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RESUMO

BARBOSA, Lara Fonseca; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Maio de 2012: Estudo fitoquimico das espécies Simaba suffruticosa e Simaba
subcymosa (Simaroubaceae)

Orientador: Ivo José Curcino Vieira; Co-orientador: Raimundo Braz-Filho.

A Familia Simaroubaceae € bioprodutora de quassindides com diversas
atividades biologicas. Dentro dessa familia pode-se destacar o género Simaba que é
rico na producdo desses compostos. O presente trabalho teve como objetivo realizar o
estudo fitoquimico das espécies Simaba suffruticosa e Simaba subcymosa, que
apresentam pouco ou nenhum relato na literatura, e testar a atividade antimalarica do
extrato metandlico das raizes de S. suffruticosa e das substancias isoladas. O estudo
fitoquimico da espécie S. suffruticosa é inédito e permitiu o isolamento de dois
quassindides: chaparrinona (l) e chaparrina (II), uma cumarina: escoparona (lll), trés
triterpenos: teurileno (IV), niloticina (V) e lanostadienona (VI) e uma mistura de dois
esteroides: sitosterol e estigmasterol (VII). De S. subcymosa, foram isolados dois
alcaldides: 5-metoxicantin-6-ona (VIIl) e 3-metoxicantin-2,6-diona (I1X), um quassinéide:
simarolido (X), duas misturas de esteroides: sitosterol, estigmasterol e campesterol
(VII); sitostenona e estigmastenona (XI) e um novo triterpeno: acetato do teurileno (XII).
O teste antimalérico realizado com o extrato e a substancia niloticina (V) mostrou uma
atividade significante, o teste realizado com a substancia chaparrinona (1), mostrou-se
muito ativo, com um valor de Clsp muito proximo ao da cloroquina.

A determinacgdo estrutural das substancias isoladas foi feita a partir de dados de
RMN de *H e *3C uni e bidimensionais, dados de espectrometria de massas (EM) e
comparacdo com dados existentes na literatura.

A substancia XIl se mostra inédita na literatura até o momento, sendo todas

inéditas na espécie S. suffruticosa, que nunca foi estudada anteriormente.



ABSTRACT

BARBOSA, Lara Fonseca; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, 2012, May: Phytochemical study of species Simaba suffruticosa e Simaba
subcymosa (Simaroubaceae); Advisor: Ivo José Curcino Vieira; Co-advisor: Raimundo
Braz-Filho.

The Simaroubaceae family is producer of quassinoids with various biological
activities. Within this family you can detach the Simaba genus that is rich in the
production of these compounds. This present work has objective the phytochemical
study of the Simaba suffruticosa e Simaba subcymosa, who have little or no reports in
the literature, and test the antimalarial activity of the methanol extract of the S.
suffruticosa roots and the substances isolated. The phytochemical study of the S.
suffruticosa is unprecedented and permitted the isolation of two quassinoids:
chaparrinone (I) e chaparrin (Il) one coumarin: scoparone (lll), three triterpenes:
teurilene (1V), niloticin (V) and lanostadienone (VI) and a mixture of two steroids:
sitosterol and stigmasterol (VIl). The S. subcymosa were isolated two alkaloids: 5-
methoxycanthin-6-one (VIIl) e 3-methoxycanthin-2,6-dione (I1X), one quassinoid:
simarolide (X), two mixtures of steroids: sitosterol, stigmasterol and campesterol (VII);
sitostenone and stigmastenone (XI) and a new triterpene: teurilene acetate (XII). The
antimalarial test realized with the extracts and substance niloticine (V) showed
significant activity, the test realized with the substance chaparrinone (I) proved to be
very active, with an ICsg value very close to cloroquine.

The structures were elucidated by spectrometric data, especially NMR *H and **C
one and two dimensional, mass (MS) and comparison with literature data.

The substance Xl have not been previously registered yet in the literature and all

are new in the S. suffruticosa, never studied before.
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1 INTRODUCAO

Desde a descoberta do Brasil, espécies vegetais vém sendo utilizadas pelo
homem para diversos fins como: alimento, veneno, medicamentos, corantes, etc
(PINTO et. al., 2007). Desde entdo esses vegetais vém sendo utilizados cada vez
mais pela populacédo e recebendo apoio da propria Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), devido ao desenvolvimento dos estudos quimicos e farmacologicos, na
comprovacao da eficacia dos mesmos (CASTRO et. al. 2001).

Os estudos sistematicos com plantas medicinais envolvem varias areas,
como: antropologia, botanica, quimica, farmacia, biologia, etc. (CASTRO et. al.
2001). A quimica de produtos naturais tem como objetivo o isolamento e a
determinacao estrutural dos metabdlitos presentes nas plantas medicinais (MATOS,
1997).

Cerca de 80% da populacdo de paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento sdo praticamente dependentes da medicina caseira, utilizando
plantas para necessidades primarias de saude (PINTO et. al., 2007).

Por exemplo, no Nordeste a maioria da populagdo utiliza remédios caseiros,
gue sao preparados com plantas disponiveis no meio-ambiente ou em mercados e
feiras-livres, 0 que constitue a fitoterapia de base empirica. Das cerca de 700
espécies que sao utilizadas nas praticas caseiras por automedicacdo, apenas 70
podem ser tidas como medicinais (MATOS, 2007).

O potencial quimico dos organismos vivos estimula o interesse das industrias
farmacéuticas como fonte de novos farmacos (PINTO et. al.,, 2007). Muitas
substancias sdo utilizadas como intermediarios na sintese de valiosas substancias,
como por exemplo, as sapogeninas extraidas dos caras (Dioscorea spp) ou do sisal
(Agave spp), que foram utilizadas como matéria prima para a sintese de hormonios e
anticoncepcionais (MATOS, 1997). No periodo de 1981 a 2002 foram registradas
877 novas substancias quimicas, sendo 49% destas originando-se de produtos
naturais, semi-sintese e ou substancias sintéticas baseados no grupo farmacoférico
de substéancias isoladas de plantas (NOLDIN, 2005).

Existem cerca de 250.000 espécies de plantas superiores de onde podem ser
extraidas muitas substancias com atividade medicinal (PINTO et al., 2007). Porém,

existe uma grande preocupacado com a extracdo direta nos ecossistemas naturais
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(extrativismo), que vem reduzindo as popula¢cdes naturais de inimeras espécies,
acarretando assim a reducdo da flora e a descoberta de novos farmacos, além da
biopirataria, uma vez que os laboratérios estrangeiros tem se apropriado de
conhecimentos tradicionais das plantas medicinais (CASTRO et. al. 2001).

Dentre as diversas familias de plantas existentes, destacamos a familia
Simaroubaceae, uma pequena, porém importante familia da ordem Rutales, que se
destaca pela bioproducdo de quassinodides, classes de substancias com destaque
em varias atividades bioldgicas (FILHO, 1989). Através de dados da literatura, pode-
se verificar a necessidade de ampliar o estudo de espécies dessa familia, uma vez
gue esse estudo tem sido feito de forma desigual, alguns géneros foram amplamente
estudados, enquanto outros pouco ou nada constam na literatura (BIAGGIO, 1988).
Dentro da familia Simaroubaceae, destacamos o0 género Simaba com
aproximadamente 50 espécies que podem ser encontradas em quase todo o
territorio Brasileiro. Dentre as 50 espécies, apenas 14 foram investigadas
fitoquimicamente até o momento, com mais de 100 substancias isoladas (BARBOSA
et. al., 2011).

Diante disto e aliado ao alto potencial farmacol6gico de espécies pertencentes
a familia Simaroubaceae, o presente trabalho tem como objetivo principal o estudo
fitoquimico de Simaba subcymosa, e de Simaba suffruticosa, espécie esta muito
utilizada por populacdes locais na regido do triangulo Mineiro, como antielmintico,

com propriedades amebicidas.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos, isolar e identificar estruturalmente os
constituintes quimicos dos extratos hexanico e metandlico das cascas das raizes e
folnas da espécie Simaba suffruticosa. Estudar a composicdo fitoquimica dos
extratos hexanico e metandlico das cascas do caule, dos extratos hexanico e
metandlico de folhas e raizes de Simaba subcymosa.

Avaliar a atividade antimalarica dos extratos e/ou substancias isoladas da
espécie S. suffruticosa, uma vez que espécies desse género tém uma grande

utilizacao popular.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA SIMAROUBACEAE

A familia Simaroubaceae possui aproximadamente 32 géneros e 200
espécies (NOLDIN, 2005), subdividas em seis subfamilias que se encontram
principalmente na América tropical, Asia e no oeste da Africa (PHILLIPSON e
DARWISH, 1979). No Brasil é representada pelos géneros Quassia e Picrollemma,
na regido Amazonica; Castela e Picrasma, no Sul do pais; Simaba e Simarouba em
guase todas as regides brasileiras (ALMEIDA et. al., 2007), sendo quase todas
representantes lenhosas, arbustos ou arvores com folhas alternas compostas ou as
vezes inteiras, sem pontuacdes, podendo ou néo ter espinhos (NOLDIN, 2005).
Muitas dessas espécies sdo utilizadas na medicina popular como antielmintico, com
propriedades amebicidas (JOSHI et. al., 2003) e no tratamento da malaria
(MURAKAMI et. al., 2003). Na Asia e na Africa espécies vém sendo utilizada no
tratamento de cancer (SHING e JIANG, 2000).

Diversos géneros da familia Simaroubaceae sao distinguidos pela quantidade
de substancias amargas, sendo os quassindides 0os mais relevantes, que recebem
uma grande atencdo por apresentarem atividades antitumoral, (NOVELLO et. al.,
2003), antiviral, antimalarica, anti-leucémica, etc. (JOSHI et. al., 2003). A presenca
ou auséncia desses quassindides levou alguns géneros a serem excluidos dessa
familia, como foi o caso do género Picramnia e Alvaradoa, que agora pertencem a
familia Picramniaceae, sendo este um importante parametro de classificacdo
quimiotaxondmica dessa familia (ALMEIDA et al., 2007).

Outra classe de substancia que recebe uma grande atencdo, por ser
encontrada nessa familia, sdo os alcaldides do tipo B-carbindlicos que apresentam
atividades citotdxicas contra varias células, atividades antifungicas, antiviral (LI e
SNYDER, 1994), e os alcal6ides cantin-6-onas (BARBETTI et. al., 1990).

3.1.1 Atividades bioldgicas de Simaroubaceae

Muitas espécies dessa familia apresentam atividade antimalarica. A malaria é

uma doenca infecciosa aguda ou crbnica causada por protozoéario parasita do
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género Plasmodium, transmitidos pela picada das fémeas de mosquito do género
Anopheles que mata 3 milhdes de pessoas por ano, uma taxa s6 comparavel a da
AIDS, e afeta mais de 500 milhdes de pessoas todos os anos (CORDEIRO et. al.,
2002). Por exemplo, o extrato de Brucea sumatrana é eficiente no tratamento da
maléaria, onde muitas fracdes desse extrato deram melhor resultado que a
cloroquina, um medicamento usado nos anos 80 para combater a malaria, quando
testados com ratos infectados com Plasmodium berghei (VAN THU et. al., 1979).

A espécie Brucea javanica (L.) Merr, conhecida como “Ya-dan-Zi”, no folclore
chinés (SAKAKI et. al., 1986), que se encontra desde o sudeste da Asia ao Nordeste
da Australia (KIM et. al., 2003), vem sendo utilizada na medicina chinesa para o
tratamento de cancer, disenteria e maléaria (LIN et. al., 1990) e muitas substancias
dessa espécie vém sendo investigadas quanto a sua atividade anti-leucémica
(SAKAKI et. al., 1986).

O extrato metandlico das cascas de Brucea javanica apresenta uma
significante atividade inibitoria in vivo contra o Walker 256 carcino sarcoma e contra
células linfociticas P-388 em ratos (LEE et. al., 1979).

Os gquassindides glaucarubolona glicosilada (114) e holocantona (34),
isolados de Castela emoryi, apresentaram propriedades contra Reticulitermes

flavipes, assim como o extrato aquoso de Quassia indica (GUTIERREZ et. al., 1999).

OH

(114) R = Glucose
(34) R = OAc
Das raizes de Quassia multiflora, foi isolado um novo triterpeno do tipo
esqualeno; quassiol A (66), que se encontra em um pequeno grupo de triterpenos
esqualenos que possuem um ou mais anéis tetrahidrofurdnicos que foram
recentemente isolados de espécies de Simaroubaceae, onde muitos apresentam
atividades antineoplasica, também foram isolados quassiol B (67), C (68) e D (69). O
namero desses triterpenos descritos na literatura vém crescendo e foram isolados
principalmente de algas marinhas, em especial do género Laurencia, e de espécies

das familias Simaroubaceae e Meliaceae (MILLER et al., 1995).
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3.2 O GENERO Simaba

O género Simaba pertence a subfamilia Simarouboideae, tribo Simaroubeae e
subtribo Simaroubinae (BIAGGIO, 1988), com aproximadamente 50 espécies que
podem ser encontradas em quase todo o territorio Brasileiro, dessas, apenas 14
foram investigas fitoquimicamente (BARBOSA et. al., 2011).

Desde 1930 foram isolados mais de 100 constituintes quimicos desse género
dos quais 34,5% sé&o quassinodides, 17,7% triterpenos, 16,8% alcaloides e 31% de
outras classes (cumarinas, esteroides, substancias fendlicas, antraquinonas, acidos
organicos, flavondides, 6leos essenciais e lignanas) como pode ser observado na
Tabela 1 (pag. 30) (BARBOSA et. al., 2011).

O extrato alcodlico de Simaba multiflora mostrou uma significante atividade in
vitro contra células derivadas de carcinomas humanos de nasofaringe (9KB) e in vivo
contra a célula P-388 leucémica (WANI et. al., 1978).
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Simaba guianensis, € uma arvore pequena, encontrada em areas inundadas
da Amazbonia chamada de “Cajurana’. Suas frutas vermelhas sao altamente
apreciadas pelos peixes e suas cascas muito amargas sao utilizadas pela populacéo
dessa regido para o tratamento da febre. Dessa espécie foram isolados os
guassindides gutolactona (33) e simalikalactona D (11) que apresentam atividade
antimalarica (CABRAL et. al., 1993).

(33) R=(CHs),C=CHCO, R,=R,=H
(11) R=CH3CH2CH(CH3)CO, R1=R2=H

A espécie Simaba polyphylla é conhecida popularmente na Amazbdnia como
"serve para tudo" ou "marupazinho” e € usada para tratamento de diversos tipos de
febre. Além disso, o extrato metandlico dos galhos dessa espécie revelou-se muito
ativo contra larvas do mosquito Aedes aegypti (SARAIVA et. al., 2006).

Simaba ferruginea, popularmente conhecida como Calunga, € uma espécie
tipica do cerrado brasileiro, cujos rizomas séo utilizados para tratar diarréias, Ulceras
gastricas, febres. Estudo fitoquimico realizado com rizomas dessa espécie levou ao
isolamento de dois alcaldides; cantin-6-ona (46) e 4-metoxicantin-6-ona (51). Testes
antiulcerogénicos realizados com o extrato metandlico do rizoma apresentou inibicéo
acima de 80%, assim como a fracéo alcaloidica, que foi efetiva em diferentes vias de
administracdo, superando a acdo dos alcalbides isolados ou associados. Conclui-se
gue os rizomas de Simaba ferruginea apresentam atividades antiulcerogénicas, cuja
atividade é atribuida aos alcaldides. Esses resultados confirmam os dados

etnofarmacologicos sobre a planta. (NOLDIN, 2005).

= | = |
x~ N N
0P \F o) = OCHs

(46) (51)
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De Simaba orinocensis, foram isolados os quassinodides orinocinolida (21) e
simalikalactona D (11), que apresentaram atividade contra Plasmodium falciparum, a
substancia (11) ainda apresentou melhor atividade contra Leishamania donovani que

os farmacos pentamidina e anfotericina B (NOLDIN, 2005).

(21)

Simaba cuspidata Spruce, uma planta da América do Sul, teve seu extrato
avaliado quanto a atividade antineoplasica. Os resultados foram significantes para
inibicdo do crescimento do tumor da linhagem de células leucémicas P-388
(POLONSKY et. al., 1980).

A espécie Simaba cedron Planchon conhecida popularmente como “cedron”,
€ muito utilizada para o tratamento de febre e de picadas de cobra. Os frutos sdo
utilizados para codlica e tratamento da malaria e a casca € utlizada como
antiespasmaodica. Suas sementes foram introduzidas no mercado para tratamento de
problemas estomacais e infec¢des hepaticas (NOLDIN, 2005).

Das cascas de Simaba subcymosa foi isolado pela primeira vez o
guassindide; cimosanina (36), além dos ja conhecidos cedronina (1), chaparrinona
(12) e simarolido (22) (SOUZA et. al., 2005).
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Os constituintes quimicos isolados de

momento, estao representados na Tabela 1.

espécies do género Simaba, até o

Tabela 1. Constituintes quimicos de plantas do género Simaba (BARBOSA et. al.,

2011)
No. Classe de substancias e nomes Espécie
Quassinodides

1 Cedronina S. cedron
S. subcymosa

2 Cedronilina S. cedron

3 7-epi-cedronina S. cedron

4 Cedronolactona A S. cedron

5 Cedronolactona B S. cedron

6 Cedronolactona C S. cedron

7 Cedronolactona D S. cedron

8 Cedronolactona E S. cedron

9 Glaucarubolol S. cedron

10  Glaucarubolona S. cedron

11  Simalikalactona D S. cedron
S. multiflora
S. orinocensis
S. guianensis
Q. africana (Syn. S.
africana)

12  Chaparrinona S. cedron
S. multiflora

S. guianensis
S. cuneata
S. subcymosa
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13  Chaparrina S. cedron
S. multiflora

14  Glaucarubol S. cedron

15 Samaderina Z S. cedron

16  Guanepolida S. cedron
S. orinocensis

17  Ailanquassina A S. cedron

18  Poliandrol S. cedron

19 1,4-Dehidrocedronolactona A S. cedron

20  Simarinolida S. orinocensis

21  Orinocinolida S. orinocensis

22  20(R)-Simarolido S. orinocensis
S. subcymosa
S. cuneata

23  Picrasina A S. orinocensis

24  Soulameolido S. orinocensis

25  6a-Tigloiloxichaparrina S. cuspidata
Q. multiflora (Syn. S.
multiflora)

26  6a-Tigloiloxichaparrinona S. cuspidata
Q. multiflora (Syn. S.
multiflora)

27  6a-Senecioiloxichaparrinona S. multiflora
S. guianensis

28  Karinolida S. multiflora

29  6a-Senecioiloxichaparrina S. multiflora

30  13,18-Dehidro-6-a-senecioiloxichaparrina S. multiflora

31  12-Dehidro-6a-senecioiloxichaparrina S. multiflora

32  6a-Hidroxichaparrinona Q. multiflora  (Syn. S.
multiflora)

33  Gutolactona S. guianensis

34  Holacantona S. guianensis

35  20(S)-Simarolido S. cuneata

36  Cimosanina S. subcymosa

37  Glaucarubinona Q. undulata (S. undulata)

38  15-Desacetilundulatona Q. undulata (Syn. S.
undulata)

39 Quassina Q. africana (Syn. S.
africana)

Alcaldides

40  9-Metdxicantin-6-ona S. multiflora
S. polyphylla

41  10-Metdxicantin-6-ona S. multiflora

42  10-Hidroxicantin-6-ona S. multiflora A. Juss.

43  10-Hidroxi-3-metoxicantin-2,6-diona S. multiflora A. Juss.

44  3-Metxicantin-2,6-diona S. multiflora
S. cuspidata

45  Cantin-2,6-diona S. multiflora
S. polyphylla
S. guianensis
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S. cedron
S. cuneata

46  Cantin-6-ona S. multiflora
S. cedron
S. ferruginea
Q. africana (Syn. S.
africana)

47  8-Hidroxicantin-6-ona S. multiflora

48  8-Metoxicantin-6-ona S. cuspidata

49  5-Metdxicantin-6-ona S. cedron
Q. africana (Syn. S.
africana)

50  3-N-Metilcantin-5,6-diona S. cedron

51  4-Metdxicantin-6-ona S. ferruginea

52  4,5-DimetoOxicantin-6-ona Q. africana (Syn. S.
africana)

53  acido 1-propibdnico-B-Carbolina Q. africana (Syn. S.
africana)

54  4-Metiltiocantin-6-ona Q. africana (Syn. S.
africana)

55  Crenatina Q. undulata (Syn. S.
undulata)

56  1-Hidroxi-3-N-metilcantin-2,6-diona S. cuneata

57  1-Metdxi-3-N-metilcantin-2,6-diona S. cuneata

58  3-N-Metilcantin-2,6-diona S. cuneata

Cumarinas

59  Escopoletina S. cedron Planchon
Q. undulata (Syn. S.
undulata)
S. multiflora

60  Eniotorina Q. undulata (syn. S.
undulata)

61  Cleomiscosina A S. multiflora

62 Cumarina S. multiflora

Triterpenos

63  3S,23R,25-Triidroxitirucalla-7-en-24-ona S. multiflora

64  Hispidol B S. multiflora

65  Glabretal Q. multiflora (Syn. S.
multiflora)

66  Quassiol A Quassia multiflora (Syn.
S. multiflora)

67 Quassiol B Q. multiflora (Syn. S.
multiflora)

68  Quassiol C Q. multiflora (Syn. S.
multiflora)

69  Quassiol D Q. multiflora (Syn. S.
multiflora)

70  Betulina S. obovata

71 a-Amirina S. obovata

72 B-Amirina S. obovata



34

73 acido 3-oxo-urs-12-en-27a,28-didico Q. africana (Syn.
africana)
74  Aacido 3B-urs-12-en-27a,28-didico Q. africana (Syn.
africana)
75  Niloticina S. polyphylla
S. cedron
76  Dihidroniloticina S. polyphylla
S. cedron
77  Taraxerona S. polyphylla
78  3-oxo-tirucallen-7,24-dieno S. cuneata
79  3,21-dioxo-tirucallen-7,24-dieno S. cuneata
80  Piscidinol A S. cedron
81  23,24,25-Triidroxi-7-tirucallen-3-ona S. cedron
82  Bourjutinolona A S. cedron
Esterbides
83  Sitosterol S. cuneata
S. obovata
S. ferruginea
S. cedron
84  Estigmasterol S. cuneata
S. cedron
85  Campesterol S. cuneata
S. cedron
86  Sitostenona S. cuneata
87  Estigmastenona S. cuneata
88 Campestenona S. cuneata
89  3-O-B-glicopiranosilsitosterol S. cuneata
S. obovata
90  3-O-B-glicopiranosilstigmasterol S. cuneata
Outras classes
91 Emodina S. multiflora
92  Tricina S. multiflora
93  Antraquinona S. obovata
94  1,5-Diidroxi-3-metil-7-metdxi-antraquinona S. obovata
95  a-Tocoferol S. obovata
96  Mio-inositol S. obovata
97  Acido galico S. obovata
98  1-O-B-D-etilglicopiranosideo S. obovata
99  B-(p-Hidroxifenil)-etil alcool S. obovata
100 8-O-Metol retusina S. multiflora
101 Acido vanilico S. multiflora
102 Quercetrina S. ferruginea
S. cuneata
103 Precoceno | S. moiana
104 B-Cariofileno S. moiana
105 Geranial S. moiana
106 Acido 2,3-bis[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil]-1,4- S. cuneata
butanediil ester dodecandico
107 Acido 2,3-bis[(4-hidroxi-3-metOxifenil)metil]-1,4- S. cuneata

butanediil ester tetradecandico
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109
110
111
112
113

Acido 2,3-bis[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil]-1,4-
butanediil ester hexadecandico

Cedrin

Cedrol

Miricetina

3',5-Dimetdxiamericanina
2-(3',4’-dihidroxi-5’metoxifenil)-6-(3”,4”-dihidroxi-
5’'metoxifenil)-3,7-dioxobiciclo

[ONONONON (9]

. Cuneata

. cedron
. cedron
. Cuneata
. cedron
. cedron
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3.3 QUASSINOIDES

Os quassindides sao os principais responsaveis pelo sabor amargo das
plantas da familia Simaroubaceae, sendo que a comunidade cientifica tem um
grande interesse por causa de sua complexidade e diversidade de suas estruturas, e
além de apresentarem diversas propriedades biologicas, (JACOBS et. al., 1987) tais
como, atividade antitumoral, antiviral, antimalarica, antineoplasica, atividade
fitotoxica, entre outras (NOLDIN, 2005).

O primeiro quassindide foi isolado em 1937, a quassina (39), mas somente
em 1950 ela foi caracterizada, a partir dai muitos quassindides altamente oxigenados
vém sendo isolados e caracterizados (SHING e JIANG, 2000). Os quassindides séao
considerados uma classe de triterpenos biodegradados com alto padrdo de

oxigenagdo (HAMBURGER e CORDELL, 1988).
OMe

* @39)

Os quassinoides podem ser classificados em diferentes grupos, de acordo
com seu esqueleto basico (Figura 1, pag. 50 ), Cig Cig, Coo, Co2 € Cys, sendo a

maioria tem o0 esqueleto basico do tipo C,, (ALMEIDA et. al. 2007).
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Figura 1: Esqueletos basicos dos quassindides.

Os quassindides sdo derivados de triterpenos da série eufol/tirucalol, quase
sempre altamente oxigenados, apresentando lactonas em seus esqueletos basicos,
na maioria das vezes com apenas uma ligacao dupla. Diferentes grupos funcionais
oxigenados podem estar presente em suas estruturas, com excec¢ao das posi¢oes C-
5, C-9, e dos grupos metilas nas posi¢cdes C-4 e C-10 (ALMEIDA et. al. 2007).

O apo-eufol e seu epimero apo-tirucalol podem ser formados por dois
caminhos biogenéticos. Rota 1: formado a partir do intermediario catibnico, que
resulta da ciclizacéo do 3,4-epdxido esqualeno, sem a formacao do eufol ou tirucalol,
ou pelo Rota 2: formado a partir do tirucalol ou eufol, com uma posterior retro-
migracdo do grupo metila do carbono 14 para o carbono 8 (VIEIRA,1995), conforme

ilustra o Esquema 1 (pag. 51).
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3,4-epdxido esqualeno

l Rota 2
1 5

HO"" "OH
Apo-eufol (H-20 J)
Apo-tirucalol (H-20 a)
HO"" Eufol (H-20 B)
= Tirucalol (H-20 a) Rearranjo 1,2

l isomerizagao

Epoxidacao

Butirospermol

Esquema 1: Formacao do apo-eufol ou apo-tirucalol.
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3.3.1 Atividade biol6gica dos Quassindides

Os quassindides apresentam uma ampla faixa de atividade bioldgica.
Espécies da familia Simaroubaceae sao utilizadas ha décadas pela medicina
popular para diversos fins, estudos cientificos vém comprovando essas atividades e
relacionando com a presenca dessas substancias (ALMEIDA et. al., 2007).

Os quassinoides; 15-deacetilsergeolido (115), isolado pela primeira vez do
género Picrolemma pseudocoffea (POLONSKY et. al., 1984); e dehidroailantinona
(116), isolado de Pierreodendron kerstingii (KUPCHAN e LACADIE, 1975)

apresentaram uma forte atividade antileucémica com células P-388.

OCOCH(CH3)C,Hg

(116)

Isobruceina A (117), simalikalactona D (11), chaparrinona (12) e castelanona

(118), apresentaram atividade antiviral in vitro contra o virus oncogénico Rous

sarcoma. O quassinoide simalikalactona D (11), apresentou ainda uma inibicdo de
0,002 pg/mL no crescimento de Plasmodium falciparum (NOLDIN, 2005).

OH OH

HO _..CO,CHj

OCOCH,CH(CHa),

(118)

(117)

De Eurycoma longifdlia, foram isolados os quassinoides: pasakbumina-A
(119) e pasakbumina-B (120) que apresentaram atividade antitlcera (TADA et
al.,1991).



(119) R=CH,
(120) R=P3 epdxido

Estudos mostraram que os quassinodides bruceina A (121), bruceina B (122),
glaucarubinona (123), chaparrinona (12), simalikalactona D (11) e soulameanona
(124) exibiram atividade “antifedante” contra o terceiro estagio da larva Locusta
migratoria. Os quassinoides bruceina B (122) e glaucarubinona (123) também

apresentaram atividades inseticidas (NOLDIN, 2005).
OCHg OH
HO,, wCO5CH3

OR OCOC(OH)(CHs)CH,CHj

(121) R=COCH,CH(CHy),
(122) R=Ac

HO
OH

OH

o o)
(124)

Glaucarubina (125) tem atividade amebicida e é vendido na Frangca como um
medicamento. Um estudo feito in vitro com 17 quassindides testados contra o
parasita Entamoeba histolytica, revelou que o quassinoide bruceantina (126) foi o
mais potente (NOLDIN, 2005).
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(126)
Segundo ALMEIDA et al. para que essas substancias apresentem atividades
biolégicas, especialmente citotoxica e antimalarica, € necessario ter um esqueleto de
quatro anéis com uma lactona no anel D; uma cetona a,B-insaturada no C-2 e a

presenca de um grupo hidroxila livre, no anel A; um grupo éster em C-15 e/ou C-6.

Essas espécies bioativas estdo, predominantemente, presentes em nove

géneros da familia Simaroubaceae; Brucea, Eurycoma, Ailanthus, Castela, Simaba,
Simarouba, Quassia, Picrasma, Picrolemma (ALMEIDA et. al., 2007).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 ESCOLHAS DAS ESPECIES VEGETAIS

As espécies Simaba suffruticosa e Simaba subcymosa foram escolhidas por
serem espécies da familia Simaroubaceae, as quais séo ricas em quassindides e
alcaléides do tipo cantinénico com diversas atividades biologicas. Outro fator da
escolha dessas espécies deve-se ao fato delas apresentarem pouco ou nenhum

estudo quimico preévio.

4.2 COLETAS DAS PLANTAS

Foram coletadas raizes e folhas da espécie Simaba suffruticosa no municipio
de Araguari — MG, em setembro de 2008.

As cascas das raizes, raizes e folhas de Simaba subcymosa foi coletada em
outubro de 2009, proximo a Reserva Florestal da Companhia Vale do Rio Doce em
Linhares — ES.

4.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

O material vegetal de Simaba suffruticosa e Simaba subcymosa foi seco ao ar
livre, logo ap6s a coleta, e moido em moinho de martelos. A extracdo dos
componentes fixos foi feito a frio por maceragcdo, usando solventes em ordem
crescente de polaridade, hexano, diclorometano e metanol.

As solucdes obtidas foram destiladas a pressao reduzida em evaporador
rotativo fornecendo os extratos brutos como mostra a Tabela 2, pag. 56.
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Tabela 2: Quantidades de extratos obtidos:

Espécie Botanica  Parte Botanica Peso do Solventes Peso dos extratos Cadigos
material (@)
Simaba Raizes 2,1Kg a 31,69 SR
suffruticosa
c 107,29 SRM
Folhas 76,09 a 2949 SF’
c 14,3 g SFM’
Simaba Folhas 668,7 g a 250g SHF’
subcymosa
c 61,09 SMF’
Cascas 5,2 Kg a 86,0 g SSD’
C 45049 SSM
Raizes 1,6 Kg a 16,0 g SSRD’
c 109¢ SSRM

a- hexano  c- metanol
Extratos trabalhados, porém sem nenhuma substancia identificada e/ou extratos ndo estudados por
ndo terem resolugdo em CCD ou por serem semelhantes aos extratos ja estudados.

4.4 MATERIAIS E METODOS

As separacdes cromatograficas em coluna foram realizadas utilizando gel de
silica 60G (0,063-0,200 mm) e/ou alumina.

As analises comparativas, para determinar a composicdo de cada fracao,
foram feitas em cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando cromatofolha de
gel de silica 60 F,s4, €/0u alumina, que foram reveladas através da irradiagdo com
luz na regiao do ultravioleta em comprimentos de onda 254 e 365 nm e/ou com o
revelador cromogénico H,SO,4 conc./vanilina sulfirica seguido de aquecimento, e/ou
Dragendorff (solucdo de nitrato de bismuto bésico Il em &cido acético diluido com
iodeto de potassio) (MERCK, 1972).

As andlises em cromatografia em camada delgada em escala preparativa
foram realizadas utilizando-se placas de vidro impregnadas com gel de silica 60

GF.s4. Para obtencdo dessas placas, diluiu-se 20 g de gel de silica em 70 mL de
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agua destilada. A solucao foi distribuida manualmente em placas de vidro 20 X 20
cm.

ApOs a purificacdo das substéancias, foram feitas analises espectroscopicas na
regido do infravermelho, espectrometria de massas, ponto de fusdo, ressonancia
magnética nuclear de 'H e '*C com experimentos uni e bidimensionais, e
comparacao dos resultados com os dados existentes em literatura para substancias
isoladas.

As analises de RMN foram realizadas no Laboratorio de Ciéncias Quimicas da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro, no Laboratério de Quimica
de Produtos Naturais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e no Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonéancia Magnética Nuclear (CENAUREMN)
da Universidade Federal do Ceara.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
carbono-13 (RMN *3C) foram obtidos num espectrémetro Jeol (400 MHz para 'H e
100 MHz para *3C) e num Briiker (500 MHz para *H e 125 MHz para **C), juntamente
com os bidimensionais. Os solventes utilizados foram cloroférmio deuterado (CDClI5)
e piridina, usando como padrao interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (8) foram obtidos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os trabalhos de elucidacédo estrutural de substancias biorganicas dependeram
principalmente de técnicas de RMN *H e **C, RMN **C-DEPT-135, *C-APT e *C-
DEPTQ, inclusive experiéncias bidimensionais de correlacgdo homonuclear de
hidrogénio e hidrogénio (*H-'H-COSY) e heteronuclear de carbono-13 e hidrogénio,
como HSQC (YJuc através de uma ligacdo entre *H-*C), HMBC ["Juc (n= 2 e 3) a
longa distancia, de duas e trés ligacdes, entre os atomos de *C-'H] e de correlacéo
espacial *H-'H-NOESY.

As andlises de CG-EM foram realizadas no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no aparelho
QP2010 Plus (Shimadzu), Coluna: Factor Four/VF-5ms (30x0,25x0,25), Volume de
injecdo: 1 umL e Solvente: cloroformio. Estas anélises também foram realizadas em
baixa e em alta resolucdo no Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste
(LEMANOR) na Universidade Federal do Ceara.

As analises na regido do infravermelho foram realizadas no Laboratério de

Ciéncias Quimicas na UENF, no aparelho de Espectrofotbmetro na regido
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infravermelho da Shimadzu Modelo FTIR-8300.
As analises de ponto de fusédo foram realizadas no Laboratério de Ciéncias
Quimicas na UENF, no Aparelho Kofler, marca Microquimica, modelo MQRPF-301.

4.5 ANALISES DAS FRACOES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE Simaba

suffruticosa

4.5.1 Andlise cromatografica do extrato hexanico das raizes de S. suffruticosa
(SR) (28,0 g).

Inicialmente parte do extrato SR foi submetido a uma cromatografia em
coluna com gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracao crescente de
polaridade até 30%, onde inicialmente foram obtidas 24 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 15 novas fragdes. A Tabela 03
mostra a analise cromatografica do extrato.

Tabela 03: Andlise cromatogréafica do extrato SR.

Fracbes Cébdigo Quantidades (mg)
0 SR-0 166,9
1-4 SR-1 73,3
5 SR-2 5,4
6-9 SR-3 5626,4
10 SR-4 1508,9
11-12 SR-5 2020,4
13-14 SR-6 1884,4
15 SR-7 769,9
16 SR-8 1485,8
17-18 SR-9 3322,9
19 SR-10 2294,9
20 SR-11 1781,5
21 SR-12 1342,9
22 SR-13 1242,5

23 SR-14 1155,6
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Analise cromatogréfica da fracdo SR-6 (1,8844 g)

Inicialmente a fracdo SR-6 foi submetida a uma cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracéo crescente de polaridade
até 20%, onde inicialmente foram obtidas 46 fracbes que apds analise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 9 novas fragées. A Tabela 04
mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 04: Analise cromatografica da fracdo SR-6:

Fracbes Cadigo Quantidades (mg) Substancias
0-6 SR6-0 4,7
7-8 SR6-1 9,3
9 SR6-2 9,9
10-34 SR6-3 733,0
35-39 SR6-4 299,2
40 SR6-5 93,4
41 SR6-6 132,1
42-44 SR6-7 365,3 Substancia IV
45 SR6-8 82,6

Andlise cromatografica da fracdo SR-8 (1,4858 Q)

Inicialmente a fracdo SR-8 foi submetida a uma cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragcéo crescente de polaridade
de 7 a 40%, onde inicialmente foram obtidas 42 fracbes, que apos analise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 10 novas fragdes. A Tabela 05
mostra a analise cromatografica da fracao.



Tabela 05: Analise cromatogréafica da fracdo SR-8:
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FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias
0-4 SR8-0 6,7
5-6 SR8-1 14,9
7-8 SR8-2 40,4 Substancia IV
impura
9-17 SR8-3 140,4 Substancia IV
impura
18-33 SR8-4 319,2 Substancia IV
impura
34 SR8-5 19,6
35-37 SR8-6 211,8
38-39 SR8-7 372,7
40 SR8-8 160,1
41 SR8-9 71,7

Analise cromatogréfica da fracdo SR8-8 (160,1 mg)

Inicialmente a fracdo SR8-8 foi submetida a uma cromatografia em coluna

com alumina, e eluida com CH,Cl,:AcOEt em concentragcao crescente de polaridade

até 10%, onde

inicialmente foram obtidas 71 fracbes, que apoOs analise

cromatografica de camada fina foram agrupadas em 10 novas fragdes. A Tabela 06

mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 06: Analise cromatografica da fracdo SR8-8:

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0-2 SR88-0 21,8
3-6 SR88-1 14,8

7 SR88-2 3,8
8-10 SR88-3 7,8

11 SR88-4 6,1
12-14 SR88-5 53,8
15-17 SR88-6 26,9
18-33 SR88-7 7,5
34-67 SR88-8 9,0
68-70 SR88-9 2,6




62

Analise cromatogréfica da fracdo SR88-5 (53,8 mQ)

Inicialmente a fracdo SR88-5 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com CH,Cl,:AcOEt em concentragcédo crescente de polaridade
até 4%, onde inicialmente foram obtidas 101 fragcbes que apds analise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 6 novas fragdes. A Tabela 07
mostra a analise cromatografica da fracéo.

Tabela 07: Analise cromatografica da fracdo SR88-5:

FracOes Cadigo Quantidades (mg) Substancias
0-70 SR885-0 2,0
71-81 SR885-1 8,4
82-94 SR885-2 30,0
95 SR885-3 6,6 Substancia V
96-98 SR885-4 3,3

99-100 SR885-5 2,6




Extrato SR
(27,9626 )

CC gel de silica

Hex : AcOET até 30%

SR-6
(1,8844 g)

CC gel de silica

SR6-7
(365,3 mg)
Substancia IV

Hex : AcOET até 20%

SR-8
(1,4858 g)

CC gel de silica Hex: ACOET
7-40%

SR8-8
(160,1 mg)

CC gel de silica CHxClz :
AcOET até 10%

SR88-5
(53,8 mg)

CC gel de silica
CH2Cl2:AcOET até 4%

SR88!
6,6

Substan
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Fluxograma 1: Resumo das analises cromatograficas do extrato hexanico das

raizes de S. suffruticosa (SR).
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4.5.2 Andlise cromatografica do extrato metandlico das raizes de S.
suffruticosa (SRM) (31,5 g)

Inicialmente o extrato SRM foi submetida a uma cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com Hexano e CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 100%, onde inicialmente foram obtidas 8 novas fracdes que apdés
analise cromatografica de camada fina ndo foram reunidas. A Tabela 08 mostra a
analise cromatogréafica da fracao.

Tabela 08: Analise cromatogréafica da fracdo SRM:

FracOes Caodigo Quantidades (mg)

0 SRM-0 569,2

1 SRM-1 2320,8

2 SRM-2 63,4

3 SRM-3 7629,6

4 SRM-4 12573,0

5 SRM-5 2765,9

6 SRM-6 4303,9

7 SRM-7 937,7

Andlise cromatografica da fracdo SRM-1 (2,3208 g)

Inicialmente a fracdo SRM-1 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 20%, onde inicialmente foram obtidas 35 fracdes que apods analise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 9 novas fracdes. A Tabela 09
mostra a analise cromatografica da fracao.
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Tabela 09: Analise cromatografica da fracdo SRM-1.:

FracOes Caodigo Quantidades (mg)

0 SRM1-0 400,0

1 SRM1-1 102,3
2-3 SRM1-2 100,5
4-6 SRM1-3 146,3
7-8 SRM1-4 61,8
9-10 SRM1-5 139,8
11-13 SRM1-6 742,6
14-15 SRM1-7 108,5
16-34 SRM1-8 194,7

Analise cromatogréfica da fragdo SRM1-0 (400,0 mg)

A fracdo SRM1-0 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracdo crescente de polaridade até
15%, onde inicialmente foram obtidas 83 fracfes que apds analise cromatografica de
camada fina foram agrupadas em 6 novas fracdes. A Tabela 10 mostra a analise
cromatografica da fracao.

Tabela 10: Analise cromatografica da fragdo SRM1-0:

FracOes Cédigo Quantidades (mg)
0-2 SRM10-0 1,3
3 SRM10-1 13,1
4-12 SRM10-2 26,6
13-39 SRM10-3 220,4
40-81 SRM10-4 120,9
82 SRM10-5 3.8

Analise cromatogréfica da fragdo SRM10-2 (26,6 mg)

Inicialmente a fracdo SRM10-2 foi submetida a uma cromatografia em
camada delgada preparativa e eluida com Hexano:AcOEt 6%. Fornecendo a fracéo
codificada de SRM10211-A contendo 3,0 mg (Substancia VI).
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Analise cromatogréfica da fragdo SRM1-3 (146,3 mg)

Inicialmente a fracdo SRM1-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 20%, onde inicialmente foram obtidas 66 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 4 novas fragdes. A Tabela 11
mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 11: Analise cromatografica da fragdo SRM1-3:

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0-19 SRM13-0 9,9
20-42 SRM13-1 40,4
43-62 SRM13-2 54,9
63-65 SRM13-3 26,9

Analise cromatogréfica da fragdo SRM13-1 (40,4 mg)

Inicialmente a fracdo SRM13-1 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 10%, onde inicialmente foram obtidas 37 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 4 novas fracdes. A Tabela 12
mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 12: Analise cromatografica da fragdo SRM13-1.

FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias
0-4 SRM131-0 2,5
5-7 SRM131-1 14,9
8-33 SRM131-2 50 Mistura VII
34-36 SRM131-3 16,9

Andlise cromatografica da fragdo SRM1-6 (742,6 mQ)

Inicialmente a fragdo SRM1-6 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentracdo crescente de

polaridade até 10%, onde inicialmente foram obtidas 27 fracdes que apds analise
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cromatografica de camada fina foram agrupadas em 3 novas fragdes. A Tabela 13
mostra a analise cromatografica da fracao.
Tabela 13: Andlise cromatogréfica da fracdo SRM1-6:

FracOes Cadigo Quantidades (mg)
0-3 SRM16-0 175,9
4-17 SRM16-1 4824

18-26 SRM16-2 74,3

Andlise cromatografica da fracdo SRM16-1 (482,4 mg)

Inicialmente a fragdo SRM16-1 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 40%, onde inicialmente foram obtidas 54 fracdes que apds analise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 3 novas fracbes. A Tabela 14
mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 14: Analise cromatografica da fragdo SRM16-1.:

FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias
0-41 SRM1610-0 231,3
42-52 SRM1610-1 16,0 Substancia IV
53 SRM1610-2 211,7 Supstancia v
impura

Andlise cromatografica da fragdo SRM16-2 (74,3 mQ)

Inicialmente a fragdo SRM16-2 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 100% de MeOH, onde inicialmente foram obtidas 72 fracbes que apds
analise cromatografica de camada fina foram agrupadas em 4 novas fracdes. A

Tabela 15 mostra a andlise cromatogréfica da fracao.
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Tabela 15: Analise cromatografica da fragdo SRM16-2:

FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias
0-1 SRM161212-0 13,1
2-6 SRM161212-1 14,8
7-38 SRM161212-2 16,5
39-44 SRM161212-3 10,9 Substancia Il
45 SRM161212-4 14,6

Analise cromatogréfica da fracdo SRM-3 (7,6296 Q)

Inicialmente a fracdo SRM-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 100% de MeOH, onde inicialmente foram obtidas 21 fragbes que apds
andlise cromatogréfica de camada fina foram agrupadas em 6 novas fracdes. A
Tabela 16 mostra a andlise cromatografica da fracéo.

Tabela 16: Analise da fracdo SRM-3:

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0 SRM3-0 127,6
1-6 SRM3-1 4754,6
7-11 SRM3-2 1768,5
12-13 SRM3-3 203,5
14-18 SRM3-4 268,1
19-20 SRM3-5 488,9

Analise cromatogréfica da fracdo SRM3-1 (4,7546 Q)

Inicialmente a fracdo SRM3-1 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 50%, onde inicialmente foram obtidas 47 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 10 novas fracdes. A Tabela 17

mostra a analise cromatografica da fracao.



Tabela 17: Analise da fracdo SRM3-1:
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FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias

0-10 SRM31-0 259,0

11-13 SRM31-1 393,9

14-19 SRM31-2 898,8 Substancia | impura

20-24 SRM31-3 953,5 Substancia | impura
25 SRM31-4 553,9 Substancia | impura

26-28 SRM31-5 543,8 Substancia | impura
29 SRM31-6 493,9 Substancia | impura
30 SRM31-7 375,9 Substancia | impura

31-38 SRM31-8 13,1 Substéncia |

39-46 SRM31-9 2499

Andlise cromatografica da fracdo SRM-4 (12,57309)

Inicialmente a fracdo SRM-4 foi submetida a uma cromatografia em coluna

com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de

polaridade até 100% de MeOH, onde inicialmente foram obtidas 29 fracbes que apds

analise cromatografica de camada fina foram agrupadas em 7 novas fracdes. A

Tabela 18 mostra a anélise cromatogréfica da fracao.

Tabela 18: Analise cromatografica da fracdo SRM-4:

FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias

0-1 SRM4-0 1292,1

2-4 SRM4-1 67,9 Substancia Il
5 SRM4-2 1316,5
6-8 SRM4-3 1110,9
9-10 SRM4-4 2987,6
11-23 SRM4-5 4667,9

24-28 SRM4-6 997,9

Analise cromatogréfica da fragdo SRM4-3 (1,1109 g)

Inicialmente a fracdo SRM4-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna

com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
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polaridade até 30%, onde inicialmente foram obtidas 76 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 5 novas fragdes. A Tabela 19
mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 19: Analise cromatografica da fracdo SRM4-3:

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0-47 SRM43-0 190,1
48-52 SRM43-1 139,3
53-58 SRM43-2 220,4
59-67 SRM43-3 392,6
68-72 SRM43-4 139,5

Andlise cromatografica da fracdo SRM43-1 (139,3 mg)

Inicialmente a fragdo SRM43-1 foi recristalizada sucessivamente com CH,Cl,
até a obtencd@o de cristais brancos e puros, fornecendo a fragdo codificada de
SRM431-2' com 4,7 mg da Substancia I.



Extrato SRM
(31.59)

CC gel de silica
CH.Cl> : MeOH até 100%
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SRM-4
SRM-3 (12,5730 g)
SRV (7,6296 g)
(2,3208 g) CC gel de silica CC gel de silica
CH:Cl, : MeOH até 100% CH2Cl2 : MeOH até 100%
CC gel de silica SRM3-1 - SRM4-1
CHCl2 : MeOH até 20% (4,7546 g) gﬁz%elzzl fi,e\:/lzlél)c: (67,9)
até BN% Substancia ll
SRM1-3 SRM1-6 VAN
- - (13,1 mg)
4303"(")1'0 (146,3 mg) (742,6 mg) Substancia | SRM4-3
(400,0 mg) (1,1109 g)
CC gel de silica CC gel de silica
CC gel de silica CH:Cl : MeOH até 20% CH:Cl>: MeOH até 10% .
Hex : AcOET até 15% | CC gel de silica
CH.Cl> : MeOH até 30%
SRM13-1 SRM16-1 SRM16-2
SRM10-2 (40,4 mg) (482,4 mg) (74,3 mg) SRIA3-1
(26,6 mg) (1393 mg)
CC gel de silica CC gel de silica CC gel de silica M
CCDP CH.Cl, : MeOH até 10% CH.Cl, : MeOH 40% CH.Cl, : MeOH 100%
Hex : AcOET 6%
Recristalizagdo
SRM021 1A SRM131-2 SRM1610-1 SRM161212-3 com CHCl,
- (5,0 mg) (16,0 mq) (10,9 mg) Py
(3,0mg) Mistura VII Substancia IV Substancia lll SFZN;‘? 2
Substancia VI (4.7 mg)
Substancia |

Fluxog rama 2: Resumo das analises cromatograficas do extrato metandlico das
raizes de S. suffruticosa (SRM).
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4.6 ANALISES DAS FRA(;OES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE Simaba
subcymosa

4.6.1 - Andlise cromatografica do extrato metandlico das cascas de S.
subcymosa (SSM) (12,4 g)

Inicialmente parte do extrato SSM foi submetida a uma cromatografia em
coluna com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 50%, onde inicialmente foram obtidas 18 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 10 novas fra¢des. A Tabela 20
mostra a analise cromatografica do extrato.

Tabela 20: Andlise cromatogréafica do extrato SSM:

FracOes Cadigo Quantidades (mg)
0-1 SSM-0 34,3
2 SSM-1 16,7
3-4 SSM-2 252,1
5 SSM-3 265,1
6-7 SSM-4 1762,2
8-10 SSM-5 331,5
11 SSM-6 27,2
12 SSM-7 3578,2
13-14 SSM-8 2435,6
15-17 SSM-9 1576,9

Analise cromatogréfica da fracdo SSM-4 (1,7622 g)

Inicialmente a fracdo SSM-4 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracdo crescente de
polaridade até 100% de AcOEt, onde inicialmente foram obtidas 24 frag6es que apds
analise cromatografica de camada fina foram agrupadas em 9 novas fracdes. A

Tabela 21 mostra a andlise cromatografica da fracao.



73

Tabela 21: Analise cromatografica da fracdo SSM-4:

FracOes Caodigo Quantidades (mg)

0-1 SSM4-0 98,3

2 SSM4-1 153,4
3-6 SSM4-2 183,1

7 SSM4-3 170,0
8-9 SSM4-4 500,0
10-12 SSM4-5 187,8
13-15 SSM4-6 145,2
16-19 SSM4-7 199,3
20-23 SSM4-8 97,9

Analise cromatogréfica da fragdo SSM4-4 (500,0 mg)

Inicialmente a fracdo SSM441-2 foi submetida a uma cromatografia em
camada delgada preparativa e eluida com Hexano:AcOEt 10%. Fornecendo a fracédo
codificada de SSM4412-A contendo 5,0 mg da mistura Xl, e a fracdo codificada de
SSM4412-B contendo 9,3 mg da mistura VII.

Extrato SSM
(124 9)

CC gel de silica
CH.Cl, : MeOH até 50%

SSM-4
(1,7622 g)

CC gel de silica
Hex : AcOET até 100%

SSM4-4
(500,0 mg)

CCDP
Hex : AcOET 10%

SSM4412-A SSM4412-B
(5,0 mg) (9,3 mg)
Mistura XI Mistura VII

Fluxograma 3: Resumo das analises cromatograficas do extrato metandlico das
cascas de S. subcymosa (SSM).
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4.6.2 - Andlise cromatogréfica do extrato metandlico das raizes de S.
subcymosa (SSRM) (10,8741 g)

Inicialmente o extrato SSRM foi submetido a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 20%, onde inicialmente foram obtidas 25 fragbes que apds andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 10 novas fracdes. A Tabela 22
mostra a analise cromatografica do extrato.

Tabela 22: Analise cromatografica do extrato SSRM:

FracOes Caodigo Quantidades (mg)

0 SSRM-0 546,9
1-3 SSRM-1 3575,2

4 SSRM-2 1239,0

5 SSRM-3 1009,8
6-10 SSRM-4 994,9
11 SSRM-5 334,9

12-14 SSRM-6 1346,2
15-16 SSRM-7 387,9
17-18 SSRM-8 672,8
19-24 SSRM-9 254.9

Analise cromatogréfica da fracdo SSRM-1 (3,5752 g)

Inicialmente a fracdo SSRM-1 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade até 10%, onde inicialmente foram obtidas 30 fragbes que apos andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 8 novas fracdes. A Tabela 23

mostra a analise cromatografica da fracéo.



Tabela 23: Analise cromatogréafica da fragdo SSRM-1.
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FracOes Caodigo Quantidades (mg)
0-1 SSRM1-0 39,1
2-4 SSRM1-1 616,1
5-6 SSRM1-2 60,9
7-11 SSRM1-3 432,4
12-20 SSRM1-4 102,2
21 SSRM1-5 51,1
22-27 SSRM1-6 1155,3
28-29 SSRM1-7 1057,9

Andlise cromatografica da fragdo SSRM1-6 (1,1553 g)

Inicialmente a fragdo SSRM1-6 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade de 0,5 a 15%, onde inicialmente foram obtidas 88 fracbes que apos
analise cromatogréfica de camada fina foram agrupadas em 6 novas fracdes. A
Tabela 24 mostra a andlise cromatogréfica da fracao.

Tabela 24: Andlise cromatografica da fracgdo SSRM1-6.

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0-41 SSRM16-0 17,8
42-62 SSRM16-1 432,8
63-74 SSRM16-2 198,8
75-83 SSRM16-3 245,8
84-85 SSRM16-4 187,7
86-87 SSRM16-5 57,8

Andlise cromatografica da fragdo SSRM16-1 (432,8 mq)

Inicialmente a fragcdo SSRM16-1 foi submetida a uma cromatografia em
coluna com gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracao crescente de

polaridade de 40 a 100% de AcOEt, onde inicialmente foram obtidas 52 fracdes que
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apos analise cromatogréafica de camada fina foram agrupadas em 7 novas fragées. A
Tabela 25 mostra a andlise cromatogréfica da fracéo.
Tabela 25: Analise cromatografica da fracdo SSRM16-1:

Fracbes Cadigo Quantidades (mg)

0-10 SSRM1612-0 210,7
11-24 SSRM1612-1 141,7
25-30 SSRM1612-2 19,5
31-35 SSRM1612-3 5,3
36-46 SSRM1612-4 18,4
47-50 SSRM1612-5 5,7

51 SSRM1612-6 24,0

Analise cromatogréfica da fragdo SSRM1612-0 (210,7 mg)

Inicialmente a fracdo SSRM1612-0 foi submetida a uma cromatografia em
coluna com gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracao crescente de
polaridade de 25 a 80%, onde inicialmente foram obtidas 79 fragcbes que apds
andlise cromatogréfica de camada fina foram agrupadas em 2 novas fracdes. A
Tabela 26 mostra a andlise cromatografica da fracéo.

Tabela 26: Analise cromatografica da fragdo SSRM1612-0:

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0-54 SSRM16120-0 171,9
55-78 SSRM16120-1 24,8

Analise cromatogréfica da fragdo SSRM16120-0 (171,9 mg)

Inicialmente a fracdo SSRM16120-0 foi submetida a uma cromatografia em
coluna com gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracao crescente de
polaridade de 15 a 35%, onde inicialmente foram obtidas 70 fragcbes que apds
andlise cromatogréfica de camada fina foram agrupadas em 5 fracdes. A Tabela 27

mostra a analise cromatografica da fracéo.



Tabela 27: Analise cromatografica da fracdo SSRM16120-0:
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FracOes Caodigo Quantidades (mg) Substancias
0-19 SSRM161200-0 32,7
20-21 SSRM161200-1 22,9 Substancia Xl
22-23 SSRM161200-2 11,4
24-38 SSRM161200-3 84,8
39-69 SSRM161200-4 10,0

Analise cromatogréfica da fragdo SSRM1-7 (1,0579 g)

Inicialmente a fracdo SSRM1-7 foi submetida a uma cromatografia em coluna

com gel de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentracdo crescente de

polaridade até 12%, onde inicialmente foram obtidas 97 fragcbes que apos andlise

cromatografica de camada fina foram agrupadas em 7 novas fracdes. A Tabela 28

mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 28: Analise cromatografica da fragdo SSRM1-7:

FracOes Caddigo Quantidades (mg)
0-11 SSRM17-0 120,7
12-19 SSRM17-1 81,7
20-22 SSRM17-2 119,5
23-46 SSRM17-3 99,3
47-57 SSRM17-4 3254
58-71 SSRM17-5 58,7
72-97 SSRM17-6 224,0

Analise cromatogréfica da fracdo SSRM17-5 (58,7 mg)

Inicialmente a fracdo SSRM17-5 foi submetida a uma cromatografia em

coluna com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de

polaridade de 1 a 5%, onde inicialmente foram obtidas 71 frac6es que apds andlise

cromatografica de camada fina foram agrupadas em 7 novas fracdes. A Tabela 29

mostra a analise cromatografica da fracao.
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Tabela 29: Analise cromatografica da fracdo SSRM17-5:

FracOes Caodigo Quantidades (mg)

0-16 SSRM175-0 3,8
17-35 SSRM175-1 22,9
36-47 SSRM175-2 57
48-58 SSRM175-3 2,7
59-68 SSRM175-4 8,0
69-70 SSRM175-5 7,0

71 SSRM175-6 4,2

Analise cromatogréfica da fragdo SSRM175-1 (22,9 mg)

Inicialmente a fracdo SSRM175-1 foi submetida a uma cromatografia em
coluna com gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracdo crescente de
polaridade de 1,5 a 5%, onde inicialmente foram obtidas 76 fragfes que apds andlise
cromatografica de camada fina foram agrupadas em 3 novas fragdes. A Tabela 30
mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 30: Analise cromatografica da fragdo SSRM175-1:

FracOes Caddigo Quantidades (mg) Substancias
0-56 SSRM1751-0 4,2
57-66 SSRM1751-1 7,1
67-76 SSRM1751-2 10,7 Substancia X

Analise cromatogréfica da fracdo SSRM-6 (1346,2 mq)

A fracdo SSRM-6 foi submetida a uma recristalizacdo com CH.Cl,. Essa
fracdo apoOs a recristalizacdo forneceu um cristal vermelho, que foi codificada de
SSRM-6C com 185,7 mg fornecendo a substancia VIII.

Andlise cromatografica da fragdo SSRM-6 (1,1605 Q)
Inicialmente a fragdo SSRM-6 foi submetida a uma cromatografia em coluna

com gel de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentracdo crescente de

polaridade até 10%, onde inicialmente foram obtidas 43 fracdes que apods analise
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cromatografica de camada fina foram agrupadas em 9 novas fragdes. A Tabela 31

mostra a analise cromatografica da fracao.

Tabela 31: Analise cromatografica da fracdo SSRM-6:

Fracbes Cadigo Quantidades (mg) Substancias
0-14 SSRM6-0 11,5
15-17 SSRM6-1 8,4 Substancia I1X
18-21 SSRM6-2 48,9
22-24 SSRM6-3 661,8
25-28 SSRM6-4 99,2
29-32 SSRM6-5 95,3
33-36 SSRM6-6 49,9
37 SSRM6-7 12,3
38-43 SSRM6-8 82,6
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Extrato SSRM
(10,8741 g)

CC gel de silica
CHCl> : MeOH até 20%

SSRM-1
SSRM-6
(3:57529) (1,3462 g)
CC gel de silica

CH:Cl> : MeOH até 10%

SSRM1-6
(1,1553 )

CC gel de silica

CHzCl : MeOH 0,5-15%

SSRM16-1
(432,8 mg)

CC gel de silica Hex :

AcOET 40-100%

SSRM1612-0
(210,7 mg)

CC gel de silica Hex :
AcOET 25-80%

SSRM16120-0

(171,9 mg)

CC gel de silica

Hex : AcOET 15-35%

SSRM1-7 Recristalizagao com CH.Clz CC gel desilica
(1,0579 g) CH.Cl: MeOH até 10%
CC gel de silica CHCl, SSRM-6C SSRM6-1
MeOH até 12 % (185,7mg) 8.4
Substancia VIl soamd
(58,7 mq)
CC gel de silica
CH.Cl, : MeOH 1-5%
SSRM175-1
(22,9 mg)
CC gel de silica
CH.Cl, : MeOH 1,5-5%
SSRM1751-2
(10,7 mg)
Substéncia X

SSRM161200-1

(22,9 mg)
Substancia Xl

Fluxograma 4: Resumo das analises cromatograficas do extrato

metandlico das

raizes de S. subcymosa (SSRM).
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4.7 REACAO DE ACETILACAO

A fracdo SRM31-8 (substancia I) foi submetida a uma reacdo de acetilagdo
para confirmar a sua estrutura. Inicialmente, a fracao foi solubilizada em 2 mL de
piridina, e adicionado 4 mL de anidrido acético. A amostra foi tampada e deixada em
repouso por aproximadamente 24 horas.

A solucdo foi colocada em um funil de decantacdo e foi adicionado uma
solucédo de H,O : CH,CI, (1:1 v/v). ApoOs a formacdo das duas fases, foi recolhida a

parte organica e secada com sulfato de sédio anidro.

4.8 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMALARIA

Realizado pela UFMG pelo grupo de pesquisa da Professora Doutora Alaide
Braga de Oliveira.

O teste in vitro do extrato metanolico das raizes de S. suffruticosa e das
fracbes SRM 1610-1 e SRM 431-2 foram realizados com hemacias infectadas por P.
falciparum, clone W2, resistente a cloroquina, através do método de incorporacgéo de
[*H]-hipoxantina (DESJARDINS et. al.,1979).

1. Incubacdo parasito-droga: 20uL de cada diluicdo do extrato e das
substéancias testadas foram colocadas em microplacas de 96 pocos, em triplicata,
onde ja se encontravam 180uL da suspensdo de heméacias infectadas (1%
hematdcrito, 1% de parasitemia), provenientes de um cultivo mantido por pelo
menos trés dias sem hipoxantina. Foram usados controles sem drogas, com
hemacias infectadas (controle positivo) ou hemacias nao infectadas (controle
negativo).

2. As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24h na
presenca dos extratos, seguindo-se a adicdo da [*H]-Hipoxantina (0,5uCi por poco) e
mais 18 horas de incubacéo. Apos esse periodo as microplacas foram congeladas
(-20°C por no minimo 24h), para promover a lise das hemacias.

3. O lisado celular foi transferido para filtros de fibra de vidro com auxilio de
um coletor de células seguido de adicdo de liquido de cintilacdo e leitura da

radioatividade, registrada em leitor automatico.
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Os percentuais de reducao do crescimento dos parasitos foram calculados a
partir da média de contagem por minuto (cpm). Aquelas que apresentaram
percentual de reducdo de parasitemia igual ou maior que 50% nas duas
concentracOes testadas foram selecionadas para determinacéo das Clso. Para tanto,
as amostras foram testadas nas concentracdes de 1,56 a 50 ug/mL. Os resultados
foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas dose-
resposta tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentracfes
inibitérias do crescimento de 50% dos parasitos (Clsp) em relagédo aos controles sem
drogas. De acordo com os resultados, as amostras foram classificadas como
(DESJARDINS et. al.,1979):

MUITO ATIVAS - valores de Clsg abaixo de 1ug/mL;

ATIVAS -valores de Clso de 1 até 15ug/mL;

MODERADAMENTE ATIVAS - valores de Clsg entre 15,1 e 25 ug/mL,

POUCO ATIVAS - valores de Clsg entre 25,1 e 50 ug/mL,

INATIVAS - Clsg acima de 50 pg/mL
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACOES ESTRUTURAIS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE

Simaba suffruticosa e Simaba subcymosa

O estudo fitoquimico de Simaba suffruticosa, resultou no isolamento de dois
qguassindides: chaparrinona (1) e chaparrina (Il), uma cumarina: escoparona (lll), trés
triterpenos: teurileno (1V), niloticina (V) e lanostadienona (V1) e uma mistura de dois
esteroides: sitosterol e estigmasterol (VII).

Do estudo fitoquimico de Simaba subcymosa, foram isolados dois alcaldides:
3-metoxicantin-2,6-diona (VIII) e 5-metoxicantin-6-ona (IX), um quassindide:
simarolido (X), duas misturas de esteroides: sitosterol, estigmasterol e campesterol
(VII); sitostenona e estigmastenona (XI) e um novo triterpeno: acetato do teurileno
(XII).

Todas as substancias isoladas e identificadas da espécie S. suffruticosa, ja
foram descritas na literatura, sendo inéditas para essa espécie, nunca estudada
anteriormente.

As substancias isoladas de S. subcymosa, ja foram descritas na literatura,
sendo que apenas o quassinodide simarolido (X) ja foi isolado dessa espécie. O

acetato de teurileno (XII) se mostra inédito na literatura até 0 momento.

(V)
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(V)
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o= X
& X0

A determinagédo estrutural das substancias isoladas foi realizada com a
utilizacéo de técnicas de RMN uni-'H e *3C e bidimensionais *H-'H-COSY, *H-'H-
NOESY/ROESY, HMQC/HSQC, HMBC, utilizacdo de dados espectrais de massas,
na regido do infravermelho, e por comparacdo com dados espectrais existentes na

literatura.
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Determinagéo estrutural dos quassinoides I, Il e X

Como dito anteriormente os quassindides sdo metabdlitos exclusivos da familia
Simaroubaceae, podendo ser divididos em seis grupos distintos de acordo com seus

esqueletos basicos descritos abaixo:

. . 2
Esqueleto Lauricolactano Cg Esqueleto Cedrolidano C g Esqueleto Quassolidano Cy,

17 CH,OH

29 . .
Esqueleto Picrollemadano C,, Esqueleto Simarolidano Cyg Esqueleto Simarolidano Cys

Na determinacdo estrutural dos quassindides foram discutidos apenas o0s
esqueletos contendo 20 e 25 atomos de carbono, pois somente estes foram isolados
agui neste trabalho.

Os quassindides sao substancias altamente oxidadas, causando uma grande
diversidade estrutural, necessitando assim de uma racionalizagéo de fatores que séo
comuns a varios esqueletos, minimizando assim a dificuldade em suas
determinacdes estruturais. Os trabalhos de Rodrigues-Filho (1992) e Vieira (1995)
foram utilizados como modelo na identificacdo dos quassindides isolados neste
trabalho, onde abordaremos a seguir alguns fatores estruturais comuns,
caracterizando cada parte dos esqueletos Cy e Cos.

De forma geral serdo abordados fatores sobre as estruturas dos anéis A, B, C
e D dos esqueletos dos quassindides isolados neste trabalho.

Os quassinoides tém apresentado uma grande variacao de estruturas no anel

A. A figura abaixo apresenta os trés tipos de anel A encontrados nos quassinoides
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isolados das espécies de Simaba trabalhadas aqui, juntamente com seus

deslocamentos quimicos para os atomos de carbono.

SRM-318 SRM-4 SSRM-1751c

C-1 78,0 ppm C-1 84,2 ppm C-1 214,0 ppm
C-2 196,0 ppm C-2 73,2 ppm C-2 70,3 ppm
C-3 124,5 ppm C-3 128,0 ppm C-3 48,9 ppm
C-4 164,6 ppm C-4 135,0 ppm C-4 28.7 ppm

Portanto a definicdo do anel A dos quassinoides isolados neste trabalho foi
feita principalmente com base nos dados de RMN *3C, juntamente com o auxilio dos
dados de RMN 'H, IV e a confirmacdo com os experimentos bidimensionais
heteronucleares de HMQC e HMBC.

Quanto ao anel C dos quassinoides, a presenca de um grupo metila em C-30,
sofrendo oxidagédo e formando um anel tetrahidrofuranico com o carbono C-11 ou
com o carbono C-13 pode ser facilmente constatado pela presenca de sinais duplos
no espectro de RMN 'H, relativos aos hidrogénios H-30a e H-30b, em
aproximadamente o, 4,19 e &, 2,84, com uma constante de acoplamento em torno
de 8,8 Hz.

Quando a formagéo do anel tetrahidrofuranico do tipo CH,-30-O-C-11 com a
formacédo do hemicetal em C-11, ocorre a presenca de um sinal em torno de & 110,
relativo ao carbono C-11, enquanto que quando ha formacao do anel do tipo CH,-30-
0O-C-13, ocorre a presenca de um sinal em torno de & 80, e o sinal em torno de &

110 n&o se encontra presente no espectro de RMN *°C.
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Determinacéo estrutural da substéancia |

Derivado acetilado - IA

A substancia | isolada do extrato metanolico das raizes de Simaba suffruticosa
apresentou-se como um cristal branco, apresentando uma coloragcdo rosa claro
quando revelado com vanilina sulfurica, indicando tratar-se de um quassinoide.

O espectro de RMN *3C (Figura 6, p. 96, Tabela 32, p. 90) mostrou a
presenca de vinte sinais de carbono, indicando ser um quassindéide com esqueleto
do tipo Cyo e corroborado pelo mapa de correlacédo hetenonuclear HMQC (Figuras
10 e 11, p. 100 e 101, Tabela 32, p. 90).

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 2, p. 92) da amostra apresentou
bandas de absorc&o relativas ao estiramento de um grupo carbonila em 1728 cm™,
bandas de absorcdo em 2964, 2877 e 2835 cm™ referentes aos estiramentos das
ligacbes C-H para carbonos sp®, bandas em 1384 e 1494 cm™ referentes ao
estiramento das ligacbes de unidades CH,, bandas em 3659, 3645 referentes aos
estiramentos dos grupos hidroxila.

Os quassindides tém apresentado uma grande variedade de tipos estruturais
para o anel A, que podem ser identificados pelos deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN *3C (Figura 6, p. 96. Tabela 32, p. 90), como dito
anteriormente.

O tipo de anel A da substéancia I, foi identificado pelo deslocamento quimicos,
caracteristicos dos carbonos CH-1, C=0-2, CH-3 e C-4, com sinais em & 78,0, &
196,0, & 124,5 e & 164,6 respectivamente, apresentados no espectro de RMN *C
(Figura 6, p. 96. Tabela 32, p. 90).

A caracterizagdo do anel foi corroborada atravées das correlacdes
heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlacgo HMBC
(Figuras 7-9, p. 97-99, Tabela 32, p. 90) %Juc, entre C=0-2 (& 196,0) com o
hidrogénio carbinolico H-1 em &; 4,07; C-4 (& 164,6) com hidrogénios do grupo
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metila Me-18 em &; 2,02, e 3Juc, entre CH-3 (& 124,5) e CH-5 (& 45,3) com Me-18
em &; 2,02; CH3-19 (& 9,7) e CH-9 (& 45,6) com H-1 em &, 4,07.

A presenca de dois sinais duplos em Jd; 3,67 e dy 3,96 com J= 8,8 Hz, no
espectro de RMN 'H (Figuras 3-5, p. 93-95, Tabela 32, p. 90), e corroborada pela
correlacdo destes apresentados no mapa de correlagcdo homonuclear *H-'H--COSY
(Figura 12, p. 102), referentes aos hidrogénios H-30a e H-30b, indicando que o
grupo metila Me-30 sofreu uma oxidacéo para formar um anel tetraidrofuranico com
C-11 ou C-13 (Figura 6, p. 96. Tabela 32, p. 90).

A formacé&o do anel tetraidrofuranico do tipo CH,-30-O-C-11 com formacéo do
hemicetal na posicdo C-11 pode ser confirmada pelo sinal do atomo de carbono
hemicetalico C-11 em & 108,8 e do sinal em & 71,0, relativo ao grupo metileno
CH»-30 oxidado.

Caso o anel fosse do tipo CH,-30-O-C-13, apareceria um sinal quaternario em
torno de & 80,0. Portanto, a auséncia deste sinal, confirma a formacao do anel
tetraidrofuranico na posicdo C-11 (Figura 6, p. 96. Tabela 32, p. 90), como ja dito
anteriormente.

A caracterizagao do anel tetrahidrofuranico na posigdo C-11 foi corroborada
através das correlagfes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figuras 7-9, p. 97-99 Tabela 32, p. 90) 3Jyc, entre o 4tomo de
carbono hemicetalico C-11 (& 108,8) com o hidrogénio H-30b em &, 3,67; CH-7 (&
77,3) com o hidrogénio H-30a em d; 3,96 e CH- (& 45,6) com os dois hidrogénios
CH»-30 em &4 3,67 e &4 3,96, confirmando assim a oxidacao do grupo metila Me-30.

A caracterizacdo do anel tetrahidrofuranico na posicdo C-11 foi ainda
caracterizada pela formacdo de um derivado acetilado 1A. Quando o quassindide |
foi tratado com piridina/anidrido acético (1:2, v/v), ocorrendo a abertura do anel com
formacéo da funcéo cetona na posicao C-11 em & 203,1, e um dos hidrogénios dos
dois dupletos do CH»-30 sofre uma desprotecdo de aproximadamente 1,0 ppm,
apresentando um deslocamento quimico em J; 4,62, com uma constante de
acoplamento de 12,9 Hz, enquanto que o outro hidrogénio permanece na mesma
posicao.

O derivado acetato do quassindide | foi identificado através de métodos de
RMN *H e *3C, 'H-'H-COSY, HMQC e HMBC (Figuras 13-24, p. 103-114, Tabela
33, p- 91).
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A localizacdo de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-12 em &
77,3 e de um grupo metila Me-17 em & 12,4 ligado ao atomo de carbono CH-13 no
anel C do quassinodide | foi confirmado pelo mapa de correlacdo HMQC (Figuras 10
e 11, p. 100 e 101 Tabela 32, p. 90) e corroborado pelas correlagdes
heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlaggo HMBC
(Figuras 7-9, p. 97-99. Tabela 32, p. 90) %Jyc, entre o &omo de carbono
hemicetalico C-11 (& 108,8) com um dupleto em Jd; 3,56 (J= 3,5 Hz), relativo ao
hidrogénio carbinélico H-12, e das correlacdes “Juc, entre o atomo de carbono CH-
13 (& 30,4) com um dupleto em Jdy 1,06 (J= 8,8 Hz), relativo aos hidrogénios do
grupo Me-17.

O grupo metila ligado na posicdo 17, pode ser ainda confirmado pelas
correlacbes 3Jyc, entre o dupleto em d; 1,06 (J= 8,8 Hz), relativo aos hidrogénios do
grupo Me-17 com os atomos de carbono CH-12 (& 77,3) e com o atomo de carbono
C-14 (& 43,9).

Os valores dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono no
anel D, do quassindide I, onde o carbono carbonilico C=0-16 da lactona apresenta-
se em & 170,1, e do carbono metilénico CH,-15 em & 29,9, confirmam que o atomo
de carbono CH»-15 ndo se encontra oxidado segundo VIEIRA, 1995. Os
deslocamentos quimicos em & 170,2 (C=0-16) e do carbono CH,-15 em & 29,9,
confirmam que o &tomo de carbono CH,-15 encontra-se livre de substituintes.

A estereoquimica do grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-12 no
quassindide | foi estabelecida baseando-se no deslocamento quimico do atomo de
carbono CH-9. Quando o grupo hidroxila apresenta configuracdo (3, o sinal para o
atomo de carbono CH-9 esta em torno de C-9 & 46,0, j& quando o sinal do grupo
hidroxila encontra-se em torno de & 41,0, devido ao efeito “y-gauche” provocado
pela interacdo 1,3-diaxial do grupo hidroxila com a configuracdo a e o hidrogénio H-9
na mesma situacdo. Portanto, podemos concluir que o grupo hidroxila do
quassinodide | apresenta conformacado 3, uma vez que este apresenta um sinal em &
45,6, confirmando assim a esteroquimica 3 do grupo hidroxila em CH-12 (VIEIRA,
1995).

Os dados de RMN *3C do quassinéide | foram atribuidos com base nos dados
da literatura para o quassinbide chaparrinona, comprovando assim sua estrutura.

Esses dados estdo descritos na Tabela 32.
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Tabela 32: Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia I, e as
comparacdes com valores da literatura para o0 modelo Mo, os valores da constante
de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia |
HMQC HMBC Mo
& fo¥ 2Jnc 3dhe &
C
2 196,0 - H-1 196,1
4 164,6 - 3H-18 164,6
8 421 - 455
10 43,0 - 45,0
11 108,8 - H-12 H-20b 108,9
16 170,2 - - - 170.3
CH
1 78,0 4,07 (s) H-9; 3H-19 83,0
3 1245 6,14 (sl) 3H-18 124,3
5 45,3 2,82 (dd; 14,1;4,7) 3H-18; 3H-19 43,9
7 77,3 4,48 (m) H-12a; H-20a 78,1
9 456 2,71 (s) H-1; H-7; 2H-20 42,1
12 77.3 3,56 (d; 3,5) 3H-17 78,8
13 30,4 2,20 3H-17 30,4
14 43,9 2,0 3H-17 419
CH:
6 25,7 2,20; 2,02 25,7
15 29,9 2,86; 2,69 (dd; 19,3; 5,3) 29,8
30 710 | 3,96(d;8,8); 3,67 (d;8,8) H-9 71,1
CHs
17 124 1,06 (d; 8,8) 12,5
18 23,1 2,02 (sl) 23,1
19 97 1,19 (s) H-1 96

"VIEIRA, 1995
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Tabela 33: Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC do derivado acetilado I-A da
substancia I, os valores da constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Derivado acetilado I

Substancia 1A
HMQC HMBC Substancia |
& X 2Jnc 3Jhe & Fo)
C
2 190,9 H-1 196,0
4 160,1 H-5; 3H-18 H-6a 164,6
8 438 H-9; 2H-20 H-15b 421
10 44,0 H-9; 3H-19 43,0
1" 203,1 H-9; H-12 108,8
13 - -
14 - -
16 169,4 2H-15 170,2
AcO-1 1711 Me/AcO-1 H-1 -
AcO-12 | 169,6 Me/AcO-12 H-12
AcO-20 | 170,1 Me/AcO-20 2H-20
CH
1 83,6 518 (s) H-3; H-9; 3H-19 78,0 4,07 (s)
3 126,7 6,05 (s) 3H-18 1245 6,14 (sl)
5 418 3,02 (d, 12,6) H-6b H-1; H-3; 3H-18; 45,3 2,82 (dd, 14,1, 4,7)
3H-19
7 77,6 4,60 (sl) H-6a 2H-20 77,3 4,48 (m)
9 478 3,42 (s) H-14; 3H-19 45,6 2,71 (s)
12 81,1 4,98 (d, 2,2) H-13 H-9; H-14; 3H-17 77,3 3,56 (d, 3,5)
13 34,2 2,50(m) H-13 H-15a 30,4 2,20
14 35,6 2.52 (m) H-13; H-15b H-12; 2H-20 43,9 2,0
CH:
6 252 2,27 (td, 12,6) 25,7 2,20, 2,02
2,09
15 27,7 3,33 29,9 2,86, 2,69
(dd, 18,9, 12,4); (dd, 19,3, 5,3)
2,83 (dd, 18,9, 6,0)
30 61,3 4,62(d, 12,9) H-9 71,0 3.96 (d, 8.8)
3,92 (d, 12,9) 3.67 (d, 8.8)
CHs
17 13,2 1,06 (d, 6.3) 12,4 1,06 (d, 8,8)
18 22,2 1,97 (s) 23,1 2,02 (sl)
19 11,5 1,42 (s) H-1; H-9 9,7 1,19 (s)
AcO-1 20,7 2,27 (s) - -
AcO-12 | 20,8 2,07 (s)
AcO-20 | 20,8 2,10 (s)




Figura 2: Espectro de infravermelho da substancia |
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Figura 3: Espectro de RMN *H (400 MHz) em CDCl; da substancia |

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

X : parts per Million : 1H

7.0



Figura 4: Ampliacdo da regido de &y 1,0 — 2,9 do espectro de RMN *H (400 MHz)
em CDCI; da substancia |
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Figura 5: Ampliacdo da regi&o de &, 3,4 — 4,5 do espectro de RMN *H (400 MHz)
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Figura 6: Espectro de RMN *3C (100 MHz) em CDCl; da substancia |
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Figura 12: Mapa de correlagdo *H-'"H-COSY em CDCl; da substancia |
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Figura 15: Espectro de RMN '3C (DEPTQ, 125 MHz) em CDCl; do derivado
acetilado 1A
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Figura 16: Ampliacdo do espectro de RMN *C (DEPTQ, 125 MHz) em CDCl; do
derivado acetilado 1A
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Determinacéo estrutural da substancia |l

A substéncia Il isolada do extrato metandlico das raizes de Simaba suffruticosa
apresentou-se como um cristal branco, com ponto de fusdo 250°C (decomposic¢éo),
apresentando uma coloracdo rosa claro quando revelado com vanilina sulfarica,
indicando tratar-se de um quassinoide.

O espectro de RMN *3C (Figura 30, p. 124, Tabela 34, p. 118) mostrou a
presenca de vinte sinais de carbono, indicando ser um quassindide com esqueleto do
tipo Cyo, corroborado pelo mapa de correlagdo hetenonuclear HMQC (Figuras 33-34,
p. 127-128, Tabela 34, p. 118).

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 25, p. 119) da substancia Il
apresentou bandas de absorcéo relativas ao estiramento de um grupo carbonila em
1728 cm™ (caracteristico de lactona), bandas com absorcdo em 2974, 2966, 2933,
2906 e 2875 cm™ referentes aos estiramentos das ligacées C-H para carbonos sp?,
bandas em 1514 e 1392 cm™ referentes ao estiramento das ligacdes de unidades
CH,, bandas em 3470, 3391 cm™ referentes aos estiramentos dos grupos hidroxila
presentes na molécula.

O tipo de anel A da substancia Il, foi identificado pelos deslocamentos
guimicos, caracteristicos dos carbonos CH-1, CH-2, CH-3 e C-4, com sinais em &
84,2, & 73,2, & 128,0 e & 135,0 respectivamente, apresentados no espectro de
RMN *3C (Figura 30, p. 124, Tabela 34, p. 118).

A caracterizacdo do anel foi corroborada através das correlagbes
heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlaggo HMBC
(Figuras 31 e 32, p. 125 e 126, Tabela 34, p. 118) “Jyc, CH-3 (& 128,0) com H-2 em
& 4,61 e C-4 (& 135,0) com hidrogénios do grupo metila Me-18 em & 1,59, e 3Jyc,
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entre CH-1(&: 84,2) com H-3 em &; 5,78, com H-9 em g, 3,06 e com hidrogénios do
grupo metila Me-19 em 9y 1,62; CH-3 (& 128,0) com hidrogénios do grupo metila
Me-18 em &, 1,59; C-4 (& 135,0) com H-2 em &, 4,61 e CH-5 (& 42,4) com H-1 em
oy 3,96, H-9 em g,y 3,06, Me-18 em &, 1,59 e Me-19 em dy 1,62; CH3-19 (& 11,2)
com H-1 em &, 3,96.

A auséncia do sinal de um carbono quaternario em torno de & 196,0
referente ao C=0-2, mostra que nessa posicdo nao existe uma carbonila e sim um
carbono substituido por uma hidroxila que aparece com sinal em & 73,2,
caracteristico de carbono carbindlico, de acordo com VIEIRA, 2005. Esse resultado
pode ser confirmado pelas correlacbes heteronucleares a longa distancia
apresentadas no mapa de correlagdo HMBC (Figuras 31 e 32, p. 125 e 126, Tabela
34, p. 118) %Jyc, CH-3 (& 128,0) com H-2 em d; 4,61 e 3Jcy, entre o C-4 (& 135,0)
com H-2 em &, 4,61.

A presenca de dois sinais duplos em Jd; 4,19 e d; 3,78 com J= 8,7 Hz, no
espectro de RMN 'H (Figuras 26-29, p. 120-123. Tabela 34, p. 118), e corroborada
pela correlacdo destes apresentados no mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-
COSY (Figura 35, p. 129), referentes aos hidrogénios H-30a e H-30b, indicando que
o grupo metila Me-30 sofreu uma oxidacdo para formar um anel tetraidrofuranico
com C-11 ou C-13 (Figura 30, p. 124, Tabela 34, p. 118).

A formagé&o do anel tetraidrofuranico do tipo CH,-30-O-C-11 com formagao do
hemicetal na posi¢cdo C-11 pode ser confirmada pelo sinal do atomo de carbono
hemicetalico C-11 em & 111,2 e do sinal em & 72,2, relativo ao grupo metileno
CH,-30 oxidado.

A auséncia do sinal quaternario em torno & 80,0 confirma a formag&o do anel
tetraidrofuranico na posicdo C-11 e ndo na posicao C-13 (Figura 30, p. 124, Tabela
34, p. 118), como ja mencionado anteriormente.

A caracterizagdo do anel tetraidrofuranico na posigdo C-11 foi corroborada
através das correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figuras 31 e 32, p. 125 e 126 Tabela 34, p. 118) 3Jyc, entre o
atomo de carbono hemicetalico C-11 (& 111,2) com o hidrogénio H-30a e H-30b em
4,19 e 3,78, respectivamente e CH-7 (& 79,8) com o hidrogénio H-30a em dy

4,19, confirmando assim a oxidacéao do grupo metila Me-30.
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A localizacdo de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-12 em &
80,1 e de um grupo metila Me-17 em & 13,8 ligado ao atomo de carbono CH-13 no
anel C do quassinoide Il foi confirmado pelo mapa de correlacdo HMQC (Figuras 33
e 34, p. 127 e 128, Tabela 34, p. 118) e corroborado pelas correlagdes
heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlaggo HMBC
(Figuras 31 e 32, p. 125 e 126, Tabela 34, p. 118) 2Jyc, entre o atomo de carbono
hemicetalico C-11 (& 111,2) com um dupleto em Jd; 3,98 (J= 8,2 Hz), relativo ao
hidrogénio carbinélico H-12, e das correlacdes “Juc, entre o atomo de carbono CH-
13 (& 32,2) com um dupleto em Jdy 1,11 (J= 8,7 Hz), relativo aos hidrogénios do
grupo Me-17.

O grupo metila ligado na posicdo 17, pode ser ainda comprovado pelas
correlacées 3Jyc, entre o dupleto em d; 1,11 (J= 8,7 Hz), relativo aos hidrogénios do
grupo Me-17 com os atomos de carbono CH-12 (&: 80,1) e com o atomo de carbono
C-14 (& 43,2).

Os valores dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono no anel D,
do quassindide Il, onde o carbono carbonilico C=0-16 da lactona apresenta-se em
& 171,1, e do carbono metilénico CH,-15 em & 31,1, confirmando a ndo oxidagao
do atomo de carbono CH,-15 oxidado segundo VIEIRA, 1995.

A estereoquimica do grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-12 no
quassindide Il foi estabelecida baseando-se no deslocamento quimico do atomo de
carbono CH-9. Quando o grupo hidroxila apresenta configuracdo 3 o sinal para o
atomo de carbono CH-9 esta em torno de C-9 & 46,0, j& quando o sinal do grupo
hidroxila encontra-se em torno de & 41,0, devido ao efeito “y-gauche” provocado
pela interacdo 1,3-diaxial do grupo hidroxila com a configuracdo a e o hidrogénio H-9
na mesma situacdo. Portanto, podemos concluir que o grupo hidroxila do
quassinodide Il apresenta conformacéo 3, uma vez que este apresenta um sinal em
& 45,0, confirmando assim a esteroquimica 3 do grupo hidroxila em CH-12 (VIEIRA,
1995).

Os deslocamentos quimicos dos carbonos carbonilico da lactona em & 171,1
(C=0-16) e do carbono CH,-15 em & 31,1, confirmam que o &tomo de carbono CH,-

15 encontra-se livre de substituintes.
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Os dados de RMN *3C do quassindide Il foram atribuidos com base nos dados
da literatura para o quassindide chaparrina, comprovando assim sua estrutura
(KUBOTA et al., 1996). Esses dados estao descritos na Tabela 34.

Tabela 34: Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagcdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia Il, e as
comparac¢des com valores da literatura para os modelos Mo-1 e Mo-2, os valores da
constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia ll
HMQC HMBC Mo-1" Mo-2"2
& fo¥ ZJne 3Jhc & &
C
2 - - - - 197,6 -
4 135,0 - 3H-18 H-2 162,3 135,0
8 46,8 - H-9; H-14; 2H-20 2H-6; H-15a 46,5 474
10 428 - 3H-19 45,3 457
11 11,2 - H-9; H-12 2H-20 110,7 11,0
13 - - - 74,2 -
16 171,1 - 2H-15 170,2 174,3
CH
1 84,2 3,96 (m) H-3 H-9; 3H-19 84,6 83,7
2 73,2 4,61 (dl, 7,0) - 72,1
3 128,0 5,78 (sl) H-2 3H-18 126,3 126,9
5 424 2,62 (d, 12,3) H-1; H-9; 3H-18; 3H-19 42,6 41,6
7 79,8 4,49 (sl) 2H-6 H-9; H-14; H-20a 78,2 78,7
9 45,0 3,06 (s) H-7; 3H-19 448 419
12 80,1 3,98 (d, 8,2) 3H-17 83,0 80,5
13 32,2 2,46 (m) 3H-17 - 33,1
14 43,2 1,90 H-13; 2H-15 H-7; H-9; 3H-17 49,0 49,6
CH;
6 26,6 2,05 (dI, 14,0) 26,1 26,2
1,90 (dd, 14,6; 4,6)
15 31,1 3,24 (dd, 18,7; 14,1) H-14 H-13 31,8 68,7
2,84 (dd, 18,7;5,3)
30 72,2 419 (d, 8,7) H-9 71,2 71,8
3,78 (d, 8,7)
CH;
17 13,8 1,11(d, 8,7) H-13 26,2 16,4
18 21,1 1,59 (s) 224 21,2
19 11,2 1,62 (sl) H-1; H-9 10,7 11,0

"TKUBOTA et al., 1996
2VIEIRA, 1995
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Figura 25: Espectro de infravermelho da substancia Il
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Determinacéo estrutural da substancia X

A substancia X isolada do extrato metandlico das raizes de Simaba
subcymosa apresentou-se como um cristal branco, com ponto de fuséo entre 180 -
185 °C, apresentando uma coloracdo rosa claro quando revelado com vanilina
sulfarica, indicando tratar-se de um quassindide.

O espectro de DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138, Tabela 35, p. 133)
mostrou a presenca de vinte e cinco sinais de carbono, indicando ser um quassinoide
com esqueleto Cys5 do tipo simarolido, que foi isolado pela primeira vez de Simarouba
amara (VIEIRA, 1995) e corroborado pelo mapa de correlacdo heteronuclear HSQC
(Figuras 43 e 44, p. 141 e 142, Tabela 35, p. 133).

O espectro na regido do infravermelho (Figura 36, p. 134) da amostra
apresentou bandas de absorcao relativas ao estiramento de grupo carbonila em 1778
e 1726 cm™, bandas de absorcdo em 2963, 2930 e 2874 cm™ referentes aos
estiramentos das ligacées C-H para carbonos sp®, bandas em 1371 e 1468 cm™
referentes ao estiramento das ligacdes de unidades CH,, bandas em 3603, 3524 e
3487 referentes aos estiramentos dos grupos hidroxila.

Os quassinoides tém apresentado uma grande variedade de tipos estruturais
para o anel A, que podem ser identificados pelos deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN *C-DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138
Tabela 35, p. 133), como dito anteriormente.

O tipo de anel A da substancia X, foi identificado pelo deslocamento quimicos,
caracteristicos dos carbonos C=0-1, CH-2, CH,-3 e CH-4, com sinais em & 214,0, &
70,3, & 48,9 e & 28,7 respectivamente, apresentados no espectro de RMN *C-
DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138, Tabela 35, p. 133). O sinal do CH-2, indica a
presenca de uma hidroxila nessa posicéo.

A caracterizacdo do anel A foi corroborada através das correlagdes

heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlacdo HMBC
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(Figuras 41 e 42, p. 139 e 140. Tabela 35, p. 133) ?Juc, entre CH-2 (& 70,3) com 0s
hidrogénios metilénicos 2H-3 em &, 2,50 e 1,05; CH-4 (& 28,7) com 2H-3 em & 2,50
e 1,05 e com os hidrogénios do grupo metila Me-29 em d&; 0,89, e 3Jyc, entre CH»-3
(& 49,9) com Me-29 em d; 0,89; CH3-19 (& 13,3) com H-5 em &y 1,45 e o carbono
metilico CH3-29 (& 18,3) com 2H-3 em J; 2,50 e 1,05.

As interrelacées apresentadas no mapa de correlacdo *H-'H (COSY) (Figura
45, p. 143) pelo multipleto em & 4,73 referente ao hidrogénio H-2 com 0s sinais em
oy 1,05 (m) e 2,50 (m) referentes aos hidrogénios H-3b e H-3a confirmam a estrutura
do anel A.

A auséncia do sinal do atomo de carbono hemicetalico C-11 em & 108,8 e do
sinal em & 71,0, relativo ao grupo metileno CH,-30 oxidado, indica que o grupo
metila Me-30 ndo sofreu uma oxidac&o para formar um anel tetrahidrofuranico em C-
11 ou C-13. Podemos observar a presenca de um sinal de carbono metilico em &
28,5 no espectro de RMN *C-DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138, Tabela 35, p.
133), referente ao CHs3-3. Esses dados podem ser confirmados através das
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlacao
HMBC (Figura 41 e 42, p. 139 e 140, Tabela 35, p. 133) 3Juc, entre os 4tomos de
carbonos CH-7 (& 81,7), CH-9 (& 36,6) e CH-14 (& 43,7) com os hidrogénios do
grupo metila Me-30 em g4 0,92.

A auséncia dos dupletos em aproximandamente o, 3,00 e 4,50 (J 8,0 Hz)
relativos aos hidrogénios H-30a e H-30b e a presenca de quatro sinais em d4 0,89 (d,
6,8), 0,92 (s), 1,08 (s) e 1,17 (s), que podem ser observados no espectro de RMN *H
(Figuras 42-45, p. 140-143, Tabela 35, p. 138), sdo referentes aos grupos metilicos,
confirmando mais uma vez, que o grupo Me-30 encontra-se ndo oxidado.

O deslocamento quimico em d; 4,97 (m) observado no espectro de RMN *H
(Figuras 37 e 38, p. 135 e 136, Tabela 35, p. 133), referente ao H-11b e o sinal em
& 67,7 apresentado no espectro de RMN *C-DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e
138, Tabela 35, p. 133) para o C-11, confirma a substituicdo de grupo acetil ligado a
esse carbono. Podemos ver as correlagbes heteronucleares a longa distancia
apresentadas no mapa de correlagdo HMBC (Figuras 41 e 42, p. 139 e 140, Tabela
35, p. 133) “Jyc, entre o atomo de carbono carbonilico do grupo acetato C-AcO-11 (&

170,5) com os 3 hidrogénios do grupo metila Me-AcO-11 em &, 1,92.
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A localizacdo de um grupo metila ligado ao atomo de carbono C-13 em & 23,2
no anel C do quassinéide X foi confirmado pelo mapa de correlacdo HSQC (Figuras
43 e 44, p. 141 e 142, Tabela 35, p. 133) e corroborado pelas correlagdes
heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlagio HMBC
(Figuras 41 e 42, p. 139 e 140, Tabela 35, p. 133) 3Juc, entre o0 &tomo de carbono
CH-14 (& 43,7) e CH»-12 (& 36,1) com os 3H em d; 1,08 da metila Me-18.

Podemos observar que o C-12 em & 36,1 apresentado no espectro de RMN
13C-DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138, Tabela 35, p. 133), encontra-se livre de
substituinte, o que pode ser confirmado pelas correlagdes heteronucleares a longa
distancia apresentadas no mapa de correlagdo HMBC (Figuras 41 e 42, p. 139 e
140, Tabela 35, p. 133) 2J,c, entre o 4tomo de carbono CH-11 (& 67,7) e C-13 (&
51,6) e 3Juc, entre o &tomo de carbono CH,-9 (& 36,6) com os 2H em & 1,70 e 2,52
da metila Me-12 e da correlagéo 3Jyc CH»-14 (& 51,6) com o H-12a em d; 2,52.

As interacdes apresentados no mapa de correlacdo *H-'H-COSY (Figura 45,
p. 143) entre o multipleto em &, 2,52 (m, H-12b) com os sinais em Jd5 1,70 (m, H-12a)
e 4,97 (m, H-11b) e a interac&o entre o multipleto em &, 1,70 (m, H-12a) com o sinal
em oy 4,97 (m, H-11b), corroboram para a caracterizacdo do anel C do quassinoide
X.

Os valores dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono no anel D, do
quassindide X, onde o carbono carbonilico C=0-16 da lactona apresenta-se em &
169,4, e do carbono metilénico CH»-15 em & 28,6, confirmam que o atomo de
carbono CH,-15 néo se encontra oxidado segundo VIEIRA, 1995.

Parte da cadeia lateral no carbono C-13 pode ser confirmado pela presenca
dos sinais em & 212, referente ao carbono C-17, que pode ser observado no
espectro de RMN *C-DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138, Tabela 35, p. 133) e
ainda pelos sinais no espectro de RMN *H em &; 4,57 (m, H-21b), 4,27 (m, 21a), 4,26
(m, H-20), 2,82 (m, H-22b) e 2,69 (m, H-22a), (Figuras 37 e 38, p. 135 e 136, Tabela
35, p. 133), correlacionados entre si, como pode ser observado no mapa de
correlacdo *H-'H COSY (Figura 45, p. 143).

No espectro de RMN *C-DEPTQ (Figuras 39 e 40, p. 137 e 138, Tabela 35,
p. 133) podemos observar os sinais em & 70,6 relativo ao carbono acetil carbindlico
C-21, & 174,6 relativo ao carbono carbonilico C-23 e o sinal em & 33,8 referente ao

carbono alfa carbonilico C-22, indicando a presenca de uma lactona com anel de
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cinco membros na cadeia lateral, confirmando a proposta estrutural para o

guassindide X.
Os dados de RMN *C-DEPTQ do quassinéide X foram atribuidos com base

nos dados da literatura para o quassinoide simarolido, comprovando assim sua

estrutura (VIEIRA, 1995). Esses dados estao descritos na Tabela 35.

Tabela 35: Dados de RMN *H (500 MHz) e *C-DEPTQ (125 MHz) em CDCl; e as
correlacdes observadas no espectro de HSQC e HMBC da substancia X, e as
comparacdes com valores da literatura para o modelo Mo, os valores das constantes
de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia X Mo-1* Mo-2*
& [ “Juc *Juc foX &
C
1 2140 - 206,6 206,7
8 36,8 - H-9 H-6a; H-7 36,8 36,8
10 48,8 - H-14; 3H-19 49,2 49,3
13 51,6 - 2H-12; H-15a H-14 51,4 51,4
16 169,4 - 169,2 169,3
17 212,0 - 211,9 212,0
23 174,6 - 2H-22 2H-21 174,4 174,5
AcO-2 - - 169,9 170,0
AcO-11 170,5 - 3H do Ac 171,7 171,7
CH
2 70,3 4,73 (m) 2H-3 72,4 72,5
4 28,7 1,96 (m) 2H-3; 3H-29 28,6 28,7
5 47,8 1,45 (m) H-9; 3H-19; 3H-29 46,6 46,7
7 81,7 4,18 (m) H-6a 3H-30 81,6 81,6
9 36,6 2,83 (m) H-7; 2H-12; 3H19; 3H-30 36,1 36,2
11 67,7 4,97 (m) H-9; 2H-12 67,6 67,4
14 437 2,60 (m) H-9; 2H-12a; 3H18; 3H-30 435 43,6
20 41,6 4,26 (m) H-21b; 2H-22 41,5 41,6
CH»
3 48,9 2,50 (m) 3H-29 42,0 42,0
1,05 (m)
6 26,3 1,93 (m) 26,1 26,2
1,78 (m)
12 36,1 2,52 (m) 3H-18 36,3 36,4
1,70 (m)
15 28,6 2,69 (m) 28,6 28,6
1,93 (m)
21 70,6 4,57 (m) 2H-22 70,3 70,2
4,27 (m)
22 33,8 2,82 (m) 33,8 33,9
2,69 (m)
CH3
18 24,2 1,08 (s) 24,1 24,3
19 13,3 1,17 (s) H-5; H-9 13,0 13,1
29 18,3 0,89 (d, 6,8) 2H-3 18,5 18,5
30 28,5 0,92 (s) H-6b; H-9 23,3 23,5
AcO-2 - - 20,6 20,6
AcO-11 22,1 1,92 (s) 21,0 21,1

“VIEIRA, 1995
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Figura 36: Espectro de infravermelho da substancia X
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Figura 37: Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDCl; da substancia X
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Figura 38: Ampliacdo da regiéo de &, 0,8 — 2,2 do espectro de RMN *H (500 MHz)
em CDClI; da substancia X
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Figura 39: Espectro de RMN *3C (DEPT 135°, 125 MHz) em CDCl; da substancia X
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Figura 40: Ampliacdo da regido de 3¢ 0 — 82,0 do espectro de RMN **C - DEPTQ
(100 MHz) em CDCl3; da substancia X
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Figura 42: Ampliacdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em CDCl; da

substancia X
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Figura 44: Ampliacdo do mapa de correlacdo do espectro de HSQC em CDCI; da
substancia X



144

[wdd] 14 b z € 14 g
)ll!I}J|1Ir||ll||ll|ll‘lll
—
£
& <> < - o =1 < e = <= - Q
=
N
- L.
-0 o &
9 /\,;,'f*/
\ X

Lot l|‘liU)k)

ﬁ(ﬂ(“(WWﬁTWW”“

Figura 45: Mapa de correlagdo *H-'"H-COSY em CDCI; da substancia X




145

Determinacédo Estrutural da Substancia Il

MeO o) 0 MeO 8 9 _0.2_0
7
T Tir
MeO = MeO” 10N
Modelo

A substancia lll, isolada do extrato metandlico das raizes de Simaba
suffruticosa, apresentou-se como um sélido amarelo e quando analisada por CCDA e
exposta a luz ultravioleta (254 nm) apresentou-se uma fluorescéncia azul,
confirmando ser uma cumarina, de acordo com o observado por VIEIRA, 1995.

A proposta estrutural para a substancia Ill foi baseada através de técnicas de
RMN uni *H e *C e bidimensionais, *H-'H-COSY, HMQC e HMBC. A estrutura da
substéancia foi confirmada através da comparacédo com os dados descritos por VIEIRA
(1995). (Tabela 36, p. 146).

O espectro de RMN *3C (Figura 48, p. 149, Tabela 36, p. 146) apresentou
sinais referentes a 11 4tomos de carbonos para a substancia lll, sendo dois sinais
para dois grupos metoxila (OCH3) em & 56,5, quatro sinais para grupos metinicos
(CH) em & 113,4 (CH-3); 143,3 (CH-4); 107,5 (CH-5); 103,2 (CH-8) e cinco sinais
para atomos de carbono quaternario em o 161,4 (O=C); 144,0 (C-6); 149,6 (C-7);
149,7 (C-9); 111,5 (C-10).

O mapa de correlagdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 51, p. 152)
apresentou uma correlacdo entre os hidrogénios H-3 (dy 6,25) e H-4 (oy 7,58),
confirmando a presenca de apenas um par de hidrogénios vizinhos existente na
molécula acoplando entre si com uma constante de acoplamento de 9,4 Hz,
caracteristica de hidrogénios de ligacéo dupla cis.

A partir do mapa de correlagcéo heteronuclear HMQC (Figura 50, p. 151) pode-
se correlacionar os valores de deslocamentos quimicos de hidrogénio (dy) com os
valores de deslocamentos quimicos de carbono-13 (&) ligados diretamente,
confirmando a existéncia dos quatro carbonos metinicos (CH) (Tabela 36, p. 146).

No espectro de RMN 'H (Figura 47, p. 148, Tabela 36, p. 146) foram
observados os dois dupletos em &, 6,25 (J= 9,4 Hz) e &, 7,58 (J= 9,4 Hz), acoplando

entre si, que foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4, caracterizando os
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hidrogénios de uma ligacéo cis conjugada com grupo carbonila e com anel aromatico.
A atribuicdo desses dois dupletos caracteristicos do anel lactdbnico em cumarinas €
bastante simples, uma vez que o hidrogénio H-4 esta mais desprotegido que o
hidrogénio H-3, devido a contribuicdo da estrutura de ressonancia na qual se verifica
uma deficiéncia eletrbnica sobre o atomo de carbono CH-4, a que este se encontra
ligado (VIEIRA, 1995).

A presenca de dois sinais simples, um em g, 6,84 e outro em g, 6,91, mostra a
existéncia de dois hidrogénios aromaticos na molécula, sendo atribuidos aos
hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente, evidenciando duas posicbes livres de
substituintes no anel benzénico e mostrando que estes estao para relacionados.

A presenca de dois sinais simples, um em ¢, 6,84 e outro em & 6,91, pode ser
confirmada pelo mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 49, p. 150, Tabela
36, p. 146) através das correlagdes a longa distancia *Jyc entre o &tomo de carbono
C-9 (& 149,7) e o hidrogénio H-5 (& 6,84) e entre o atomo de carbono C-10 (&
111,5) e o hidrogénio H-8 (& 6,91), confirmando que as posi¢cdes 5 e 8 estdo livres
de substituintes. As demais correlagdes estao descritas na Tabela 36, p. 146.

A presenca de um sinal em &y 3,97, integrando para seis hidrogénios, nos
indica que posi¢cbes C-6 e C-7 encontram-se substituidas por dois grupos metoxila. A
presenca desses dois grupos metoxila nas posicoes 6 e 7 foi confirmada pelo mapa
de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 49, p. 150, Tabela 36, p. 146) através
das correlacées a longa distancia 3Juc entre o &tomo de carbono C-7 (& 149,6) e os
hidrogénios OCHs-7 (& 3,97), e entre o atomo de carbono C-6 (& 144,0) e os
hidrogénios OCH3-6 (J4 3,97). As demais correlacdes estdo descritas na Tabela 36,
p. 146.

Os dados de RMN C e 'H estdo listados na Tabela abaixo. Os dados
descritos na Tabela abaixo foram comparados com os dados descritos por VIEIRA
(1995), de onde se conclui que a substancia lll, trata-se da cumarina 6,7-

dimetdxicumarina, denominada de escoparona.



147

Tabela 36: Dados de RMN *H (400 MHz) e RMN **C (100 MHz) da cumarina Il em
CDCl;, e as correlagbes observadas nos mapas de correlacdo heteronucleares
HMQC e HMBC. Os deslocamentos quimicos (&) estdo em ppm, e as constantes de

acoplamento (J) em Hz.
Substéncia Il
HMQC HMBC Mo’
X kY e *Jnc X kY
C -
2 161,4 - H-3 H-4 161,2 -
6 144,0 - H-8; MeO-6 147,4 -
I 150,0 - MeO-7 154,0 -
9 150,0 - H-8 H-4; H-5 - -
10 111,5 - H-3; H-8 112,7 -
CH
3 113,4| 6,27 (d, 9,4) 113,7] 6,23 (d, 9,5)
4 143,3| 7,60 (d, 9,4) H-5 1445 7,89 (d, 9,5)
5 107,5| 6,85 (s) H-4 1095| 7,17 (s)
8 103,2 6,92 (s) 100,7 6,94 (s)
CHs
6-OCH,| 56,4 3,95 (s) 56,5 3,93 (s)
7-OCH;| 56,4 3,95 (s) 56,4 3,85 (s)

*VIEIRA, 1995
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Figura 46: Espectro de infravermelho da substancia lll
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Figura 48: Espectro de RMN *3C (100 MHz) em CDCl; da substancia il
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Figura 51: Mapa de correlacdo *H-'"H-COSY em CDCl; da substancia Ill
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Determinacéo estrutural da substancia IV

A substancia IV isolada da fragdo hexanica das raizes de Simaba suffruticosa
apresentou-se como um 6leo amarelo.

A determinacéo estrutural da substancia IV foi feita a partir de dados de RMN
'H e *3C (uni e bidimensionais), e comparacdo com dados de literatura descritos
para o triterpeno teurileno, um derivado do esqualeno (HASHIMOTO et. al., 1991).

No espectro de RMN *H (figuras 52-54, p. 156-158, Tabela 37, p. 155) foi
observado um tripleto em & 5,10, regido de hidrogénios olefinicos (J= 5,5 Hz)
atribuidos aos dois hidrogénios H-3 e H-3’, e dois duplos dupletos, um em g, 4,08
(J= 12,0 e 3,0 Hz; H-11 e H-11"), e outro em & 3,81 (J= 5,5 e 4,0 Hz; H-7 e H-7"),
ambos referentes a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados, compativeis com
carbonos de anel tetrahidrofuranico (SIMOTE, 2006).

Estes valores foram comprovados pelo mapa de correlacdo heteronuclear
HMQC (Figuras 63 e 64-84, p. 167 e 168, Tabela 37, p. 168), onde se observou as
correlacdes *Jyc entre os atomos de carbono C-11/C-11' em & 85,2 com os dois
hidrogénios em &, 4,08 (H-11 e H-11") e entre os atomos de carbono C-7/C-7" em &
84,3 com os dois hidrogénios em &, 3,81 (H-7 e H-7’), como dito anteriormente,
compativeis com deslocamentos quimicos de carbonos com anel tetrahidrofuranico.

O tripleto em d; 5,10, regidao de hidrogénios olefinicos (J= 5,5 Hz) atribuidos
aos dois hidrogénios H-3 e H-3' foi comprovado através das correlacdes
heteronucleares observadas no mapa de correlacdo HMBC, através das correlacbes
2Juc entre o carbono CH-3 em & 125,0 com os dois grupos metilénicos 2H-4 e 2H-4’
em d; 2,08 e 1,97, respectivamente, e a *Juc com os grupos metilicos 3H-1/3H-1" (J;
1,67), 3H-15/3H-15" (d; 1,60) e com os dois grupos metilénicos 2H-5 e 2H-5" em &
144 e & 1,27.
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O acoplamento entre os hidrogénios H-3/H-3’ com os dois grupos metilénicos
2H-4 e 2H-4' foi confirmada também pelo mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-
COSY (Figuras 65 e 66, p. 169-170).

A presenca de mais quatro grupos metilicos no triterpeno IV foi confirmada
também através das através das correlagBes heteronucleares observadas no mapa
de correlagdo HMBC (Figuras 60-62, p. 164-166, Tabela 37, p. 155) através das
correlacdes *Jyc entre os &tomos de carbono CHz-13/CH3-13" em & 23,4 com 0sS
dois grupos metilénicos 2H-9 e 2H-9' em g, 2,03 e 1,50, respectivamente, e CHs-
14/CH3-14’ em & 24,3 com os dois grupos metilénicos 2H-5 e 2H-5" em & 1,44 e
1,27.

A presenca de dois grupos hidroxilas no triterpeno IV foi notada presenca do
sinal nos experimentos de RMN *3C, APT e DEPT (Figuras 57-62, p. 161-166,
Tabela 37, p. 155) através do sinal em & 73,0, caracteristicos de carbonos
carbindlicos, relativos aos carbonos C-6 e C-6".

A proposta da estereoquimica relativa do triterpeno IV pode ser vista pelo
mapa de correlacdo ‘H-'H-NOESY (Figura 67, p. 171) através das interacdes
espaciais dos hidrogénios do anel tetrahidrofuranico H-7 com os grupos metilicos
Me-13 e Me-14, e do hidrogénio H-7' com os grupos metilicos Me-13’ e Me-14’; e
entre 0s grupos metila Me-13 com H-11, e do grupo metila com hidrogénio H-11". As
demais interacdes podem ser observadas no mapa de correlacdo *H-'H-NOESY
(Figura 67, p. 171).

Através dessas interacdes nos permitiram deduzir uma simetria na molécula,
comprovando assim a proposta estrutural para a molécula do triterpeno IV.

Os valores dos deslocamentos de RMN **C e 'H, descritos na Tabela 37
abaixo foram comparados com os dados de literatura para o triterpeno teurileno,
comprovando assim a proposta estrutural (HASHIMOTO et. al., 1991).

O teurileno, um derivado do esqualeno, foi isolado pela primeira vez em 1985
da alga vermelha Laurencia obtusa. Sua estrutura foi caracterizada como um elo de
trés anéis tetrahidrofuranicos no centro da molécula. Essa substancia apresenta uma
alta atividade citotoxica em células KB (Clsp= 7,0 pg/mL) (HASHIMOTO et. al.,
1991).
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Tabela 37: Dados de RMN 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) em CDCl; e as
correlagcbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do triterpeno IV, e as
comparacdes com valores da literatura para os modelos Mo, os valores das
constantes de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia IV

HMQC HMBC Mo*
& [ “Juc *Juc o
C

212 131,0 - 3H-1/3H-1"; 3H- 2H-4/2H-4’ 130,9

15/3H-15'

6/6' 73,0 - H-5b/H-5b"; 3H- 2H-8/2H-8’ 73,0

14/3H-14'
10/10° 85,3 - H-9a/H-9'a; 3H- H-12b/H-12'b 85,3
13/3H-13'

CH

3/3 125,0 5,10 (t, 5,5) 2H-4/2H-4’ 3H-1/3H-1"; 2H-5/2H-5"; 125,0

3H-15/3H-15’

717 84,3 3,81 (dd, 5,5; 4,0) H-9b/H-9b"; 3H-14/3H-14’ 84,3
11/11 85,2 4,08 (dd, 12,0; 3,0) H-12b/H-12'b 3H-13/3H-13’ 85,1

CH,

44 22,3 2,08 (m); 1,97 (m) 2H-5/2H-5’ 22,3

5/5’ 38,6 1,44 (m); 1,27 (m) 2H-4/2H-4’ 3H-14/3H-14’ 38,6

8/8’ 25,3 2,05 (m); 1,83 (m) 2H-9/2H-9’ 25,3

9/9’ 30,7 2,03 (m); 1,50 (m) H-8b/H-8'b 3H-13/3H-13’ 30,6
12/12 29,4 1,93 (m); 1,56 (m) 2H-12/2H-12’ 29,4

CH;

1/1 25,6 1,67 (sl) 3H-15/3H15’ 25,6
13/13 23,4 1,10 (s) 2H-9/2H-9’ 23,4
14/14 24,3 1,24 (s) 2H-5/2H-5’ 24,2
15/15' 17,6 1,60 (s) 3H-1/3H-1’ 17,6

*HASHIMOTO et. al., 1991
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Figura 52: Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDCl; da substancia IV
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Figura 53: Ampliac&o da regido de &y 0,8 — 1,35 do espectro de RMN *H (500 MHz)
em CDCl; da substancia IV
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Figura 55: Espectro de RMN *3C (125 MHz) em CDCl; da substancia IV



161

Figura 56: Ampliacdo da regido de 3¢ 14,0 — 40,0 do espectro de RMN *3C (100
MHz) em CDCl; da substancia IV
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Figura 57: Espectro de RMN *3C (APT, 125 MHz) em CDCl; da substancia IV
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Figura 59: Espectro de RMN *3C (DEPT, 125 MHz) em CDCl; da substancia IV
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Figura 60: Ampliacdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em CDCI; da
substéancia IV
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Figura 61: Ampliacdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em CDCI; da
substéancia IV



167

Figura 62: Ampliacdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em CDCI; da
substéancia IV
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Figura 63: Mapa de correlacdo do espectro de HMQC em CDCl; da substancia IV
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Determinacéo estrutural da substancia V

26

A substéancia V, isolada do extrato hexanico das raizes de S. suffruticosa,
apresentou-se como um solido amorfo.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 68, p. 176) da amostra
apresentou bandas de absorcao relativo ao estiramento de um grupo carbonila em
1711 cm™, bandas de absorcdo em 2970, 2947 e 2883 cm™ referentes aos
estiramentos das ligacdes C-H para carbonos sp?®, bandas em 1379 e 1456 cm™
referentes ao estiramento das ligacdes de unidades CH, e uma banda larga em
3400 cm™ referente ao estiramento das ligagdes O-H com interacdes do tipo ligacéo
de hidrogénio.

O espectro de RMN *3C (Figura 72, p. 180, Tabela 38, p. 175) em conjunto
com espectro de RMN **C-DEPT 135° (Figura 73, p. 181) e com o mapa de
correlagcdo heteronuclear HMQC (Figura 76, p. 184, Tabela 38, p. 175) da
substancia V apresentou sinais para 30 atomos de carbono, sendo oito sinais para
carbonos metilicos (CHsz) em & 21,8 (CH3-18), 12,8 (CH3-19), 19,6 (CH3-21), 25,1
(CH3-26), 19,9 (CHs-27), 24,8 (CH3-28), 21,6 (CHs-29) e 27,6 (CH3-30), oito sinais
para carbonos metilénicos (CH,) em & 38,8 (CHy-1), 35,2 (CH2-2), 24,5 (CH,-6),
18,3 (CH,-11), 33,7 (CH»-12), 34,2 (CH;-15), 29,0 (CH,-16) e 41,0 (CH»-22), sete
sinais para carbonos metinicos (CH) em & 52,6 (CH-5), 118,4 (CH-7), 48,5 (CH-9),
53,5 (CH-17), 33,6 (CH-20), 69,5 (CH-23) e 68,6 (CH-24) e sete sinais para atomos
de carbonos quaternarios em & 217,1 (O=C-3), 48,1 (C-4), 146,0 (C-8), 35,2 (C-10),
43,8 (C-13), 51,5 (C-14) e 60,5 (C-25).

Os sinais no espectro de RMN *3C (Figura 72, p. 180, Tabela 38, p. 175) em
o 118,4 (CH-7), 146,0 (C-8) e & 27,6 (CHs3-30), indicam que o triterpeno em
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guestdo trata-se de um triterpeno com esqueleto tirucalanico que possui um
esqueleto tetraciclico (VIEIRA, 1995). x, p. Y,

A anélise dos espectros de RMN *H (Figuras 69-71, p. 177-179, Tabela 38, p.
175) para o triterpeno V revela a presenca de um grupo cetona ligada ao atomo de
carbono C-3 (& 217,1) no anel A, através do deslocamento quimico e da
multiplicidade do hidrogénio H-2,x em 94 2,76 (dt, J= 5,4 e 14,6 Hz).

A funcdo cetona presente no atomo de carbono C-3 no anel A, pode ser
comprovada através das correlacdes heteronucleares a longa distancia 2Juc entre o
carbono C-3 em & 217,1 com o sinal em &y 2,76, referente ao hidrogénio H-2,, € a
3Juc com os dois grupos metila em & 1,12 (Me-28) e 1,05 (Me-29), apresentada no
mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 74 e 75, p. 182 e 183, Tabela 38,
p. 175).

A ligacdo dupla localizada entre os atomos de carbono CH-7/C-8 pode ser
observada através dos sinais em & 1184 (CH-7) e 146,0 (C-8) presentes no
espectro de RMN *3C (Figura 72, p. 180, Tabela 38, p. 175) e confirmada pela
correlacdo & longa distancia 3Juc entre o atomo de carbono C-8 (3¢ 146,0) com 0s
hidrogénios do grupo metila (CH3-30) em &y 1,03, apresentada no mapa de
correlacéo heteronuclear HMBC (Figuras 74 e 75, p. 182 e 183, Tabela 38, p. 175).

O espectro de RMN *H (Figuras 69-71, p. 177-179, Tabela 38, p. 175) do
triterpeno V apresentou na regido de absorcdo de hidrogénios metilénicos e
metilicos, um dupleto integrando para trés hidrogénios em Jdy 0,97 (J= 5,9 Hz),
referente ao grupo metila Me-21 que, juntamente com 0s outros sete sinais simples,
completam oito grupos metilicos do esqueleto tirucalanico, comprovando assim a
nao oxidacdo de nenhum destes grupos.

A andlise do espectro de RMN *C (Figura 72, p. 180, Tabela 38, p. 175) do
triterpeno V apresentou trés sinais na regiao de absorgcéo de carbonos oxigenados
em & 69,5, 68,6 e 60,5, relativos aos atomos de carbono CH-23, CH-24 e C-25,
reforcando a proposta para a estrutura da cadeia lateral com oxigenacdes.

A presenca de um dupleto em & 2,67 (J= 8,2 Hz) no espectro RMN *H
(Figuras 69-71, p. 177-179, Tabela 38, p. 175) e confirmado pelo mapa de
correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (Figuras 77 e 78, p. 185 e 186) acoplando
com um hidrogénio carbindlico é tipico de um hidrogénio oximetinico de uma funcao

epoxido como descrito por VIEIRA, 1995.
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A presenca da funcdo epoxido na cadeia lateral foi confirmada pelas
correlacbes a longa distancia 2Juc entre o 4tomo de carbono C-25 (& 60,5) com 0s
seis hidrogénios dos dois grupos metila (CH3-26 e CH3-27) em & 1,33 e 1,34,
apresentadas no mapa de correlacao heteronuclear HMBC ((Figuras 74 e 75, p. 182
e 183, Tabela 38, p. 175). As demais correlagbes encontram-se sumarizadas na
Tabela 38.

Os dados espectrais da substancia V estdo de acordo com os dados descritos
na literatura para o triterpeno niloticina isolado de Simaba cedron e descrito por
VIEIRA, 1995 (Tabela 38), confirmando assim a proposta estrutural para o triterpeno
V.
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Tabela 38: Dados de RMN de *H (500 MHz) e de **C (125 MHz) do triterpeno V em
CDCl;, e as correlagcdes observadas nos mapas de correlagdo heteronucleares
HMQC e HMBC. Os deslocamentos quimicos (J) estdo em ppm, e as constantes de
acoplamento (J) em Hz, e comparagcdo com valores de referéncia para o triterpeno
nilocitina (Mo, Vieira, 1995).

Substancia V
HMQC HMBC Mo
fo X lo¥ ZJHc SJHC fo X

C

3 217,1 - H-2a, H-2b H-1b, 3H-28, 3H-29 | 217,0
4 48,1 - H-5, 3H-28 47,9
8 146,0 - 3H-30 145,7
10 35,2 - 3H-19 35,0
13 43,8 - 3H-18 3H-30 43,5
14 51,5 - 3H-30 H-7, 3H-18 51,2
25 60,5 - 3H-26, 3H-27 60,3
CH

5 52,6 1,73 H-9, 3H-28, 3H-29, 52,3

3H-19

7 118,4 5,32 (d, 2,8) 118,0
9 48,5 2,30 3H-19 48,5
17 53,5 1,46 3H-21, 3H-18 53,3
20 33,6 1,83 3H-21 33,7
23 69,5 3,59 (m) H-24 69,2
24 68,6 2,67 (d, 8,2) H-23 3H-26, 3H-27 68,5
CH,

1 38,8 2,01e1,43 3H-19 38,5

2 352 | 2.76 (dt,14,4; 5,4) H-1a, H-1b 34,9

2,26 (td)

6 24,5 2,11 H-5 24,5
11 18,3 1,59 18,2
12 33,7 1,83 e 1,68 3H-18 33,6
15 34,2 1,43 34,0
16 29,0 2,06 e1,24 28,8
22 41,0 1,66 e 1,41 3H-21 40,4
CH;

18 12,8 0,82 (s) 13,0
19 21,8 1,02 (s) H-1a, H-1b, H-5 19,8
21 19,6 0,97 (d, 5,9) 19,9
26 20,0 1,33 (s) - 21,6
27 25,1 1,34 (s) 24,8
28 24,8 1,13 (s) 3H-29 24,9
29 21,6 1,06 (s) 3H-28 21,8
30 27,6 1,03 (s) 27,4
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Figura 71: Ampliacéo da regido de & 2,0 — 3,6 do espectro de RMN *H (500 MHz)
em CDCl; da substancia V



181

WIFEH ERGLEELET WIEH ety i | L [ | el
we el 20625 01
4 OFHes

ki 1INNARE s e

(0051

235 QOOO00ED (O
J45 00000000 &

LN3ATE

—

\\\ Mo

iR

SO ._u.ow..cuc_c, wa SR o 2e & g g
g3-HE BgMe G (MEk: 2 HSSERERH I &5 B F & =5 r 2
y3ads Wik SKT
£2 02
1220600E
FuA]AEJRY LOFITEINOIY -
£ O 2R
2 TH¥ 3
GEAE Ffvh
VoWEIEd 21D 1UEJun] .
BOYEQS LT PL¥NIE “p3dl [EL GU-3£¢ NWd] (ZvgH) SBRYS

\Y

ancia

Espectro de RMN *C (125 MHz) em CDCl; da substa

Figura 72



182

H Fe pie- 7}

wad pos p- dé4 b¢ 05 5/ oot Gel gl G521 00e wdc
ZH 16°6F9s2 | | ‘ 1 [ ) I [t fleel Jia iy (it Ui . S A R s Syt G ! eI S TR i [ Ty
wid 95 i did

W2H00g A3 *

Wl 00 08 e )

sdJazaweved 000 HAN QT

\Y,

ancia

A

00 1 9d
i g9
ZH 001 81
0 455
LE} Mam
THW GPGEERY G2k a5 :
89.2€ 1S
Sugtaweled fBurssaiouy - 24
ZHW 0000K06 BEV 2048
8P £9/L1 21
40 0070 27d
388N 00 02 20d0d
2350 Op 8 vd
3350 026 £d
HE 2200
grzirem 2944043
====z=== 2} TINNYHD s====s== ! m | i . ; el 1
L T __ i o i j ! i ) ,T, ik » ﬁ i ,,_ Y i i i AL ] 1 i !
ZHW 0SGEETL 52T 1045 e i T Ll : , i i
90 0070 I d
3951 (G g cd
2350 G2 k] id
s 13NN
ss====== [ INNYHD ==m==--=
185 000005F0° 0 AUHIH
3350000000070 1S3
35 p1EE0000 0 ¥1130
235 000200000 2ip
95 928rrE00 0 2
33500000000 ¢ 1a
000000051 218N
3 0°662 3l
235N 009 3a
5380 QOE G Ha
¥201 oLty
788 BOGLZ00" L oy
2H £5386F "0 534015
4 BEL'BLaEE 1445
0 sa 1
2658 SN ﬁf/ _
£1002 INIAT0S % | |
9EGSY 01 WA KUM@ o = =
GETIdap 90844 EOSHRNLE6E S 2 E
80-HI 188 90 G OHEOH SHRNBREE N &
173ds W LSNT
£E0° T WL |
22206002 “ajeg

SJajaweued uorjtsinbay - 24

L2

£

ggus

ONJOHd
ONgx 3
FHYN

SuUdlalieded IR0 JUdJaNg

60/E0/ LT

Y1VN3H "H3d0

[E120D 'GETO-2ET NWd]

Espectro de RMN *3C (DEPT 135°, 125 MHz) em CDCl; da subst

Figura 73



183

F
I
.J""*i'uf

J;"III IJI..\-', A

Figura 74: Mapa de correlacao do espectro de HMBC em CDCl; da substancia V



184

wij/ik EGEIR Gy WORHI

WG phg L WIAGT .

w372 0FOFE9¢ HITHE S

w0 (GESl g Wkiddied

W 4581 IHES

vdd §/6°8 Indts

24 £E° 9889 074

Lod pge bg )4

2T e g4

udo 9v5 g [He2 4

20 00: ¥R 24

w00 BRE 2 0ded

w3 00" 2% )

w3 0 2L 257

SUaleuRIRY 1[0 HiN 02

0 g

2 0070 Rl

a 855

Fis o

T G2GE5E G2 £

] )

veot (5
Suziaueaed BUESSIN0N - 4

g 1 od

0 20

0070 1

) 855

IS L]

THW 1020005° BEL 45

B2 15
saaiaweded GUISSAN0NY - 24

Ll Els T

wid. 196 €28 5

I 00r 68 21 L S3014

THN BEGL ST 105

ace al

E : am
S4313URJR0 UGTTISINNY - 14

I Q2RLELL SR 2045

00070 2

a0 Ge'el Ed

JEE 23
wwemszzs 2) TINNYHD waescwes

THH 0007205 E5K
B 0070
3380 0p" g
S050 025
HE
=z L) WINNTHD =s==s===

285 00000000 T M
335 00000000 0 1530
356 GEL1000070 amy
236 O00000F" G a0
35820V PEQ0T0 20
335 36000900 1 ty
95 GaEgUgne 0 or,
0000000°C £LIENT
9900000° Gk 1 25w

¥ 0’682 au
2351 0079 @
3380008 16 Ba
£zl ]

388 250HELED) an
4 QEVEEE | 53014
o 95r 2HYS HUS
ar =l

L] e
1107 LHIATES
B0y oL
gy aguy 510
B8-HI 83 W ¢ (HA0HS
pazdy WTISNT
85 HiT)
£2e05008 Ta3en

SURIFEUEG UBLYLSIADAY - 24

i 0

9 Ddx3
Sges Lk

‘Soaraseues e1eQ TUaLIng

{13

1

—

wl Sool 22740

Li'ge e

¢ 0i-0
k11sg 2=

™
LA

—_ bz =

mm gL i 2% 21 Lwﬁu

< Ns.mu

do espectro de HMBC em CDCl; da

ao

do mapa de correlag

Ampliagéo
\Y

Figura 75

ancia

subst



185

W RS JiBi g

AR (S WA

AT B, G by

s pRier 2 [ty

R 18 GEEE. P

LR Thatd

[l 3 aug

- b i wahd

e s

w08 rif e

™ n3s

= e E [

53R i

w0008 e

Ss0imet S 3000 e (e

* al

L "

2 s

ETEY o

A G n

g = B 1 .

. L, O 55
AR BRI - L)

ol u

L 2

MW 4

& L3

s £

Fie< QODEI6. BEY ®

i

Takap RIS oy
=03 rEE B "
A BESERZ et
o T G2l toss
ol [

i
SaB B S

dan ERihe G20 i
o B2n By
Lt i) 24

bocofbhm 204
e L ﬂ
X1 o
i) iy
avapesan 2 T sesasins

e ool oor ins
woo's 14

g o
im0z .
L =20

i a b ed
% 00D 0 e
238 #(025500 0 vl
9 paceron o i
i podeidY 0 (13
i pEwrTid o -3
8 Bome0o L =
a4 pojeles o e
D0g00cs G L
» AR it
e »
E s
(i -
e POON0E0 D m
e Sandis
B 2 g
L )
& o
<100 TS
woof o
[ 05
Bl 03 e 5 Omaa
A WS
@ ey
BLiCanaT sir
Ab I g GRS - 2
a oo
& e

50/E0/LY  Ya¥NTY

w3u0 [E1302

~Te

ot

.ﬁﬁﬁf .cq#ma.
v N 2
e e o

\-r.\% ”i \\\-—#u

g6y L2-ie
%783 )2

- Bu'D 570

3 : \SE5  Li=i

— T B s

g t T ]

LSl G-
ol gk e
2
£6'0k 1L~
LuBE ¢l
258 ol=3
PR SE pisE e

e

et ..:hp.ﬁ i SRR 53 .S-Jaﬂ.? SIaigs
kLl . -
. g & i @ ol £ e o N 5
%w‘h..zr.@. 4y a\.pM m||||| ivia HEE ST
% : ’ 9& 3 § Tt tspe WLk oo{ﬂ.u v
3 o N S .
...\.x/....,m..@ & Yo e og ﬂwﬂ@ﬂ i

8

ﬁ@%
o
A ,..m_“@
1 ™ 75% x\
| i
T
-9
.b.
-]
-
&
6
g
W
004 Mg (ZvHE) GRSHS

=%
oL g1 1 lya

&'z -4

Figura 76: Mapa de correlacéo do espectro de HMQC em CDCI; da substancia V



186

WISIH rrER T 051 LaliE)
wdjwed £2azs 0 g s i < E lrid
-ﬂﬁﬁhwﬁwﬂw‘_ aw...u%w reR = T s T I e s SRS J_Q,LILIH.IL:I!. S S
ey S G
5 Ep 3 " L v
2 £ 6188 i ued - A 5 R {.ﬂ.} % _J- Szl
v 262 € Ists f el @ % =
M8 AL =] " \b.? AN a Oﬂw.‘? < h...m _
k] T2y .‘ﬁA. - .~\ -t (53
e AL a2 1 ..:f °
L Y %22 #
uisgral s
=3.007a0 3] i
Saalasesen 1374 W 02
o E:d E
R 31 1
o BSS 25
E 73 L] e
DS L000E GOr 1
A 2 ]
»20 3] -
Sl draRn Bl R300d - b
Lo B =}
< ] g
N 0010 Ll
¢ 55 |
E W 2
oW 9910008 BT & - |
20 ]
BT IPara Bl SEAI0ag 2
an 30
9 (g8 Al ¥
AW e 2 £t 18] 7
EHW 2206 GEY L |
2 oL
i o
Wdazaesaed sed peInday - Ly
T D206 BEr s .
2000 9 [ k=
g0 or id -
ut =]
enuwenne §)TRNIED seamers
335 DODOCORG" | A g
125 BODE000 "0 ST
3% Dr231000° 0 ot
145 Goptooat’ | i
156 preosooe” o ae
w8562 i
360 236G ko)
290 002 1E L
e i -]
IRE RLARDEI D oy
Frb 0EhaLaE ST
T 9582805 HIE
o =]
£ N
E1I0Y WIANE
a2 5
DEiDAEDD S0
BR-4l 183 ve g OO
13908 [ It
Ep°L L s
EEAGDT Tarm
SUTaHG UALILEINEI — 5
i %G
L EHAES
g NN

SR GIE0 TRAAND

S0/E0/45  WIVNIY ‘w340 [E1200) 'ASOD NWH| (ZvHE) £894HS

Figura 77: Mapa de correlacdo *H-'*H-COSY em CDCl; da substancia V



187

—e=10

| ppi

ppm

Figura 78: Ampliacdo do mapa de correlacdo *H-'"H-COSY em CDCl; da substancia
\Y



188

Determinacéo estrutural da substancia VI

A substancia VI, isolada do extrato metandlico das raizes de S. suffruticosa,
apresentou-se como soélido amorfo de cor branca.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 80, p. 192) da amostra
apresentou bandas de absorcéo relativas ao estiramento de um grupo carbonila em
1722 cm™, bandas de absorcdo em 2968, 2931 e 2875 cm™ referentes aos
estiramentos das ligacdes C-H para carbonos sp?®, bandas em 1379 e 1469 cm™
referentes ao estiramento das ligacdes de unidades CH,.

O espectro de RMN *3C (Figuras 84 e 85, p. 196 e 197, Tabela 39, p. 190)
em conjunto com o mapa de correlacado heteronuclear HMQC (Figuras 88 e 89, p.
200 e 201, Tabela 39, p. 190) da substancia VI apresentou sinais para 30 atomos de
carbono, sendo oito sinais para carbonos metilicos (CH3) em & 21,8 (CH3-18), 12,9
(CH3-19), 18,3 (CH3-21), 25,7 (CH3-26), 17,6 (CH3-27), 24,6 (CH3-28), 21,6 (CH3-29)
e 27,5 (CH3-30), nove sinais para carbonos metilénicos (CH;) em & 38,5 (CH»-1),
35,0 (CH2-2), 34,3 (CH,-6), 18,3 (CH,-11), 33,7 (CH»-12), 34,1 (CH,-15), 28,2 (CH-
16), 36,2 (CH,-22) e 25,0 (CH;,-23), seis sinais para carbonos metinicos (CH) em &
53,0 (CH-5), 117,8 (CH-7), 48,5 (CH-9), 53,4 (CH-17), 35,9 (CH-20) e 125,2 (CH-24)
e sete sinais para atomos de carbonos quaternarios em & 217,0 (O=C-3), 47,9 (C-
4), 146,0 (C-8), 35,0 (C-10), 43,5 (C-13), 51,2 (C-14) e 131,0 (C-25).

A férmula molecular C3oH4s0 da substancia VI foi estabelecida com base na
analise do espectro de massas, que apresenta pico do ion molecular a m/z= 424
Dalton, juntamente com presenca de 30 sinais de carbono no espectro de RMN **C,
o qual mostram a presenca de sete carbonos quaternarios, seis carbonos metinicos,
nove metilénicos e oito metilicos. Este conjunto de dados permite propor a féormula

molecular para a substancia VI, bem como um IDH igual a sete.
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Os sinais no espectro de RMN *3C (Figuras 84 e 85, p. 196 e 197, Tabela 39,
p. 190) em & 117,8 (CH-7), 146,0 (C-8) e & 27,5 (CH3-30), indicam que o triterpeno
em questdo trata-se de um triterpeno com esqueleto tirucalanico que possui um
esqueleto tetraciclico (VIEIRA, 1995).

A anélise dos espectros de RMN *H (Figura 81-83, p. 193-195, Tabela 39, p.
190) para o triterpeno VI revela a presenca de um grupo cetona ligada ao atomo de
carbono C-3 (& 217,0) no anel A, através do deslocamento quimico e da
multiplicidade do hidrogénio H-2,x em &, 2,75 (dt, J=5,4 e 14,6 Hz).

A funcdo cetona presente no atomo de carbono C-3 no anel A, pode ser
comprovada através das correlacdes heteronucleares a longa distancia 3Juc entre o
carbono C-3 em & 217,0 com os dois grupos metila em Jd; 1,04 (Me-28 e Me-29),
apresentada no mapa de correlacéo heteronuclear HMBC (Figura 86 e 87, p. 198 e
199, Tabela 39, p. 190).

A ligacdo dupla localizada entre os atomos de carbono CH-7/C-8 pode ser
observada através dos sinais em & 117,6 (CH-7) e 146,0 (C-8) presentes no
espectro de RMN *C (Figuras 84 e 85, p. 196 e 197, Tabela 39, p. 190) e
confirmada pela correlacéo & longa distancia ®Jyc entre o &tomo de carbono C-8 (3¢
146,0) com os hidrogénios do grupo metila (CH3-30) em J&; 1,00, apresentada no
mapa de correlacao heteronuclear HMBC (Figuras 86 e 87, p. 198 e 199, Tabela 39,
p. 190).

O espectro de RMN 'H (Figuras 81-83, p. 193-195, Tabela 39, p. 190) do
triterpeno VI apresentou na regido de absorcdo de hidrogénios metilénicos e
metilicos, um dupleto integrando para trés hidrogénios em &, 0,88 (J= 6,4 Hz),
referente ao grupo metila Me-21 o qual, juntamente com 0s outros sete sinais
simples, completam oito grupos metilicos do esqueleto tirucalanico, comprovando
assim a nao oxidacéo de nenhum destes grupos.

A andlise do espectro de RMN **C (Figuras 84 e 85, p. 196 e 197, Tabela 39,
p. 190) do triterpeno VI revelou ainda a presenca de outra ligacdo dupla através dos
sinais em & 131,0 e 125,2, relativos aos atomos de carbono C-25 e CH-24,
indicando a proposta para a estrutura da cadeia lateral com uma ligacéo dupla.

A presenca de um tripleto em d; 5,10 (J= 7,0 Hz) no espectro RMN *H
(Figuras 81-83, p. 193-195, Tabela 39, p. 190) e confirmado pelo mapa de
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correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 90, p. 202) acoplando com dois
hidrogénios metilénicos confirmam a presenca da ligacéo dupla na cadeia lateral.

A presenca da ligacdo dupla na cadeia lateral pode ainda ser confirmada
pelas correlacdes a longa distancia 2Jyc entre os atomos de carbono C-25 (& 131,0)
e CH-24 (& 125,2) com os seis hidrogénios dos dois grupos metila (CH3-26 e CHs-
27) em d4 1,60 e 1,70, apresentadas no mapa de correlagcdo heteronuclear HMBC
(Figura 86 e 87, p. 198 e 199, Tabela 39, p. 190). As demais correlacbes
encontram-se sumarizadas na Tabela 39.

A presenca da ligacédo dupla na cadeia lateral foi corroborada pelo fragmento
m/z= 69 (100%) apresentado no espectro de CG/EM (Figura 79, p. 191, Esquema
2, p. 218).

Os dados espectrais de RMN *3C e 'H descritos na Tabela 39 abaixo para
substéancia VI estdo de acordo com os dados descritos na literatura para o triterpeno
(130,14p3,70a)-lanosta-7,24-dien-3-ona, confirmando assim a proposta estrutural para

o triterpeno VI.
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Tabela 39: Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagcbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do triterpeno VI, e as
comparacdes com valores da literatura (MULHOLLAND et. al., 1998) para os
modelos Mo-1 e Mo-2, os valores das constantes de acoplamento (J) estdo em
Hertz.

Substéancia VI
HMQC HMBC Mo-1 | Mo-2
Jos fo¥ “Juc *Juc & [o%
C
3 217,0 - 3H-28; 3H-29 216,7 | 216,0
4 47,9 - 3H-28; 3H-29 47,8 47,8
8 146,0 - 3H-30 145,2 | 145,9
10 35,0 - 3H-19 35,0 34,9
13 43,5 - 3H-18 3H-30 43,3 43,4
14 51,2 - 3H-30 3H-18 50,9 51,1
25 | 131,0 - 3H-26; 3H-27 1325 | 73,2
CH
5 53,0 1,75 3H-19; 3H-28; 3H-29 55,2 53,1
7 117,8 5,30 118,3 | 117,8
9 48,5 2,27 3H-19 52,2 52,3
17 52,4 1,70 3H-18; 3H-21 48,2 48,4
20 35,9 1,50 3H-21 48,2 35,9
24 | 125,2 5,10 (t, 7,0) 3H-26; 3H-27 1235 | 78,6
CH,
1 38,5 1,90; 1,40 3H-19 38,3 38,5
2 35,0 2,75 (dt. 14,6) 34,8 34,9
2,28
6 34,3 24,3 24,3
11 18,3 1,50 17,7 18,2
12 33,7 3H-18 31,9 429
15 34,1 3H-30 33,6 34,0
16 28,2 29,2 28,2
22 36,2 3H-21 26,9 28,4
23 25,0 2,08 25,9 33,6
CHs;
18 21,8 0,80 (s) 21,5 21,5
19 12,9 1,00 (s) 12,7 12,7
21 18,3 0,88 (d, 6,4) 3H-21 205,8 | 18,2
26 17,6 1,60 (sl) 17,8 24,5
27 25,7 1,70 (sl) 24,5 26,5
28 24,6 1,04 (s) 3H-29 25,6 23.1
29 21,6 1,04 (s) 3H-28 22,8 21,9
30 27,5 1,00 (s) 27,2 27,4
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m/z 271

Esque ma 2: Proposta mecanistica dos principais fragmentos de massas (70 eV)
para a substancia VI.

Data : SRMLI0211.D0OL
Mass Peak # : 559 Ret. Time : | 29.800 - 29,917 )
Scan # 1 3217 - 3231 ) B.G. Scam # : ( 3035 - 3188 )
Base Peak 0 68010 30704)
| P

100 200 300 400 500 600

Figura 79: Espectro de massas da substancia VI
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Determinacéo estrutural da mistura VII

A mistura VII, um sélido branco, foi isolada do extrato de S, subcymosa como
uma mistura de sitosterol, estigmasterol e campesterol. Da espécie S. suffruticosa,
foi isolada uma mistura de sitosterol e estigmasterol, como um soélido branco.

Os fitoesteroides mais comuns sado o [3-sitosterol e o estigmasterol que
freqientemente sdo encontrados dentro do reino vegetal (MOREIRA, 2009). Essas
substancias geralmente ocorrem em misturas devido as suas semelhancas
estruturais, dificultando suas separacbes através de técnicas cromatograficas
usuais. Suas identificacdes vém sendo feitas através de CG/EM e RMN *3C.

Na analise do espectro de RMN 'H (Figuras 92 e 93, pag. 207 e 208, Tabela
40, pag.205) pode se observar um grande acumulo de sinais intensos na regido de
Ay 0,69 a 2,3 que pode ser atribuido aos varios grupos de hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos comprovando a existéncia de um esqueleto esteroidal.

Em & 3,54 pode-se observar a presenca de um multipleto, caracteristico de
um atomo de hidrogénio oxigenado, atribuindo esse sinal ao H-3. Um dupleto em 4
5,36 caracteristico de um atomo de hidrogénio olefinico do esqueleto esteroidal pode
ser relacionado ao H-6 desse esqueleto, comum a todos os compostos da mistura.

A presenca do estigmasterol na mistura pode ser confirmada pelos sinais no
espectro de RMN *H (Figuras 92 e 93, p. 207 e 208, Tabela 40, p. 205) em & 5,00
(dd, J= 8,76 e 15,16 Hz, H-23) e & 5,13 (dd, J= 8,56 e 15,12 Hz, H-22) indicando a
presenca de hidrogénios olefinicos de cadeia lateral.

No espectro de RMN *C-DEPTQ (Figuras 94 e 95, p. 209 e 210, Tabela 40,
p. 205) podemos observar os sinais em & 121,72 e 140,76, que podemos atribuir
aos C-6 e C-5, o sinal em & 71,78 que é o sinal correspondente de um carbono
oxigenado, indicando a presenca de um grupamento hidroxila no atomo de carbono

CH-3, comum a todas as estruturas propostas. Os sinais em & 129,3 e 138,3 (C-23
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e C-22), presentes somente no esterdide estigmasterol, confirmando sua presenca
na mistura.

O campesterol apresenta uma grande semelhanca com o sitosterol, com
excecdo de um grupo metilénico a menos em C-24 na cadeia lateral, o0 que o torna
praticamente indistinguivel do sitosterol.

Pela analise dos dados de CG/EM pode-se confirmar a presenca dos trés
esterdides na mistura. Foram obtidos sinais com tempo de retencao tg = 29,5 min.
(19,16%), tr = 30,2 min. (17,03%) e tg = 31,9 min.(57,7%). Os espectros de massas
obtidos para cada sinal permitiu identificar essas substancias como o esteroide
campesterol (m/z= 400), esterdide estigmasterol (m/z= 412) e o esterdide B-sitosterol
(m/z= 414) (Figura 91, p. 206).

Os dados escritos em conjunto com os dados existentes na literatura para
esses compostos (MOREIRA, 2009) confirma a mistura proposta acima como sendo
uma mistura dos esteréides campesterol, estigmasterol e 3-sitosterol.

Os dados de RMN 3C e *H encontram-se descritos na Tabela 40.



206

Tabela 40: Dados de RMN *H (400 MHz) e *3C (100 MHz) em CDCl; da mistura dos
esteroides VII, e as comparacdes com valores da literatura para os modelos Mo-1
(sitosterol), Mo-2 (estigmasterol) e Mo-3 (campesterol) , os valores das
constantes de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Mistura VII
HMQC Mo-1 Mo-2 | Mo-3"
& H & H & H & & &
(5
5 140,8 - 140,8 - 140,8 - 140,7 140,7 140,7
10 36,2 - 36,2 - 36,2 - 36,1 36,1 36,1
13 | 423 - 423 - 423 - 423 423 423
CH
3 718 | 3,54 (m) 71,8 3,54 (m) 718 [354(m)| 718 718 71,8
6 1217 | 536(m) | 1217 5,36 (m) 1217 [536(m) | 1217 1217 | 1217
8 31,9 31,9 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1 50,1 50,1 50,1
14 56,8 56,8 56,8 56,8 56,8 56,8
17 56,1 56,1 56,1 56,0 56,0 56,0
20 39,8 39,8 37,3 39,8 39,8 37,3
22 - - 138,3 513 - - - 138,3 -
(dd, 8,56; 15,12)
23 - - 129,3 5,00 - - - 129,3
(dd, 8,76; 15,16)
24 | 458 51,2 458 458 51,2 458
25 | 29,2 319 31,9 29,0 319 319
CH.
1 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
2 31,9 31,92 31,9 31,9 319 31,9
4 423 423 423 422 422 422
7 33,9 33,9 33,9 33,9 33,9 33,9
11 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,8 39,8 39,8 39,8
15 24,31 24,3 24,3 24,3 24,3 24,3
16 | 282 28,2 28,2 28,9 28,9 28,9
22 31,9 - - 32,0 - 32,0
23 | 26,0 - - 31,7 26,0 - 31,6
28 23,1 25,4 - - 23,0 25,4 -
CHs
18 18,3 12,3 12,3 12,3 12,3 12,3
19 19,4 19,4 19,4 19,4 19,4 19,4
21 18,8 20,5 14,1 18,8 20,5 14,1
26 19,8 21,2 21,2 19,8 21,2 21,2
27 19,8 19,8 20,2 19,8 19,8 20,2
28 - - - - 18,3 - - 18,2
29 11,9 11,9 - 11,8 11,9 -

“MOREIRA, 2009
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Figur a 92: Espectro de RMN *H (400 MHz) em CDCl; da mistura VII
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Figura 93: Ampliacdo da regi&o de &, 0,6 — 1,4 do espectro de RMN *H (400 MHz)
em CDCI; da mistura VI
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Determinacéo estrutural da substancia VIii

A substéncia VIII foi isolada do extrato metanolico das raizes de S.
subcymosa como um dleo.

A anélise dos dados de RMN **C-DEPTQ (Figura 99, p. 217, Tabela 41, p.
213) apresentou somente 8 sinais de atomos de carbono, sendo sete metinicos
ligados a carbonos sp? e um metilico, caracteristico de grupo metoxila.

Esses dados, em conjunto com os dados do mapa de correlacao
heteronuclear HMBC (Figura 100, p. 218, Tabela 41, p. 213), juntamente com o
espectro de CG/EM o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z= 250 Dalton
(Figura 96, p. 214) nos permitiram apresentar mais sete &tomos relativos a carbonos
quaternarios, propondo a férmula molecular C15H;10N,O, para o alcal6ide VIII do tipo
cantin-6-ona.

O espectro de RMN 'H (Figuras 97 e 98, p. 215 e 216, Tabela 41, p. 213)
apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios de um nucleo benzénico acoplando
entre si, mostrado no espectro de *H-'H-COSY (Figura 102, p. 220) em J; 8,71 (1H,
d, J= 8,2 Hz; H-8), d; 7,73 (1H, t, J= 8,2 Hz; H-9), &, 7,56 (1H, t, J= 8,2 Hz; H-10), &
8,11 (d; J= 7,7 Hz; H-11), caracteristico de um nucleo inddlico livre de substituintes
no anel A (AZOUG et. al.,, 1995) confirmado pelas correlacbes heteronucleares
(HSQC) (Figura 101, p. 219, Tabela 41, p. 213) onde se observam as correlacbes
YJ4c entre CH-8 (& 117,6)/H-8 (& 8,71), CH-9 (& 130,6)/H-9 (& 7,73), CH-10 (&
125,9)/H-10 (J, 7,56) e CH-11 (& 112,6)/H-11 (Jy 8,11).

A presenca do nucleo benzénico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlacdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlacéo
HMBC (Figura 100, p. 218, Tabela 41, p. 213) onde se observam as correlacdes
3Juc entre C-16 (& 139,2)/H-9 (& 7,73)/H-11 (& 8,11); CH-8 (& 117,6)/H-10 (&
7,56); CH-10 (& 125,9)/H-8 (& 8,71); CH-11 (& 122,6)/H-9 (&4 8,11) e C-13 (&
128,6)/H-11 (4, 8,11).
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A presenca de dois dupletos acoplando entre si apresentados no espectro de
RMN *H e no mapa de correlagdo homonuclear *H-'H-COSY (Figura 102, p. 220,
Tabela 41, p. 213), em &, 7,86 e ay 8,78 com uma constante de acoplamento de 5,2
Hz caracteristicos do nucleo indélico de alcaléides com esqueleto cantinbnico, 0s
quais apresentam correlacdes no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura
101, p. 219, Tabela 41, p. 213) “Juc CH-1 (& 113,9)/H-1 (& 7,86) e CH-2 (&
145,9)/H-2 (d,4 8,78).

A presenca de dois dupletos acoplando entre si em oy 7,86 e dy 8,78 foi
corroborada pelas correlacbes heteronucleares a longa distancia apresentadas no
mapa de correlacdo HMBC (Figuras 100, p. 218, Tabela 41, p. 213) onde se
observam as correlagbes 2Jyc entre CH-1 (& 113,9)/H-2 (J; 8,78) e CH-2 (&
145,9)/H-1 (&, 7,86) e a 3Juc entre H-1 (d; 7,86)/C-12 (& 125,4)/C-14 (& 127,5) e
entre H-2 (&, 8,78)/C-13 (& 128,6)/C-15 (& 136,2).

A presenca de dois sinais simples um em &, 7,28 integrando para um
hidrogénio e outro em J; 4,07 integrando para trés hidrogénios, relativo a um grupo
metoxila reforcam a proposta de um esqueleto cantin-6-ona substituido na posicao 5.

A presenca destes dois sinais simples em & 7,28 e &, 4,07 foi corroborada
pelas correlacdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figuras 100, p. 218, Tabela 41, p. 213) onde se observam as
correlagbes 2Jyc entre H-4 (& 7,28)/C-15 (& 136,2)/C-5 (& 154,6) e a Juc com C-
14 (& 127,5).

A localizacdo do grupo metoxila na posicédo 5 no anel lactamico da molécula,
foi definida pela correlacdo heteronuclear a longa distancia (HMBC) (Figura 100, p.
218, Tabela 41, p. 213) onde se observa a correlacdo do carbono quaternario a 3Jyc
entre C-5 (& 154,6) com MeO-5 (o 4,07).

A localizacdo do grupo metoxila na posicédo 5 no anel lactamico da molécula,
foi corroborada pelo fragmento m/z= 221 Dalton (Esquema 3. p. 213).

O conjunto de dados do alcaléide VIII em questdo permitiu definir um
esqueleto do alcaléide 5-metoxicantin-6-ona (Mo-1) (VIEIRA, 1995) um alcaldide ja
isolado de Simaba cedron (VIEIRA, 1995).
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Tabela 41: Dados de RMN de H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCl; e as
correlagcdes observadas nos mapas de correlagdo heteronucleares HSQC e HMBC
do alcaloide VIII, e as comparacbes com valores da literatura, os valores das
constantes de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia VIII
HSQC HMBC Mo-1
& foX “Jnc *Jhc Oc Oy
C
5 154.,6 - H-4 MeO-5 154,4 -
6 154.,6 - 155,2 -
12 125,4 - H-1; 125,1 -
13 128,6 - H-2; H-11 | 129,2 -
14 127,5 - H-1; H-4 127,3 -
15 136,2 - H-4 H-2 136,7 -
16 139,2 - H9; H-11 138,9 -
CH
1 113,9 | 7,86 (d, 5,1) H-2 113,7 7,83 (d, 5,1)
2 1459 | 8,78 (d, 5,1) H-1 145,8 8,76 (d, 5,1)
4 109,8 7,28 (s) 109,8 7,12 (s)
8 117,6 | 8,71(d, 8,2) H-10 117,4 8,70 (d, 7,6)
9 130,6 | 7,73 (d, 8,2) 130,5 7,70 (t, 7,6)
10 1259 | 7,56 (t, 8,2) H-8 125,7 7,53 (t, 7,6)
11 122,6 | 8,11(d, 7,7) H-9 122,6 8,10 (d, 7,6)
CHs
MeO-5 | 57,0 4,07 (s) 56,9 4,07 (s)

m/z 207

Esquema 3: Proposta mecanistica dos principais fragmentos para substancia VIII.
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Figura 96: Espectro de CG/EM da substancia VIII
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Figura 99: Espectro de RMN **C (DEPTQ 135°, 125 MHz) em CDCl; da substancia
VIl
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Figura 102: Mapa de correlacdo *H-"H-COSY em CDCl; da substancia VIII
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Determinacéo estrutural da substancia IX

A substéancia IX foi isolada do extrato metandlico das raizes de S. subcymosa
como um soélido laranja, com ponto de fusdo 207 °C.

A anélise dos dados de RMN **C-DEPTQ (Figura 105, p. 226, Tabela 42, p.
223) apresentou 15 sinais de atomos de carbono, sendo sete metinicos ligados a
carbonos sp®, um metilico caracteristico de grupo metoxila e sete carbonos
quaternarios, sendo caracteristicos de carbono carbonilico.

Esses dados, em conjunto com os dados dos mapas de correlacao
heteronucleares HSQC e HMBC (Figuras 106 e 107 p. 227-228, Tabela 42, p. 223),
nos permitiram apresentar mais sete atomos relativos a carbonos quaternérios,
propondo a formula molecular C15H;0N2O3 para o alcaldide IX com esqueleto do tipo
cantin-2,6-diona.

O espectro de RMN *H (Figura 103 e 104, p. 224 e 225, Tabela 42, p. 223)
bastante semelhante ao do alcaldide VIII, apresenta quatro sinais relativos a
hidrogénios de um nudcleo benzénico acoplando entre si, mostrado no espectro de
'H-'H-COSY (Figura 108, p. 230) em & 8,68 (1H, d, J= 8,1 Hz; H-8), & 7,70 (1H, dt,
J=8,1e 7,7 Hz; H-9), a, 7,51 (1H, t, J= 8,1 e 7,7 Hz; H-10), 4, 7,96 (d; J= 7,7 Hz; H-
11), caracteristico de um nucleo benzénico livre de substituintes no anel A (AZOUG
et. al., 1995) confirmado pelas correlacdes heteronucleares (HSQC) (Figura 107, p.
228, Tabela 42, p. 223) onde se observam as correlacdes 'Jyc entre CH-8 (&
117,9)/H-8 (&, 8,68), CH-9 (& 132,3)/H-9 (& 7,70), CH-10 (& 126,5)/H-10 (dy 7,51)
e CH-11 (& 123,7)/H-11 (& 7,97).

A presenca do nucleo benzénico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlacéo
HMBC (Figuras 106, p. 227, Tabela 42, p. 223) onde se observam as correlacbes
2Juc entre C-16 (& 142,3)/H-8 (& 8,68), CH-9 (& 132,3)/H-10 (J; 7,51), CH-10 (&
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126,5)/H-9 (& 7,70) e *Jyc entre C-16 (& 142,3)/H-9 (& 7,70)/H-11 (& 7,97); CH-8
(& 117,9)/H-10 (& 7,51); CH-10 (& 126,5)/H-8 (J; 8,68); CH-11 (& 123,7)/H-9 (4
7,70) e C-13 (& 135,7)/H-10 (J4 7,51). As demais correlacdes estao descritas na
Tabela 42, p. 223.

A presenca de dois dupletos acoplando entre si apresentados no espectro de
RMN de *H e no mapa de correlacdo homonuclear *H-*H-COSY (Figura 108, p. 230,
Tabela 42, p. 223), em &, 7,76 e dy 6,85 com uma constante de acoplamento de 9,7
Hz caracteristicos do anel lactamico de alcaléides com esqueleto cantindnico, 0s
quais apresentam correlacdes no mapa de correlacéo heteronuclear HSQC (Figuras
107, p. 228, Tabela 42, p. 223) Juc CH-4 (& 125,9)/H-4 (& 7,76) e CH-5 (&
128,4)/H-5 (d; 6,95).

A presenca de dois dupletos acoplando entre si em oy 7,76 e dy 6,85 foi
corroborada pelas correlacbes heteronucleares a longa distancia apresentadas no
mapa de correlacdo HMBC (Figura 106, p. 227, Tabela 42, p. 223) onde se
observam as correlacdes 3Jyc entre H-4 (J; 7,76)/C-6 (& 157,3)/C-14 (& 123,3) e
entre H-5 (& 6,95)/C-15 (& 122,9).

A presenca de dois sinais simples um em &, 7,29 integrando para um
hidrogénio e outro em J; 4,22 integrando para trés hidrogénios, relativo a um grupo
metoxila reforcam a proposta de um esqueleto cantin-2,6-diona substituido na
posicao 3.

A presenca destes dois sinais simples em &, 7,29 e dy 4,22 foi corroborada
pelas correlacdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacao HMBC (Figura 106, p. 227, Tabela 42, p. 223) onde se observam as
correlagées 2Juc entre H-1 (& 7,29)/C-2 (& 157,8) e a *Jyc com C-14 (& 123,3).

A localizacdo do grupo metoxila ligado no atomo de nitrogénio na posi¢ao 3
em um dos anéis lactamico da molécula, foi definida pelo valor do deslocamento
quimico em & 64,7 (bastante desprotegido) apresentado no RMN **C-DEPTQ
(Figura 105, p. 226, Tabela 42, p. 256).

Tal confirmacdo dessa localizacdo foi corroborada através do mapa de
correlacdo homonuclear *H-"H-NOESY (Figura 109, p. 231), o qual apresentou uma
interacado espacial entre H-4 em &; 7,29 com os hidrogénios em d; 4,22 relativos aos

hidrogénios do grupo MeO-3.
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O conjunto de dados do alcaldide IX em questédo permitiu definir um esqueleto
ao do alcaléide 3-metoxicantin-2,6-diona, comparando com os dados de RMN *H e
13C para o alcaléide cantin-2,6-diona (Mo-1) um alcaldide isolado de Simaba cuneata
(VIEIRA, 1995) e com o alcaldide 3-metoxicantin-2,6-diona isolado de S. multiflora
(ARISAWA, et. al., 1983).

Tabela 42: Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCl; e as
correlagcdes observadas nos mapas de correlacdo heteronucleares HSQC e HMBC
do alcal6ide IX, e as comparacbes com valores da literatura, os valores das
constantes de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia IX
HSQC HMBC Mo-1
& (o} “Jnc *Jnc ac fol
C
2 157,8 - H-1 157,7 -
6 157,6 - H-5 H-4 157,8 -
12 123,4 - H-8; H-10 123,0 -
13 135,7 - H-1 H-11 135,8 -
14 123,3 - H-1; H-4 123,4 -
15 1229 - H-5 122,8 -
16 1423 - H-8 H-9; H-11 1425 -
CH
1 115,0 7,29 (s) 115,1 7,30 (s)
4 125,9 7,76 (d, 9,7) 126,0 7,77 (d,9,7)
5 128,4 6,95 (d, 9,7) 128,7 6,96 (d, 9,7)
8 1179 8,68 (d, 8,1) H-10 1179 8,63 (d, 8,1)
9 132,3 | 7,70 (dt, 7,7,8,1) | H-10 H-11 132,4 7,72 (t, 8,1)
10 126,5| 7,51 (dt, 7,7, 8,1) H-9 H-8 126,7 7,52 (t, 8,1)
11 123,7 7,97 (d, 7,7) H-9 124,0 7,98 (d, 7,6)
CH;
MeON-3 | 64,7 4,22 (s) - -
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Figura 103: Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDCl; da substancia 1X
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Figura 104: Ampliacdo da regido de & 6,7 — 8,8 do espectro de RMN *H (500 MHz)
em CDCl; da substancia 1X
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Figura 105: Espectro de RMN *3C (DEPTQ, 125 MHz) em CDCl; da substancia IX
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Figura 106: Mapa de correlacdo do espectro de HMBC em CDCl; da substancia 1X
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Figura 109: Espectro de NOESY da substancia IX
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Determinacéo estrutural da mistura Xl

A mistura XI obtida da fracdo do extrato metandlico de S. subcymosa,
apresentou-se como um sdlido branco.

No espectro de RMN *3C (Figuras 113 e 115, p. 236 e 237, Tabela 43, p.
232) podemos observar um sinal em & 199,7 referente a um carbono oxidado que
pode ser relacionado ao C-3. Os sinais em & 123,7 e & 171,7 caracteristicos de
carbonos com dupla ligagdo podem ser atribuidos aos carbonos CH-4 e C-5
respectivamente, comprovando entdo a existéncia de um sistema endnico.

O espectro de RMN 'H (Figuras 111 e 112, p. 234 e 235, Tabela 43, p. 232)
da mistura apresenta um singleto em Jd; 5,74 que pode ser atribuido ao hidrogénio
H-4, o qual confirma a presenca de uma ligacao dupla nessa posicéo.

A presenca de dois duplos dupletos em & 5,00 e &y 5,12 no espectro de RMN
'H (Figuras 111 e 112, p. 234 e 235, Tabela 43, p. 232) referentes aos hidrogénios
H-22 e 2H-23 confirmam a existéncia da estigmastenona na mistura.

A analise por CG/EM indicou a presenca dos derivados oxidados em C-3,
sitostenona m/z= 412 e estigmastenona m/z= 410 (Figura 110, p. 233).

Os dados descritos acima e presentes na Tabela 43 quando comparados com
dados existentes na literatura (VIEIRA, 1995) confirmam a presenca das estruturas

propostas para a sitostenona (Mo-1) e estigmastenona (Mo-2).
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Tabela 43: Dados de RMN *H (400 MHz) e **C (100 MHz) em CDCl; da mistura XI, e
as comparacdes com valores da literatura para os modelos Mo-1 (sitostenona) e

Mo-2 (estigmastenona),

os valores das constantes de acoplamento (J) estdo em

Hertz.
Mistura Xl
Mo-1 Mo-2
& oY & [o¥ & &
C
3 199,7 - 199,7 - 200,1 200,1
5 171,7 - 171,7 - 172,5 172,5
10 | 35,7 - 35,7 - 36,1 36,1
13 | 42,3 - 42,3 - 42,7 42,7
CH
4 | 1237 5,74 (s) 123,7 5,74 (s) 123,8 123,8
8 35,6 35,6 35,8 35,8
9 53,8 53,8 54,0 54,0
14 55,8 55,8 55,9 55,9
17 55,9 55,9 56,1 56,1
20 | 36,1 40,5 36,3 40,7
22 - - 138,1 | 5,12 (dd; 8,68; 15,24) - 138,4
23 - - 129,4 | 5,00 (dd; 8,48; 14,92) - 129,6
24 45,8 51,2 45,9 51,4
25 | 29,1 32,0 29,3 31,9
CH,
1 38,6 38,6 38,8 38,8
2 34,0 34,0 34,1 34,1
6 33,0 33,0 32,1 32,1
7 32,4 32,4 32,0 32,0
11 21,0 21,0 21,2 21,2
12 39,6 39,6 39,8 39,8
15 | 24,2 24,2 24,3 24,3
16 | 28,2 28,2 29,3 29,3
22 34,0 - - 34,0 -
23 | 26,0 - - 26,2 -
28 | 23,1 25,4 23,3 25,6
CHs;
18 12,2 0,71 (s) 12,2 0,71 (s) 12,2 12,2
19 | 17,4 1,19 (s) 17,4 1,19 (s) 17,5 17,5
21 18,7 21,2 18,9 21,3
26 19,8 20,5 19,2 20,4
27 19,0 | 0,90 (d; 4,16) | 19,0 0,90 (d; 4,16) 18,6 18,6
29 11,9 11,9 12,2 12,2

“VIEIRA, 1995
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Figura 111: Espectro de RMN *H (400 MHz) em CDCl; da mistura XI
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Figura 112: Ampliacéo da regido de &y 0,7 — 1,5 do espectro de RMN *H (400 MHz)
em CDCl; da mistura XI
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Figura 113: Espectro de RMN *3C (DEPT 135° 100 MHz) em CDCl; da mistura IX
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Figura 114: Ampliac&o da regido de 8¢ 10,0 — 31,0 do espectro de RMN *3C
(DEPTQ, 100 MHz) em CDCI; da mistura XI
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Determinacéo estrutural da substancia XIi

Mo-1

A substancia Xll isolada da fracdo metandlica das raizes de Simaba
subcymosa apresentou-se como um 0leo branco.

O espectro na regiao do infravermelho da amostra apresentou bandas de
absorcdo em 2968, 2926 e 2862 cm™ referentes aos estiramentos das ligacdes C-H
para carbonos sp®, bandas de absorcdo em 1741 e 1732 cm™ referentes aos
estiramentos dos grupos carbonilicos e uma banda em 1072 cm™ referente ao
estiramento da ligacéo C-O.

A substancia XIlI apresentou-se bastante semelhante ao teurileno
(Substancia IV ), a diferenca € que essa substancia apresentou um efeito y-gauche
de protecdo nos hidrogénios H-7/H-7". Sua determinacéo estrutural foi feita a partir
de dados de RMN *H e **C-DEPTQ-uni e bidimensionais.

No espectro de RMN *H (Figura 117, p. 244, Tabela 44, p. 242) foi observado
um duplo tripleto em dy 5,11, regido de hidrogénios olefinicos (J= 8,4 e 7,9 Hz)
atribuidos aos dois hidrogénios H-3 e H-3’, e trés duplos dupletos, um em & 4,39
(J=9,5e 7,5Hz; H-7 e H-7"), outro em &, 3,72 (J= 8,7 € 5,0 Hz; H-11") e outro em &,
3,78 (J= 8,2 e 6,7; H-11), ambos referentes a hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados, compativeis com carbonos de anel furanico (SIMOTE, 2006).

Estes valores foram comprovados pelo mapa de correlacdo heteronuclear
HSQC (Figuras 123 e 124, p. 250 e 251, Tabela 44, p. 242), onde se observou as
correlagbes *Jyc entre os tomos de carbono C-11' em & 86,6 com o hidrogénio em
oy 3,72 (H-11"), C-11 em & 84,4 com o hidrogénio em &, 3,78 (H-11) e entre os
atomos de carbono C-7/C-7" em & 78,1 e 77,6 com os hidrogénios em &, 4,39 (H-7
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e H-7"), integrando para dois hidrogénios, como dito anteriormente, compativeis com
deslocamentos quimicos de carbonos com anel furanico.

O duplo tripleto em &, 5,11, regido de hidrogénios olefinicos (J= 8,4 e 7,9 Hz)
atribuidos aos dois hidrogénios H-3 e H-3’ foi comprovado através das correlacdes
heteronucleares observadas no mapa de correlacdo HMBC (Figuras 120-122, p.
247-249, Tabela 44, p. 242), através das correlagdes 2Jyc entre o carbono CH-3 em
& 124,5 com os dois grupos metilénicos 2H-4 e 2H-4° em & 2,10 e 1,95,
respectivamente, e a *Juc com os grupos metilicos 3H-1/3H-1" (& 1,68), 3H-15/3H-
15" (& 1,62) e com os dois grupos metilénicos 2H-5 e 2H-5" em &, 1,50 e &, 1,45.

A presenca de mais quatro grupos metilicos no triterpeno Xl foi confirmada
também através das correlacdes heteronucleares observadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figuras 120-122, p. 247-249, Tabela 44, p. 242) através das
correlacdes 2Jyc entre os atomos de carbono CHs-1/CHs-1" em & 25,7 com os dois
grupos metinicos H-3 e H-3" em d; 5,11 e com os dois grupos metilicos 3H-15 e 3H-
15 em J;1,62, CH3-14/CH3-14" em & 22,8 e 22,6 com 0s dois grupos metinicos H-7
e H-7" em J; 4,39, e dos carbonos CH3-15/CH3-15" em & 17,66 com os dois grupos
metinicos H-3 e H-3" em &, 5,11 e os grupos metilicos 3H-1/3H-1" em J;1,68.

A presenca de dois grupos acetatos no triterpeno Xll foi notada pelos sinais
no experimento de RMN **C-DEPTQ (Figuras 118 e 119, p. 245 e 246, Tabela 44,
p. 242) através dos sinais em & 171,0 e 170,9, caracteristicos de carbonos
carbonilicos, relativos aos grupos carbonila do grupo acetato. Pelo espectro de RMN
13C-DEPTQ (Figuras 118 e 119, p. 245 e 246, Tabela 44, p. 242), pode-se observar
0s sinais em & 21,2 e 21,1, que foram atribuidos as metilas do grupo acetato. No
espectro de RMN de 'H (Figura 117, p. 244, Tabela 44, p. 242), foi observado os
sinais em oy 2,09 (s) e 2,08 (s) integrando para os trés hidrogénios das metilas do
grupo acetato.

A presenca dos grupos acetatos ligados aos C-6 e C-6’ pode ser confirmada,
pela desprotonacao dos H-7 e H-7' com sinais em &; 4,89 quando comparados com
os sinais do teurileno (substancia IV ) que apresenta os sinais dos hidrogénios H-7 e
H-7"em &, 3,81 (HASHIMOTO et. al., 1991)

A proposta da estereoquimica relativa do triterpeno XIlI pode ser vista pelo
mapa de correlacdo 'H-'H-ROESY (Figura 126, p. 253) através das interacdes

espaciais dos hidrogénios do anel furanico H-7 com os grupos metilicos Me-13 e Me-
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14, e do hidrogénio H-7’ com os grupos metilicos Me-13’ e Me-14’; e entre 0S grupos
metila Me-13 com H-11, e do grupo metila com hidrogénio H-11'. As demais
interacdes podem ser observadas no mapa de correlacdo '*H-'H-ROESY (Figuras
126, p. 253).

Através dessas interacdes nos permitiram deduzir uma proposta estrutural
para a molécula, comprovando assim a simetria da molécula do triterpeno XII.

Os dados de RMN em conjunto com os dados do espectro de massas de
baixa resolucdo a 70 eV (Figura 116, p. 243), que apresentou sinal do pico do ion
molecular com m/z= 576 Dalton, permitiram propor a formula molecular C34Hs607
para o triterpeno Xll, sugerindo a presenca de um triterpeno derivado do esqualeno
com a férmula estrutural acima, com fragmentos em m/z= 211, 193, 137, 135, 109,
69 e 43 Dalton (Esquema 4. p. 243).

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo triterpeno
derivado do esqualeno, e propor a estrutura para triterpeno Xl com um substituinte
acetato nos atomos de carbonos C-6 e C-6’, inédito na literatura até o presente
momento.

Os valores dos deslocamentos de RMN *C-DEPTQ e 'H, descritos na
Tabela 44 abaixo foram comparados com os dados de literatura para o triterpeno
teurileno (HASHIMOTO et. al., 1991).
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Tabela 44: Dados de RMN *H (500 MHz) e *C-DEPTQ (125 MHz) em CDCl; e as
correlagbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do triterpeno Xll, e as
comparacdes com valores da literatura para os modelos Mo, os valores das
constantes de acoplamento (J) estdo em Hertz.

Substancia XlI

HMQC HMBC Mo
& [} “Jnc “Juc &
C

2/2’ 131,6 - 3H-1/3H-1’; 3H- 2H-4/2H-4' 130,9

15/3H-15’

6/6’ 72,7172,0 - 2H-5/2H-5’; 3H- 2H-8/2H-8' 73,0

14/3H-14’
10/10’ 83,8/83,6 - 3H-13/3H-13’ H-7/H-7’; 2H-8/2H-8’ 85,3
AcO-6/6' | 171,0/170,9 - -

CH

3/3 124,5 5,11 (dt, 8,4, 7,9) 2H-4/2H-4’ 2H-5/2H-5"; 3H-1/3H-1"; 125,0

3H-15/3H-15’

717 78,1/77,6 4,89 (dd, 9,5; 7,5) 2H-8/2H-8’ 2H-9/2H-9"; 3H-14/3H-14’ | 84,3
11/11 86,6/84,4 3,72 (dd, 8,7; 5,5) 2H-12/2H-12’ 2H-9/2H-9’; 3H-13/3H-13’ | 85,1

3,78 (dd, 8,2; 6,7)

CH,

414 22,1 2,10; 1,95 H-3/H-3"; 2H-5/2H-5’ 22,3

5/5’ 37,5/37,2 1,50; 1,45 2H-4/2H-4’ H-3/H-3"; 3H-14/3H-14’ 38,6

8/8’ 27,0/26,8 1,55 H-7/H-7’ 25,3

9/9’ 34,8/34,1 1,90; 1,60 H-7/H-7"; H-11/H-11"; 3H- | 30,6

13/3H-13’
12/12’ 25,8/25,5 1,85 H-11/H-11’ 29,4

CH;

1/1 25,7 1,68 (sl) H-3/H-3"; 3H-15/3H-15’ 25,6
13/13’ 24,2/24.0 1,20 (s); 1,18 (s) 23,4
14/14’ 22,8/22,6 1,18 (s); 1,16 (s) H-7/H-7’ 24,2
15/15’ 17,7 1,62 (s) 3H-1/3H-1"; H-3/H-3’ 17,6

AcO-6/6' | 21,2/21,1 2,09(s); 2,08 (s) -

"HASHIMOTO et. al., 1991
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Esque ma 4: Proposta mecanistica dos principais fragmentos para o triterpeno XiII.

Figura 116: Espectro de CG/EM da substancia XI|
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Figura 117: Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDCl; da substancia Xl
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Figura 118: Espectro de RMN **C (DEPTQ, 100 MHz) em CDCl; da substancia Xl
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Figura 119: Ampliacdo da regido de &c 10,0 — 40,0 do espectro de RMN *3C
(DEPTQ, 100 MHz) em CDCI; da substancia XIi
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Figura 120: Mapa de correlacao do espectro de HMBC em CDCI; da substancia Xl|
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Figura 121: Ampliacdo do mapa de correlagcéo do espectro de HMBC em CDClI; da
substancia XII
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Figura 122: Ampliacdo do mapa de correlacédo do espectro de HMBC em CDCI; da
substancia XII
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Figura 123: Mapa de correlacdo do espectro de HSQC em CDClI; da substancia Xll
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Figura 124: Ampliacdo do mapa de correlacdo do espectro de HSQC em CDCl; da
substancia XII
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Figura 125: Ampliacdo do mapa de correlacdo ‘H-'H-COSY em CDCl; da
substancia XII
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Figura 126: Ampliacdo do mapa de correlacdo ‘H-'H-ROESY em CDCl; da
substancia XII
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5.2 RESULTADOS DO TESTE DA ATIVIDADE ANTIMALARICA in vitro DO
EXTRATO METANOLICO DAS RAIZES DE S. suffruticosa (SRM) E DAS
SUBSTANCIAS NILOTICINA (SRM1610-1) E CHAPARRINONA (SRM431-2).

O extrato e as substancias foram avaliados em trés experimentos
independentes resumidos nas tabelas e figura abaixo. Em uma triagem inicial, o
extrato e as substancias foram testados em duas concentragbes, 25 pg/mL e 50
Mg/mL, utilizando como padrdo a cloroquina. O extrato e as fracfes testados
apresentaram percentual de reducdo de parasitemia maior que 50% nas duas
concentragdes testadas. Com esse resultado, Tabela 45, o extrato e as fragoes,

foram selecionados para determinacao das Clso Tabela 46 e Tabela 47.

Tabela 45- Percentual de reducdo (% Reducgao) do crescimento de P. falciparum
cloroquina resistente (W2) na presenca do extrato EMRSS e das substancias
niloticina (SRM1610-1) e chaparrinona (SRM431-2).

% Reducéo

Concentragao Concentragao

25 ug/mL 50 pg/mL
SRM 99 100
Niloticina 76 89
(SRM1610-1)
Chaparrinona 100 100
(SRM431-2)
Cloroquina 100 100

Tabela 46- Concentragdo inibitéria de 50% do crescimento (Clsp) do clone W2
(cloroquina-resistente) de P. falciparum contra o extrato EMRSS.
Amostras Cl 50 (Mg/mL) Classificagao
Média + DP
SRM 2,73+0,33 Ativa

Cloroquina 0,102 £ 0,028 Muito ativa

Tabela 47- Concentragdo inibitéria de 50% do crescimento (Clsp) do clone W2
(cloroquina-resistente) de P. falciparum contra as fragbes SRM1610-1 (niloticina) e
SRMA431-2 (chaparrinona).

Amostras  Cl 5o (Mg/mL) Classificacédo

Niloticina 4,85 Ativa
(SRM1610-1)
Chaparrinona 0,067 Muito ativa
(SRM431-2)

Cloroquina 0,060 Muito ativa
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Figura 127: Curvas dose-resposta das amostras testadas contra parasitos do ciclo
sanguineo de P. falciparum (cepa W2), mostrando os valores da concentracéo
inibitoria de 50% do crescimento (Clsp).

O extrato EMRSS testado apresentou um valor de Clsy de 2,73 pg/mL,
apresentando uma boa atividade antimalarica. Nesse teste, a cloroquina, utilizada
como antimalarico padrdo foi considerada como muito ativa apresentando Clso=
0,102 pg/mL.

O teste realizado com as fragbes SRM1610-1 (niloticina) e SRM431-2
(chaparrinona) apresentou valores de Clsy de 4,85 pg/mL e 0,067 pg/mL

respectivamente. Esses resultados mostram que a substancia niloticina (SRM1610-
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1) é ativa, porém, a substancia (SRM431-2) é muito ativa, podendo ser comparada
com a atividade da cloroquina que nesse teste apresentou um Clso de 0,060 pug/mL.
A atividade antimaléarica dessa espécie pode ser relacionada a presenca do
quassinodide chaparrinona (SRM431-2).
O quassindide chaparrinona (SRM431-2) mostrou-se bastante promissor.
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Simaba suffruticosa foi realizado pela
primeira vez, e permitiu o isolamento e a identificacdo de dois quassinoides:
chaparrinona e chaparrina, uma cumarina: 6,7-dimetoxicumarina, trés triterpenos:
teurileno, niloticina e lanostadienona e uma mistura de dois esteroides: sitosterol e
estigmasterol.

O estudo fitoquimico da espécie Simaba subcymosa, levou ao isolamento de
dois alcaldides: 5-metoxicantin-6-ona e 3-metoxicantin-2,6-diona, um quassindide:
simarolido, duas misturas de esterdides: sitosterol, estigmasterol e campesterol;
sitostenona e estigmastenona e um novo triterpeno: acetato de teurileno.

O teste da atividade antimalarica in vitro do extrato metandlico das raizes de
S. suffruticosa e da fragdo SRM1610-1 (niloticina) apresentaram uma boa atividade
antimaldrica quando comparada com a cloroquina, a fragdo SRM431-2
(chaparrinona), apresentou-se como MUITO ATIVA com um valor de Clsp muito
proximo ao valor da cloroquina, que foi utilizada como padréo, (0,067 pg/mL),

mostrando-se altamente promissora.
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