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Resumo

O bioma Cerrado Brasileiro tem uma grande variedade de espécies vegetais ricas
em substancias quimicas organicas de interesse, especialmente alcaldides,
encontradas em diferentes teores nas folhas, frutos, caules, raizes e sementes. O
presente estudo incidiu sobre a fitoquimica da Anadenanthera (Fabaceae:
Mimosoideae), uma arvore perene generalizada no Cerrado Brasileiro, conhecida
popularmente como angico-do-cerrado, angico-cascudo, angico-do-campo e
arapiraca. Uma atencao especial foi destinada ao estudo comparativo do alcaldide
inddlico bufotenina em sementes de diferentes espécies de Anadenanthera e
investigacado de seu potencial como matéria-prima para preparagao de analogos da
serotonina que exibem atividade antimicrobiana, antitumoral e capturadores de
radicais livres, assim como derivados tetrahidro-B-carbolina capazes de atuar no
sistema nervoso central. Partes das plantas (folhas, flores, caule e sementes) de
espécies do género Anadenanthera foram coletadas de agosto a setembro de 2006,
nos arredores de Brasilia. Exsicatas foram preparadas e depositadas no Herbario da
Universidade de Brasilia. As espécies coletadas foram identificadas como sendo
Anadenanthera peregrina (vars. peregrina e falcata) e Anadenanthera colubrina (var.
cebil). As sementes foram submetidas a diversos métodos extrativos. O extrato
etandlico (Soxhlet) das sementes apresentou uma fragdo menos polar e abundante
composta basicamente por triglicerideos de acidos graxos e uma fragdo mais polar
constituida apenas pelo alcaldide indolico bufotenina. O método de Stromberg
demonstrou ser um método mais eficiente para a extragdo, purificacdo e
quantificacdo da bufotenina. A presenca de bufotenina em extratos das variedades
foi confirmada por FT-IR, RMN H' RMN C™ e CG-EM. O estudo fitoquimico
confirmou que estas espécies sao fontes promissoras da bufotenina (cerca de 2,9%)
e a literatura sugere que modificagdes estruturais adequadas na bufotenina podem

fornecer compostos com elevado potencial bioativo.

Palavras-chave: Anadenanthera, alcaldides inddlicos, bufotenina.
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Abstract

The biome Brazilian Cerrado (Savannah) has a variety of plant species rich in
organic chemicals of interest, especially alkaloids, found at different levels in the
leaves, fruits, stems, roots and seeds. The current study focused on the
phytochemistry of the Anadenanthera (Leguminosae: Mimosoideae), a perennial tree
widespread in the Brazilian Cerrado, popularly known as angico-do-cerrado, angico-
cascudo, angico-do-campo and arapiraca. Special emphasis was intended for
comparative investigation of the indole alkaloid bufotenine in seeds of different
species of Anadenanthera and its potential utilization as raw-material for the
preparation of serotonin analogous, which have shown to exhibit antimicrobiana,
antitumoral and free radical scavenging activities as well as tetrahydro-B-carboline
derivatives which can be active in the central nervous system. Parts of the plants
(leaves, stems, flowers, and seeds) of the genus Anadenanthera were collected
around Brasilia from august to setember, 2006, vouchers were prepared and
deposited in the University of Brasilia Herbarium. The species were identified as
Anadenanthera peregrina (vars. peregrina and falcata) and Anadenanthera
columbrina (var. cebil). Seeds were submited to different extraction metodologies.
The seed ethanolic extract (Soxhlet) shown a less polar and abundant fraction that
the main chemical components are triglycerides of fatty acids and a more polar
fraction constituted only by the indole alkaloid bufotenin. The Stromberg method’s
shown to be a more efficient methodology for extraction, purification and
quantification of the bufotenine. The presence of bufotenine in extracts of these
varieties was confirmed for FT-IR, '"H NMR, ™C NMR, and GC-MS. The
phytochemical study confirmed that these species are promising source of the
bufotenine (about 2,9%) and the literature suggests that appropriate structural

modifications on bufotenine may afford potential bioactive compounds.

Key words: Anadenanthera, indole alkaloids, bufotenine.
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1. Introducéo:

A utilizacdo de produtos naturais como recurso terapéutico € tdo antiga
quanto a civilizagdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, vegetais e
animais constituiram o arsenal terapéutico. Com o desenvolvimento da quimica
organica, os produtos sintéticos foram adquirindo primazia no tratamento
farmacoldgico e isto ocorreu, entre outros fatores, pela maior facilidade de obtencao
de compostos puros, com o desenvolvimento de processos de modificacbes
estruturais (com vistas a farmacos mais ativos e mais seguros) e pelo crescente
poder econdmico das grandes companhias farmacéuticas. Mesmo assim, os
produtos naturais ndo perderam seu lugar na terapéutica, sendo considerados
equivocadamente pela populacdo como medicamentos seguros, garantindo um
crescimento em sua utilizagdo."

O reino vegetal é aquele que tem contribuido de forma mais significativa
para o fornecimento de substancias uteis ao tratamento de doengas que acometem
os seres humanos. Por volta de 1990, estimou-se que cerca de 80% da populagao
mundial procurava as plantas como fonte principal de medicamentos. Nos dias
atuais, verifica-se que grande parte dessa populagao, principalmente aqueles paises
que estdo em desenvolvimento, usam como medicamentos extratos ou porcdes
oriundas de plantas. Em um estudo recente, foi demonstrado que mais da metade
dos agentes terapéuticos disponibilizados no mercado no periodo de 1981-2002 s&o
produtos naturais ou originado destes. S&o classificados como agentes terapéuticos
de origem natural (Figura 1): os produtos naturais propriamente ditos, seus
derivados semi-sintéticos e os produtos baseados em protétipos naturais, ou seja,

modelados a partir destes.?

! Montanari, C. A.; Bonzani, V. S.; Quim. Nova, 2001, 24, 105.
2Newman, D..J.; Cragg, G. M.; Snader, K. M. J. Nat. Prod. 2003, 60, 1022.
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Figura 1. Novos farmacos, 1981-2002, por origem (n = 1031). B: bioldgica; N: produto natural; ND:
derivado de produto natural (semi-sintético); S: totalmente sintético; S*: produzido por sintese total,
porém o farmacéforo inspirado em um produto natural; V: vacina; NM: mimetiza um produto natural
(Fonte: Newman, D..J.; Cragg, G. M.; Snader, K. M. J. Nat. Prod. 2003, 60, 52).2.

O conhecimento adquirido com o estudo quimico biomonitorado de
espécies brasileiras pode permitir ndo sé o desenvolvimento de novos farmacos ou
de modelos para novas moléculas bioativas como também servir de subsidio para o
controle de qualidade de fitoterapicos, por exemplo, através da definicdo de
marcadores quimicos. Adicionalmente, o conhecimento de caracteristicas quimicas
de vegetais pode contribuir para o conhecimento das vias metabdlicas bem como
para estudos taxonémicos de diferenciagao de espécies.

O Brasil conta com importantes ecossistemas, representando uma “mega
diversidade” biologica onde se estima existirem incontaveis exemplares de plantas
com uso terapéutico comprovado ou com conhecido potencial para esse fim.
Diversos ecossistemas incluem representantes de mais de 70% dos organismos
vivos do planeta, dos quais cerca de 20% sio encontrados somente aqui no Brasil.
Mesmo sem contar com um inventario preciso das espécies existentes, considera-se
que existam 55.000 tipos de plantas superiores, muitas delas com uso terapéutico
tradicionalmente adotado por determinadas comunidades, além de outras ja
identificadas por pesquisadores, com principios ativos capazes de atuar em diversas
enfermidades. Tem sido amplamente debatido como esse potencial terapéutico,
utiizado de forma racional e sustentavel, pode ser fonte geradora de vantagem

competitiva para as empresas nacionais.

® Lewis, G. P.; Schrire, B.; Mackinder, B. & Lock, M.: Legumes of the world. Royal Botanic Gardens,
Kew, 2005, 577.



Contudo, a dimenséao do territorio brasileiro e a diversidade de biomas
existente ainda representam desafios quando se fala em conservacdo e
gerenciamento de recursos biolégicos. Alguns pontos, em particular, devem ser
tratados com maior profundidade, como, por exemplo, a adequacio das instituicbes
publicas as peculiaridades de cada bioma e a disponibilidade de informacao
cientifica referente ao mapeamento e localizagao de diferentes espécies.

A Fabaceae com cerca de 727 géneros e 19.325 espécies € considerada
a terceira maior familia de angiospermas. No Brasil estd representada
aproximadamente por 188 géneros e 2.100 espécies, distribuidas em quase todas
as formacobes vegetais. Mimosoideae compreende 78 géneros e aproximadamente
3.270 espécies, distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e calido-temperadas.
Quase dois tercos das espécies conhecidas estdo subordinadas a trés géneros:
Acacia, Mimosa e Inga. A flora brasileira € considerada uma das mais ricas do globo
e a Fabaceae é apontada como uma das familias mais representativas nas
formacdes florestais neotropicais.’

A potencialidade do Cerrado Central Brasileiro como fonte de substancias
interessantes, sob o ponto de vista quimico e farmacolégico, vem estimulando uma
série de pesquisas visando a descoberta de principios ativos e o desenvolvimento
de novos farmacos.’

Neste estudo, énfase especial foi destinada ao género Anadenanthera,
pertencente a familia das Fabaceae (Mimosoideae), popularmente conhecida como
angico-do-cerrado, angico-cascudo, angico-do-campo e arapiraca, de vasta
distribuicdo no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parana, Pernambuco e Sdo Paulo, e muito utilizada em arborizacédo de ruas

e pracas.*

* Almeida, S. P.; Proenca, C.E.B.; Sano, S. M. e Ribeiro, F. J. Cerrado - Espécies vegetais Uteis.
Planaltina DF, EMBRAPA. 1998, 35.



1.1. Potencialidades do género Anadenanthera

No Brasil central, a familia das Fabaceae € a mais rica tanto nas
formagdes de cerrado como de matas, produzindo sementes ricas em nitrogénio,
permitindo que as plantulas contenham folhas com alto teor de nitrogénio nessa fase
juvenil e, portanto, crescam rapidamente. Adicionalmente, os tecidos ricos em
nitrogénio sdo fontes de nutrientes abundantes em proteina para homens e animais
em quase todas as partes do mundo e varias espécies desta familia constituem
culturas valiosas para o agronegdcio. Elas podem crescer em solos pobres sem
nitrogénio porque desenvolvem nodulos nas suas raizes contendo bactérias
simbioticas que fixam o nitrogénio atmosférico ou pelo desenvolvimento de
associacdes ectomicorrizicas com capacidade acentuada de captar nitrogénio.®

No género Anadenanthera (Figura 2) existem duas espécies
(Anadenanthera peregrina e Anadenanthera colubrina) e quatro variedades restritas
ao Novo Mundo, distribuidas em regides de climas tropicais e subtropicais.®
Provavelmente, o centro de origem do género esta nos cerrados (Figura 2).’
Segundo Altschul,’® A. peregrina apresenta fruto opaco, escamoso e verrugoso,
anteras nao glandulares e o invélucro a % do pedunculo. Enquanto a A. colubrina
possui frutos reticulados e lustrosos, anteras glandulares e involucros abaixo do
receptaculo.” A descricdo botanica do género Anadenanthera contempla entre as
principais caracteristicas: porte arbdreo pouco ramificado, de até 20 metros de
altura, com didmetro a altura do peito variando de 19,5 a 108,6 cm. O fruto € um
legume, achatado, grande, até com 25 cm de comprimento. As sementes, de
marrom avermelhado a escura, sdo achatadas, com pequenas reentrancias hiliar.®°
A casca da A. peregrina € normalmente, pardo—avermelhada, grossa, muito rugosa,

e apresenta aculeos no caule e jovens ramos lisos. A casca ao ser ferida exsuda

5Sprent, J. I. Nitrogen acquisition systems in the Leguminosae. In : Sprent, J. I. & McKey, D. (eds.)
Advances in Legume Systematics, part 5. The Nitrogen Factor. Royal Botanic Gardens, Kew, UK.
1994, 1-16.

®Altschul, S. Von R. A taxonomic study of the genus Anadenanthera. In: Contributions to the Gray
Herbarium 1964, 193, 1-65.

"Fagg, C. W . Leguminosas da APA de Cafuringa. In: Netto, PB, Mecenas, V.V. e Cardoso ES (Edits)
APA de Cafuringa, a ultima fronteira natural do DF. Brasilia: Semarh. 2005, 147-152 e 453-457.

® Almeida, E.R. Plantas medicinais brasileiras: conhecimentos populares e cientificos. Heemus ed.
Limitada. 1993. 341

® Lorenzi, H.;Arvores brasileiras - Manual de Identificacdo e cultivo de Plantas arbdreas Nativas do
Brasil- ed. Plantarum, Nova Odessa vol |- Sdo Paulo —SP, 1992, 352.



uma resina avermelhada e apresentam inflorescéncia com flores brancas, alvas

dispostas em glomérulos fasciculados axilares.

fruiting branch

Anadenanthera
peregrina

Figura 2. Anadenanthera peregrina (Piptadenia falcata Benth). Detalhe das folhas, inflorescéncia, da

vagem e sementes (Fonte: Almeida E.R.).*

A Anadenanthera peregrina € uma planta melifera de crescimento e de

germinagao rapida, utilizada para arborizagao de ruas e pragas. A madeira € dura e



compacta sendo, portanto, usada na construcado civil. A casca é adstringente e
usada para curar ferida e para curtumes. Da casca retira-se corante para tinturaria, '°
a goma é usada no tratamento de doencas pulmonares'' e substituto para colas
industrializadas. A espécie A. colubrina também produz madeira de grande
durabilidade para a construgao civil (vigas e assoalhos), e fornece lenha e carvao de
boa qualidade. A goma é comestivel como goma arabica ou mastigada como
chiclete e, também utilizada como remédio contra tosse, bronquite e afec¢des do
pulm&o. A casca é rica em taninos (de 15 a 20%) o que a qualifica como eficiente
cicatrizante.'®"

A infusdo das flores de ambas as espécies de angico tem as mesmas
propriedades curativas sendo utilizada na forma de cha como depurativo do
sangue.’ As folhas fenadas ou secas constituem boas forragens, entretanto quando
ingeridas por bovino, caprino, equino ou ovino pode ocasionar a morte.™ A casca e
as sementes, pelo tanino que possuem (32%), tém ampla utilizagéo industrial, como
no curtimento de couro, na indUstria de plastico e de tintas,'® possuindo também

outros constituintes quimicos, incluindo alcaléides.

1.2. Alcaldides no género Anadenanthera

O bioma cerrado dispbde de grande variedade de espécies vegetais ricas
em substancias quimicas de interesse biolégico, principalmente alcaldides,
encontrados em diferentes teores nas folhas, frutos, caule, raizes e sementes.’

Os alcaldides compdem um grupo de substancias naturais com estrutura
molecular bastante diversificada (Figura 3) contendo pelo menos um nitrogénio

basico em sua estrutura e que apresentam, freqientemente, atividade farmacoldgica

“Carvalho, P. E. R. Espécies florestais brasileiras: recomendacdes silviculturais, potencialidades e

uso da madeira. Colombo: EMBRAPA-CNPF 1994, 640.

Corréa, M. P. Dicionéario das plantas Uteis do Brasil e das exdticas cultivadas. Rio de Janeiro:

Ministério da Agricultura / Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal, 1984,1, 747.

Milano, M. S.; Rizzi,N. E. e Kaniaok, V.C. Principios basicos de manejo e administracdo de areas
silvestres. Curitiba: ITCF, 1986, 55.

® Maia, G.N. Caatinga: Arvores e arbustos e suas utilidades. Sdo Paulo: D & Z Computacao Grafica e
Editora. 2004, 104-113.

" Tokarnia, C.H; Peixoto, P.V.; Dobereiner, L.; Intoxicacdo experimental por piptadenia macrocarpa
(Leg. Mimodoideae) em bovinos. Pesquisa veterinaria brasileira. 1994.14 (2/3): 57-63

'® Rezende, S.J. Barbatim&o. Ruralidade. 1975,17.
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pronunciada.’®'"® O grande interesse em alcaldides advém muito provavelmente

dessas acbes farmacoldgicas intensas observadas desde os primérdios da

civilizaggo. 202"
HO - COOMe
H@
0 0 0 N
HO'
Cocaina Nicotina

Figura 3. Exemplos de alcaldides naturais conhecidos: morfina (extraido da Papaver somniferium L),

cocaina (Erythroxylon coca Lam) e nicotina (Nicotina tabacum L)

Os alcaldides inddlicos fazem parte de uma classe de compostos
constituida por moléculas contendo o indol (Figura 4) na estrutura basica, sistema
heteroaromatico planar, formado por cinco pares de elétrons T conjugados

provenientes das ligagdes duplas carbono-carbono e dos elétrons nao-ligantes do

g

Indol

atomo de nitrogénio.?

Figura 4. Estrutura basica de alcalodides inddlicos.

Até 1980, o numero de alcalbides inddlicos estruturalmente conhecidos
era de aproximadamente 1200.% Apos duas décadas, o nimero de substancias

conhecidas contendo o anel inddlico aumentou, perfazendo mais de 3000 alcaldides

®Correia, C. R. D.; Sintese estereosseletiva de alcaldides e N-heterociclo, UFSCar, 2001.

17Kuboyama,T., Yokoshima, S., Tokuyama, H., Fukuyama,T.; PNAS, 2004 ,101 (33), 11966.

'®M. Kutchan. The Plant Cell, 1995, 7, 1059.

¥Simdes, C. M. O., Schenkel, E. P., Gosmann, G.: Mello, J. C .P., Mentz, L. A.; Petrovick, P. R.
Farmacognosia da planta ao medicamento. Editora UFSC. 2007.

“Goossens A.; Rischer, H.; Phytochem Rev . 2007, 6, 35.

ZIEacchini, P. J.; Annu. Rev. Plant Physiol. 2001, 52, 29.

23undberg, R. J. Indoles, Academic Press Inc., London, 1996.

Zphlipson, J. D.; Zenk, M.-H.; indole and Biogenetically Related Alkaloids. Academic Inc. New
York.1980



isolados, dentre os quais cerca de 40 sdo agentes medicinais com diversas acdes
terapéuticas.?

Em 1954, Stromberg isolou das sementes de Piptadenia peregrina (A.
peregrina) coletadas no Haiti (América Central), uma quantidade significativa do
alcaldide inddlico bufotenina (2).%° No ano seguinte, Fish, et AL,?® trabalhando com
sementes de P. peregrina, P. macrocarpa e P. paniculada coletadas em Porto Rico,
Brasil e USA (Florida), observaram um maior teor de alcaloides nas sementes e uma
quantidade inferior nas vagens e, em algumas variedades, a inexisténcia dos
mesmos. Em 1959, Zacharias et AL,?’ trabalharam com as sementes de P. colubrina
(coletadas no Brasil), observando-se em todos os casos quantidades tragcos de
outros alcaldides. Mais tarde, Fellows e Bell,?® estudando o metabolismo de inddis
na mesma planta (coletadas no Caribe e América do Sul), mostraram que além da
bufotenina (5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina, 1), também estavam presentes a
serotonina (2) e outros derivados triptofanicos [5-hidroxi-N-metiltriptamina (5-HT, 3),

triptamina (4) e N,N-dimetiltriptamina (5)] (Figura 5). ?®

N—R,

NH NH

1. R4=R,= CH3, R3= OH bufotenina 4. R1iR2i H triptamin_a N '
2.R4=R,=H, R;= OH  serotonina 5. R1=Ry= CHs, N,N-dimetiltriptamina

3. R4=H, Ry= CH3, R3= OH 5- hidroxi N-metiltriptamina

Figura 5. Principais alcalodides inddlicos presentes em Anadenanthera.

Além de encontrar-se amplamente distribuida entre as plantas,
principalmente na familia das leguminosas, a bufotenina (1) pode ser encontrada em

262930 ¢ invertebrados.®'” Nos anfibios

vertebrados (fluido corpéreo em humanos)
esta molécula é associada geralmente ao mecanismo de defesa contra predadores,
devido a suas propriedades téxicas, ocorrendo na secrecdo de pele de anfibios

anuros, principalmente de sapos do género Bufo, mas também em Leptophryne

**Austin, J. F.; McMillan, D.W.C.; J. Am Chem. Soc. 2002, 124, 1172.

% Stromberg, V. L.; J.Med. Chem. 1954, 76, 1707.

% Fish, M. S, Joohnson, M. e Horning, E.C.; J. American Chem. Soc. 1955, 77, 5892-95.
2" pachter, |. J; Zacarias, D. E , Ribeiro, 0.; J. Org. Chem. 1959, 24, 1285-87.

% Eellows, L. E.; Bell, E. A.; Phytochemistry, 1971,10, 2083.

2 Karkkainem, J; Raisanen, M, Biological Psychiatry, 1992, 32, 1042-1048.

% Falkenerg, G. Acta Cryst, 1972, 28 (Pt11), B 3219.



borbonica, Capensibufo rosei, Litoria adelaidensis, Litoria granulosa, Litoria
pearsoniana, Rana dalmatina, R. iberica, R. temporaria, Osteocephalus taurinus, O.
oophagus e O. langsdorffi.*"3? A bufotenina extraida de Leptodactylus pentadactylus
teve a sua atividade bactericida e fungicida comprovada.*

Outras fontes naturais de bufotenina sado: (a) Phalaris aquatica, uma
grama perene com potencial agronébmico, associado a sindrome da morte-repentina
em bovinos;** (b) Brosimum acutifolium (Moraceae), uma planta medicinal e toxica
na Guiana francesa conhecida como takini, takweni, tauni ou mururé, cujo latex é
usado como um alucindégeno e para alivio reumatismos>° e (c) Cogumelos do género
Amanita contém bufotenina, 5-hidréxitriptofano e 5-hidroxitriptamina,®® (d) Musa
sapientum (banana).*’

De forma geral, conclui-se que os registros sobre Anadenanthera
demonstram de forma consistente que a bufotenina (1) € o Unico alcaldide
significativo nas sementes maturas de Anadenanthera peregrina e Anadenanthera

colubrina.

1.3 Biogénese de alcaldides inddlicos

Levando-se em conta que as substancias produzidas via metabolismo
secundario desempenham papéis muito importantes para o organismo que as
produz estando, portanto, intimamente relacionadas com a sua sobrevivéncia no
ambiente como, por exemplo, atuando na produgdo de energia para o
organismo.’® Os vegetais, os microorganismos e uma minoria de animais,
conseguem produzir, transformar e acumular substéncias através do metabolismo
secundario cujos produtos garantem vantagens para a sua sobrevivéncia. Alguns

dos metabdlitos secundarios possuem atividade biolégica importante, sendo

31Costa, T. O. G.; Morales, R. A. V.; Brito, J. P.; Gordo, M.; Pinto, A. C.; Bloch Jr, C.; Toxicon, 2005,
46, 371.

32Erspamer, V. in: Heatwole, H., Barthalmus, G.T. (Eds.), Bioactive secretions of the amphibian
integument amphibian biology. The Integument, vol. 1. Ed Surray Beatty and Sous, Chipping
Norton, Australia, 1994, 178-350.

3 Habermehl, G.: Preusser, H. J. Z. Naturforsh B. 1970, 25, 1451-2.

% Zhou, L.; Hopkins; A. A.; Huhman; D. V.; Sumner, L. W. J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 9287

%% Moretti, C.; Gaillard,Y.; Grenand,P.; Fabien B.F.; Prévost, J.M.; J.Ethanopharmac. 2006, 106, 198.

% Beutler, John A.; Der Marderosian, Ara H.; J. Nat Prod. 1981, 44, 422-31.

%" Fellows, L. E.; Bell, E. A.; Phytochemistry, 1970, 9, 2389.

38 Dewick, P. M.; Medicinal Natural Products, 2 ed.; Wiley, New York, 2002.



utilizados na industria farmacéutica, ja que esses metabdlitos ou seus derivados,
muitas vezes sdo ativos no controle de algumas doencas.>*

A elevada capacidade biossintética das plantas, evidenciada pelo grande
numero de substancias produzidas e sua diversidade em uma mesma espécie,
constitui a principal caracteristica do seu metabolismo secundario. A origem dos
alcaléides (Esquema 1) provém da glicolise e, no caso especifico dos alcaldides

inddlicos, ocorre a partir do intermediario acido chiquimico.®

Glicose
Ciclo das Pentoses licolise
=0
HO : C\)\\\\\\\\\\\\\\\\V//////////////// po” CHz
OH
eritrose Piruvato
4-fosfato H,PO,
H,0 NADPH+ H*
NADP* .
O\ (o)
Chiquimato
HO" ™" TOH
CHj3
Corismato

COOH

Antranilato :

i Prefenato
(0]
(0]
\ oH

OH
triptofano NH2 NH,
HO
Tirosina Fenilalanina
Co CO
=
N N

H
Indol Quinolina

Esquema 1. Formacao de alguns aminoacidos via acido chiquimico.19

% Sullivan, R. J.; Hagen, E. H.; Addiction, 2002, 97, 389.
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Na elucidagcado estrutural de uma substancia extraida de uma planta ou
microorganismo, a propria estrutura quimica fornece alguns indicios de sua
biogénese' A descarboxilagdo do L-triptofano (6) e 5-hidréxitriptofano (7) formam a
triptamina (4) e serotonina (2), respectivamente. Essas aminas podem sofrer
modificagdes gerando outras estruturas, como por exemplo: por hidroxilagdo da
triptamina (4) sdo produzidas a serotonina (2) e a 6-hidroxitriptamina (11); por
metilacdo da serotonina (2) formam-se a bufotenina e 5-metdxitriptamina (9); por N-
oxidagdo forma-se o N-6xido de bufotenina (10) e por acetilacdo da 5-

metdxitriptamina (9) é produzida a melatonina (8) (Esquema 2).*

HaPOg Vadk CHs
@EC (EEC
N
H
6- h|dr0X|tr|ptam|na (12) pSI|OCIbIna (12) psilocina (1
CHj3
N\
CE\C CE\C
N N
H H
L - triptofano (6 triptamina (4) N,N- dimetiltriptamina (5)
2 Q l /CHs
OH NH, N\CHS
HO . HO HO
| N\ N v | N\ | A\
N N N
H H H
. bufotenina (1
5-hidroxi-L triptofano (7) serotonina (2) l (1)
‘ 3 /CH3
NH, N~ ChH,
NH‘(O Hy,Cc—O HO
3
" B )
H,c—O N 3 N N
| " ]
N 0]
H
melatonina (8) 5 - metoxitriptamina (9) N-o6xido de bufotenina (10)

Enzimas: 1-triptofano descarboxilase, 2- triptofano 5-monoxigenase, 3-triptofano- metil transferase.

Esquema 2. Biossintese de indol etilaminas.*’

**Luckner, M.; Secondary Metabolism in Microorganisms, Plants, and Animals, 3%, New York 1990.

11



De acordo com o Esquema 2, os alcaldides inddlicos originam-se do
triptofano via descarboxilagdo, metilagdo e/ou hidroxilagdo especificas do
aminoacido.?®***! No entanto, ndo existe um modelo biossintético comum para os
alcaléides inddlicos nas plantas que os sintetizam, as quais podem mostrar
diferencas na suas composi¢des quimicas. As diferencas nos teores de alcaldides
inddlicos em variedades de Anadenanthera é devido a fatores genéticos ou
ambientais, o que justifica a auséncia de certos alcaldides em determinadas
espécies.?®?®
A bufotenina (1) é formada via triptofano (6) por diferentes rotas

metabdlicas e por agdo de enzimas especificas®®>** (

Esquema 2). Por meio de uma
série de experimentos em que eventuais precursores de bufotenina, ndo marcados e
marcados com C-14 ou H-3, foram incubados com tecidos de P. peregrina, Fellow e
Bell concluiram que o principal caminho biossintético da bufotenina ocorre via

triptofano (6) ou triptamina (4).%°

1.4. Propriedades farmacoldgicas dos alcaléides inddlicos e

possiveis aplicacdes biologicas

Com poucas excegdes, os neurdnios do SNC sdo incapazes de se dividir
ou de sofrer regeneragao quando seus axdénios sao interrompidos. Destarte, um
processo patolégico passivel de provocar perda neuronal geralmente tem
consequéncias irreversiveis. Acredita-se que cerca de 1,5 bilhdes de pessoas em
todo o mundo sejam acometidas de doengas neuroldgicas ou psiquiatricas, como a
depressdo e a ansiedade, a epilepsia, dor neuropatica e a enxaqueca. Dados da
Organizagdao Mundial de Saude (OMS) indicam que 13-20% da populagédo mundial
apresentam sintomas depressivos, sendo 2-3% desse total atribuido a individuos
com transtornos afetivos graves.*? Outras patologias como esquizofrenia e os
transtornos uni/bipolar sdo observadas em uma parte da populagdo. Na maior parte
destas doencas, pelo menos 25% dos doentes ndo tém um diagndstico correto nem

recebem o tratamento adequado.*®

* Udenfriend. S.; Titus, E.; Weissbach, H.; Peterson, R.E. JBC, 1995, 335.
*2 Romeiro, L. A.S.; Fraga,C.A. M.; Barreiro, E.J.; Quim. Nova, 2003, 26, 347-358,
* Rebelatto, J. R; Morelli, J. G. S; Fisoterapia Geriatrica. 2° , 2007, 241.
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As patologias neurodegenerativas tais como Doenga de Alzheimer e
Parkinson bem como desordens cerebrovasculares constituem uma das principais
causas de morbidade e de mortalidade na vida adulta. O desequilibrio entre os
sistemas de geracdo e de protecdo antioxidante celulares, chamado de estresse
oxidativo, desempenha um papel importante nos danos neurais causados pelos
processos isquémicos, provocando alteragcées funcionais em macromoléculas e
promovendo lipoperoxidacdo de membranas. Substancias com dupla atividade
anticolinesterasica e antioxidante vém sendo consideradas como uma nova
abordagem terapéutica para o tratamento farmacolégico do Doenga de Alzheimer,
incentivando a investigacéo e o estudo de produtos naturais para o desenvolvimento
de farmacos novos e mais eficientes.***°

Derivados triptofanicos apresentam importante funcdo no sistema nervoso
central (SNC) e controlam agbes cardiovasculares, respiratérias, gastrointestinais,
além de sintomas de humor e ansiedade. *°

A serotonina (2), um neurotransmissor natural, € responsavel pelo efeito
modulador geral da atividade psiquica, regulando o humor, o sono, o apetite, o ritmo
cardiaco e as fungdes neuroenddcrinas.*® Os efeitos da serotonina s&o sentidos de
maneira mais proeminente no sistema cardiovascular, com efeitos adicionais no
sistema respiratorio e nos intestinos. A vasoconstricido € a resposta classica a
administracao de serotonina.

Derivados biossintéticos da serotina, as cinamidas (14) e o benzoato
sintético (15) (Figura 6), exibiram atividade antimicrobiana e antioxidante.*”**® Outros
derivados da serotonina mostram atividade antimicrobiana e atuam como

capturadores de radicais livres.**°

*Yu, Q.; Holloway, H. W.; Utsuki, T.; Brossi, A.; Greig, N. H. J. Med. Chem. 1999, 42, 1855.

% Zhu, X.; Greig, N. H.; Holloway, H. W.; Whittaker, N. F.; Brossi, A.; Yu, Q. Tetrahedron Lett. 2000,
41, 4861.

*6 Marais, W.; Holzapfel, C. W.; Synth. Commun. 1998, 28, 3681.

47 Kumarasamy, Y; Middleton, M; Reid, R. G; Nahar, L; Sarker, S. D; Fitoterapia, 2003, 74, 609.

*8 Stoll, A; Toxller, F.; Peyer, J.; Hoffman, A.; Helvetica Chimica Acta, 1955, 38, 1452.

49 Kumarasamy, Y.; Middleton, M.; Reid, R. G.; Nahar, L.; Sarker, S. D. Fitoterapia 2003, 74, 609.

® Kang, K.; Jang, S. M.; Kang, S.; Back, K.; Plant Sci. 2005, 168, 783.
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Figura 6. Cinamidas (14) e benzoato (15) analogo da serotonina.

Os receptores 5-HT tém sido alvo de intensa pesquisa nas ultimas
décadas, uma vez que muitos farmacos efetivos no tratamento da depressao e
ansiedade agem sobre este neuromodulador, tanto na forma de inibidores da
recaptacdo de 5-HT (ISRS), quanto agonistas ou antagonistas de seus subtipos de
receptores. Ligantes com alta afinidade pelos receptores 5-HT1a estimulam a sintese
de novos analogos que atuem ao nivel deste receptor. De modo significativo para
este subtipo de receptor serotoninérgico, minuciosos estudos de seu
sequenciamento, clonagem e localizagdo nos tecidos neurais tém sido
desenvolvidos nesta ultima década. Seguindo esta tendéncia, muitos outros ligantes,
de diferentes classes quimicas, foram sintetizados e avaliados na busca da
compreensao das interacdes farmacoféricas relevantes para o reconhecimento
molecular pelo receptor 5-HTa. Entre estes compostos encontram-se derivados de
indolalquilaminas, como por exemplo, a bufotenina.*?434°

As propriedades farmacoldgicas da bufotenina (1) ainda se encontram em
estudo e indicam ser semelhantes a da dimetiltriptamina (DMT), embora né&o
provoque alucinagdes visuais como os demais alcaldides inddlicos. A bufotenina
pode ser encontrada na urina de pessoas normais € a sua excregao urinaria em
pacientes psiquiatricos € um pouco mais acentuada, pois é também é reforgcada
pelos inibidores da MAO e por outros medicamentos antidepressivos.?® %

Na esquizofrenia ha baixa atividade no lobo médio temporal e, a0 mesmo
tempo um aumento do acetilaspartato no hipocampo. Ha maior fluxo sanguineo no
lobo temporal e na area frontal quando os individuos sofrem maior intensidade de
alucinacbes. A feniletilamina (PEA), bufotenina e a mono amina cadaverina s&o
encontradas em altas taxas na urina e sangue de pacientes com essa patologia.

Chega-se a inferir que os marcadores bioquimicos [feniletilamina (16), fenilglicol
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(17), acidos hidroxindolacético (18) e homovanilico(19)] ndo somente servem para
descobrir os estados depressivos, como também, mostraram-se uteis nos casos de
obsessdes compulsivas e esquizofrenia (do tipo ) que se normalizam apos melhora
clinica: os marcadores metilados (bufotenina, O-metilbufotenina e dimetiltriptamina)

estdo relacionados com os sintomas psicéticos (alucinagdes, sintomas negativos,
42,51
GG
16 17
COOH OH
0

NH HO 19
18

OCHs

etc).

Figura 7. Marcadores quimicos.

Quando ingerida em grandes quantidades, a bufotenina (1) pode provocar
muitos efeitos indesejaveis do ponto de vista psicolégico e circulatério, além de
efeitos secundarios, tais como: suor, nauseas, visdo amarelada e percepgao de
pontos coloridos.’? Uma dose oral de 100 mg ndo causa efeito algum, enquanto que
seu isdmero extraido de um cogumelo mexicano, a psilocina (13) (Figura 8), em uma
quantidade de 4 a 8 mg causam intoxicagdo.>® Gesser et al®* sugerem que a baixa
potencialidade toxica da bufotenina € devido a sua baixa solubilidade em lipidios e

consequente inaptidao para penetrar no SNC.

MeC\ cH
R NT
2

NH

1 R;= OH, R,=H bufotenina
13 Ry=H, R,=OH psilocina

Figura 8. Bufotenina (1) e seu isébmero, psilocina (13).

*" pPaiva, L. M.; Revista da Psicossomatica, 2006, 1, 16.

%2 Nunes, D. S.; Rocha Filho, G. M.; Elisabethy, E.; Barata, L. E. S.; Alcal6ides triptaminicos de
Piptadenia gonoacanth (mart), macbr e Anadenanthera falcata (Benth). Speng. in: Reunido anual da
Sociedade Brasileira para ao Progresso da Ciéncia (SBPC), Resumo 34, 1982, Campinas - SP.

%3 Migliaccio, G. P.; Shiceh, T. L. N.; Hathauay, B. A.; Nichols, D. E.; J. Med. Chem. 1981, 24.206

* Gesser, P. K.; Godse, D. D.; Krull, A. H.; McMillan, J. M.; Life Sci. 1968, 7, 267.
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O nucleo inddlico também pode dar origem a alcaléides mais complexos
gerando estruturas com potencial farmacoldgico, por exemplo, o precursor natural da
N,N-dimetiltriptamina (DMT, 5), a triptamina (4), tém sido utilizado na sintese de
alcaldides B-carbolinicos que apresentam afinidade para os receptores da serotonina
(2) no SNC, de onde resulta seu efeito neurofarmacolégico, além de atividade
citotdxica.>**® Como mostrado na Figura 9, o sistema B-carbolinico possui diferentes
graus de aromaticidade e constitui a unidade estrutural basica de inumeros
alcaldides inddlicos de interesse farmacoldgicos e biolégicos, a exemplo da harman
(20), harmina (21); harmalina (22) e tetraidro-B-carbolinico (23).%°

— N
CH
0 N 3
N cs / H
H HaC
20 21
CHj
o N CHj o) N
H c/ : HaC 23H
8 22

Figura 9. Sistema B-carbolinico

O interesse biolégico ou farmacologico por esta classe de compostos
deve-se a ocorréncia destes, sob condigcbes fisiologicas em tecidos e fluidos
biolégicos. Alguns relatos evidenciam a importadncia farmacolégica das

carbolinas®’+°8

e demonstram que as [-carbolinas interagem com os receptores da
dopamina e com os sistemas neurotransmissores da serotonina (2), o que chama a
atencao dos neuroquimicos em investigacdo que enfocam as [(-carbolinas como
neurotransmissores e neuromoduladores.”® Além de acdes psicoativas e

alucinogenas, essas [-carbolinas tém mostrado uma grande variedade de

55(a) Roszkowski, P.; Wojtasiewicz, K.; Leniewski, A.; Maurin, J. K.; Lis, T.; Czarnocki, Z. J. Molec.
Cat. A: Chem. 2005, 232, 143; (b) Zhaob, M.; Lanrong Bia, L.; Wangb, W.; Chao Wangb, C.; Baudy-
Floc’hdM.; Jingfang Juc, J.; Penga, S.; Biorganic & Med. Chem. 2006, 14, 6998.

*®Bresolin T. M. B, Cechinel Filho V.(org.) Ciéncias Farmacéuticas: contribuicdo ao desenvolvimento
de novos farmacos e medicamentos. ltajai: Ed. Univali, 2006, p.43-44.

" Ho, B. T.; Taylor, D.; Mctsooc, W. M.; Adv. Behav. Biol. 1971, 1, 97

%8 Dramate, K. L.; Okungn, J. I. Plant Med. 1977, 31,193

% Callaway, J. C.; Gynther,J.; Poso, A.; Vepsalainem, J.; Airalksinem, M. M. J. Heterocycl. Chem.
1994, 31, 431.
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propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades antimicrobiais, antivirais,

anticonvulsivas, hipnéticas, vasorelaxantes, anti-HIV e antitumorais.

1.5. Preparacdao e aplicacdes sintéticas de compostos inddélicos

Devido a atividade biolégica variada e freqlientemente intensa, os
alcaléides sdo objeto de grande interesse farmacologico e medicinal. No entanto,
salvo raras excecgodes, essas substancias sdo encontradas nas fontes naturais em
pequenas quantidades, as vezes apenas como tracos. O estudo detalhado das
diversas rotas biossintéticas de alcaldides tem sido muito util na proposicdo de
derivados sintéticos mais complexos, ja que o numero de estruturas alcaloidicas
encontradas na natureza é variado e, tem despertado grande interesse por parte de
muitos pesquisadores. Em muitas ocasides, a sintese total de uma estrutura mais
complexa, pode ser alcangada a partir da utilizagdo de um alcaloide precursor
disponivel em maior quantidade em determinadas plantas.>*

A preparagao e funcionalizagdo de sistemas inddlicos tem sido objeto de
intensas pesquisas em sintese organica e muitas rotas sintéticas foram
desenvolvidas. Em muitos casos, a disponibilidade do material de partida (modelo de
substituicdo) e a tolerancia dos grupos funcionais sao fatores determinantes na
escolha de uma rota. De forma geral, os indois s&o usualmente preparados a partir
de precursores aromaticos nao heterociclicos. Dentre as metodologias que se
destacam, encontram-se: sintese de Fischer e suas variantes, heteroanelagao e
ciclizacdo de alquilanilinas, ciclizagbes redutivas (nitro compostos) e outros
processos. Apresentamos abaixo, algumas metodologias praticas para preparagao
de indd6is em larga escala, consideradas interessantes sob o ponto de vista industrial
e académico.’

A sintese de Fischer € amplamente utilizada na preparagao de indois e
derivados em laboratério.?’ Exemplos incluem a sintese de alcaldides e alcaldides
marinhos, derivados da triptamina e novas estruturas inddlicas com anéis
funcionados, também tem sido utilizada em escala industrial na obtencdo de

intermediarios farmacéuticos. Essa € uma das metodologias classicas mais usadas,

€ R. Cao, Q. Chen, X. Hou, H. Chen, H. Guan, Y. Ma, W. Peng,. Bio. Med. Chem., 2004, 12, 4613.
® Humphrey, G. R.; Kuethe, J.T.; Chem. Rev. 2006, 106, 2875.
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pois ocorre em uma unica etapa, a partir da reagao entre um composto carbonilico e
uma hidrazina de escolha, sob catalise acida, sendo desnecessario o isolamento da
hidrazona correspondente. O mecanismo da reacéao foi proposto G.M. Robinson e R.

Robinson: 2

a hidrazona (24), em equilibrio com a enamina correspondente (25),
que apresenta a distribuicdo eletrbnica apropriada para realizar o rearranjo
sigmatropico [3,3], da origem a dupla imina (26), altamente instavel. A aromaticidade
€ entdo imediatamente restabelecida, via o intermediario (27) que sofre ciclizagao,
seguida de eliminagdo de amonia, fornecendo o sistema inddlico (28) (Esquema

3)‘61,62

R
R2 R1 R L
\”/_ H* ZV—Rl Ra
- H
: N - *NZ *NH
NH ©\NH’ ~H NH
24
25 26

/

Esquema 3. Proposta mecanistica da sintese de Fischer. 62

Uma aplicagao interessante da sintese de Fischer que possibilita a
obtencao de inddis funcionalizados como, por exemplo, os derivados da melatonina
(33) e do triptofano (34) é apresentada no Esquema 4. Esse método é vantajoso,
pois além de sua simplicidade, permite a preparacdo de tais sistemas, em grande
escala e com rendimentos excelentes, a partir de reagentes de partida (29 e 30)
abundantes e de baixo custo. Os derivados da 2-hidroxipirrolidina (31 e 32) sao
formados a partir da protecado de 2-pirolidinona (29) e acido piroglutamico (30) com
carbobenzoxi (Cbz) e subsequente redugao da lactama com trietilboroidreto de litio
(LiIEt;BH), em 84 e 91% de rendimento, respectivamente. O derivado da melatonina
(33) e o derivado do triptofano (34), formados a partir de uma reagao inddlica de

Fischer, sd0 obtidos com rendimento maiores que 95%.°

2 Laue, T; Plagem,A.; Named of reactions organic chemistry, Wiley, New York, 2000.
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0 R
NaH, CbzCl /O\ AcOH, H,0,EtOH /
—— OH Refluxo 35 min ~ H3C

=0 2.LiEt,BH, THF R

N
R N l /O N
H CBz o ©\ » H
7N
29. R=H 31. R=H N 33. R=H
30. R=CO,H 32. R=CO,H 34. R=CO,H

Esquema 4. Sintese de derivados da melatonina.®’

Uma variagdo do método de Fischer consiste em preparar inddis a partir
de fenilidrazinas 35 e cetonas, em presenca de acido acético com irradiacdo de
microondas. Esta metodologia apresenta altos rendimentos e as reagdes ocorrem
em menos de um minuto. O uso de montmorilonita (K10) e cloreto de zinco na
presenca de microondas, a temperaturas mais baixas e com solvente livre de acido,
forma em bom rendimento o 2-(2-piridil) indol (36), um composto cuja unidade basica

estrutural esta presente em muitos produtos naturais (Esquema 5).9%@°

p ZnCl,/ K 10 @_@
143°C, 60% N N
34

Esquema 5. Preparacao de 2-(2-piridil)-indol a partir de hidrazina63b.

Em 1912, Madelung mostrou que o 2-metilindol (38) podia ser preparado,
com 60% de rendimento, aquecendo-se a o-aceto toluidina (37) com etdoxido de
sédio em atmosfera inerte. O emprego desta metodologia exige condigdes severas
para realizar catélise basica intramolecular na condensagéo entre um grupo metila

aromatico néo ativado e um substituinte o-acilamino® (Esquema 6).

CHj
NaOEt N\\_cH
—
360-380°C

37 NH-cocH, 38

Iz

Esquema 6. Sintese geral de Madelung®.

&3 (a) Lipiinska, T.; Guibé-Ampel, E.; Petit, A.; Loupy, A. Synth. Commun. 1999, 29 (8,) 1349. (b)
Gribble, G. W. Perkin T. I.; J. Chem. Soc. 2000, 1045-1075.
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Embora a sintese classica de Madelung seja atualmente pouco
empregada, uma modificagdo do método introduzido por Houlihan em 1981, na qual
foi utilizado butillitio (BuLi) como base, método de Madelung-Houlihan, permitiu a
sintese de derivados inddlicos (42) sob condigdes mais brandas do que a sintese

original (Esquema 7).542°

H H
1
CH 3
R 3 _BuLi R
(0]
NH R g 41 l i

R'=R®= H. Alquila , arila

Z; /;
o

T

42

Esquema 7. Método de Madelung-Houlihan.®*

Em geral alcalbides inddlicos mais complexos sao preparados a partir de
precursores inddlicos simples. Por exemplo, o derivado -carbolinicos, 1-
triclorometil-1,2,3,4-tetraidro-p-carbolina (47), foi sintetizado em laboratério a partir

da N,N-dimetiltriptamina (43) via ciclizaco do tipo Pictet-Spengler (Esquema 8).%°

CHj cHs
CH
/ N CHe N
\ CH3
A\ CH3I EtOH N KCN, H,0 N
_—
N N
N aquec.
43 H 44 45 H
EtOH, NaOH 2M
Ni Ranney
Tolueno N
46 H

|CI

Esquema 8. Tetraidro-B-carbolina (47) via ciclizagado de Pictet—-Spengler.

64 a) Houlihan, W. J,; Uike, Y; Parrino, V. A.; J. Org. Chem. 1981,46, 4515. b) Houlihan, W. J.; Uike, Y;
Parrino, V. A.; J. Org. Chem. 1981,46, 4511
Brlngmann G; Feineis, D; Bruckner, R, God. R; Grote, C; Wesemann, W; Europen J.
Pharmaceutical Sciences 2006, 28, 412-422.
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Outro exemplo de sintese de tetrahidro-B-carbolinas envolvendo uma
indoletilamina encontra-se apresentado abaixo. A a-metil-triptamina (48) é
transformada na correspondente metilenoaziridina 50 via o brometo de vinila 49, em
duas etapas. A reacao da aziridina 50 com alcool benzilico na presenca de trifluoreto

de boro-eterato levou a uma mistura (8:1) de diasteroisdmeros 51 (Esquema 9).%

CHg CHj
Br Br
Br
NH NH
\ 2 \ACH \ \/‘\CHQ
N K,CO,, THF N
48 H 49 H
NaNH,,NH,, - 33°C
CHs
BnOH, BF;. OEt, N\ N
3 = D:CHz
N H,C CH,C,,, -30°C, rt
H O-Bn H

50

Esquema 9. Sintese de tetrahidro-B-carbolinas.

Nos bancos de dados consultados ndo foram encontrados registros da

sintese desse triciclo tendo a bufotenina (1) como precursora.

®Mumford, P. M.; Shiers, J. J.; Tarver, G. J.; Hayes, J. F.; Shipman, M; Tetrahedron Lett., 2008, 49,
3489.
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2. Objetivos:

2.1. Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo central o conhecimento fitoquimico
de espécies de Anadenanthera (Fabaceae: Mimosoideae) do Cerrado Central, com
enfoque no teor de alcaldides inddlicos e investigagao do potencial da bufotenina

como matéria-prima para preparagao de novas entidades quimicas (NCEs) capazes
de atuar no SNC.

2.2. Objetivos Especificos

= Estudo fitoquimico comparativo de sementes de espécies/variedades de

Anadenanthera do Cerrado Central.

. Determinacéao do teor do alcaléide inddlico bufotenina.

. Estudos visando a preparagcao de derivados da bufotenina com potencial

bio/farmacoldgico.
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3. Metodologia:

As estratégias de agao desta proposta estdo baseadas em varias etapas,
envolvendo pesquisadores e estudantes de laboratérios especializados que dispdéem
de condicbes satisfatérias para o desenvolvimento das etapas envolvidas nesse

projeto, que compreendem:

Estudo fitoquimico comparativo de sementes de espécies/variedades de
Anadenanthera.

Aplicacédo de procedimentos metodoldgicos classicos de extragdo de sementes das
espécies selecionadas, fracionamento do extrato bruto por meio de técnicas,
purificacdo, quantificacdo e caracterizagcdo fisico-quimica dos componentes
quimicos isolados. O fracionamento dos extratos e a purificacdo dos alcaldides
inddlicos presentes nas sementes de cada espécie foram realizadas por técnicas
cromatograficas classicas e instrumentais (CG-EM). Na caracterizagdo dos
alcaldides presentes na semente das plantas foram utilizados espectros
unidimensionais de hidrogénio (300 MHz) e carbono-13 (75 MHz) e técnicas
bidimensionais (APT e HMQC), cujos experimentos foram realizados em
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Mercury Plus - Varian
(7.05 T), com capacidade de analises multinucleares em solugdo e estado solido. As
técnicas de Analise Elementar (CHN) e Espectrometria de Massa foram empregadas

para confirmacao das estruturas propostas.

ii. Modificacdo quimica da bufotenina visando a preparacdo de entidades

guimicas com potencial bio/farmacolégico.

Empregando-se a bufotenina (1) como material de partida foram
planejados derivados inddlicos da bufotenina, preparados a partir da protegdo da
hidroxila fendlica, a exemplo de derivados que poderdo manifestar atividade
antimicrobiana e atuarem como capturadores de radicais livres com possivel

afinidade para os receptores da serotonina (3) no SNC, a exemplo dos analogos
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serotoninicos. O planejamento sintético convergente compreende a exploracao de
procedimentos classicos envolvendo reacdes de protecdo da hidroxila fendlica da
bufotenina, explorando diferentes grupos protetores, para produgdo dos seguintes
derivados: metil éter 52, benzil éter 53, acetato 54, cinamato 55 e benzoato 56

(Esquema 10).

CH,
N—cH,
a
—_— H3C/O \
N
H
52 TH3
N—CH,
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=
(|3H3 A\
N
N—CHj H CHj
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HO \ N\CHB
C H3C o)
N \H/ N\
H 0
1 N
H CHg
54
N—CHj
d o
Z N
0 N
H
ik
N—cHj

55
e
o}
A CEC
o}

N

56
Reagentes: a) Mel, acetona, K,COs, refluxo; b) BnCl, K,COs, acetona, refluxo; ¢) Ac,O, Py; d)

CynCl, Et;N, DMAP, CH,Cl,; e) BzCl, Et;N, DMAP, CH,Cl,.

Esquema 10. Derivados da bufotenina

As modificagbes quimicas planejadas consideraram a utilizagdo de
reacgdes classicas em sintese organica. A purificagdo dos intermediarios e produtos
finais foi realizada por meio de técnicas convencionais (cromatografia e
recristalizacéo). A caracterizagdo deu-se a partir da obtencéo e analise de espectros
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13, espectros de
infravermelho e espectros de massa, em colaboragdo com pesquisadores

responsaveis por laboratérios especializados em técnicas espectrométricas.
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4. Resultados e Discusséo
4.1. Estudo fitoquimico de semente de espécies de Anadenanthera

Em geral, a floragdo do género Anadenanthera ocorre entre junho e
setembro e a frutificagao ocorre entre agosto e setembro. Os especimens analisados
apresentaram floragdo, frutificacdo e maturagcdo das sementes em tempos
diferentes, possibilitando a coleta de sementes entre os meses outubro e novembro
de 2006 e 2007.

De acordo com protocolos convencionais (Chave de classificagdo: Anexo
1 pag. 56) empregados pelo Prof. Dr. Christopher Wiliam Fagg (FT-UnB), as
espécies selecionadas foram identificadas como sendo: Anadenanthera peregrina
(Figura 9) oriunda da BCE e APCEF (vars. peregrina e falcata) (Figura 10) e
Anadenanthera colubrina coletada no CO (var. cebil) (Figura 11).

As sementes foram secadas a temperatura ambiente, trituradas e
submetidas a diferentes técnicas de extragcdo: maceracdo em solvente organico;
extragdo continua em Soxhlet e isolamento pelo método de Stromberg.?®

Inicialmente, tentou-se a técnica de maceragdo em solvente organico
(hexano) para separagdo dos componentes apolares da fragdo polar de
Anadenanthera peregrina (BCE). Cerca de 10 g de sementes trituradas foram
extraidas por trés vezes com 30 mL de hexano em intervalos de 4 horas, filtrando-se
e submetendo-se a amostra a nova extracdo. Os extratos hexanicos foram reunidos
e concentrados para fornecer um material oleoso que suspeitamos tratar-se de
triacilglicerdis (cerca de 3%), porém contaminado com pequena porgdo do
componente mais polar. A torta foi extraida por cinco vezes com etanol em presenca
de cerca de 1g de K,COs3, com leve aquecimento. A fragdo etandlica foi concentrada,
dissolvida em AcOEt, lavada com cinco por¢cdes de agua destilada, secada sob
sulfato de sédio e concentrada no rotaevaporador. O residuo foi submetido a
separagdo por coluna cromatografica rapida e seca (Dry-Flash Column
Chromatography), fornecendo cerca de 0,1% de um material viscoso que,

posteriormente, foi identificado como sendo a bufotenina (1) (Fluxograma 1, p. 28).
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Figura 10. A. peregrina (BCE) - Detalhes do ramo verdes, da vagem, da inflorescéncia, das sementes

e da germinagéao (cortesia Juliana Machado Ramos UFG).
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Figura 12. A. peregrina (APCEF) - Detalhe das sementes.
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Sementes de Anadenanthera peregrina
(109)

- Hexano (Maceragéo)
- Decantagéao

Torta Extrato hexanico
1,648 g (3%)

- EtOH
- K,CO3, aquecimento
- Filtragéo

Extrato etandlico

Torta 5,3485 g

- Acetato de etila
- Concentragao
- Coluna cromatografica

Bufotenina
6 mg (2,9%)

Fluxograma 1. Fracionamento das sementes de A. peregrina por maceragao.

As extragdes feitas no soxhlet foram realizadas com etanol comercial a 78
°C, usando diferentes massas do material bioldgico (A. peregrina, BCE) e tempos de

extracdo, conforme expresso na Tabela 1.

Tabela 1: Resultado dos processos extrativos no séhxlet em diferentes condicoes.

Entrada Msemente Mextrato TempOexiraco Rend. %*
1 1913 g 4744 63 h 25,0
2 32,0g 16,19 30h 50,3
3 27,59 9,90¢g 24 h 36,0
4 19,19 8,009 15 h 41.8
5 18,09 8,009 34 h 44,4
6 9,00 g 3,80g 34 h 42,2

*Rendimento percentual de extrato bruto, considerando a massa de semente
utilizada no processo extrativo.
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Por meio desse estudo verificou-se que a massa de semente utilizada e o
tempo de extragao influenciam na quantidade do extrato obtido. De acordo com os
resultados, observou-se que quando da utilizagdo de uma massa muito grande de
material biolégico, mesmo com exaustivo tempo de extragdo o rendimento foi muito
baixo, provavelmente em fungdo de problemas operacionais (Entrada 1). Foram
observados melhores rendimentos quando do uso de massa compativel com a
aparelhagem e tempo de extragao de cerca de 30 h (Entrada 2). Uma maior reducéo
da massa de semente n&o influenciou no aumento do rendimento (Entradas 3, 4, 5 e
6). Na etapa de concentragdo dos extratos, verificou-se ainda que a temperatura
influencia profundamente a eficiéncia do processo de obtencdo do alcaldide, pois
quando aquecida a temperatura mais elevada, para remoc¢ao do solvente no roto-
evaporador, observou-se por cromatografia em camada delgada (CCD) que a
bufotenina sofria decomposicéo.

Apos definida a melhor condicdo para extracdo em sohxlet, foi realizado
um estudo comparativo do teor da bufotenina e de outros constitutintes presentes
nas espécies analisadas (A. peregrina, variagdes peregrina e falcata, e A. colubrina).
Surpreendentemente, todos os extratos brutos apresentaram no maximo dois pontos
bem definidos na cromatoplaca, usando diferentes eluentes. Neste sentido, os
extratos etandlicos foram submetidos a fracionamento por cromatografia rapida em
coluna seca. Apds caracterizagao por métodos espectrométricos a fragcdo mais polar
foi confirmada tratar-se da bufotenina (Anexos 2 - 7; paginas 59 - 64), isolada como
material viscoso que na analise por Cromatografia Gasosa (Cromatégrafo Agilent
Technologies 6890N, detector seletivo de massas CG-EM) mostrou ainda a
presengca de impurezas (Figura 13). Além de bufotenina, todos os extratos brutos
obtidos por essa metodologia continham quantidade substancial de fragdo menos
polar, com aspecto oleoso que por espectroscopia de IV e RMN 'H e *C indicou
tratar-se de triacilglicerois (Tabela 2).

Tabela 2. Teor de bufotenina e triacilgliceréis nos extratos etandlicos.

Espécie Bufotenina* Triacilglicerdis
A. peregrina (BCE) 2,9% 9,97%
A. peregrina (APCEF) 0,3% 12,41%
A. colubrina (CO) 0,1% 9,6%

*Nessas condicdes a bufotenina foi obtida como um éleo viscoso.
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Figura 13. Cromatograma (CG-EM) da bufotenina (pico maior) e impurezas.

A investigagdo da composi¢gdo do material oleoso foi realizada por meio
da técnica de Cromatografia Gasosa (CG VARIAN- STAR 3400) equipado com
injetor SPLIT/SPLTITLESS, usando como padrao mistura de metil éster de acidos
graxos (SUPELCO 37 Component FAME MIX - Sigma Aldrich Co).*” Para tanto,
amostras em duplicata foram submetidas a um processo de saponificagdo seguida
de esterificagdo gerando os ésteres metilicos correspondentes que se separam da
fracdo mais polar por centrifugagcao, podendo ser analisados por CG (Fluxograma 2),

(anexos 8 - 11, paginas 65 - 68).

67 Catalogo n° 47885-U, Supelco 37, Sigma-Aldrich Co.
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Triacilglicerol
(20 mg)

- KOH, MeOH (0,5 M)
- Agitagéo, 70 °C

Glicerol + RCO,

- BF3, MeOH
- Agitagéo, 70 °C

Glicerol + RCO,Me

- NaCl, Hexano
- 1200 rpm
Precipitado Sobrenadante
Glicerol RCO,Me
CG I

Fluxograma 2 - Saponificagcao e esterificagdo do 6leo extraido de A. peregrina.

Como mostrado no esquema abaixo, o triacilglicerol sofre uma

saponificagdo em KOH/MeOH, com agitacdo e aquecimento e na subsequente
reagcao com BF3;/MeOH, os acidos graxos sofrem esterificagdo gerando os ésteres

metilicos correspondentes (Esquema 11).

O
O )L 1. KOH/ MeOH (0,5 M)
2. BF3/ MeOH OH
)J\ ] o /Y\
Rj 0 0] 3 3. NaCl, hexano OH
1200 rpm Glicerol
0 +
R,CO,Me

O
R,CO,Me
R,CO,Me

Esquema 11. Equagao quimica da saponificagao/esterificagdo de um triacilglicerol genérico
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Como mostrado na Tabela 3, a saponificagao seguida de esterificagao da
fracdo oleosa sugere que A. peregrina apresenta composicao e teores variados em
termos de acidos graxos, incluindo outros componentes acidos de cadeia menor
(apenas os acidos graxos em quantidade significativa foram apresentados na
tabela).

Tabela 3. Composigado quimica da fracado oleosa de sementes de A. peregrina®.

Acido correspondente Teor %

Acido cis-11-eicosendico (C 20:1) 2,0

Acido linoléico (C 18:2n) 1,6

Acido oléico (C 18:1n) 4,0

Acido estearico (C 18:0) 0,9
Acido heptdecandico (C 17:0) 8,5
Acido palmitico (C 16:0) 4.4
Acido miristoléico (C 14:1) 46

Acido tridecanoico (C 13:0) 17,4
Acido undecanéico (C 11:0) 0,8
Acido caprico (C 10:0) 7.4
Acido caprilico (C 8:0) 1,3
Acido caproéico (C 6:0) 1,0
Acido butirico (C 4:0) 3,2

* Composicao e teores relativos ao metil ésteres gerados.

Apos separagao de todos os compostos da semente, conclui-se que as
sementes de A. peregrina (BCE e APCEF) e A. colubrina (CO) apresentam apenas
bufotenina e triacilgliceréis (Tabela 2 e 3), nenhum dos outros alcaldides
identificados por Fellows e Bell?® em Piptadenia peregrina (originarias das llhas
Caribenhas) foi encontrado. A espécie A. peregrina (var. peregrina) apresentou

maior teor de bufotenina.
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A técnica de extracdo simples pode ser utilizada para fazer uma

separacgao (fracionamento) usando solventes quimicamente ativos ou solventes de

reagao capazes de reagir com o soluto para dar origem a um composto mais soluvel.

Extracbes com solventes de reacdo podem ser usadas para separar acidos

carboxilicos, fendis e aminas de substancias neutras, aplicando a variagao do pKa

destes substratos. Acidos e bases organicas podem ser dirigidas para qualquer uma

das fases de extragdo, aquosa ou organica, pelo ajuste do pH da fase aquosa. O

método de Stromberg25 baseia-se num processo extrativo envolvendo variagdo de

pH e solventes de reacéo, de acordo com o Fluxograma 3.

Sementes de Anadenanthera peregrina
(709)

- EtOH, 1% de Acido tartarico

- Agitacdo e concentragéo
- CHClj3, HCI (2M)

Fase cloroféormica

Fluxograma 3. Obtencdo da bufotenina de sementes de Anadanathera segundo o método de

Fase aquosa

- NH4OH
- CHCl,

Fase aquosa

Fase cloroférmica

- N32804
- Concentrada

Bufotenina
2,03g (2,9%)

Stromberg®.

Por essa metodologia a bufotenina foi isolada como um sélido amarelado

que apos recristalizacdao de AcOEt-hexano forneceu um sodlido (Figura 14), com

ponto de fuséo 155 °C (literatura:146,5 °C) %°.
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Figura 14. Bufotenina pura: sélido amarelado.

A bufotenina assim isolada foi caracterizada por métodos
espectroscopicos (IV, RMN'H, RMN C) e CG-EM. As espécies analisadas,
Anadenanthera peregrina (Figura 10 e 12) oriunda da BCE e APCEF, vars.
Peregrina (anexos 2 - 7, paginas 59 - 64) e falcata (anexos 12 - 14, paginas 69 - 71)
e Anadenanthera colubrina coletada no CO, var. cebil (anexos 15 - 17, paginas 72 -
74), apresentaram os mesmos componentes polares. Na Tabela 4 sdo apresentadas
todas as atribui¢des dos hidrogénios e carbonos, de acordo com a numeragao dos

atomos.
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Tabela 4: Dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN *C da bufotenina isolada. Os

deslocamentos quimicos estdo apresentados em & (ppm) e as constantes de acoplamento

em (Hz).
CJ.Z
" \ o
N—CH,

No O0H(m, J)

c -
C-2 102,5 -
C-3 111,8 -
C-4 123,2 -
C-5 150,4 -
C-6 111,4 -
C-7 1119 -
C-8 1311 -
C-9 128,2 -
C-10 23,4 -
C-11 60,2 -
C-12 45,3
C-13 45,3

H

NH 10,42 S
H-2 6,80 d (2,4 Hz)
H-4 7,02 d (1,5Hz)
H-6 6,59 (dd (8,7 e 2,4 Hz)
H-7 7,11 dd (8,7e 0,6 Hz)
H-10 2,73 m
H-11 2,49 m
H-12 2,20 S
H-13 2,20 S

Adicionalmente, a amostra de bufotenina foi analisada por CG-EM. O
cromatograma demonstrou que a amostra apresentava acentuado grau de pureza
(Figura 15a). A comparagao do espectro de massa da amostra com o espectro da
bufotenina disponivel na biblioteca eletrbnica do aparelho mostrou a perfeita

sobreposic¢ao dos picos, confirmando a identidade da amostra (Figura 15b).
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Figura 15. A - Cromatograma gasoso da amostra de bufotenina soélida. B - Comparagao
do espectro de massa da bufotenina com dados da biblioteca virtual (bufotenina = biblioteca virtual,

bufotenina= amostra analisada).

A identidade do alcaldide também foi confirmada por meio da formacgao do
monopicrato de bufotenina,®® sélido vermelho (Figura 16), R 0,25 eluente metanol
p.f. 166-168 °C, enquanto que a literatura®>®® descreve valores 0,25 e 170°C.
Adicionalmente, o picrato foi caracterizado por métodos espectroscépicos (IV, RMN
H'e RMN C"), (anexos 18 — 20, pag. 75 - 77).

Figura 16. Cristais de picrato de bufotenina

€8 Armarego, W .L. F; Perrin, D. D; Chemical Methods used in Purification. ,4 ed, 1996, 51.
% Jacobucci, G. A.; Ruveda, E. A.; Phytochemistry, 1964, 3, 3465.
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Os diferentes processos extrativos foram executados varias vezes a fim
de quantificar o teor em alcaldides e verificar qual o método mais eficiente para

obtenc&o da bufotenina (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados dos processos extrativos com Anadenanthera peregrina (BCE).

Entrada Método de Condicbes Resultados (rend. % em relacéo a
extracao massa de semente; técnica de
purificacdo)
1. EtOH, 60 h Presenca de triacilglicerdis (9.3%) e
1 Extracdo em 2. Na,SQy, concentrada | bufotenina (cerca de 0,3%), apds
Sohxlet 3.Coluna Cromatografica |cromatografia em coluna.
1. EtOH, acido tartarico Isolamento de bufotenina pura (cerca de
2 Método de 2. HCI 2M, CHCl3, H,O0 | 2,9%), ap6s recristalizacdo em
Stromberg 3. NH,OH,CHCI; AcOEt/hexano 3:1.
4. Na,SO,

Como mostrado na Tabela 5, nas diferentes metodologias observou-se a
presenca de bufotenina nos extratos. O método de Stromberg (Entrada 2) mostrou-
se mais eficiente para obtencdo da bufotenina pura, por recristalizacao direta do
extrato. Para isolamento da bufotenina quando da utilizacdo dos outros métodos
extrativos avaliados foram empregadas diversas condi¢cbes (recristalizacdo direta,
extragdo com solugéo diluida de HCI e coluna cromatografica). Apenas quando do
uso da cromatografia em coluna, o alcaldide foi isolado em rendimento inferior ao
método de Stromberg, porém como um Oleo viscoso e amarelado, que nao

solidificou, mesmo quando submetido a diversas tentativas de recristalizagao.

Em fungcdo da eficiéncia (rendimento, aspecto fisico) o método de
Stromberg foi o eleito para acumulo de bufotenina a ser utilizada na etapa de
modificacdo quimica. Para obtencdo e caracterizagdo dos outros constituintes
quimicos das espécies em estudo, a metodologia de extragdo em soxhlet mostrou-

se mais eficiente.
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4.2. Modificagdes quimicas na bufotenina

4.2.1. Preparacéo de éteres da bufotenina

Devido a acidez e baixo potencial redox do grupo fendlico, quando
envolvidos em rotas sintéticas, a sua protecdo para manipulagbes quimicas
posteriores torna-se obrigatoria. As reagdes de protecdo de grupos fendlicos
requerem o uso de grupos protetores estaveis e, em certos casos, a remogao destes
torna-se um problema pois, em geral, o nucleo fendlico € cercado por sensiveis
funcionalidades. Tipicamente, aril alquil éteres apresentam uma elevada
estabilidade, naturalmente isso significa que as suas clivagem s&o drasticas.”

Geralmente, as alquilagcbes de compostos com hidrogénios acidos sao
classicamente efetuadas em meio homogéneo, com a desprotonacdo do substrato
acido por uma base forte n&o nucleofilica (em geral de custo elevado), seguido por
reagcdes do anion formado com um agente alquilante. Essas operagdes na maioria
das vezes requerem condicdes anidras e atmosfera inerte.”" A técnica de CTF
permite que essa reacgao seja realizada em meio aquoso e em frasco aberto, sem o
inconveniente de reagdes colaterais, que poderiam ocorrer nos procedimentos
classicos.?

Neste estudo, diversas metodologias foram tentadas para realizar a o-
metilacdo da bufotenina e os resultados encontram-se registrados na Tabela 6. As
reacbes de metilacdo foram realizadas de acordo com protocolos previamente
estabelecidos no nosso laboratério e procedimentos descritos na literatura para

grupos fendlicos.

Tabela 6. Resultado das tentativas de metilacao.

Entrada Reagentes e condicfes Resultados
1 Me,SO,, CH,Cl,, NaOH aq, ~10h. Desaparecimento da matéria-prima e néao
isolamento de produto.
2 Me,SO,, EtOH, NaOH 2M, Formagdo de produto solivel em agua e nao
refluxo,~4h. isolado.
3 Mel, acetona, K,COgs, refluxo, 4 h.  Formagado de produto soluvel em agua e nao
isolado.

® Marette, C; Larrouquet; Tisnes, P; Deloye, J. B; Gras, E.; Tetrahedron Lett. 47, 2006, 6947.
"' Greene, T. W; Wuts, G .M; Protective Groups in Organic Synthesis. 3 ed. 1998, 246.
2 Lang, E. S.; Comasseto, J. V.; Quim. Nova, 1988, 11, 238.
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Inicialmente, a bufotenina foi submetida a tratamento com sulfato de
dimetila sob condi¢cdes de transferéncia de fase, com diclorometano e hidréxido de
sodio 2M, procedimento usual no nosso laboratério. Nessas condigdes, observou-se
o0 desaparecimento da matéria-prima, porém nao foi possivel o isolamento do
produto formado (Entrada 1). O emprego de sulfato de dimetila em presenca de
NaOH e etanol, sob condicdes de refluxo,’”® ndo levou a formacdo o produto
esperado, mas de um material extremamente polar que, apds elaboracdo da mistura
reacional, migrou para fase aquosa (Entrada 2). Suspeitamos entdo se tratar do
produto da superalquilagdo da bufotenina (sal). Utilizando iodeto de metila em

63,74 observamos a

presenca de carbonato de potassio, sob refluxo de acetona,
formagao inicial de um produto menos polar que, na sequéncia, da origem a um
produto bem mais polar (CCD) com caracteristica de um sal. Essa hipotese mostrou-
se coerente, pois apos extracdo continua liquido-liquido da fase aquosa usando o
AcOEt como solvente foi obtido pequena quantidade de um material (cerca de 20%,
Entrada 3) que na analise espectroscépica apresentou picos nas regides
caracteristicas bufotenina, porém levemente modificados em termos de
deslocamentos quimicos e muito sinais deformados (ruidos).

Um experimento realizado no laboratério consistiu em utilizar as
condigbes de metilagdo (iodeto de metila em presenca de carbonato de potassio,
sob refluxo de acetona) para formar o sal, evitando-se o tratamento posterior com
agua. Por esse procedimento, obteve-se um precipitado que foi filtrado e lavado com
acetona, para isolamento de um sdélido branco (70%, p f 210 °C), caracterizado por
andlises de RMN H' e RMN C™ como sendo lodeto de 5-hidroxi-N,N,N-

trimetiltriptamina (anexos 21 - 23, pag. 78 - 80).
N N

N— N—

HO CHal, Acetona o HO
refluxo

NH NH
L 57

Esquema 12. Formagao do sal de bufotenina’.

"® Rabjhon, N.; Organic Syntheses. Collective Vol IV. Wiley. 1963, 837.
™ Mackenzie, A, R; Moodt, C, J, Rees, C. W; Tetrahedron, 1986, 42, 3259.
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Benington e colaboradores’® prepararam uma série de o- e N-
metilderivados da bufotenina e da dimetil-triptamina. No entanto, seus estudos
apontaram para a dificuldade de se conseguir a metilagao seletiva da fungao fendlica
sem a quaternizacdo da amina na cadeia lateral, o que resultou na mudanca da
sequéncia sintética inicialmente planejada.

No sentido de se evitar a superalquilagdo, um problema comum na
metilagdo de aminas, outras condi¢cdes reacionais para protecao seletiva da hidroxila
fendlica serdo testadas, por exemplo, a alquilagdo com um grupo mais volumoso
(benzil) ou, indiretamente, via a protegdo do grupo amino lateral com formacéo do
ion aminio com formaldeido, seguida de reducdo com acido férmico a 100°C, para

entdo se tentar a metilacdo da hidroxila fenolica com NaH/CHsl (Esquema 13).

CH
CHg,
N—CHg N—CHg

HO 1. HCHO/HCO,H/100°C Hac—©

>

NH 2. NaH/CHl NH

1 52

Esquema 13. Proposta para preparagéao indireta de O-metil bufotenina

4.2.2. Preparacao de acilderivados

Em sintese organica os grupos acila também s&o importantes agentes
protetores para alcoois, aminas, sulfetos e fendis e diversos agentes acilantes
podem ser empregados com esse proposito.”® No entanto, grupos acila ndo sao tao
estaveis como os alquilas, sendo facilmente hidrolisados, o que limita o seu uso e
torna necessario adequar catalisadores, solventes e tempo reacional para diferentes
alvos de protegao.®®

A protegdo na forma de grupo acetila € uma ferramenta bastante
explorada na sintese de farmacos. Existem varias opc¢des de introdu¢ao do grupo
acetila em uma molécula que possui uma hidroxila fendlica. Uma estratégia classica
consiste em tratar o composto fendlico com uma mistura de anidrido acético e
piridina.?® A aplicacdo dessa metodologia, para acetilagdo da bufotenina levou a

formagao de um produto menos polar que a matéria-prima (CCD) que suspeitamos

’® Benington, F.; Morin, R. D.; Clark, Leland C., Jr. J. Org. Chem. 1958, 23, 1977.
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tratar-se do acetil derivado desejado 54. No entanto, esse produto se apresentou
muito instavel, ndo resistindo aos procedimentos usuais de purificacdo para remogao
da piridina, gerando um produto final com quantidade substancial de impurezas e
que ainda sofria decomposi¢ao na coluna cromatografica (espectro 24, pagina 81).

Em face dessas dificuldades, optamos por aplicar uma recente
metodologia que utiliza Ac,O em presenca do MgCIO, como catalisador, na
auséncia de solvente.”® Esse procedimento tem a vantagem da auséncia da piridina
evitando-se, portanto, o tratamento com solugcdo acida para sua remocgao. Por
cromatografia em camada delgada observou-se a formagdo de um produto menos
polar, porém em fungdo de problemas técnicos nao foi possivel a aquisicao de
dados espectroscopicos.

Paralelamente, a bufotenina foi submetida a tratamento com outros
agentes acilantes (cloreto de cinamoila e cloreto de benzoila) usando EtzN como
base e em presenca de quantidade catalitica de DMAP.”” Em ambos os casos,
foram observados o consumo total da matéria-prima e formacédo de produtos com
baixa estabilidade e de dificil purificacdo. Os espectros obtidos da reacdo com
cloreto de cinamoila indicam a presenca de um derivado cinamoila da bufotenina.
No entanto, apresentam diversos sinais adicionais que podem ser resultantes da
decomposicdo e interferem na caracterizagdo dos mesmos. Em funcdo de
problemas técnicos para aquisicdo de novos dados espectroscépicos, ndo foram
adquiridos dados espectroscopicos da reagao da bufotenina com cloreto de
benzoila. As amostras envolvidas nesse estudo foram reservadas para posterior

purificacao e identificacao.

76 Chakraborti, A. K.; Sharma; L.; Gulhane, R.; Shivani. Tetrahedron, 2003, 59, 7661
" Macor, J. E.; Cuff, A.; Cornelius, L.; Tetrahedron Lett. 1999, 40, 2733.
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5. Parte Experimental

5.1- Procedimentos Gerais

= As sementes foram secadas a temperatura ambiente e reduzidas a pé
em um liquidificador doméstico. O material pulverizado foi reservado a temperatura

ambiente, protegido de luz e umidade.

» Os reagentes e solventes foram adquiridos de fornecedores comerciais
e utilizados sem purificagdo adicional, exceto nos procedimentos e reagdes que

requereram um maior grau de pureza.

» As analises em cromatografia em camada delgada foram efetuadas em
placas de silica gel suportada em aluminio 60F,54/0,2 mm (Merck), utilizando como
eluente, acetato de etila, etanol-acetato de etila; metanol, metanol-acido acético em
concentracdes apropriadas e como reveladores luz ultravioleta, iodo, solugdo de

vanilina sulfurica, DMPH.

» As purificagdes foram realizadas por recristalizagdo; cromatografia
rapida sob presséo (Flash Column Chromatography) ou por cromatografia rapida em
coluna seca (Dry-Flash Column Chromatography), usando como suporte silica gel
60 (0,04-0,06 mm) e como eluentes: hexano, acetato de etila, etanol, metanol,

isolados e na forma de misturas em concentracdes apropriadas.

» Os pontos de fusdo foram determinados no bloco de Kofler e se

encontram registrados sem corregao.

= Os espectros de IV foram registrados nos espectrometros Bomem

Hartmann & Braun (MB — 100), com valores expressos em cm™.

= Os espectros de RMN H' e C™ foram registrados em espectrémetros
Varian (7.05 T), utilizando como solvente, CDCI;, CD3COCD3; MeOD ou DMSO-de.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) com referéncia ao TMS
(RMN 'H) e aos deutérios dos solventes usados (RMN C') e os padrées de
acoplamento foram definidos por: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto),
dd (duplo dupleto) e sl (singleto largo). Alguns espectros foram processados no
Programa Mestre C. O assinalamento dos hidrogénios e carbonos foi confirmado

por experimentos uni e bidimensionais (APT e HMQC).

42



» As analises por Cromatografia Gasosa foram realizadas em CG
VARIAN-STAR 3400 equipado com injetor SPLIT/SPLTITLESS, com detector FID.
Condicdes: Coluna CAPTAR de silica fundida (Cédigo SP™ - 2380) de 300 m X
0,25 mm X 0,20 ym (SUPELCO - Sigma Aldrich Co); Padrao: mistura de metil éster
de acidos (SUPELCO 37 Component FAME MIX - Sigma Aldrich Co); Método:
corrida de 30 min com N, como gas de arraste, temperatura da coluna (140 — 240

C°), atemperatura do injetor e detector (260°C).

= Os espectros de massas foram obtidos em aparelho de cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), utilizando
Cromatografo Agilent Technologies 6890N, detector seletivo de massas (operando a
70 eV) Agilent Technologies 5973 Inert e coluna DB-5MS.

5.2. Identificacéo botanica de espécies de Anadenanthera sp.

As partes da plantas (folhas, flores e sementes) de duas espécies do
género Anadenanthera foram coletadas, de agosto a setembro de 2006, em trés
localidades de Brasilia: nos arredores da Biblioteca Central (BCE), Centro Olimpico
(CO) Universidade de Brasilia (UnB) e da Associagdo dos Profissionais da Caixa
Econémica Federal (APCEF). Exsicatas foram depositadas no Herbarium da
Universidade de Brasilia (UB: Dos Santos, M.L. e Logrado L.P.L.), sob a orientagao
da Prof® Dra. Carolyn Elinora Barnes Proenca (Departamento de Botanica do
Instituto de Biologia da UnB) e as espécies foram identificadas pelo Prof. Dr.
Christopher William Fagg (Professor Visitante do Departamento de Engenharia
Florestal da Faculdade de Tecnologia da UnB), de acordo com protocolos

convencionais.
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5.3. Fracionamento e caracterizagcdo dos componentes quimicos
das sementes de Anadenanthera peregrina (BCE e APCEF) e

Anadenanthera colubrina (CO).

5.3.1. Extracdo pelo método de Stromberg.? 70 g de sementes secas e trituradas
foram agitadas em 300 mL de etanol a 96% e 1% acido tartarico durante quatro
horas, com uso de agitador mecanico. A suspensao foi filtrada em funil de Buchner,
a extracao foi repetida com mais uma porg¢ao de 300 mL de etanol a 96% e 1% acido
tartarico e os filtrados foram combinados, concentrados para um volume de 150 mL.
O residuo foi diluido com 50 mL de agua destilada e a solugédo foram acrescentados
3 mL de HCI 2 M. A solugéo resultante (pH em torno de 3-4) foi transferida para um
funil de separacado e lavada por seis vezes com 70 mL de cloroférmio. A fase
aquosa foi alcalinizada a pH 8-9 com hidroxido de amoénio concentrado e, em
seguida, novamente extraida por oito vezes com 70 mL de cloroférmio. Os extratos
combinados de cloroférmio foram concentrados até o surgimento de um o6leo
amarelado que re-dissolvido com aquecimento em acetato de etila e hexano. Apds
resfriamento, observou-se a formag&o de um soélido marrom escuro. A agua mae foi
filtrada sob pressdo reduzida e a massa sélida foi lavada com acetato de etila frio
para fornecer 2,15 g de um sdlido caracterizado como sendo a bufotenina (1),
rendimento de 2,9% em relagdo ao extrato bruto. Apds recristalizagado em AcOEt-
hexano obteve-se um soélido amarelo-esverdeado com ponto de fusdo 155 °C
(literatura: 146,5 °C).%°

5.3.2. Extragdo em Sohxlet. 20g de sementes trituradas foram colocados em um
aparelho Sohxlet e, extraidas com etanol (diferentes tempos de extragdo foram
testados, Tabela 1, pagina 28). O extrato etandlico foi concentrado a um o6leo
esverdeado no rotoevaporador. O residuo oleoso foi impregnado em silica gel, a
temperatura ambiente, e cromatografado em coluna (Dry-Flash Column
Chromatography), usando a seguinte sequéncia de solventes: AcOEt; AcOEt-EtOH e
EtOH puro. Foram obtidas duas fragdes: uma mais polar caracterizada por métodos
espectrométricos como sendo a bufotenina (1) (rendimento de 0.3% em relagéo ao

extrato organico bruto) e quantidade substancial de uma fragdo menos polar, com
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aspecto oleaginoso caracterizado como uma mistura de triacilgliceréis, conforme

descrito abaixo.

5.3.3. Saponificacdo e esterificacdo do 6leo’®. 20 mg do éleo foi tratado com 1,5
mL de uma solugdo de metandlica de KOH ( 0,5 M), por 1 minuto, sob agitagdo. A
mistura foi colocada em banho-maria a 70°C por 5 minutos e depois resfriada a
temperatura ambiente. A essa mistura foi adicionada 2 mL de BF3 em metanol por 1
minuto, sob agitagédo, e depois em banho-maria por 5 minutos a 70°C. A separagao
do éster formado foi realizada por tratamento da mistura de reacdo com 2,5 mL de
NaCl saturado em 1 mL de hexano, seguida de centifugag¢ao por 10 minutos (1200
rom). O sobrenadante (fase hexanica) foi analisado por CG (VARIAN- STAR 3400
equipado com injetor SPLIT/SPLTITLESS, com detector FID). (Anexos 8 - 11,
paginas 65 - 68)

5.3.4. Propriedades fisico-quimicas e espectrométricas de bufotenina (1). As
propriedades fisico-quimicas e espectrométricas da bufotenina isolada das
diferentes espécies (A. peregrina, BCE e APCEF, e A. colubrina, CO) pelo método
de Stromberg apresentaram-se similares (anexos de 2 - 7 e 12 — 17, paginas 59 - 64
e 69 - 74):
HaC
13

N_CH3

Constantes fisico-quimicas: R; 0,49 (eluente MeOH), p.f. 155 °C (literatura: Ry
0.27, pf. 146,5 °C).%®

IV (KB, vmax, cm™): 3399, 3237;

RNM H! (300 MHz, DMSO-dg) &: 10,42 (s, 1H); 7,11 (dd, J= 8,7e 0,6 Hz, 1H); 7,02 (d, J=
2,4Hz, 1H); 6,80 (d, J= 1,5 Hz, 1H); 6,59 (dd, J= 8,7 Hz e 2,4 Hz, 1H), 2,72 (m, 2H), 2,20 (s,
6H).

’® Knothe, G.; Gerpen, J. V.; Krahl, J.; Ramos, L.P. Manual de Biodiesel, Ed. Edgarb Blucher, 2006.
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RNM C* (75 MHz, DMSO-dg) &: 123,2 (C-4); 111,8 (C-3); 102,5 (C-2); 150,4 (C-5); 111,4 (C-
6); 11,9 (C-7); 128,2 (C-9); 131,1 (C-8); 23,4 (C-10); 60,2 (C-11); 45,3 (C-12 e C-13).

5.3.5. Monopicrato de bufotenina.®® Em um baldo de 50 mL adaptado de um
condensador de refluxo, adicionou-se 0,15 g do extrato etandlico concentrado
dissolvido em 5 mL etanol. A esta mistura, foram adicionados 5 mL de solugao
saturada de acido picrico (2,4,6-trinitrofenol) em 5 mL etanol, mantendo a mistura
sob agitacao e refluxo até que toda matéria prima fosse consumida (CCD, MeOH).
Ao final de 20 min, a mistura reacional foi resfriada e filtrada a vacuo, lavando-se
com pequena quantidade de etanol gelado. O sdlido vermelho foi caracterizado por
métodos espectroscopicos (anexos de 18 a 20, paginas 75 a 77) como monopicrato
de bufotenina ( 90%; R 0,25 (AcOEt/ MeOH 1:1) e pf 166-168 °C (literatura: R 0,25;
pf 170 °C)®®
o

H\NZ— NO NO,

HO

Monopicrato de bufotenina

IV (KBT, Vmax, cm™): 3374 cm™ (CH — Ar); 1574 e 1335 cm™ (NOy);

RNM H' (300 MHz, CD3sCOCD3.dg) &: 7,17 (m, 1H); 7,20 (s, 1H); 2,29 (s, 1H), 8,71 (s,
1H)

RMN C 3 (75MHz, CDsCOCD3.dg) 8: 151,52 (C-5), 103,20 (C-6), 21, 95(C-10), 59,25
(C-11), 44,04 (C12 e C-13), 126,37 (C-16 e C-18).

5.4. Modificagfes quimicas da bufotenina

5.4.1. lodeto de 5-hidréxi-N,N,N-trimetiltriptamina (52). Em um baldo de 100 mL,
foram adicionados 6 mL de acetona e 200mg (0,98 mmol) de bufotenina. Em
seguida, foi adicionado cerca de 1 mL (1,7 mmol) de iodeto de metila e a mistura foi
mantida sob refluxo por 3h. O sdlido formado foi filtrado e lavado com cerca de 10

mL de acetona gelada. Obteve-se 160 mg do solido branco (pf: 207-210 C°),
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caracterizado como sendo lodeto de 5-hidroxi-N,N,N-trimetiltriptamina (anexos 21 —
23, paginas 78 - 80).

RNM H! (300 MHz, DMSO dg) 5: 6,88 (s,1H): 7,13 (s, 1H); 10.65 (m, 2H); 3,16 (m,
2H).

RMN C ¥ (75MHz, DMSO dg) 8: 112, 56 (C-2); 102,88 (C-4); 151,05 (C-6); 107,98 (C-
7); 128,08 (C-8); 124,52 (C-9); 19,38 (C-10); 65,83 (C-11); 40,15 (C-12, 13, 14).

1ZCH3 13
|, M
| N
10 CH,
03 7 14
HO
5 AN 5
6 N
7 8 H1
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5.4.2. Cinamato de bufotenina (55) Em um baldo de 50 mL, adaptado com um
condensador de refluxo, foram adicionados 204 mg de bufotenina (1,0 mmol)
dissolvidos em diclorometano seco (6 mL), 0,2 mL de EtsN (1,2 eq), 200 mg de
cloreto de cinamoila (1,2 eq) e uma quantidade catalitica de DMAP. A mistura foi
deixada sob refluxo e agitacdo, acompanhada por CCD MeOH: AcOH (gotas de
AcOH). Ao final de 8 horas, a mistura reacional foi transferida para um funil de
separagao e lavada sequencialmente com 10 mL de NaHCOs; (trés vezes) e com 7
mL de salina. A fase organica foi seca com Na,SO, e, apés a evaporagao do
solvente, o residuo foi dissolvido em acetato de etila/hexano e colocado na geladeira
para cristalizacdo. Nao havendo a cristalizacao, o solvente foi evaporado, o residuo
foi filtrado em coluna seca e rapida (SiO,, MeOH; AcOEt) e fragdo representativa
recolhida foi submetida a analise espectroscépica (anexo 24, pagina 81) pela qual

foram observados sinais caracteristicos de uma espécie de cinamato de bufotenina.

RNM H* (75MHz, CD;COCD;- dg) 8*: 2,35 (s, 1H); 6,64 (d, 1H); 7,9 (d, 1H), 9,27 (s, 1H).

*Sinais caracteristicos de um cinamato de bufotenina.

5.4.3. Acetato de bufotenina (54). Em um baldo de 50 mL foram adicionados 100
mg (0,5 mmol) de bufotenina dissolvidos em 1 mL de anidrido acético e 0,1 mL de
piridina. A mistura foi deixada sob agitacdo e acompanhada por CCD MeOH:ACOH

(gotas de AcOH). Ao final de 3 horas, a mistura reacional foi dissolvida em AcOEt,
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transferida para um funil de separacéao e lavada com salina. A fase organica foi seca
com Na;SO, e, ap6s a evaporacao do solvente, o residuo foi dissolvido em acetato
de etila/lhexano e colocado na geladeira para cristalizagdo. Nao havendo a
cristalizagdo, o solvente foi evaporado. O produto acetilado foi recolhida foi
submetida a analise espectroscopica (anexo 25, pagina 82 pela qual foram

observados sinais caracteristicos de uma espécie de acetato de bufotenina.

'H RMN (75MHz, DMSO) &*: 2,29

*Sinais caracteristicos de um acetato de bufotenina.

5.4.4. Benzoato de bufotenina (56). Em um baldo de 50 mL, adaptado com um
condensador de refluxo, foram adicionados 100 mg (0,5 mmol) de bufotenina
dissolvidos em 5 mL de diclorometano seco (5 mL), 0,1 mL Et3N (1.2 eq, 0.6 mmol),
0,1 mL cloreto de benzoila (84mg, 1.2 eq, 0,6 mmol) e DMAP (quantidade catalitica).
A mistura foi deixada sob refluxo e agitagdo, acompanhada por CCD MeOH:ACOH
(gotas de AcOH). Ao final de 3 horas, a mistura reacional foi transferida para um funil
de separagéao e lavada sequencialmente com 6 mL de NaHCOs (trés vezes) e com 5
mL de salina. A fase organica foi seca com Na,SO, e, apés a evaporagdo do
solvente. As amostras envolvidas nesse estudo foram reservadas para posterior

purificacao e identificacdo devido a problemas operacionais.
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6. Conclusdes e Perspectivas

A necessidade de se explorar os produtos naturais oriundos da grande
biodiversidade brasileira, principalmente o Cerrado, como fonte de inspiracao para o
planejamento racional de novos candidatos a farmacos potentes e seletivos que
permitam o controle da evolugao de doencas do SNC, que apresentem baixo perfil
de toxicidade, justifica a importédncia da continuidade desse projeto. Um dos
objetivos do presente estudo € tornar mais objetivas e menos dispendiosas as
pesquisas por constituintes quimicos de plantas, através do desenvolvimento
técnicas de ensaios quimicos e bioquimicos para monitoramento e selecao de
extratos, fragdes de extratos e substancias puras bio/farmacologicamente uteis.

As espécies coletadas foram identificadas como sendo Anadenanthera
peregrina (vars. peregrina e falcata) e Anadenanthera colubrina (var. cebil). As
sementes foram submetidas a diversos métodos extrativos. O extrato etandlico
(Soxhlet) das sementes apresentou uma fragado menos polar e abundante composta
basicamente por triglicerideos de acidos graxos e uma fragdo mais polar constituida
apenas pelo alcaldide inddlico bufotenina. O método de Stromberg demonstrou ser
um método mais eficiente para a extracao, purificacao e quantificacdo da bufotenina.
A presenca de bufotenina em extratos das variedades foi confirmada por FT-IR, 'H
RMN, C RMN e CG-EM. O estudo fitoquimico confirmou que estas espécies sdo
fontes promissoras da bufotenina (cerca de 2,9 %). Nao foram encontrados os outros
alcaldides citados na literatura.

A literatura sugere que modificagdes estruturais adequadas na bufotenina
podem fornecer compostos com elevado potencial bioativo, a exemplo dos analogos
ou derivados da serotonina. Neste estudo foram empregadas algumas metodologias
para modificagdes simples da bufotenina para obtencao de derivados fendlicos (metil
éter, benzil éter, cinamato e benzoato). No entanto, essas transformagdes néo se
mostraram triviais em funcdo da competitividade das fungbes amino e fendlica.
Muitas dessas observagdes se encontram registradas na literatura.

No presente momento, as metodologias de protegao seletiva do grupo
fendlico estdo sendo aperfeicoadas visando a obtencao de derivados com melhor
padrao de qualidade e em quantidade suficiente para avaliacdo da atividade
biolégica e utilizagdo na preparagcédo de indolaminas mais complexas, como por

exemplo, derivados B-carbolinicos.
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Anexo 1.

Chave de Anadenanthera

1a. Textura da superficie do fruto rugoso, aspero e opaco, anteras sem glandulas no

(o] =0 (o] - | R 2. A. peregrina
28 Fruto reto.. oo 1a. A. peregrina var. peregrina
2b. Fruto curvado ou em forma de foice...................... 1b. A. peregrina var. falcata

1b. Textura da superficie do fruto lisa e brilhosa, anteras com glandula no bot&o
oAl .o 3. A. colubrina.

3a. Fruto com margem ondulada e regularmente contraida entre as sementes, botéao
floral esbranquigado, inflorescéncias terminais em forma de panicula
..................................................................................... 2a. A colubrina var. colubrina

3b. Fruto com margem ondulada ou nao e irregularmente contraida entre as

sementes, botéo floral ndo esbranquicados, inflorescéncias axilares ou terminais em
formaderacemo .........cooooiiiiiiii i 2b. A. colubrina var. cebil

1. Anadenanthera peregrina (L.) Speg. Physis 6:313. 1923.

Arbusto até arvore alta, tronco até 3-27m e 20-40cm didmetro; ritidoma de cor
acinzentada até quase preto com muitas lenticelas, sem ou com projecbes com
espinhos no tronco quando jovem, depois com ritidoma grossa, folhas
multifolioladas, folhas e caules pubérulos e depois glabras. Estipulas pubescentes
linear 6x0,5mm rapidamente decidua. Eixo foliar 12-20(30) cm, maiores raquis 10,5-
19,5 cm, peciolo 15-45mm, peciolo base mais escuro 4-8mm, glandula normalmente
basal ou as vezes até metade do peciolo e plana 0,5-5mm; pinas de (10)13-22(30)
jugos, glandulas pequenas entre ultimas 1-3(5) pares de pinas, raquis de pina
maiores 35-95mm, foliolos de pinas maior (25)45-90 jugos, foliolos maiores
oblongos 0,5-5(2-8) x 0,5-1(1,5) mm, uma nervura. Pedunculos 1-8 por no, (1,75)2,0-

3,2(4) cm na antese, pubérulo; capitulo normalmente axilar 10-18mm diametro com
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filamentos verde-branco ou amarelho-creme; invélucro pubérulo bi-dentato de um
mm a % no base do pedunculo; bractedlo deltdide 1-2mm; flores haplostémmones
5 pétalas; calice 0,5-2,6mm; corola 2-3,5mm, ambos campanulados; filetes brancas,
10 por flor e livres, 5-8mm, anteras sem glandula no botédo floral. Fruto reto ou
falcado, oblongo-elongado 1-3 por capitulo, 9-33,5x1,5-2,8mm sem estipe, estipe 1-
3,5cm, margem ondulada ou nao entre sementes, textura da superficie rugosa,
aspera e opaca, 8-16 sementes; sementes muita finas e compressas, circular com
margem fina até 1mm, castanha-escura a preta e lustrosa, 10-20 mm didmetro, com

pleurograma no centro 5-7mm.

1.1Anadenanthera peregrina (L.) Speg. var. peregrina
Sinonimia: Mimosa peregrina L., Acacia peregrina (L.)Willd., Piptadenia peregrina

(L.) Benth., Niopa peregrina (L.) Britton & Rose, Acacia angustiloba DC.

1.2 Anadenanthera peregrina (L.) Speg. var. falcata (Benth.) Altschul

Sinonimia: Piptadenia falcata Benth., Anadenanthera falcata (Benth.) Speg.

2. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan Kew Bull. 2:182 1955.

Arbusto até arvore alta, tronco até 3-30m e 30-50cm diédmetro; ritidoma
acinzentada 2-5cm grossa glabra ou rugosa, sem ou com projecdes no tronco
quando jovem, folhas multifolioladas, folhas e caules pubérulos e depois glabros.
Estipulas pubescentes lineares 6x0,5mm, rapidamente decidua. Eixo foliar (4)11-
16,5 (20) cm, maiores raquis 9,5-15 cm com sulco, peciolo 12-18mm, base de

peciolo mais escuro 6mm, glandula achatada no peciolo 0,5-4mm no centro até
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apical posigao; pinas de (7)24-33(35)jugos, glandulas pequenas entre ultimas 1-6(7)
pares de pinas, raquis de pinas maiores (12)20-40(70)mm as vezes com mucro 1,5-
2mm, foliolos de maiores pinas (20)50-67(80) jugos, foliolos maiores oblongos (1)2-
3(6) x 0,5-0,75(1,5)mm, nervura obscura ou com uma. Pedunculos 1-7 por né, 1,5-
(4) cm no antese, pubérulos ou glabras; capitulo normalmente axilar ou agrupados
em racemos ou paniculas no apices, 15-20mm didmetro com filamentos brancos ou
amarelo-creme; involucro glabro diretamente embaixo do capitulo; bracteolo deltdide
1-2mm; flores haplostémmones 5 pétalas; calice (0,6)-(3)mm; corola (2,5)-(4)mm,
ambos campanulado; filetes brancos, 10 por flor e livres, 5-8mm, anteras com
glandula no botdo floral, rapidamente deciduo. Fruto reto ou falcado, oblongo-
elongado 1-2 por capitulo, 10,5-29(32)x(1)1,5-2(3)cm com estipe, estipe 1,5-2,5cm,
margem ondulada ou ndo entre sementes, textura da superficie lisa e brilhosa, 8-16
sementes; sementes muita finas e compressas, circular com margem fina até 1mm,

castanha-oscura e lustrosa, 12-20 mm didmetro, com pleurograma no centro 5-4mm.

2.1. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. colubrina

Sinonimia: Mimosa colubrina Vell., Acacia colubrina (Vell.) Mart., Piptadenia
colubrina (Vell.) Benth.

2.2 Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul
Sinonimia: Acacia cebil Griseb., Piptadenia macrocarpa Benth., Anadenanthera

macrocarpa (Benth.) Brenan, Piptadenia microphylla Benth., Piptadenia hassleriana
Chod.
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27109106 09:51
Zero Filling= 13

Apod= Cosine

Mode= 2 (Mid-1R)

Res=4 ¢m-1 ,

(File 8 LITMO
Sample Description: KBr

|Scans= 10 Slow

Anexo 2: IV — Bufotenina A. peregrina var. peregrina
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Anexo 3: RMN H' — Bufotenina A. peregrina var. peregrina

33h-LMR-R1
Bufotenina

Automation directory:

Pulse Sequence: szpul
Solvent: DMSO

Ambient temporature

File: 38h-LMR-R1
Mercury-300BB “mercury300®

Relax. delay 1.360 sec

Pulsa 45.0 degrees

Acg. time 8.801 sec

width 3692.8 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 300.0668337 HHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 2 min, 47 sec¢
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Anexo 4: RMN C* — Bufotenina A. peregrina var. peregrina

30G-LHR-R1
Bufotenina

Pulse Sequencer s2pul
Salvent: DMSOD

Ambient temperature
Hercury-3008| “mercury3og"

Rolax. delay 0.278 sec

ons
0 €13, 75.4518830 WHz
DECOUPLE Hi, 300.0882950 HHz
Low power 1023 dB atten.

WAL

DATA PROCESSING

Line broadening 5.0 Hz
FT size 65536

Total time 38 min, 58 sec

45.317

111.883
11.786
111.450

)
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o
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150.371
131.071
128.178
123.172
vy
A
102.488
23.437

) J W_J A.JLL . o, J

LENE I S S B S B e s B I S e B e i LN T B B L BN B B B S S B e B e e B e e

140 120 100 an 60 a0 20 pprln




Anexo 5: APT - Bufotenina A. peregrina var.

Sifpt-LRAN2S
Luciana

Automation directory:

Pulse Sequence: APT

solvent: dmso

ambient temperature
operator: ines
Mercury=300B8 “mercury3og"

Relax. delay 1.000 sec

ist pulse 90.0 degrees

Znd pulse 135.0 degrees

Acg. time 1.794 sec

Width 18115.9 Hz

1488 repetitions
OBSERVE ©C13, 75.4518811 MHz
DECOUPLE H1, 300.06B2950 MHz
Low power 10 dB atten.

on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 3.0 Hz

FT size 65536

Total time 4 hr, 18 min, 45 sec

45.423

peregrina

2%
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Nad ~
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e g
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Anexo 6: HMQC - Bufotenina A. peregrina var. peregrina

51gHNOC-LHR2Y
Luciana
Automatlion directory:

Pulse Sequence: ghNac
Solvent: dmso

Ambient témperature
Oporator: ings

File: S1gHMQC-LMR2Y
Mercury-30088 “mercury3og®

Relax. delay 1.000 gec
sec

ements
BBSERVE ML, 300.086B382 WHz 1
BEL“I’IFPLE €13, 75.4875074 WHz

on during acquisition
off during delay

ARP-1 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.086 sec
F1 DATA E:

Gauss apodization 0.018 sec
FT size 1024 x Fz
Total time 2 hr, & min, 1§ sec [ppn_‘l

I
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Anexo 8: IV — Triacilglicerois

File #1 : LMR15 Mode = 2 (Mid-IR) 16/08/07 10:47

Sample Dascription: Filme

Ras=4cm-1 21 scans/min

a0 J o - - B i e i i
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Anexo 9: RMN H* - Triacilglicerois

2h-PH-1E1530-1310-100-6-C1
Amostra 5
Eril esteres (blodiesel) L\7

Automation directory:

Pulse Sequence: s2pul
Solvant: cdel3

Ambient temperature
Oparator: inss
Mercury-300BE “mercury3og"

Ralax. dalay 1.000 sec
Pulse 45.0 degroes
#Acq. time 10.832 sec
Width 3000.3 Hz
18 rapetitions

H1, 300.0654129 NHz

Total time 3 min, 13 sec

L

ppm

5

66



Anexo 10: CG — Metil Esteres (amostra 1)

fERION 3408 GAS CHROMATOGRAPH
HETHOD 2 Eliy 7R47
e ai:23 25 JUH 88
SAMPLE: SINTESE

RUN MODE: ANALYSIS

LALCULATION TYPE: PERCENT
BASELIME CORRECTED

PEAK  PEAK TIVE RESULT AREA
HD.  NAME MIH 8 COUNTS
1 3.172 3. 182 36108
B 3.741 1. 0667 2466
N 3 3,935 18781 178548
- 4 5, 694 7. 4458 7427
i '5 5.244  9.8231 774985
3 £.616  17.3716 164324
] 7,985 45,8647 433351
8 £.443 - B.PER4 453
2 9,253 4,4173 41735
il i 9.938 2.5115 gE517
. ! o 1 18,877 8.2695 £349 -
2 = ; - Y] 11,231 7. 8897 e
; m o - 13 12,488 7.8523 36458
" T o .14 13.678 1.5941 156879
# SoO@ P 15 15,386 1.6859 15585
= . w i5 18,812 8.3758 IHE
o W S b m 17 £7.416 11763 11671
wn . e . — “
9 o § = ol ) e TOTALS! 166, 3808 945936
% rm iy - 23 [=2] E (=21 o - .
TR NI ; Ny R !
ke = | E Pl
.-\-Eﬁ = r fe Mﬁlr PLIER! 1.BOGGGRE DIVISOR: 1.BEABHG4
o 5 I - IDISE: 1352 DFFEET: -21
- = =r=0-] i
| t ! ! ' ERROR LOG:

AOC OYERRANGE
ANHOTATION OMITTED



Anexo 11: CG — Metil Esteres (amostra 2)

IARIAN 3466 GAS CHROMATOGRAPH
METHOD 2 RUN 7249
I 26 JUN B8

iTiE B2i4g
3AMPLE! SINTESE

RUN WOLE: ANALYSIS
IALCULATION TYPE: PERCENT
BRSELINE CORRECTED

IEAK - PEAK TIME  RESULT AREA
NO.  HAME MM & COUNTS
1 3.845  4.4126 48143
2 3.598  @.2504 ET51
3 3,771 1.8473 16553
4 4.876  3.6208 32037
5 5.635  1.8624 966
E [4 6.415 26,6653 1BRB6E
7 7,886 43,144 447142
] 3,55 2.9831 36255
& 3 9,798 7.6932 53957
g ia 11.133  ° 1.9p47 11143
3 11 12,486 2,335 21243
12 13,817 @.7481 £734
& 13 14672 B.1201 1852
% o 14 15.362 @539 4567
= @ Z 15 23.968 58,3993 2855
i w - 16 24,883 @.3644 2776
g % Y oo w 17 27.635 1,733 15743
= . © 2 @ =
= ] 504 & TOTALS: 1689.8068 989851
o . - 2 g DETECTED PEAKS: 17 REECTED PEAK
o S T ra [ ERKS: CT S: 4
. B B2 R T w N b WIDUNT STANDARD: 1.B3A6G20
g 2 o I o a MULTIPLIER: 1.BB00068 DIVISOR: 1,B00B660
& N 3 > IISE:  135.2 OFFSET: -18
% M rJ HY A At 5 b AT
& EE 3 I | I = 4 ADC OYERRANGE
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Anexo 12: IV — Bufotenina A. peregrina var. falcata

= = Mode
sample Dascription: K
1 ans/
NS
18 12
H3C
\ 13
\ 10 N—~CH;
HO—_5 s 6 "
N,
8 8 N1
T H

L9
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Anexo 13: RMN H' - Bufotenina A. peregrina var. falcata
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Anexo 14: RMN C* - Bufotenina A. peregrina var. falcata

18c-LNRZ
Automation directory:

Pulse Sequenca: s2pul

Solvent: dmso

fAmbient temperaturs
Operator: alunos
Mercury-30088 “mercury3ga”

Relax. delay 1.000 sac
Puise 45.0 degrees
Acg. time 1.794 sec

ons
OBSERVE C13, 75.4518485 HHz
DECOUPLE H1, 300.08B2950 MHZ
Low power 10 dB atten.
cont inuously on
WALTZ-18 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 3.0 Hz
FT size 85536
Total time 48 min, 9 sec

112.261

— 150 .808

- 131.5038
111.858

128,616
~—128.707
125.545
112.445
102.834

—

60.685
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Anexo 15: IV - Bufotenina A. colubrina var. cebil

18/12/07 10:24 |

(File # 1 : LMR29

Mode = 2 (Mic-IR)

‘sample Description: KBr

Apod = Cosine |

21 scans/min

Res = 4 cm-~1

10

Scans

M

2
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Se— R
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Anexo 16: RMN H! - Bufotenina A. colubrina var. cebil
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Anexo 17: RMN C*® - Bufotenina A. colubrina var. cebil

38c-LMR-R1
Bufotenina

Automation directory:

Pulse Seguence: s2pul

Solvent: DOMS

Ambient temgerﬂurt

File: 38c--LRH-R1
Mercury-300BB "mercury3oo"

Relax. delay 0.278 sac

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.722 sec

Width 1BB67.8 Hz

176 repetitions

OBSERVE €13, 75.4518B30 MHz
DECOUPLE H1i, 300.0662550 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on

WALTZ=16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 3.0 Hz

FT slza 65536

Total time 38 min, 58 sec
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Anexo 18: IV — Monopicrato de bufotenina

Fled# 1 LUCILi2

Sample Dascription: KBr C12H160N2 Picrato

Modz = 2 (Mid-IR}

Res =4 cm-1 22 scans/min
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Anexo 19: RMN H' — Monopicrato de bufotenina
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Anexo 20: RMN C* — Monopicrato de bufotenina

36c-picrate de bufotenina
Luciana

futomation directory:

Pulse Seguence: sZpul

Solvent: acetons

Amblent temperature

Dperator: ines

File: 38e=picrato-de-bufotenina
Mereury=-300BE 'mercury300"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.794 sec
Width 18115.9 Hz

3264 repetitions

OBSERVE C13

» _795.4516414 MHz

DECOUPLE H1, 300.08B4271 MHz
10 dB atten.

Law ar

Line broadening 3.0 Hz
FT slze 65536
Total time 4 hr, 44 sec
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N,N,N-trimetil bufotenina

Oxi —

IV — lodeto de 5-hidré

Anexo 21

25/07/08 11:32

Wlode = 2 (Mid-1R)

: BASELINE

File# i

'Sampte Descriotion: KBy

{Scans = 10

osing

.}
o

Apo_;[ =

22 scansimin

Res = 4 on-

120+

== 466521

s §16.367

= ’ 798,754

< o ) ._.m..hnmhm_u‘w
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Anexo 22:RMN H* - lodeto de 5-hidréxi — N,N,N-trimetil bufotenina
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Anexo 23: RMN C* - lodeto de 5-hidroxi — N,N,N-trimetil bufotenina
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Anexo 24: RMN H*! — Derivado cinamato de bufotenina
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Anexo 25: RMN H! — Derivado acetilado de bufotenina
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