CARLOS CECY

Heterosideos antraquinénicos em frutos de Senna macranthera

(Colladon) var. nervosa (Vogel) Irwin & Barneby.

Tese apresentada para o Concurso de
Professor Titular de Farmacognosia,
Departamento de Farmacia, Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude,

Pontificia Universidade cCatélica do

Parana.

Curitiba

1993



A Irene, minha mulher, e ao Ricardo,

Daniela e Adriana, meus filhos.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. ANTONIO CARLOS MIRA, Chefe do Departamento de
Farmacia da Pontificia Universidade Catélica do Parana, pelo
incentivo e apoio na realizagdo deste trabalho.

Ao Dr. RUPERT BARNEBY, Curador do Jardim Botanico de
Nova Iorque, pela classificagao da espécie estudada.

Ao Prof. EDUARDO AUGUSTO MOREIRA pela orientacgao e
colaboragdo, permitindo o uso dos equipamentos do Nicleo de
Pesquisa de Produtos Naturais, do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal do Parana.

Ao Prof. CID AIMBIRE DE MORAES SANTOS, pelo estimulo e
colaboragao na execugao e interpretagao dos espectros de ultra-
violeta.

A Prof2. YOSHIKO YASSUMOTO, pelo auxilio na execucdo dos
desenhos.

Ao Prof. JOAO BATISTA CHAVES CORREA, pela execugdo e
interpretacado das andlise de cromatografia gasosa (in memoriam).

A todos os colegas da Pontificia Universidade Catélica
do Parana, pela amizade e pelo estimulo para que este trabalho

pudesse chegar a bom termo.

L1



AGRADECIMENTOS .. v v e eesssonsasas P RANIE IR mANs B RE s RieEasE i T
RESUMOQ ..n wie »ox wi oiie o i e Wi e e w e e e e wow e w e e i e w w PR 1 it e &
IHTRODUCED  » w1« sie 54 w6 o7g v v 59 A S g (i
1.1 - Revisdo bibliogrdfica...ccevececs. g IS AN AR R 02
1.2 - Enguadramento taxondmicCoO......eveeeenas TSP | )
1.3 - Os heterosideos antraquindnicos..c.ceeicecisinscnnses 17
1ed = PropoSiCativ we se s vs e sie o8 B WS Pk T w wiw 8iE ww v v s 21
2 = MATERTIAL E MEPODOS: « a5 5.8 50s o8 515 50k 508 8.6 B $os 2o Bom 28] muesuim fsm mom mom o 23
2.1 = MALEPiAl. e oo meswmneness s oom s am eiw on s g 23
2.2 - Métodos...... R N W R e W ST R e P ST B e R 24
2.2.1 - Abordagem farmacoguimica.....cceeaeas. ¥ Bk B B B B R 24
2.2.2 - Andlise dicotémica....ccv... ;. ...... FH— . 25
2.2.2.1 - Andlise cromatogrdfica da fragdes......eoeeueuo « » 30

2.2.3 = Determinactes guantitativas. csssvsnevenvssessssvesId

2:2:3:1 % Mébodo gravimebritt e s wepws © NI W W N W R S e e D
2.2.3.2 - Método espectrofotométrico.......vvvivnn.n. PP P 3.
2.2.4 - Extragdo e identificagdo da genina........... . e 34
2.2.4.1 = Determinacdg do ponto de fUS8D.vsssvssvss s swswan 35
2.2.4.2 - Espectrofotometria de ultravioleta........cvcue.. 35

2.2.5 - Extracdo e identificagdo da glicona....ceeveseecees.35
2.2.5.1 - Cromatografia em camada delgada....ceoo... P 1
2.2.5.2 - Cromatografia gasoS@...cceveecrriocennsennonannnas 38

2.2.6 - Andlise farmacodindmica preliminar.........cec0....38

3 ~ RESULTADOS E DISCUSSAO v« 5w siismensossissssie T I 39
B = CONETISOED : 5v 5e okl mk S b 5 B w o & s 3 25 ot 3 om0 5 om0 o @ TR eeeve..b8
5 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .©veveeennnnn SIIpE . SR U 59

Iv



Fig.

Fig.

g I v 9

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Pig.

Fig.

LISTA DE ILUSTRAGCOES
Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel)
Irwin & Barneby. Exemplar florido cultivado como

OENamMeEnEal: s s vsss ssmomsm sw oo s w oo e w e s o e v g e s 5w E s W o o 14

Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel)

Irwin & Barneby. Exemplar com frutos maduros......... 14

Detalhes do fruto e da folha....eeeeeanaean FimsRsbs s 1D

Detalhes de um racimo corimboso com flores abertas...l6

Estrutura da antraquinona............. e e e e vusd?

Estruturas dos derivados da antraquinona: antronas

& AIENTErONAS s e w b wem 5% & 58 BE ©.8 4L 5 9E 3 LTI NYTT 19

Esquema do fracionamento dicotdmico para extracao

Al YENINHe cimi v i ped s B b DsMEMsFIFEWAD S RIHR B E W R AW E WSS 29

Esquema do processo de obtencdo da glicona........... 37

Cromatografia em camada delgada das fracodes obtidas..42

10 - Espectro de ultra-violeta do composto 1. Absorcao

maxima: 226, 256, 278 € 436 NMeveeeenoanncnanennnnens 47



Fig.

Pig.

Fig.

Fig.

Fig.

11

12

15

Espectro de ultra-violeta do composto 2. Absorcédo

méximas 224, 265, 287 @ 435 Neses o o M S i e ¢ wiw awd8

Espectro de ultra-violeta do composto 3. Absorcéo

maxima: 222, 252, 265, 289 € 437 NMuvueennrnenennnnn. 49

Cromatografia em camada delgada da glicona e dos

padrdes de ramnose € gliCoSE..vveeerrnnoneennns cee..52
Cromatografia gasosa dos padrfes acetilados:
ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e

glicose, sicsvsusne S8 B B S B B B B B Bk Bk B ok o e @ o 53

Cromatografia gasosa da glicona separada apés e

hidrdlise & aceblilada: o ve i seomiss b S R Bt B b o e 54

VI



Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

I

EL:

ITT

Iv

|

LISTA DE TABELAS

Resultados da abordagem farmacoquimica preliminar..40

Pontos de fusdo obtidos com os compostos isolados..45

Pontos de fusdo dos derivados antraquinénicos

citados na literatura (31, 60)....... § R B ek o8 S e s 45

Resultados dos doseamentos gravimétrico e

espectrofotométrico. ... .. win: e S8R FE & O R R R R Bl

VII



RESUMO

A ocorréncia de heterosideos antraquindénicos nos frutos
e Senna macranthera (Colladon) var. nervosa Irwin & Barneby foi
eterminada gqualitativa e quantitativamente. Por cromatografia
reparativa foram isolados 3 compostos do grupo, que, submetidos as
ndlises de cromatografia em camada delgada, ponto de fusdao e
spectrofotometria de ultra-violeta, constatou-se tratarem-se de
modina, crisofanol e fiscion. A andlise quantitativa realizada
elo método gravimétrico apontou 0,542% de geninas totais, enquanto
. método espectrofotométrico apontou 0,295% de geninas totais. As
ndlises biolégicas realizadas em camundongos, para aquilatar-se o
ossivel efeito catdrtico, resultaram negativas. Os resultados
btidos contribuiram para o conhecimento fitoguimico da espécie e
\ara o0 seu enquadramento dquimiotaxondmico. Todavia, os baixos
.eores de derivados antragquinénicos encontrados, desaconselham o
;eu emprego como substituto do sene oficial ou como fonte para

btengdo desses compostos.
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I-INTRODUCGCAO

Tem sido frequentes, nos encontros de Farmacognosia e
de Produtos Naturais, os apelos no sentido de se aprofundarem as
pesquisas sobre plantas, visando aquilatar-se melhor as
potencialidades da flora brasileira.

Com efeito, atualmente considera-se existir no Brasil
aproximadamente 120.000 espécies. Destas, muito poucas tém sido
estudadas no que tange a ocorréncia de metabélitos secunddrios.
Somente com esse conhecimento poder-se-~4 avaliar cada espécie, quer
para o seu aproveitamento como fonte de fitofdrmacos, quer como
droga alternativa. Por outro 1lado, tal conhecimento também é
importante para a quimiotaxonomia, ciéncia que vem se firmando como
elemento de apoio na sistemdtica vegetal e cuja expansdo tem sido
dificultada exatamente pela falta de informag¢des desse tipo.

H& muitos séculos drogas ricas em heterosideos
antraquinénicos vém sendo empregadas como laxativas. Por nao
perderem a agdo com o uso prolongado, nem apresentarem efeitos
colaterais graves, elas tem se mantido prestigiadas no arsenal
terapéutico. Assim, a Farmacopéia Brasileira III inscreve quatro
drogas desse grupo: &dloe, cdscara sagrada, ruibarbo e sene. Nenhuma
delas ¢ nativa do Brasil. Nosso Pais as adquire no mercado
internacional, dispendendo anualmente mais de um milhdo de délares
na sua importagao. Este fato tem estimulado inimeras pesquisas
objetivando a substituigdo das drogas importadas por nacionais.??

Particular interesse tem merecido as espécies do género
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Cassia, extremamente abundantes, e que hd muito vem sendo estudadas
quanto a possibilidade de substituirem o sene. A propésito,
WASICKY, ja& em 1941, destacava o grande numero de espécies de
Cassia citadas na Flora Brasiliensis e sugeria uma pesqﬁisa
sistemdtica do género, pois acreditava na possibilidade de se
encontrar alguma espécie equivalente ou superior a essa droga.®*
O presente trabalho é uma contribuicdo ao conhecimento

da espécie Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel) Irwin

& Barneby.

1.1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A abundancia do género Cassia, em nosso pais, pode ser
verificada pelos registros, entre outros, da Flora Fluminensis, que
cataloga 19 espécies, e da Flora Brasiliensis de MARTIUS, onde
estdo relacionadas 189 espécies.®®

As primeiras pesquisas realizadas no Brasil sobre o
género Cassia datam do século passado. COSTA, numa revisao
bibliogrdfica das plantas medicinais brasileiras, cita onze
trabalhos sobre esse género, onde se destaca, como o mais antigo,
0 de THEODOR PECKOLT, datado de 1876, no qual é procedida pesquisa
de dcido crisofénico em C. bijuga Vogel.

Dessa época data também a tese do Dr. JOSE MANOEL DE
CASTRO, intitulada "Purgativos indigenas do Brasil", apresentada a
Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, em 1877. O autor considera
0 sene uma droga perfeitamente substituivel e refere-se a acéo

laxativa da €. fistula L., conhecida popularmente como cana
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fistula; da C¢. molis, conhecida por mari-mari; da C. cathartica
Mart., conhecida por sene-do-campo; da C. médica Vell., conhecida
por mamangd; da C. rugosa Don., conhecida por amendoerinha; da C.
leiandra Benth.; da C. splendida Vog.; da C. occidentalis L.; da
C. sericea Sw.; da C. magnifica; da C. bicapsularis L. e da C.
pubescens Jacq.

PIO CORREA, no levantamento dque procedeu de plantas
Uteis do Brasil, entre as inumeras espécies de Cassia que registra,
menciona como purgativas: C. rugosa Don., C. ferruginea Schrader,
C. grandis L., C. fistuls L., C. chamaecrista L., C. alata L., C.
oblongifolia Vog., C. corumbosa Lam., C. quinqueangulata Rich., C.
occidentalis L., C. sclerocarpa Vog., C. tora L., C. desvauxii
Collad, C. marylandica L., C. mucronata Spreng e C. uniflora
Spreng. De todas essas espécies, poucas sdoc as gue mereceram, até
hoje, estudos mais aprofundados.*

WALDEMAR PECKOLT, em 1934, estudando a C. cathartica
Mart., considerou-a de efeitos laxativos mais brandos gque os do
sene, podendo este substituir, desde que utilizada em doses
maiores. Nesse sentido, propds & Comissdo Revisora da Farmacopéia
Brasileira a inclusdo dessa espécie no nosso Céddigo como sena
brasileira, tendo lembrado igualmente a necessidade da substituicgéo
da droga importada pela nacional na férmula da Agua laxativa
vienense.*

Os estudos e sugestdoes de WALDEMAR PECKOLT foram, no
mesmo ano, contestados por LUCAS, gue embora considerasse provavel

a existéncia de uma Cassia brasileira com as propriedades laxativas
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do sene, achava que o assunto necessitava ainda maiores pesquisas.
Este autor analisou mais de vinte espécies de Leguminosae, entre as
quais a C. cathartica Mart., e constatou que nenhuma delas
encerrava os principios purgativos do sene.?

WASICKY, procedeu andlises quimicas e farmacoldgicas em
diversas espécies de Cassia. Em C. alata L., observou os efeitos
purgativos das folhas e a presenga de derivados antraquindénicos
reduzidos nas folhas, caules e raizes. Em C. fistula L., também
observou os efeitos purgativos das folhas e a presenga de
antraquinonas. Nas folhas de C. grandis L., de C. multijuga L. e
de C. bicapsularis Rich., registrou é presenga de derivados
antraquinénicos. Animado por tais resultados, o autor considerou
muito provdvel a existéncia de uma espécie capaz de substituir o
sene e recomendou que se fizessem pesquisas mais abrangentes.®*

STELLFELD, em 1943, procedeu estudos em foliolos de C.
neglecta Vog., constatando a presenga de derivados antraquinénicos
reduzidos. Nesse trabalho é mencionado TSCHIRCH,
que teria recomendado o estudo quimico das cassias, visando agrupéa-
las sistematicamente, segundo apresentassem ou ndo antraquinonas.®®

Em 1948, TOLEDO retomou as pesquisas sobre C. alata L.
ApSs proceder um completo estudo andtomo-morfolégico dos foliolos,
efetuou exames quimicos e biolégicos, que confirmaram os resultados
anteriormente obtidos por WASICKY.®®

TOLEDO & GROTTA, em 1951, analisaram a C. leptophylla
Vog., conhecida popularmente por barbatimdo ou canafistula. Os

foliolos dessa espécie, submetidos a ensaios quimicos e biolégicos,
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demonstraram possuir derivados antraquindnicos e agdo laxativa em
camundongos, equivalentes a 50% do sene verdadeiro. Estes autores
examinaram também folhas de C. silvestris Vell., da C. Arlindo-
Andradei Hoehne e da C. speciosa Schrader, obtendo reagdes de
Borntrdger negativas nas duas primeiras e levemente positiva na
dltima.®’

BRAGA, em 1952, confirmou os registros anteriores sobre
a presenga de antraquinonas em foliolos de C. neglecta Vog. e
promoveu um completo estudo boténico dessa espécie.’”

MATOS, em 1958, estudou diversas espécies de Cassia
nativas do Estado do Ceard, particularmente quanto & presenca de
derivados antraquindénicos. Constatou reagdo de Borntrédger positiva
em foliolos de C. hoffmannseguii Mart. ex Bth., e em frutos de C.
chrysocarpa Desv. e de C. splendida Vog. Idénticos exames emn
foliolos e frutos de C. bicapsularis L., resultaram negativos.?*

SILVA, em 1965, promoveu andlises farmacolégicas com
frutos verdes e maduros de C. alata L., comparativamente com
foliolos de sene. Trabalhando com camundongos, constatou que os
frutos verdes apresentavam em a¢do laxativa equivalente a 50% da
desenvolvida pelo fdrmaco oficializado. Atribuiu o fato & presenca
de antra-derivados, na forma reduzida (antronas e antranois).®

MOREIRA & CONTIN, em 1973, promoveram estudos quimicos
e anatdmicos em foliolos de C. fastuosa Willd., tendo registrado a
ocorréncia de derivados antraquindnicos.*?

OLIVEIRA et al., em 1977, estudaram a composigdo quimica

de caules de C. dentata Vog., C. macranthera D.C., C. multijuga
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Rich. e de C. speciosa Schrader, tendo constatado a ocorréncia de
derivados antracénicos apenas nesta tultima espécie.*

KRAMBECK e KRAMBECK et al., em 1984, aprofundaram as
andlises até entdo existentes sobre C. fastuosa Willd., registrando
a ocorréncia nos foliolos de um elevado teor de aloemodina, reina,
emodina e sendéside B. Os ensaios bioldgicos, efetuados en
camundongos, demonstraram que os foliolos apresentam agio purgativa
e auséncia de efeitos toéxicos. Tais resultados levaram os autores
a sugerirem a exploragdo da espécie "tanto na &area econdmica, como,
apés novos experimentos, na terapéutica".’* 3

O interesse em se descobrir plantas capazes de
substituirem o sene tem motivado trabalhos também no exterior,
quase sempre voltados ao género Cassia, conforme observou-se na
revisdo da literatura efetuada.

KAPADIA & KHORANA determinaram o teor de derivados
antraquinénicos 1livres e c¢ombinados, bem como a presenga de
senosideos A e B em C. fistula L., cujos frutos sdo usados na India
como purgativo suave. Os autores atribuiram esta propriedade a
presenga dos mencionados senosideos.?®*?°

SABER et al., da Universidade de Cairo, trabalhando com
folhas e frutos de C. obovata Colladon, constataram a presenc¢a de
reina, aloemodina, crisofanol e senosideos A e B.*®

IYENGAR et al. procederam andlises bioldégicas com C.
fistula L. Utilizando camundongos, compararam as diversas técnicas
existentes e concluiram que o método proposto por LOU & o mais

acurado. Os frutos de C. fistula L. foram considerados de acao



laxativa equivalente a 80% do sene.*

MESSMER et al. analisaram flores de C. reticulata Willd.
e constataram a presenga de reina e aloemodina.*°

ANTON, em trabalho que se constituiu em sua tese de
doutorado, propds o emprego de uma técnica dicotdémica para a
pesquisa sistemdtica de derivados antragquindénicos e submeteu a
mesma vinte espécies de Cassia. Utilizando folhas, constatou que
todas as espécies apresentavam algum tipo de composto
antraquindnico. Foram as seguintes as espécies examinadas: C.
obovata Colladon, C. nigricans Vahl, C. podocarpa Guill. et Perr.,
C. sieberiana D.C., C. marylandica L., C. occidentalis L., C.
punctata Vog., C. spectabilis D.C., C. alata L.,C. siamea Lam., C.
mimosoides L., C. tora L., C. fistula L.,C. moschata H.B. et K., C.
mexicana Jacq., C. didymobotrya Fres., C. latopetiolata Domb., C.
laevigata Willd., C. sophera L. e C. corymbosa Lam. No mesmo
trabalho, o autor, apdés analisar as vias biossintéticas que
conduzem aos derivados antraquindénicos, propdés uma divisao
guimiotaxonémica para as espécies do género Cassia.>

ANTON & DUQUENOIS analisaram diversos orgdos de C.
occidentalis L., tendo observado que as folhas apresentavam tracos
de heterosideos diantrénicos; as raizes Jjovens, crisofanol e
emodina; as raizes adultas, fiscion e uma heterodiantrona
constituida por crisofanol e fiscion; as sementes, uma
homodiantrona de fiscion, até entdo ndo encontrada no reino
vegetal.®

Os mesmos autores, em outro trabalho, procederam uma
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revisdo sobre o emprego de espécies de Cassia em paises tropicais
e subtropicais, colocando em destaque a C. obovata Colladon, C.
podocarpa Guill. et Perr., C. alata L., C. sieberiana D.C.,
C.fistula L., C. occidentalis L., C. sophera L., C.marylandica L.,
C. nigricans Vahl (= C. micrantha Guill. et Perr.), C. mimosoides
L., C. obsus L., C. laevigata Willd., C. corymbosa Lan., C.
spectabilis D.C., C. tora L., e C. siamea Lam. Constataram que as
folhas jovens de algumas espécies (C. sophera e C. tora) séo
empregadas como alimentos e, como purgativas, gquando adultas. Os
autores concluiram que existem duas grandes tendéncias quanto ao
emprego terapéutico das espécies citadas: como laxantes, por
estimularem o intestino grosso, e como parasiticidas e
antimicrobianos, em doencas da pele e das mucosas.®

JAEGER et al. estudaram a composicgao de foliolos de C.
jaegeri Keay, colétadas na Africa, e registraram apenas um baixo
teor de crisofanol, fiscion e emodina.?®

DUQUENOIS & ANTON examinaram foliolos de C. nigricans
Vahl. e de C. podocarpa Guill. et Perr., empregadas na terapéutica
africana. Na primeira, constataram a ocorréncia de emodina e
emodina-antrona, enquanto na segunda, um teor significativo de
reina, reina-antrona, senosideos A e B, que justificaram o uso
empirico desta planta como laxativa.'’

Em outro trabalho, DUQUENOIS & ANTON analisaram foliolos
de C. sieberiana D.C., empregada como laxativa em alguns paises
africanos. Constataram a ocorréncia apenas de reina e de reina-

antrona.*®
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SUBRAMANIAN & NAGARAJAN, trabalhando com folhas de C.
mimosoides L., identificaram a presenga de emodina, tanto livre
como na forma heterosidica.®

RIZVI et al. isolaram de folhas de C. nodosa Buch-Ham.
um heterosideo antraquinénico, e concluiram, baseados em estudos
espectrais, tratar-se de 8-0- & -D-glucopiranosideo do 1,3,5,8~-
tetrahidroxi-2,7-dimetilantraquinona e o denominaram de nodosideo.*’

LAL & GUPTA, trabalhando com sementes de C. occidentalis
L., utilizadas na India pelas propriedades catdrticas, isolaram um
heterosideo antragquinénico, gque identificaram como 1l-glicdsido-
fiscion.>

HAAG-BERRURIER et al. promoveram andlises em foliolos
de C. rogeoni Ghesq., constatando sua riqueza em compostos
antracénicos. Identificaram os seguintes derivados: emodina-
antrona, emodina, fiscion e crisofanol, tanto livres como na forma
heterosidica.*

ALVES et al., trabalhando com cascas do caule de C.
angolensis Welw. ex. Hiern., utilizadas em Angola como purgativas,
identificaram a presenga de crisofanol, emodina e fiscion.?

TAWARI et al. realizaram pesquisas sistemdticas em
diversas espécies de Cassia, reputadas na India como medicinais.
Constataram a presenca de derivados antraquinénicos em C. tora L.,
C. sophera L., C. reginera e C. javanica,.®* %3¢

SINGH, trabalhando com sementes de C. multijuga Rich.,
conseguiu isolar e determinar a estrutura de trés derivados

antraquinénicos até entdo ndo encontrados no reino vegetal.®
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MALHOTRA & MISRA isolaram do lenho do caule de C.
sophera L. dois novos isdOmeros de derivados antraquindénicos, que
identificaram como sendo 1,2,7-trihidroxi-6,8-dimetoxi-3~
metilantraquinona e 1,2,6-trihidroxi~7,8-dimetoxi-3-
metilantraquinona.?>®

KITANAKA & TAKIDO, trabalhando com sementes maduras de
¢. torosa Cavanilles, isolaram fiscion-8-antrona e diversos
derivados de fiscion—-10-10-diantrona, cujas estruturas determinaranm
através de andlises espectrais.?

EL-SAYYAD & ROSS, analisaram vdrias espécies de Cassia
cultivadas no Egito e reputadas como medicinais. Trabalhando com
folhas de C. javanica L., C. didymobotrya Fres. e C. nodosa Buch-
Ham., identificaram diversos derivados antraquinénicos nas duas
primeiras.*®

ELUJOBA & IWEIBO analisaram C. podocarpa Guill. et
Perr., empregada na medicina popular de Nigéria como purgativas.
Apés ensaios quimicos e bioldégicos, concluiram que a espécie conténm
derivados antraquinénicos, recomendando sua utilizacdo en
substituicdo ao sene oficial.*?

A revisdo da literatura levada a efeito permitiu
constatar a auséncia de qualquer pesquisa sobre espécies Cassia
speciosa var. nervosa (Vogel) Bentham e C. nervosa Vogel que,
segundo estudos dos boténicos IRWIN e BARNEBY, passaram a
constituir a Senna macranthera (Collandon) var. nervosa (Vogel)

Irwin & Barneby.?*
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1.2 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO

Apresentando aproximadamente 600 géneros e mais de
13.000 espécies, Leguminosae constitui a segunda maior familia
entre as Angiospermae. Ela divide-se em trés subfamilias:
Faboideae, Mimosoideae e Caesalpinoideae, contendo,
respectivamente, cerca de 400, 40 e 150 géneros, dque se encontram
espalhados em todo o mundo, especialmente nas regides tropicais ou
subtropicais. E natural, portanto, que seja a familia donde se
obtém o maior numero de drogas.?®

A subfamilia Caesalpinoideae, a qual pertence o género
Cassia, foi subdividida por BENTHAM em oito tribos: Cadiées,
Eucaesalpiniées, Sclérelobiées, Amherstiées, Bauhiniées, Cassiées,
Copaiférées e Dimorphandrées. Segundo © mesmo autor, a tribo
Cassiées constitui-se de trés subgéneros (Fistula, Senna e
Lasiorhegma) e nove. secgbes (Fistula, Chamaefistula, Oncolombium,
Prososperma, Chamaessena, Psilorhegma, Apouconita, Absus e
Chamaecrista).

A sistemdtica do género cassia tem evoluido desde que
BENTHAM promoveu, baseado na morfologia das flores e dos frutos, a
primeira revisdo do mesmo. Ele englobou numerosos géneros ou
reduziu-os a condicdo de subgéneros.

Ao contrdrio da proposta aglutinadora de BENTHAM, na
América do Norte as Cassias encontram-se pulverizadas em quase 30
géneros.

Essa desarmonia vinha causando indmeras dificuldades aos

Sistematas e & comunidade cientifica em geral.
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Dispostos a por um paradeiro na situacido existe, IRWIN

€ BARNEBY fizeram uma profunda revisdo na subtribo Cassinae, em
particular das espécies queé ocorrem nas Américas. Baseados nhas
caracteristicas das flores e dos frutos, propuseram uma nova
distribuicdo das espécies, as quais ficaram englobadas em 3
géneros: Cassia, Senna e Chamaecrista. Segundo esses autores,
Cassia speciosa var. nervosa (Vogel) Benthan e Cassia nervosa
Vogel passaram a constituir a Senna macranthera (Colladon) var.

nervosa Irwin & Barneby, cujo enquadramento taxondémico, conforme

ENGLER, segue.?

Diviséao: Angiospermae
Classe: Dicotyledoneae
Subclasse: Archychlamydeae
Ordem: Rosales
Subordem: Leguminosineae
Familia: Leguminosae

Subfamilia: Caesalpinoideae

Tribo: Cassieae

Subtribo: Cassiinae

Género: Senna

Espécie S. macranthera (Colladon) var. nervosa

(Vogel) Irwin & Barneby.
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1.3 - DESCRICAO SUCINTA DA PLANTA

Arvores ou arbustos de 3 a 9 m de altura, com troncos
de 6 a 15 cm de didmetro, apresentando, quando em espago aberto,
uma copa arredondada (Fig. 1); ramos finos com pélos aveludados
ascendentes de 0,2 a 0,35 mm de comprimento. Folhas pinadas com até
20 cm de comprimento, compostas de dois pares de foliolos (Fig. 3);
foliolos elipticos-acuminados, eliptico-ovalados ou ovado-obtusos,
sendo © superior bem maior que o inferior, podendo apresentar
glidndulas atrds dos pulvinulos distais. Os foliolos sdo aveludados
na face inferior, com pélos de 0,2 a 0,35 mm de comprimento e
glabros na face superior.

Flores amarelo-douradas dispostas em rdcimos corimbosos,
abertos, desprovidos de folhas e localizados no 4pice dos ramos
(Fig. 4). O fruto é uma vagem de conmprimento variando de 15 a 36
cm, podendo apresentar de 140 a 208 sementes (Fig. 2 e 3).

A variedade ocorre em solos com 700 a 1350 m de
altitude. E nativa do sul da Bahia até a Serra do Itatiaia, no Rio
de Janeiro; no sul a leste de Goids, inclusive no Distrito Federal;
e, em Minas Gerais ao longo do Vale do Sdo Francisco e na Serra do
Espinhago. E cultivada como ornamental nas cidades das regides sul

e leste do Brasil.*
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Fig. 1 - Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel) Irwin

& Barneby. Exemplar florido cultivado como ornamental.
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Fig. 2 - Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel) Irwin

& Barneby. Exemplar com frutos maduros.
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3 - Detalhes do fruto maduro e da folha.
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Fig. 4 - Detalhes de um rdcimo corimboso com flores abertas.
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1.4 - OS HETEROSIDEOS ANTRAQUINONICOS

A atividade catdrtica apresentada por diversas espécies
do género Cassia ¢é devida a presenca de heterosideos
antraquinénicos.

A antraquinona, estruturalmente wuma dicetona do
antraceno (Fig. 5), é o niucleo de muitos derivados fendélicos
encontrados no reino vegetal. Estes compostos, também conhecidos
como oxiantracénicos, podem ocorrer formando geninas de
heterosideos, sob a forma combinada, ou na forma livre.*?

Fig.5 - Estrutura da antraquinona.

A glicona, normalmente constituida de glicose ou
ramnose, liga-se através do carbono 6.

Alguns derivados deste grupo tém propriedades corantes,
como a alizarina e o carmim, enguanto outros sdo purgativos. Esta
diferenga explica-se através de variacdes observadas na estrutura
quimica. Os corantes sempre tém hidroxilas nas posigdes 1 e 2,
enquanto os compostos de agdo purgativa as apresentam nas posicées
1 e 8, do nicleo fundamental.

Os derivados antraquinénicos dividem-se em vdrios sub-




%_

18
grupos, conforme o grau de redugdo ou oxidagdo que pode sofrer o
nicleo basico. Assim, quando ocorre a redugdo de uma das carbonilas
temos as antronas. Estas, podem oxidar-se, dando origem as
 diantronas. Na Fig. 6 estdo relacionados os principais derivados de
interesse farmacoldégico desses subgrupos.

Os compostos antraquinénicos ddo positiva a reagdo de
Borntrdger. Esta baseia-se na solubiliza¢do da genina em solvente
organico imiscivel com a &dgua e agitacdo dessas solugdes com
dlcalis. A fase aquosa, alcalina, adquire tons do vermelho.

Existem varias maneiras de se praticar a reagdo de
Borntrdger; a escolha depende de como os compostos antraquinénicos
occorrem no vegetal.

0 modo mais simples ¢ realizd-la diretamente, colocando
a droga em pé em contato com a solucdo alcalina. Existindo
antraquinonas livres, a solugdo toma imediatamente cor purpura-
cereja.

As outras maneiras constam da extragdo prévia das
geninas e da reagdo propriamente dita.

Quando a droga apresenta geninas livres, pode-se esgota-
la diretamente com o solvente organico. Este, uma véz decantado,
serd agitado com solucdo alcalina.

Nos casos em que derivados antraquinénicos ocorrem
apenas na forma combinada, isto é, como heterosideos, faz-se
necessdrio promover a sua hidrélise. Esta pode ser executada en

meio dcido ou alcalino.
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Fig. 6 - Estruturas dos derivados da antraquinona: antronas e
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ANTRONAS

DIANTRONAS

ANTRAQUINONAS
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Hidrélise &cida - Ferve-se a droga em pé com dcido
sulfirico a 5%, durante 10 minutos. Reconstitui-se com 4dgua
destilada o volume inicial e filtra-se. O filtrado esgota-se com
solventes organico. Finalmente, separa-se a fase orgénica e agita-
se com solugdo de amdénia diluida.

Hidrélise alcalina - Ferve-se a droga em pdé com solugao
de hidréxido de potdssio a 5%, durante 5 minutos. Dilui-se com dgua
e filtra-se. Acidifica-se o filtrado com &dcido cloridrico a 10% e
esgota-se com solvente orgénico. Separa-se a fase organica e agita-
se com solucdo de amdnia diluida.

A dosagem dos compostos antraquindénicos efetua-se
principalmente por processos gravimétricos, colorimétricos e
biolégicos.

O método gravimétrico consiste na hidrdlise do
heterosideo, separagdo das deninas com solventes orgéanicos,
evaporacdo destes, dessecacdo e pesagem do residuo obtido.

O processo colorimétrico baseia-se na determinagdo da
absorbdncia apés a realizagdo da reagdo de Borntrédger, em
determinado comprimento de onda. Em geral, de 510 a 530 nm. Como a
intensidade da coloragdo obtida é proporcional a concentragao dos

'compostos presentes na droga, obedecendo & Lei de BEER, 0 método &
bastante preciso.

As dosagens biolégicas fundamentam-se na determinacdo
da atividade purgativa em animais de laboratério, apdés a
administracdo oral da droga. Observa-se a consisténcia das fezes

expedidas apdés um determinado tempo. Os melhores resultados se tenm



conseguido com camundongos machos.

Todos os processos citados apresentam Ilimitacées.
Todavia, apesar delas, os métodos biolégicos sdo os unicos que
efetivamente exprimem a atividade purgativa dos farmacos.

Convem destacar que esta atividade purgativa somente se
desenvolve quando os compostos antraquinénicos ocorrem na forma
heterosidica. A glicona, no caso, atua apenas como grupo de
"transporte", sendo hidrolisada no organismo. As geninas séo
absorvidas e, através da circulagdo, liberadas no intestino grosso.
Neste local, pela agdo irritante que possuem, provocam estimulagdo
da motilidade do plexo de AUERBACH. Portanto, raramente a acdao
catdrtica ocorre antes de 6 horas da administragdo do farmaco.® 202

Embora seja regra geral que todos os derivados
antraquinénicos hidroxilados nas posicées 2 e 8 possuem acédo
laxativa, os constituintes do sene que efetivamente respondem por
essa atividade séo os senosideos. Segundo LEMLI, estes compostos
foram isolados pela primeira vez por STOLL et al., em 1949, que
lhes determinaram a estrutura.® Tais produtos passaram a constituir
una nova classe de heterosideos, na qual a genina é um dimero da

reina-antrona.

1.5 - PROPOSICAOQ

A inexisténcia de informacdes cientificas sobre o
contetudo de principios ativos em Senna macranthera (Colladon) var.
nervosa (Vogel) Irwin & Barneby foi o fator preponderante que levou

a execugao do presente trabalho, que tem por objetivos especificos:
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- identificar os principais grupos de metabdlitos
secundarios em folhas, frutos, raizes, casca e lenho do caule;
- determinar, através de andlise dicotémica, os grupos
dos derivados antraqguindnicos, que ocorrem nos frutos maduros.
- quantificar o conteudo de derivados antraquinénicos.
-~ lisolar e identificar os compostos antraquinénicos
predominantes; e,
- verificar, através de ensaios biolégicos, a possivel

atividade catartica dos frutos.
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2.2 - METODOS
2.2.1 - ABORDAGEM FARMACOQUIMICA

ALCALOIDES

Procedida a extragédo pelo método cldssico de STASS-OTTO,
o residuo foi dissolvido em &dcido cloridrico diluido e testado
pelos reativos de Mayer, Bertrand, Draggendorff e Bouchardat.®?

SAPONINAS

Verificou-se a capacidade do extrato aquoso produzir
espuma abundante apés forte agitagdo. Executou-se, também, a prova
do poder hemolitico, em placas de gelatina sangue.'®

OLEO ESSENCIAL

Sua ocorréncia foi verificada por destilacédo em aparelho
de Clevenger, analisando-se os caracteres organolépticos do
hidrodestilado e do seu comportamento frente ao Sudam III.*®

TANINOS

0 extrato aquoso foi tratado com solucédo de gelatina a
1%, de cloridrato de quinino a 0,5% e cloreto férrico a 2%.%°

ESTEROIDES

Preparou-se um extrato alcoélico a 10%, purificou~se comn
solugdo de acetato basico de chumbo saturada e evaporou-se o
solvente em banho-maria. O residuo foi retomado em cloroférmio e

submetido a reagdo de Liebermann-Bouchard.!®
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ANTRAQUINONAS

Foram pesquisadas através da reacgdao de Borntréager,
executada com prévia hidrélise &cida.™®

FLAVONGIDES

Preparou-se um extrato metanélico, filtrou-se e
evaporou-se em banho-maria. O residuo foi retomado em 4lcool

diluido (60%) e o extrato submetido a reacdo da cianidina.®®

2.2.2 - ANALISE DICOTOMICA

A abordagem farmacoquimica realizada indicou a presenga
de derivados antraquinénicos nos frutos maduros. Esses compostos,
além da importdncia que representam na terapéutica como catarticos,
vem se constituindo em elementos para o© enguadramento
quimiotaxonémico de plantas.**™*™* Em razdo disso, a presente
pesquisa foi orientada no sentido da identificagao e quantificacao
desses constituintes.

A identificacdo de compostos antraquindénicos em vegetais
tem se constituido motivo de preocupagdo dos pesquisadores. Devido
a variagdo estrutural que podem apresentar, tem sido propostas
técnicas dicotdémicas de caracterizacao. A primeira delas foi
elaborada por ANTON, que, pela sua eficiéncia vém sendo empregada
com freqiéncia.® Com ligeiras modificagdes, foi o método aplicado
no presente trabalho.

A extragdo dicotdémica realizada (Fig. 7). permitiu a

separagdao de seis fragdes, correspondentes a geninas livres,
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geninas totais apdés hidrélise, geninas néo reinicas, geninas
reinicas, geninas oxidadas apds hidrélisé e C-geninas.

Todas as fragbes obtidas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada.

a eni ivre 40

Em aparelhd de Soxhlet esgotou-se 5 g do material
pulverizado, utilizando-se éter etilico isento de peréxidos como
liquido extrator. A extracdo foi executada a 40°C e continuada até
dar negativa a reagdo de Borntrdger. O extrato obtido foi
desidratado com sulfato de sédio anidro e teve seu volume final

ajustado a 100 cm3, com éter etilico isento de perdxidos.

Extracdo das geninas totais apés hidrélise (Fracdo II1)

0] reéiduo resultante da obtengdo da Fragcdo I foi
dessecado, adicionado de 50 cm3. de dgua destilada e aquecido em
banho maria fervente, durante 15 minutos. O liquido foi filtrado e
o filtro lavado com dgua destilada quente. Ao filtrade adicionou-se
40 cm3. de acido cloridrico a 25% e submeteu-se a novo aquecimento
em banho-maria fervente, por 15 minutos. Apdés o resfriamento
extraiu-se o hidrolisado em funil de separagdo com éter etilico
isento de perdéxidos, utilizando-se sucessivas aliquotas de 20 cm3.
Reuniu-se os extratos etéreos, desidratou-se com sulfato de sdédio
anidro e ajustou-se o volume para 150 cm3., com éter etilico isento
de perdéxidos. O extrato obtido foi dividido em 3 aliquotas, de 50

cm3. cada, reservando-se a primeira para a determinagdo das geninas
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totais (Fragdo II) e as demais para a obtencdo das fracgdes
subsequentes. A fase aquosa fol reservada para a pesquisa das C-

geninas (Fragao VI).

Ext ao d inas nédo reinicas agao

Uma das aliquotas anteriormente obtidas foi extraida com
quatro sucessivas porgdes de 20 cm3. de solugdo aquosa de borato de
sédio a 0,05M. O extrato etéreo resultante foi ajustado a 50 cm3.
com éter etilico isento de perdéxidos. Os liguidos de lavagem foram
reunidos e reservados para a obtencdo das geninas reinicas.

a eni einicas aca

A solugdo aquosa resultante da obtengdo da fragao
anterior foi acidulada com dcido cloridrico a 25%, transferida para
umn baldo de separacdo e extraida com éter etilico isento de
peréxidos. Os extratos etéreos foram reunidos e desidratados com

sulfato de sédio anidro. O volume final foi ajustado para 50 cm3.

Extragdo das geninas oxidadas apés hidrdlise (Fracdo V)
A Gltima aliquota do extrato etéreo obtida inicialmente,
foi evaporada em banho-maria até secura. Ao residuo adicionou se 1
cm3. de etanol a 50%, 24 cm3. de solugdo aquosa de cloreto férrico
a 26% e colocou-se em banho-maria fervente, por trinta minutos.
Ap6s o resfriamento, a solugdo foi repetidamente extraida com

porgdes de 10 cm3. de éter etilico. Os extratos foram reunidos e
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lavados com &gua destilada. O volume final foi ajustado para 50

cm3. com éter etilico.

t 2! C-geni ao V
A solugdo aquosa resultante da obtengdo da Fragao II
adicionou~se 24 cm3. de solucgdo de cloreto férrico a 26% e aqueceu~
se em banho-maria fervente durante 30 minutos. Apés resfriamento,
extraiu-se com sucessivas porgdes de 10 cm3. de éter etilico.
Reuniu-se as fragdes etéreas, lavou-se com &gua destilada e

ajustou-se o volume final para 50 cm3.
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2.2.2.1 - NA CROMATOGRAFICA DAS FRA

A cromatografia em camada delgada tem se constituido no
nétodo de escolha para a separacdo e identificagdo de derivados
antraquinénicos. Para a sua execugao tem se empregado com
freqiiléncia a silicagel G Merck como suporte e diversos tipos de
eluentes e reveladores.

Preparou-se placas cromatogrdficas de 10 x 20 cm. e de
20%x20 cm., com suspensdo de silicagel G e com 300 um de espessura.
As placas foram ativadas em estufa a 105°C, por 30 minutos, e
guardadas em dessecador até o momento do uso.

0 equipamento cromatogrdfico utilizado foi fabricado
pela PRODICIL - Produtos Diddticos e Cientificos Ltda.

Como eluente optou-se pelo proposto por KRAMBECK, por
fornecer boa separagdo: hexano - acetado de etila - d&cido férmico
(85:20:3).%

0 percurso foi de 15 cm.

Os cromatogramas, apdés a evaporagdo do eluente, foram
exaninados a luz branca, a luz ultravioleta (UVANALYS ~ HOERNER) e
apés nebulizagdo de dietilamina.

As seis fragbes obtidas pela andlise dicotdmica foram
cromatografadas paralelamente aos seguintes padrédes:

Crisofanol (1,8-dihidroxi-3-metil-antraquinona)

Fiscion (1,8-dihidroxi-3-metil-6-metoxi-antraquinona)

Emodina (1,6,8-trihidroxi-3-metil-antraquinona)

Reina (1,8-dihidroxi-3-carboxi-antraquinona)

Aloemodina (1,8-dihidroxi-3-hidroximetil antraquinona).



Os padrdes foram solubilizados em éter etilico isento

e peréxido, na concentracdo de 10 mg.%.

As provas cromatograficas foram realizadas a temperatura

do laboratério, que variava de 15 a 20°C.



2:2:3 ™ UANTITATIV

A determinacgéo quantitativa dos derivados
antraquinénicos foi realizada com o emprego dos métodos

gravimétrico e espectrofotométrico.

2o} = TODO VI ICO

Empregou-se a técnica de ULLOA, modificada por
NAKASHIMA**, que consistiu do seguinte: 30 g. de frutos maduros
pulverizados foram colocados num baldo com condensador de refluxo,
juntamente com 300 cm3. de solugdo a 20% de acido sulfurico e 300
em3. de clorofdérmio. A mistura foi aquecida a 80°C, durante 48
horas. O baldo foi resfriado e o conteudo filtrado, primeiro por
gaze e depois por filtro de vidro sinterizado. A camada
cloroférmica fol separada e concentrada em evaporador rotatério
(TECNAL, mod. TE 120). O produto obtido foi esgotado vdrias vezes
com solucdo a 10% de hidréxido de sédio. Os extratos alcalinos
reunidos foram acidificados com &acido sulfirico e extraidos com
cloroférmio até esgotamento total. Concentrou-se novamente o
extrato cloroférmico e o residuo passou-se a um dessecador tarado.
Apés a evaporacdo completa, o residuo foi mantido em dessecador
durante 3 dias. Pesou-se e calculou-se o percentual dos derivados

antraquindénicos totais.

2.2.3.2 - ME 0 _ESPECTRO 0 IC

Este método consiste em esgotar-se com solugcao N de
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hidréxido de sédio a fase organica na qual acham-se dissolvidos os
derivados antraquindénicos e determinar-se a absorbancia em certo
comprimento de onda. O processo nada mais é do que a utilizagdo da
reagao de Borntrdger com fins quantitativos, ja testado por TOLEDO,
com o sene.°®®

Como as cromatografias revelaram predominadncia de
enodina, procedeu-se as determinagdes em fungado desse composto.
Segundo COSTA', sua absorbédncia a 510 nm é A, .= 330. Os cdlculos

foram procedidos com base nesse dado, aplicando-se a férmula:

. Ad . Cp
cd = ——mmmmmm——
Ap
Onde, Cd = concentragao do desconhecido; aAd =

absorbancia do desconhecido; Cp = concentragao do padrao (= 1%) e
Ap = absorbancia do padrdo (330).7%™

Para as leituras, que foram feitas em aparelho JOUAN-
PARIS, utilizou-se as fragdes obtidas na andlise dicotémica. Estas,
foram esgotadas em funil de separagac com solugao N de hidréxido de
sé6dio e passadas a um baldo volumétrico de 25 c¢m. Quando
necessario, foram procedidas diluigdées com a mesma solugao

alcalina.



34

2.2.4 - EXTRACAO E IDENTIFICACAO DA GENINA.

As andlises cromatogrdficas realizadas indicaram a
presenca de 3 compostos, que doravamente serdo designados por 1, 2
e 3, cujos Rfs. corresponderam aos padrdes de crisofanol, fiscion
e emodina. Visando a correta identificacgdo de tais constituintes,
procedeu-se a sua extragdo e purificacda através de cromatografia
preparativa.

O residuo obtido do doseamento gravimétrico foi retomado
em clorofdrmio e submetido a separacdo cromatogrdfica. Para tanto
utilizou-se o mesmo sistema citado em 2.2.2.1.

As placas foram preparadas com espessura de 500 um e
dispensou-se o0 uso de revelador, uma vez que a coloracdo amarela
dos compostos permite a facil localizagao das manchas. Os péds,
obtidos das raspagens, foram ressuspensos em clorofdérmio e
filtrados por papel. As solugdes clorofdérmicas foram evaporadas e
os residuos retomados em isopropanol. Apds repouso das solugbes
obtidas, conseguiu-se a cristalizacdo dos compostos. Os cristais
foram separados por filtracdo através de papel e dessecados,
durante 3 dias, em estufa de baixa pressido (JOUAN-PARIS).

O composto 3 foli o que apresentou maiores dificuldades
em cristalizar. Apds inumeras tentativas em diversos solventes,
conseguiu-se boa cristalizacdo utilizando-se benzero, previamente

desidratado com sulfato de sédio anidro.



2.2.4.1 - DETERMINAGCAO DO PONTO DE FUSAOQ

Fol realizada em microscépio de KOFLER, marca REICHERT.

2.2.4.2 = ESPECTROFOTOMETRTA DE ULTRAVIOLETA

Os espectros de ultravioleta foram obtidos em aparelho
BAUSCH & LOMB, mod. Spectronic 700, no Nicleo de Pesquisas de
Produtos Naturais da Universidade Federal da Paraiba, utilizando-se
solugdes etandlicas dos compostos cristalizados. As leituras foram
procedidas em comprimento de onda de 200 a 500 nm., seguindo as

recomendagdes da literatura.®™

2.2.5 - EXTRACAQ E IDENTIFICACAO DA GLICONA
Para a identificagdo da glicona foi primeiramente
procedida a extragdo dos heterosideos. Apdés a hidrdlise destes, a
glicona foi separada e identificada por cromatografia em camada
delgada e gasosa.
Com base na técnica descrita por SU & FERGUSON, com
ligeiras modificagdes, procedeu-se a extracdo dos heterosideos e

sua hidrdlise.®®

Cerca de 30 g. do material em andlise foram
extraidos em aparelho de Soxhlet com clorofdérmio, até reacgdo de
Borntridger negativa. O residuo foi dessecado ao ar, extraido com
etanol a 95%, em aparelho de Soxhlet, durante 6 horas. Apds
arrefecimento, a solugédo alcodlica foli filtrada e alcalinizada com
hidréxido de potdssio a 5%. Os heterosideos precipitaram e foram

separados por centrifugagdo (JANETZKI - T23). O precipitado foi

lavado com etanol a 95% e a seguir, ressuspenso em etanol a 40%.
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Adicionou-se dcido acético glacial, gota a gota, até dissolucgédo
completa do precipitado. Apds a adigdo de algumas gotas de dcido
cloridrico conc., evaporou-se o liquido em banho-maria. O residuo

fol dissolvido em piridina (Fig. 8).

2.2.5.1 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A solugdo piridinica obtida foi analisada em
cromatografia de camada delgada, utilizando-se placas de silicagel
G Merck, tamponadas.

Prepararam-se placas cromatogrdaficas de 10 x 20 cm., com
suspensao de silicagel G Merck em solucdo 0,4 M de fosfato de sédio
e 300 um de espessura. As placas foram ativadas a 105°C, por trinta
minutos e guardadas em dessecador até o momento do uso.

Antes da escolha da fase movel, testou-se diversos
sistemas citadds por MOREIRA et al.* Optou-se, todavia,
isopropanol - acetona - &gua (5:3:2), a qual, num percurso de 15
cm., forneceu ¢étima separagao dos agucares testados.

Para a revelagdo optou-se pela nebulizacdo com anilina
fosférica, segundo STAHL, seguida de aguecimento a 105°C, por 5
minutos.®

Juntamente com a solugdo piridinica da glicona, correu-
se os padrdes de glicose e rdmnose, igdalmente em solugdo

piridinica (50 amcy-FY.



Fig. 8 - Esquema do processo de
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obtengédo da glicona.

Material em pbd
(30 g.)

Extrag8o c/cloroférmio

Residuo

Dessecagdo ao ar

Extragdo c/etanol a 95%

Extrato cloroformico
(agliconas livres)

|
|
Extrato alcodlico

Alcalinizag&o c/KOH, 5%

Centrifugagéo

Residuo

Precipitado

Suspensdo em etanol a 4%,
neutralizagdo c/ac. acético

Acidificacdo c/HCl e
evaporagdo em BM.

Retomada do residuo em
piridina.

Extrato piridino c/
glicona.

Fase aqguosa



2.2.5.2 - CROMATOGRAFIA GASQOSA

Utilizou-se um cromatégrafo VARIAN mod. 2.440, com
detectador de ionizagdo de chama. O gds de arraste foi o nitrogénio
e a velocidade de deslocamento da carta 20 cm/h. Coluna: 3% de OV-
225 sobre GAS CHROMM Q de 100-120 mesh, em tubo de aco inox de 200
X 0,15 cm (d.i.), com detectador a 250°C, cémara de injecdo a 230°C
e fluxo de gdas de arraste de 60 cm®/min. Foi empregada a temperatura
de 190°C para os acetados de alditéis de acgicar, segundo STEPHEN et
gl . °°

O tempo de retengédo relativo ao produto acetilado foi
calculado em relagdo a uma mistura de padrodes acetilados,
constituidas de ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e

glicose.

2.2.6 - ANALISE FARMACODINAMICA PRELIMINAR

Baseado na técnica descrita por SILVA, utilizou-se
camundongos albinos, com cerca de 33 g. de peso.® Estes, apds terem
permanecido 16 horas em jejum, foram alimentados com pilulas de
queijo moido e salsicha, contendo também o pé em andlise. As
pilulas foram preparadas com quantidades crescentes do pé: 5, 10,
15 e 25 mg. Decorridas 8 horas da administracio observou-se o
aspecto das fezes: normal, semi-fluida ou pastosa. As pilulas foram

administradas separadamente, a lotes de 3 animais.



3 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Em 1960, WASICKY, ao proceder uma revisdo das espécies
brasileiras do género Cassia, até entdo estudadas, refere-se ao
resultado levemente positivo obtido por TOLEDO, quando submeteu &
reagcao de Borntrdger, folhas de C. speciosa Schrader. Com base
nessa indicagdo, a pesquisa de derivados antraquinénicos foi
repetida vdrias vezes em folhas recentemente colhidas ou depois de
algum tempo de estocagem, porém os resultados foram sempre
negativos.”

Estas observagbes levam a crer que a espécie estudada
por TOLEDO nao corresponde a Senna macranthera (Colladon) var.
nervosa (Vogel) Irwin & Barneby. Com efeito, PIO CORREIA, registra
sob a designagdo de Cabo Verde, a Cassia speciosa Schrader, a qual
teria ainda como sindénimos C. bijunga Vogel, C. micans Nees e
Chamaefistula speciosa Don.** IRWIN e BARNEBY, na revisdo que
fizeram sobre o género Cassia na América, enquadraram a C. speciosa
Schrader como Senna macranthera (Colladon) var. micans Irwin &
Barneby. A propésito da denominagdo "speciosa", estes autores
comentam "O termo speciosa tem sido mal aplicado, sendo
aconselhavel esquecé-lo e adotar-se para a genuina Cassia speciosa,
a nivel de variedade, a designacdo micans, livrando-a assim de
conotacdes enganosas."*

Sdo, como se observa, duas espécies distintas.

O estudo da composicdo quimica da espécie iniciou-se por
uma abordagem farmacoquimica preliminar, cujos resultados

encontram-se na Tabela I. Da sua andlise observa-se a ocorréncia de



heterosideos saponosideos na casca do caule e na raiz; de

TABELA I - Resultado da abordagem fitoquimicas preliminares

Saponinas Antraqui- Flavono-— Taninos Esterdides Alcaléides Oleos

nonas ldes esaancliais
Folbas - - + + + + -
Casca do Caule +4 - - + = + -
Lenho do Caule - - - - - + -
Raiz + - - = - - -
Frutos - +4+4 - + + + -
Convengéo: (~) negativor (+) tragoss (++) positivory (+++) fortemente pomitive

flavonéides nas folhas; tragos de taninos nas folhas, nos frutos
e na casca do caule; tragos de compostoé esterdides nas folhas e
frutos; tracos de alcaldides nas folhas, nos frutos, na casca e no
lenho do caule; e de antraquinonas nos frutos.

Conforme ficou mencionado em 2.2.2, a pesquisa voltou-se
ao esclérecimento dos compostos antraquinénicos, de vez que
apresentam interesse para a quimiotaxonomia e para a terapéutica.

O método de andlise dicotémica idealizado por ANTON para
esclarecimento da composigao de misturas de derivados
antraquindnicos tem sido aplicado com freqiiéncia e sucesso por
inimeros pesquisadores.3 163243 Embora 1lhe tenham introduzido
pequenas modificagdes, a estrutura fundamental tem sido mantida e
seus resultados sdo considerados confidveis. Para isso, entretanto,
0 autor recomenda que se observe com rigor o tempo estipulado para
as diversas hidrélises. A priméira delas deve ser de 15 minutos,
apenas para separar as geninas (antronas e diantronas) das

gliconas. Se esse tempo for amplicado para 30 minutos, jd podera
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ocorrer o rompimento das ligagbes C-C, em 10-10‘, com a liberacio
das respectivas antronas.

A aplicagdo do método permitiu a constatagdo de, pelo
menos, duas dificuldades. A primeira diz respeito a separacdo das
geninas ndo reinicas das reinicas, Fragdes 3 e 4, que se processa
pelo esgotamento do extrato etéreo com solugdo de borato de sdédio
0,06 M. Na pratica constata-se que a emodina, embora ndo possua
radical carboxilico, dissolve-se parcialmente na solucgdo alcalina.
Isto foi comprovado pela andlise cromatogrdfica da Fracdo 4, que
indicou a presenca de emodina, confirmando alids o que jd registra
a literatura a propésito da solubilidade desse composto.®°

A outra dificuldade observada foi quanto A obtengdo das
fragbes 5 e 6, na fase em gque se esgota o produto da hidrélise com
cloreto férrico a 26%, com cloroférmio. Este sal dissolve-se
parcialmente no cloroférmio, conferindo-lhe cor amarela, idéntica
a das antraquinonas, impossibilitando que se identifique o final do
esgotamento. Para contornar tal inconveniente utilizou-se éter
etilico, conforme a técnica de FAYERBAIRN & SIMIC e SHAL et al.s°

Todas as fragdes obtidas na separacgdo dicotdémica foram
analisadas por cromatografia em camada delgada e doseadas por
Fespectrofotometria. A andlise cromatogrdfica indicou nas Fragdes 1,

2 e 3, a presenga de trés derivados antraquinénicos,
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Fig. 9 - Cromatografia em camada delgada das fracdes obtidas e
dos padrdes obtidos: crisofanol (C), fiscion (F), emodi-
na (E), dloe-emodina (AE) e reina (R).
Fase estacionaria: silicagel G Merck, 300 um de espessu-
ra.
Fase movel: hexano-acetato de etila-dcido férmico
(85:20:3)

Revelador: dietilamina.

S e ———— e ], T
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conforme observa-se na Fig. 9. A mancha 1, que corresponde ao Rf.
0,86, coincidiu com a obtida com o padrdo de crisofanol. A mancha
n° 2, de Rf. 0,76, coincidiu com o padrdo de fiscion. Finalmente,
a mancha n® 3, com Rf. 0,40, coincidiu com o padrido de emodina. Na
Ffragao 4 apenas observa-se uma mancha na altura do padrido de
emodina. As Fragdes 5 e 6 apresentaram as mesmas manchas das trés
primeiras, porém de forma muito ténue, indicando a inexisténcia de
diantronas e de C-heterosidios no vegetal em estudo.

A comprovagao da identidade dos compostos
antraquindénicos observados através da cromatografia em camada
delgada foi realizada pela determinacdo do ponto de fusdo e por
espectrofotometria de ultravioleta, apdés o isolamento dos mesmos
por cromatografia preparativa.

A Tabela II fornece os pontos de fusido de cada um dos
constituintes isolados, enquanto a Tabela III, os dos compostos
mais provdveis.

Ndo pairou duvidas quanto aos constituintes 1 e 2, pois
fundiram nas temperaturas indicadas para o crisofanocl e fiscion,
quais sejam 196 e 207°C, respectivamente. O composto 3, todavia,
fundiu a 262°C, identificando-se com a emodina, quando se considera
0o ponto de fusdo referido em KOFLER et al.® Observa-se na tabela a
diferenca relativamente grande referida na literatura do ponto de
fusdo deste Ultimo composto.

Como terceiro recurso para a comprovagdo da identidade
dos compostos isolados, langou-se mdo da espectrofotometria de

ultravioleta. Os espectros obtidos podem ser observados nas Fig.
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10, 11, 12, tendo os pontos mdximos de absorcéo coincididos com os
mencionados na literatura®"***°, para o crisofanol, fiscion e
emodina.

Os compostos antraquinénicos vem sendo utilizados como
marcadores taxondmicos.® Com efeito, ANTON & DUQUENOIS, ao
analisarem os derivados antraquinénicos presentes em 21 espécies do
género Cassia, verificaram que a distribuicdo desses compostos se
faz de duas maneiras, distinguindo-se nitidamente dois grupos. No
primeiro, registra-se a presenca de crisofanol, aloemodina e reina.
Podem ocorrer as trés gdgeninas simultaneamente ou sé a reina. O
segundo grupo caracteriza-se pela presenga de crisofanol, emodina
e fiscion. Podem estar presentes as trés geninas ou, apenas uma,

das duas udltimas.’



TABELA II

Pontos de fusdo obtidos com os compostos isolados.

Composto Ponto de Fusao*
1 195/196
2 207
3 262

(*) Em graus Celsius.

TABELA III
Pontos de fusdo* dos derivados antraquinénicos, segundo

a literatura

Referéncia
Substancia Index Merck®® Kofler®
Crisofanol 196 195
Fiscion 207 -
Emodina 256 262
Aloemodina 223 =
Reina 322 -

(*) Em graus Celsius.
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0Os derivados do tipo aloemodina e reina de um lado, e
emodina e fiscion de outro, ndo sdo observados simultaneamente na
mesma espécie. 0 fato do crisofanol estar presente nos dois grupos
levou os autores a formularem uma hipdétese biogenética para os
derivados antracénicos do género Cassia.’ Segundo eles, a
biossintese comegaria pela ciclizagdo, redugdo e descarboxilagao de
uma cadeia acetogénica, dando origem ao crisofanol-antrona. A
partir deste composto, duas vias surgeriam: Primeira: via oxidativa
do grupo -CH?, na posicgdo 3, levando a alocemodina-antrona e, depois,
4 emodina-antrona. Segunda: via oxidativa do carbono da posigédo 6,
levando a emodina-antrona e, depois, por metilacdo, a fiscion-
antrona. Segundo observou ANTON, a distribuigdo proposta, baseada
nas geninas antragquindnicas, apresenta uma relagdo muito préxima da
classificagao morfolégica do género Cassia, elaborada por BENTHAM.?
Pelo exposto, a Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel)
Irwin & Barneby, enquadra-se no grupo 2, alids o0 mais numeroso,
segundo o trabalho citado.

Na determinagéao quantitativa dos derivados
antraquindénicos, cujos resultados encontram-se na Tabela IV, o
processo gravimétrico foi o que indicou maior teor. Todavia, convém
ressaltar que apesar do método pretender purificar os derivados
antraquindénicos isolados, ora com o uso bissulfito de sédio**, ora
tratando-se tais derivados com hidréxido de sédio, acidificando e
extraindo-se com solvente organico, nem assim foi possivel a

eliminagdo completa dos interferentes. Em virtude



Fig. 10 - Espectro de absorcdo em ultra-violeta do composto 1.

Absorcdo mdxima: 226, 256, 278 e 436 nm.
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Fig. 11 - Espectro de absorgdo em ultra-violeta do composto 2.

Absorgdo médxima: 224, 265, 287 e 435 nn.
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Fig. 12 - Espectro de absorgdo em ultra-violeta do composto 3.

Absorgdo mdxima: 222, 252, 265, 289 e 437 nm.

200 300 400 500 mm
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disto, o método forneceu um resultado correspondente a quase o
dobro de método espectrofotométrico, deixando duvidas quanto a sua
confiabilidade. Este fato, alids, 3jd4 havia sido discutido por
POPINIGIS, dque teria observado os mesmos inconvenientes ao
pretender quantificar os derivados antracénicos que ocorrem em
Picramnia parvifolia Engler.*s

A execugdo do método espectrofotométrico nado apresentou
dificuldade, exigindo apenas que se fizessem diluigdes com solugdo
N de hidréxido de sédio, nos casos em que a coloragido por demais
intensa, ndo permitia a leitura. Esta s6 foi possivel nas quatro
primeiras fragdes. As fragcdes 5 e 6 forneceram coloracgdes téo
fracas dque nao possibilitaram a leitura. Pela andlise
cromatogrdfica, pode-se observar que essas fracdes apresentaram os
mesmos constituintes das demais, porém em manchas bem fracas. Isto
indica que o esgotamento com éter etilico, por mais que repetido
vdrias vézes, nunca se dd completamente.

Embora a separagao dicotédmica de ANTON tenha sido
originalmente proposta para um andlise qualitativa dos derivados
antraquinénicos, se conduzida com os cuidados necessédrios, podera
servir para uma avaliag¢do quantitativa. Diversos autores a tem
empregado nesse sentido, valendo-se do processo
espectrofotométrico. Deve-se observar, todavia, que o teor dos
derivados antraquindénicos totais é fornecido pela soma das Fracgdes
1, 2 e 6. As Fracgbes 3, 4 e 5, sdo desdobramento da Fracgdo 2 e,
portanto, nao devem ser consideradas. A Tabela IV fornece o

resultado do doseamento espectrofotométrico, importando registrar
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que o contelido em geninas totais representou 0,295 g.%, portanto,

muito aquém do teor de 1 a 3% referido na literatura para o sene.'?

TABELA IV

Resultados dos doseamentos gravimétricos e espectrofotométricos.

Método Porcentagem

Gravimétrico (geninas totais) 0,542

Espectrofotométrico: Geninas totais 0,295
Fragéo 1 0,120
Fragao 2 0,175
Fracdo 3 0,088
Fragao 4 0,085
Fracao 6 tracos
Fracéo 7 tracos

No que concerne a composigdo da glicona, as andlises
cromatogrédficas ndo deixaram margens a duividas. Apés a hidrélise do
heterosideo, o agucar isolado foi cromatografado em placas
tamponadas, paralelamente a padrdes de ramnose e glicose. A Fig. 13
mostra o cromatograma revelado, pelo qual evidencia-se tratar-se de
glicose o agicar que compde os heterosideos. Outra aliquota do

produto isolado foi acetilada e submetida a cromatografia



Fig. 13 - Cromatografia em camada delgada da glicona e dos
padrées de ramnose e glicose.
Fase estaciondria: silicagel G Merck, 300 um de
espessura, tamponadas com fosfato de sdédio.
Fase mével: isopropanol-acetona-dagua (5:3:2).

Revelador: Anilina fosférica.

15 cm
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Fig. 14 - Cromatografia gasosa dos padrdes acetilados: ramnose,
arabinose, xilose, manose, galactose e glicose.

Temp. 190°C. At. = 32 x 10™.
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Fig. 15 =~ Cromatografia gasosa da glicona separada apds hidrélise

e acetilada.

Temp. 190°C. At. = 32 x 107,
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gasosa. O cromatograma dos padrbOes acetilados consta na Fig. 14,
enquanto o do agicar isolado consta na Fig. 15. Pelo tempo de
retencdo concluiu-se tratar-se de glicose o agucar isolado. O
cromatograma da Fig. 15 mostra, ainda, dois picos, devidos
possivelmente a presenga de compostos antracénicos.

A pesquisa farmacodindmica destinou-se a verificar a
eventual agdo catartica dos frutos maduros da planta em estudo, uma
vez gue apresentavam derivados antraquindénicos em sua composigao.

A escolha da técnica a ser aplicada foi antecedida de
uma revisdo dos processos existentes. Assim verificou-se que os
experimentos mais antigos datam de 1941, e sdo de autoria de
WASICKY.®® Com efeito, ao analisar as agbes farmacolégicas de
Cassia fistula L. e de Cassia alata L., este autor descreve os
procedimentos que empregou utilizando cobaias, caes e camundongos.
A experiéncia no homem limitou-se a uma s6 pessoa, porém Os
resultados alcancgados assemelharam-se agueles obtidos com © sene.

Em 1949, LOU, desenvolveu um método de andlise de
farmacos catdrticos wutilizando camundongos para os testes e
comprovando estatisticamente a reprodutividade da técnica proposta.
0 autor detalha todos os cuidados que devem cercar a escolha dos
animais, sua alimentacao e higiene, bem como o tipo de gaiola que
melhor se presta para a realizagado dos testes.

TOLEDO, ao proceder estudos farmacodindmicos do sene e
da Cassia alata L., desenvolveu um método utilizando cobaias. Apés
a realizacdo de uma laparotomia, um decocto da droga era injetado

diretamente no estémago do animal.®®



56

TOLEDO & GROTTA, ao estudarem a agdo catdrtica de Cassia
leptophilla Vog. e outras espécies de Casssia, empregaranm
camundongos nos ensaios que realizaram.®

SILVA, baseado nos trabalhos de WASICKY e TOLEDO,
desenvolveu uma técnica para a determinagdo da agdo purgativa dos
frutos de Cassia alata L., empregando camundongos como animais de
teste.™

Apés a andlise dos métodos citados, optou-se pelo
proposto por SILVA, por ser de realizagao mais simples. Este,
executado conforme indicado em 2.2.6, resultou sempre negativo.
Isto possivelmente explica-se pelo baixo teor de derivados
- antraquinénicos gque ocorrem na forma glicosidica, conforme ficou
determinado pelas andlises guantitativas. FAIRBAIRN demonstrou que
esses compostos apenas desenvolvem agao catdrtica quando
apresentam-se na forma heterosidica. Esse autor considera que o
agicar auxilia o "transporte" da genina ativa até o intestino
grosso e age também prevenindo a sua oxidagdo, a qual poderia
originar uma antraquinona inativa.®’

A pesquisa levada a efeito demonstrou que a espécie
Senna macranthera (Colladon) var. nervosa (Vogel) Irwin & Barneby,
embora apresente compostos antraquindnicos nos frutos, a quantidade
é insuficiente para justificar seu uso em terapéutica ou como fonte
para a obtengdo preparativa dos mesmos.

Todavia, © esclarecimento da composigéo guimica
realizado, possivelmente serda de valia para os estudos

quimiotaxonémicos que hoje se desenvolvem. Quicé chegue logo o dia
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em que, estando suficientemente definida a composigdo de cada
espécie vegetal, possa essa ciéncia auxiliar os botanicos
sistematas no esclarecimento das duvidas taxonémicas gque tantas
dificuldades criam.

Este trabalho é apenas uma singela contribuicdo nesse

sentido.



1 - A abordagem farmacoquimica realizada demonstrou a

ocorréncia em Senna macranthera (Colladon) var. nervosa Irwin &
Barneby de heterosideos saponosideos na casca do caule e na raiz;
de flavonéides nas folhas; de tragos de taninos nas folhas, nos
frutos e na casca do caule; de compostos esteréides nas folhas e
frutos; de tragos de alcaldéide nas folhas, nos frutos e na casca e
no lenho do caule; e de heterosideos antraquindénicos nos frutos.

2 - Os derivados antraquindénicos presentes nos frutos
foram identificados como crisofanol, fiscion e emodina.

3 - A analise quantitativa, realizada pelo método
gravimétrico, indicou a ocorréncia de 0,542 g% de geninas totais
nos frutos. O método espectrofométrico apontou 0,295 g% de geninas
totais, sendo que 0,120 g% apresentam-se na forma livre e 0,175 g%
na forma heterosidica.

4 - A glicona dos compostos analisados foi identificada
como glicose.

5 - Os ensaios biolégicos demonstraram a inexisténcia
de acao laxativa nos frutos.

6 - Os trés constituintes antraquinénicos identificados
permitem o enquadramento taxonémico da planta no grupo 2, proposto
por ANTON & DUQUENOIS.”

7 - 0 baixo teor de derivados antraquindénicos presentes
nos frutos inviabiliza o uso do vegetal como catartico ou como

fonte para obtengdo desses principios.
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