fig. 61) se
assemelha ao espectro da substancia V (fig. 33), porém com pequenas diferencas de
deslocamento nos carbonos da porgao fenilpropanside da unidade superior. Os dados de
deslocamento (6 em ppm), multiplicidade e constante de acoplamento da substancia VIii
acetilada em CDCI; podem ser observados na tabela 18 e os dados em acetona-ds sdo
encontrados na tabela 19.

arrad

JCPM17_ESI_FSNa 11 (0.496) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (7:35-53:72) 1: Scan ES-
100+ 739.4 5.09e6

2555
[ 2893 3134 7714
A ,L.l iy 4 _— berrrrrihr : e A O P

JCPM17_ESI_FSPa 10 (0.456) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (6:35-52:79) 1: Scan ES+
100 5415 1.64e6

615.4

7634 781.4

2796 3144

5754 587.4

miz

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

Figura 55 — Espectros de massas de ionizagéo por eletrospray negativo (A) e ionizagdo por

eletrospray positivo (B) da substancia VIII.
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Tabela 18 — Dados de RMN 'H da substancia VIl acetilada (300 MHz; CDCls, relativo para

TMS).

Hidrogénio S (ppm) Multiplicidade J (Hz)
H-4(F) 2,91 - 3,09 m
H-8” 3,10 - 3,25 m
H-4(C) 4,56 sl
H-7" 472 dd :JH-T'-H-B” =6,6
Jhrme =1,8
H-2(F) 5,20 sl
H-3(C) 5,29-530 m
H-2(C) 5,38 sl
H-3(F) 5,48 -550 m
H-6(A) 6,49 s
H-6(D) 6.60 s
H-6" 7.00 dd :JH—6”—H—2” =18
Jhe"rsn = 7,2
H-2" 7,10 d e = 2,1
H-2'(E) 7.23 sl
H-5" 7,14 d *disne = 7,8
H-5'(B) 7,16 d *duse = 7,5
H-5'(E) 7,16 d *dusme = 7,5
H-6'(E) 7.22-7.25 m
H-6'(B) 7.22-7.25 m
H-2'(B) 7,35 d “Jrz-ne = 1,8
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Figura 57 — Espectro COSY "H/'H da substancia VIl acetilada (300 MHz; CDCls; relativo
para TMS).
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Figura 58 — Espectro COSY 'H/'H da substancia VIII acetilada (300 MHz; CDClj3; relativo
para TMS).
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Tabela 19 — Dados de RMN 'H da substancia VIII acetilada (300 MHz; acetona-ds, relativo

para TMS).
Hidrogénio & (ppm) Multiplicidade J (Hz)
H-4.(F) 2,82-2,95 m
H-8"¢q 2,95-3,07 m
H-4eq(F) 3,20 dd ZJH'4'H'3 S
Jnansa=1,8
H-8" 3,52 dd :J”'a"'”"" - 1o
Jng-ne = 16,5
H-4(C) 4,67 sl
H-7" 4,92 dl XJ=7.2
H-3(C) 5,34 - 5,35 m
H-2(F) 5,40 sl
H-2(C) 5,41 sl
H-3(F) 5,66 -5,68 m
H-6(A) 6,61 s
H-6(D) 6,64 s
H
7,11-7,45

(B, E, fenilpropandide)
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Figura 60 — Espectro COSY '"H-"H da substancia VIl acetilada (300 MHz; acetona-dg;
relativo para TMS).
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Na substancia VIII, a existéncia de um substituinte fenilpropandide ligado no anel A
da unidade flavan-3-ol superior pode ser confirmada pelo espectro de RMN *C (fig. 61),
onde aparecem sinais atribuidos a uma carbonila (C-9”) em & 167,9 ppm, um grupo metileno
o em relagdo a carbonila (C-8”) em o 35,6 ppm, um carbono metinico B em relagdo a
carbonila (C-7”) em 35,5 ppm € um anel aromatico com um sistema AMX.

Observa-se pelos sinais entre 4 2,80 e 5,68 ppm a presenca de uma substancia do
tipo proantocianidina dimérica. Isto pode ser confirmado pelas correlagdes existentes no
espectro de COSY "H-"H (fig. 58 e 60).

Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da porgéo
fenilpropanéide da unidade superior, H-8",, e H-8"4, sendo que se apresentam com
deslocamentos em 6 3,01 e 3,52 ppm, respectivamente no espectro da substancia acetilada
em acetona-de.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior H-4(F).x € H-4(F)eq também se
encontram bem protegidos, apresentando deslocamentos em & 2,92 e 3,20 ppm,
respectivamente. Ja o hidrogénio alifatico H-4(C) do monémero superior apresenta-se em
campo menos protegido, & 4,67 ppm como um singleto largo com constante de acoplamento
com o hidrogénio H-3(C) inferior a 1 Hz, sugerindo uma configuracéo 3,4-cis. O acoplamento
entre os hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui também uma constante inferior a 1 Hz,
estabelecendo uma configuragao do tipo 2,3-cis, 3,4-cis, para a unidade superior (WEINGES
et al., 1968).

Esta unidade apresenta ainda o hidrogénio alifatico H-7"’, com deslocamento em &
4,92 Hz, apresentando-se como um dubleto largo, teoricamente representando um duplo
dubleto, com constantes de acoplamento de 7,2 Hz entre H-7" e H-8", e inferior a 1 Hz
entre H-7" e H-8",.

Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam
deslocamentos em & 5,67 e 5,40 ppm, respectivamente, no espectro de RMN H' em
acetona-ds. Os mesmos apresentam uma constante de acoplamento inferior a 1 Hz,
confirmando a configuragéo 2,3-cis para a unidade inferior.

A correlagao heteronuclear entre H-4(C) e C-8(A) observada no espectro de HMBC,
comprova a ligagao entre as unidades superior e inferior como sendo do tipo (4—8).

No espectro de RMN 2D (COSY 'H-'H) (fig. 56) pode-se observar correlagdes entre
todos os hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como
nos derivados monoméricos do tipo catequina/epicatequina, com trés sistemas do tipo AMX,
sendo dois pertencentes as porgdes epicatequina e um pertencente a porgao
fenilpropandide da unidade superior. E possivel determinar os deslocamentos e as

constantes de acoplamento de quase todos os hidrogénios, através do espectro de COSY
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'H-H (fig. 58 e 60). Assim, é possivel também observar a correlagéo entre o H-2(C) com H-
2'(B) e H-2(F) com H-2'(E) (fig. 58).

Apesar da semelhanga da estrutura com substancias diméricas do tipo epicatequina-
(40—8)-epicatequina, a presenca de uma unidade fenilpropandide na parte superior da
molécula pode alterar de forma significativa os deslocamentos dos hidrogénios alifaticos,
tanto do anel C como do anel F. Isto pode ser comprovado comparando-se os espectros de
RMN entre esta substancia Vil e a substéncia V.

A estereoquimica da substancia livre foi determinada com auxilio da rotacao 6ptica

especifica obtendo-se o valor de [a]ff -5° (acetona; c=0,1). Além disso a configuracao
absoluta de C-4(C) foi confirmada através da analise do espectro de dicroismo circular.

Segundo Thompson et al. (1972) procianidinas diméricas com configuragdo 43S, ou
seja, com ligagao do tipo o entre as unidades superior e inferior, apresentam efeito Cotton
negativo em 275 nm. Além disso, Mello (1995) demonstrou que estruturas diméricas de
taninos condensados com configuragéo 4S apresentam efeito Cotton negativo também entre
220 e 240 nm.

No espectro de dicroismo circular da substancia VIl (fig. 64) pode-se observar um
efeito Cofton negativo entre 220 e 240 nm e em 275 nm, estando de acordo com uma
configuragdo do tipo 4S, ou seja, a ligacdo entre as unidades superior e inferior foi
confirmada como sendo do tipo a. Através deste espectro, pode-se observar que o efeito
negativo dado pela ligagao o ndo se sobrepde ao efeito provocado pelo carbono B-metinico
da porgéo fenilpropandide. Pois o efeito Cotton positivo em 255 nm dado pela posigéo  do
anel aromatico fenilpropandide, como observado para o mondémero cinchonaina la, se

mantém na substancia dimérica VIII, diferentemente do que ocorre na substancia V.
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Figura 64 — Espectro de dicroismo circular da substéncia VIII.
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Dessa maneira, concluiu-se que a substancia VIIl trata-se da cinchonaina lic (fig

65).

on H

Figura 65 — Estrutura quimica da substancia VIII, cinchonaina lic.

A substancia VIII nunca foi isolada de fontes naturais ou mesmo obtida por sintese,

sendo a primeira vez que a mesma ocorre.
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5.21.9 Substancia IX - Epicatequina-(48—38)-epicatequina-(4f—8)-epicatequina
(Procianidina C,)

Cerca de 13 mg da subfragédo F#21.5 foram derivatizados (se¢ao 4.6), analisados por
RMN, espectrometria de massas e dicroismo circular e entdo denominadas de substancia
IX.

A substancia IX livre apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M-H']= 865,5 e [M+Na"]"= 889,4 (fig. 66) caracteristico de substancias triméricas
livres do tipo catequina/epicatequina (m/z= 866).

A andlise dos espectros de RMN 'H (fig. 67) e RMN 2D (COSY 'H-"H) (fig. 68) da
substancia IX derivatizada em CDCI; forneceu dados representativos de uma substancia
trimérica apresentando trés unidades epicatequina unidas através de ligacbes 4—8. O
espectro de RMN 'H em CDCI; (fig. 67) correlaciona-se com o espectro obtido por Ueffing
(1988). Os dados de deslocamento (6 em ppm), multiplicidade e constante de acoplamento

podem ser observados na tabela 20.

grrad
JCPM18_ESI_FSNa 11 (0.496) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (7:29-48:70) 1: Scan ES-
100+ 865.5 1.70e6

A

2555

283.6

289.3
269.5 313.4 -

713.3 739.3

JCPM18_ESI_FSPa 10 (0.456) Sm (Mn, 4x1.20); Cm (6:29-46:69) 1: Scan ES+
1004 5415 9.76e5

B

615.4

%

320.6 485.4

837.5 9115
8555
3776 4136 4546 889.4

279.6 5594 355.4 929.5

264.3

m/z
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B

Figura 66 — Espectros de massas de ionizagéo por eletrospray negativo (A) e ionizagdo por

eletrospray positivo (B) da substancia IX.
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Tabela 20 — Dados de RMN 'H da substancia IX acetilada (300 MHz; CDCl; relativo para
TMS).

Hidrogénio o (ppm) 8 Literatura Multiplicidade J (Hz)
(ppm)
H-4 (1) 2x2,93-3,13 2x2,88-3,11 m
H-4 (C) 4,66 4,65 s
H-4 (F) 4,70 4,71 S
H-2 (F) 4,78 4,82 s
H-3 (C) 5,12 5,09 m
H-2 (1) 5,21 5,16 s
H-2 (C) 5,37 5,40 s
H-3 (F) 5,41 5,44 m
H-3 (1) 5,48 5,48 m
H-6 (A) 5,94 5,95 d “hors = 2,4
H-8 (A) 6,25 6,21 d *nsre = 2,4
H-6 (D) 6,65 6,62 s
H-6 (G) 6,71 6,72 s
H-(B, E e H) 6,76 - 7,37 7,11-7,40 m

“Ueffing (1988).
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Figura 68 — Espectro COSY 'H-'H da substancia IX acetilada (300 MHz; CDCls ; relativo
para TMS).
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Os hidrogénios mais protegidos da molécula sdo os hidrogénios alifaticos da unidade
inferior [2 x H-4(l)], sendo que se apresentam como multipleto, entre 6 2,93-3,13 ppm. Ja o
hidrogénio alifatico H-4(C) do monémero superior apresenta-se em campo menos protegido,
4 4,66 ppm. O hidrogénio H-4(F) apresenta-se em & 4,70 ppm como um singleto. Os
hidrogénios H-2(F), H-2(l) e H-2(C) apresentam-se como singletos em & 4,78, 5,21 e 5,37,
respectivamente.

Os hidrogénios H-3(C), H-3(F) e H-3(I) apresentam-se como multipletos com
deslocamentos em & 5,12; 5,41 e 5,48 ppm, respectivamente.

No espectro de RMN 2D (COSY 'H-"H) (fig. 68), foi possivel fazer a correlagéo de
todos os hidrogénios alifaticos. A constante de acoplamento de todos os hidrogénios
alifaticos foi inferior a 2 Hz, estabelecendo-se uma configuragéo relativa do tipo 2,3-cis nos
aneis C, F e |, encontrando-se em acordo com Weinges e colaboradores (1968). Porém,
com relacdo aos hidrogénios da regido aromatica, nao foi possivel fazer uma correlagao
satisfatoria entre os trés sistemas do tipo AMX (fig. 68).

Os hidrogénios do anel A, H-6(A) e H-8(A), aparecem em & 5,94 e 6,25 ppm,
respectivamente, com constante de acoplamento idéntica e igual a Jys.1s=2,4 Hz, enquanto
que os hidrogénios H-6(D) e H-6(G), em & 6,65 e 6,71 ppm, respectivamente, apresentam-
se como singletos.

Esta substancia apresenta sinais aproximadamente em 9§ 4,70, 4,95 e 5,70 ppm (fig.
67) que mostram a presenga de rotameros que poderiam representar sinais claros de
hidrogénios. No entanto, Outtrup e Schaumburg (1981) discutiram o efeito de determinados
solventes e temperatura na sinalizagcdo de rotdmeros, e demonstraram que espectros de
RMN em CDCI; de substancias diméricas e superiores, a temperatura ambiente, ligadas
43—8, apresentam sinais rotaméricos fortes e predominantes, e principalmente quando
comparados com ligacdes 40—38.

Ueffing (1988) isolou e identificou a substancia epicatequina-(43—8)-epicatequina-
(4B—8)-epicatequina peracetato de Tilia sp. (Tiliaceae), e os dados de RMN 'H sdo
totalmente coincidentes.

A estereoquimica da substancia derivatizada foi determinada com auxilio da rotacao
Optica especifica obtendo-se o valor de [(J{]ZO° = +7,0° (metanol; c=0,1). Além disso, foi
realizada espectroscopia de dicroismo circular para confirmar a estereoquimica das ligagdes
entre os mondmeros.

De acordo com Danne et al. (1994a) e Thompson et al. (1972), ligagbes do tipo
entre mondmeros de uma procianidina provocam um efeito Coftton positivo em 220-240 nm e
275 nm. Ja ligagdes do tipo o promovem um efeito Coffon negativo, nos mesmos

comprimentos de onda.
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No espectro de dicroismo circular da substéancia IX (fig. 69), observa-se um efeito
Cotton positivo em toda a extenséo do espectro analisado (200-300 nm), comprovando que
as ligagdes entre os mondmeros de epicatequina sao todas do tipo . Portanto, pode-se
afirmar que a substancia IX trata-se da procianidina C; (fig. 70), epicatequina-(4—8)-

epicatequina-(4f—38)-epicatequina.

200 220 240 260 280 300
Wavelength [nm]

Figura 69 — Espectro de dicroismo circular da substéancia IX.

Esta substancia ja foi isolada de diversas fontes naturais, entretanto esta é a primeira

vez que é descrita para o género Trichilia.

OH

Figura 70 — Estrutura da substancia IX, epicatequina-(4f—8)-epicatequina-(43—8)-

epicatequina (Procianidina C,).
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5.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

5.3.1 Determinagao da capacidade antioxidante pelo método com DPPH-« (2,2-difenil-1-

picril-hidrazila)

Este método é baseado na reducéo de solugdes alcodlicas de DPPHe na presenca
de um antioxidante doador de hidrogénio. Solu¢des de DPPHe mostram forte absorvancia
em 517 nm, com coloragao violeta. Na presenca do antioxidante, a absorvancia desaparece
e a descoloragéo resultante é proporcional ao grau de redugao. O restante do DPPH- (que
nao foi reduzido; e que foi medido apos determinado tempo) corresponde inversamente a

atividade sequestradora do radical exercida pelo antioxidante testado (KULISIC et al., 2004).

O método é realizado a temperatura ambiente, sendo assim, elimina-se o risco de
degradagéo térmica das moléculas testadas (BONDET et al.,, 1997). Os resultados foram
expressos como valores de ICs, que representam a concentracdo de antioxidante
necessaria para diminuir em 50% a concentragao inicial de DPPH+s (ANTOLOVICH et al.,
2002).

Com o objetivo de se determinar quais concentragdes das amostras seriam utilizadas
na realizagdo deste método, primeiramente realizou-se uma triagem com concentragdes
distintas de extrato bruto, variando entre 250 e 0,5 ug/ml (fig. 71). Entdo, optou-se por
utilizar as concentragdes de 8,0; 6,5; 5,0; 3,5; 2,0 e 0,5 pg/ml para a determinagéo da

capacidade antioxidante dos extratos.

100 7 o R . .
90 |
80 -
70 1
60 -
50 -
40 1
30 1
20 1
10
0

RSA (%)

0 56 160 15"10 260 21’10
Concentragio EB (ug/ml)
Figura 71 — Triagem de concentragdes de EB para determinar as concentragbes das

amostras a serem utilizadas no método do DPPH«

A capacidade antioxidante do extrato bruto, das fragdes aquosa e acetato de etila, da
vitamina C e do Trolox foram avaliadas nas concentragdes de 0,5 a 8,0 ug/ml. Enquanto que

para as substancias I, I, IV, V, VII, VIl e IX foram utilizadas concentra¢gdes molares de 1,0 a
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10,0 uM. As substéncias Ill e VI ndo foram avaliadas quanto as suas capacidades
antioxidantes, devido as pequenas quantidades das substancias isoladas.
A mudancga de coloragdo de violeta para amarela (descoramento da solugdo) foi

inversamente proporcional a concentragao, como demonstrado na figura 72.

Figura 72 - Capacidade antioxidante em diferentes concentragdes da FAE pelo método do
DPPHs.
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Tabela 21 - Capacidade antioxidante de diferentes extratos de Trichilia catigua e

substancias referéncia demonstrada pela redugdo do DPPHe.

Amostra ICso Média (ug/ml) CV%
EB 549+0,18 3,31
FAE 3,851 0,09 2,35
EA 8,76 £ 0,15 1,68
Vitamina C 5,26 £ 0,22 418
Trolox 7,52+0,12 1,62
10 -
9 *;:
8 _
7 -
’:g 6 - *k
g 5 %*
g4 bl
3 _
2 _
1 4
0 ‘
EB FAE FA Vitamina C Trolox

* difere significativamente da vitamina C
** difere significativamente do trolox

Figura 73 — Comparacao entre valores de ICsy (ug/ml) dos extratos e antioxidantes padréao

realizados pelo método do DPPHe.

Todos os extratos apresentaram uma alta capacidade antioxidante, sendo que a FAE

apresentou capacidade superior a vitamina C e ao Trolox (substancias de reconhecida agéo

antioxidante). A capacidade antioxidante do extrato bruto nao difere significativamente da

capacidade antioxidante da vitamina C em 95% de significancia, porém ¢é superior a

capacidade antioxidante do trolox (fig. 73).
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Paralelamente a realizacdo da capacidade antioxidante, fez-se o teor de polifendis
totais (PT) e de taninos totais (TT) (tab. 22), com o objetivo de verificar se existe uma

relacdo direta entre ambos.

Tabela 22 — Teores de polifendis totais (PT) e de taninos totais (TT) (%) dos extratos de

Trichilia catigua.

Amostra PT - g(%) * dp (CV%) TT - 9(%) = dp (CV%)
EB 48,76 + 1,28 (2,63) 38,89 £ 1,14 (2,93)
FAE 90,98 + 0,29 (0,32) 69,36 + 0,48 (0,70)
FA 44,17 + 0,37 (0,84) 33,80 £ 0,30 (0,89)

A FAE apresentou o maior teor de polifendis e taninos totais refletindo na avaliagao
antioxidante com um baixo valor de ICso. Por sua vez, a FA, que apresentou os menores
teores de polifenois totais e taninos totais, refletiu em um alto valor de ICsq em relagdo aos
demais extratos. E os teores intermediarios para EB foram coerentes com a avaliacdo

antioxidante obtida.

Tabela 23 — Teores de polifendis totais (PT) e capacidade antioxidante dos extratos de
Trichilia catigua.

Amostra PT (%) IC5 (Mg/ml)
EB 48,76 5,44
FAE 90,98 3,85
FA 4417 8,76

Quanto maiores os teores de polifendis totais e taninos totais presentes no extrato,
maior € a sua capacidade antioxidante. Portanto, estabelecer correlagdes entre a
capacidade antioxidante em extratos vegetais e a atividade antioxidante de substancias
isoladas de drogas vegetais contendo taninos em sua composi¢cao € viavel e comprova a

eficiéncia destas substancias na captura de radicais livres.
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Tabela 24 - Capacidade antioxidante das substancias isoladas de Trichilia catigua

demonstrada pela redugcéo do DPPHe.

Amostra ICs, Média (u\) CV%
Epicatequina 10,12+ 0,24 2,43
Procianidina B, 7,95+0,04 0,51
Cinchonaina la 7,87 0,05 0,63
Cinchonaina Ib 7,67 £0,23 2,98
Cinchonaina llb 5,05 £0,05 0,98
Cinchonaina lic 5,15 +£0,08 1,61
Procianidina C; 4,08 + 0,01 0,28
Vitamina C 30,11 +£1,31 4,36
Trolox 30,10 + 0,48 1,59
35 +
30 - -
25
S 20
S
& 5-
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* difere significativamente da vitamina C
** difere significativamente do trolox

Figura 74 — Comparagdo entre valores de ICsp (M) das substancias isoladas e

antioxidantes padréao realizados pelo método do DPPH-.
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Todas as substancias isoladas da Trichilia catigua apresentaram capacidade
antioxidante superior a vitamina C e ao Trolox (substancias de reconhecida acao
antioxidante) (fig. 74).

Nao existe diferenga significativa em 95% de sgnificaAncia entre os mondémeros
cinchonaina la e cinchonaina Ib e nem entre os dimeros cinchonaina Ilb e cinchonaina llc,
indicando que a estereoquimica da molécula ndo exerce influéncia sobre a atividade de
sequestro de radicais livres.

De acordo com dados da literatura, a atividade de seqtiestro de radicais livres de
compostos fendlicos € amplamente influenciada pelo niumero de hidroxilas presentes nos
aneéis aromaticos (PELLATI et al., 2004). Assim, quanto maior o niumero de grupos hidroxila,
maior é a atividade de sequestro de radicais. Os resultados deste estudo estdo de acordo
com os dados da literatura, especialmente no que diz respeito as substancias que
apresentam apenas unidades flavan-3-ol em sua estrutura (fig. 75). Entretanto, no caso das
cinchonainas parece haver um segundo mecanismo envolvido juntamente com o numero de
grupos hidroxila, pois ndo existe diferenca significativa entre as atividades antioxidante dos
mondmeros de cinchonaina e a procianidina B2 e nem entre os dimeros de cinhonaina e a
procianidina C1, apesar do numero inferior de hidroxilas fendlicas presentes nas
cinchonainas em relacdo as procianidinas (tab. 25).

Tabela 25 — Comparagao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPHe € o nimero

de hidroxilas fendlicas presentes nas substancias isoladas de Trichilia catigua.

Substancia ICs, Média (uM) Numero de
hidroxilas fenélicas
Epicatequina 10,12+ 0,24 4
Cinchonaina la 7,87 £ 0,05 5
Cinchonaina Ib 7,67 £0,23 5
Procianidina B, 7,95+0,04 8
Cinchonaina llb 5,05+ 0,05 9
Cinchonaina llc 5,15+ 0,08 9
Procianidina C, 4,08 £ 0,01 12
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Figura 75 - Correlagdo entre capacidade antioxidante frente ao radical DPPHe e o niumero

de hidroxilas fendlicas nas substancias isoladas de Trichilia catigua.
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5.3.2 Determinagdo da capacidade total de redugdo pela transformagio de Fe** em
Fe**

A capacidade total de redugdo de uma substéncia € um forte indicador do seu
potencial antioxidante. A presenca de agentes redutores, como substancias antioxidantes,
em uma amostra promove a reducéo do Fe** [KsFe(CN)g] para Fe?* [K4sFe(CN)s]. O composto
formado com ferro reduzido reage com a solugéo de cloreto férrico formando um complexo
fortemente colorido e insoluvel em agua, denominado azul de Perls da Prussia, que pode
ser monitorado espectrofotometricamente (ELLIS, 2007). Neste método, a coloragédo
amarela da solugao teste muda para diferentes tonalidades de verde, dependendo do poder
de redugao das amostras (CHUNG et al., 2002) e quanto maior a absorvancia da amostra,

maior é a capacidade de redugao desta (fig. 76 e 77).

Figura 76 — Capacidade total de redug¢do do EB em diferentes concentra¢des pelo método

de reducdo do Fe* para Fe*.

Para a determinagdo da capacidade total de reducdo pela transformacédo de Fe** em
Fe?', utilizaram-se concentragdes de 10, 30, 50, 70 e 90 ug/ml para os extratos e 20, 40, 60,
80 e 100 uM para as substancias isoladas. Todas as amostras foram comparadas com a

vitamina C e o Trolox (substancias de reconhecida agéo antioxidante).



Flavia Oliveira Resende 151

0,9
0,8 -
0,7 A
0,6 —— Vitamina C
0,5 - ——FAE

0,4 - ——EB

0,3 - —e— Trolox

0,2 -
0,1 -

Absorvancia (700 nm)

Concentragéo (ug/ml)

Figura 77 — Capacidade total de redugéo dos extratos em comparagdo com substancias

antioxidantes padrao.

O EB e FAE apresentaram capacidade de redugdo significativamente superior ao

antioxidante padréo Trolox, porém inferior a vitamina C.

Os dados obtidos para a capacidade total de redugéo do ferro, novamente apontam
para o fato de que extratos com maiores teores em polifendis totais e taninos tendem a

apresentar maior poder antioxidante (fig. 77).
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Figura 78 - Capacidade total de redugéo do Fe*™® para Fe* das substancias isoladas em

comparagdo com substancias antioxidantes padrao.
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Todas as substancias testadas apresentaram capacidade de redugéo
significativamente superior aos antioxidantes padrao (vitamina C e Trolox) (fig. 78). As
atividades de reducédo do ferro obtidas para epicatequina, procianidina B, e procianidina C;
comprovam também a correlagdo entre o numero de hidroxilas fendlicas e o poder de
redugdo para substancias contendo apenas unidades flavan-3-ol em sua estrutura.

As capacidades de reducdo dos mondmeros de cinchonainas ndo diferem
significativamente das capacidades redutoras dos dimeros em nivel de significancia de 95%.
Estes dados indicam que, para estas substancias, a capacidade total de redugéo do ferro
nao esta relacionada com o numero de hidroxilas fendlicas e sim com a presenca da
unidade fenilpropanodide. Entretanto, existe diferenca significativa entre as atividades das
cinchonainas la e Ib, sugerindo que a estereoquimica da molécula também exerga influéncia

sobre o seu poder de redugéo.
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6 CONCLUSOES

Através das analises fisico-quimicas qualitativas e quantitativas, foram determinadas
as condi¢des minimas da droga vegetal.

As substancias epicatequina, procianidinas B,, B, e C4, cinchonainas IIb e lic e
apocinina E foram isoladas pela primeira vez no género Trichilia.

As substancias apocinina E e cinchonaina llc, até o presente, ndo foram isoladas de
fontes naturais ou mesmo obtidas por via sintética, sendo a primeira vez que as mesmas
ocorrem.

A avaliagdo da capacidade antioxidante do EB, FA e FAE revelou que extratos com
maiores teores de polifendis totais apresentam um maior poder redutor e sequestrador de
radicais livres.

A determinacao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPHe das substancias
isoladas comprovou que quanto maior o numero de hidroxilas fendlicas, maior é a
capacidade de sequestro de radicais livres da substancia. Porém nas cinchonainas parece
haver um segundo mecanismo envolvido nesta atividade, relacionado a substituicdo de uma
unidade fenilpropandide.

A capacidade total de redugdo do Fe** a Fe?" das procianidinas isoladas também
demostrou uma correlagao entre o niumero de hidroxilas fendlicas e o poder de reducgao.
Entretanto, no caso das cinchonainas a capacidade de reducao parece estar relacionada
com a presenga da unidade fenilpropanodide e sua estereoquimica, sofrendo pouca ou
nenhuma influéncia do niumero de hidroxilas fendlicas.

Devido a alta atividade de reducgéo e sequestro de radicais livres apresentada pelas
substancias isoladas da espécie vegetal Trichilia catigua, pode-se considerar estas
substancias como opgbdes em potencial para a pesquisa de novos medicamentos para

doengas degenerativas desencadeadas por radicais livres.
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