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ABSTRACT

The Rubiaceae family has many pharmaceutically important plants. The species
Simira sampaioana, Simira walteri and Simira pikia belong to this family and are
found in the Southeast, two of which occur only in the of Rio de Janeiro State.
Phytochemicals previous studies of this species showed the presence of indole
alkaloids and terpenoids. In the present study, we investigated the chemical
constituents present in specimens collected in Espirito Santo and Rio de Janeiro
States, Brazil. A new diterpene eritroxileno, 118, 12a-dihydroxy-2,4 (18), 15-
eritroxilatrien-1-one, named Angelocunhol (SV-24) was identified along other 24
compounds already known: the alkaloids maxonine (SV -1), isomalindine (SV-20),
malindine (SV-37a), N- feruloyl serotonin (SV-67), akagerine (SV-88a) and (SV-
88b), ofiorine (SV-74) and the harman (SV-11), corroborating the proposition of
this alkaloid as taxonomic marker of genus; the diterpene simirano B (SV-21);
steroids sitost-4-en-6-ol-3-one (SV-25a), estigmast-4,22-dien-6-ol-3-one (SV-25b),
campest-4-en-6-ol-3-one (SV-25c), fsitosterol (SV-26a), stigmasterol (SV-26b),
sitost-4-en-3-one (SV-27a), stigmast-4,22-dien-3-ol (SV-27b), stigmast-4,22-dien-
3-one (SV-28b), campest-4-en-3-one (SV-28c), O-p-D-glycopiranosylsitosterol
(SV-84); the siringaresinol lignans (SV-86a) and (SV-86b); the phenylpropanoid 3-
hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-propan-1-one (SV-83a) and
peracetylsucrose derivative (SV-103). In addition, evaluations of biological activity
of extracts and isolated compounds were performed. Being the best results
obtained for the methanolic extracts of the woods S. pikia and S. walteri, with 98%

inhibition of growth of yeast of genus Candida.
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RESUMO

A familia Rubiaceae tem muitas plantas farmaceuticamente importantes. As
especies Simira sampaioana, Simira walteri e Simira pikia pertencem a esta
familia e sdo encontradas na regido sudeste, sendo que duas delas ocorrem
somente no estado do Rio de Janeiro. Estudos fitoquimicos anteriores desta
especie mostraram o presenca de alcaloides inddlicos e terpenoides. No
presente estudo, investigamos os constituintes quimicos presentes em espécimes
coletados nos Estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro, Brasil. Um novo
diterpeno eritroxileno, 11B,12a-dihidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona,
denominado Angelocunhol (SV-24) foi identificado, juntamente outras 24
substancias ja conhecidas: os alcaloides maxonina (SV-1), isomalindina (SV-20),
malindina (SV-37a), N-feruloilserotonina (SV-67), akagerina (SV-88a) e (SV-88b),
ofiorina (SV-74) o alcaloide harmana (SV-11), corroborando para a proposigcao
deste alcaloide como marcador taxonémico do género; o diterpeno simirano B
(SV-21), os esteroides sitost-4-en-6-ol-3-ona (SV-25a), estigmast-4,22-dien-6-ol-
3-ona (SV-25b), campest-4-en-6-0l-3-ona (SV-25c), /-sitosterol (SV-26a),
estigmasterol (SV-26b) sitost-4-en-3-ona (SV-27a) estigmast-4,22-dien-3-ol (SV-
27b), estigmast-4,22-dien-3-ona (SV-28b), campest-4-en-3-ona (SV-28c), O-4-D-
glicopiranosilsitosterol (SV-84), as lignanas siringaresinol (SV-86a) e (SV-86b), o
fenilpropanoide 3-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-propan-1-ona (SV-83a) e o
derivado peracetilsucrose (SV-103). Além disso, foram realizados avaliagbes de
atividades biologicas dos extratos e substancias isoladas. Sendo os melhores
resultados obtidos para os extratos metandlicos das madeiras de S. pikia e S.
walteri, apresentando inibicdo de 98% do crescimento de leveduras do género
Candida.



1. INTRODUGCAO

O conhecimento sobre as plantas sempre tem acompanhado a evolugao do
homem através dos tempos (CUNHA, 2005). Citagbes a respeito da utilizacao de
plantas medicinais sdo encontradas em diversos documentos antigos de culturas,
como: sumérios, chineses e egipcios (VALLADAO, 2011). Durante séculos, a
populacdo vem utilizando espécies vegetais para varios fins, tais como,
alucindégenos, venenos, droga, estimulantes, especiarias, perfumes e pigmentos
(DI STASI, 1996).

A necessidade de classificar corretamente os diversos grupos de plantas e
suas aplicagdes sempre foi uma preocupacao relevante. Em meio a essa
necessidade, e visando o melhor conhecimento das plantas em geral, os
taxonomistas utilizaram parametros diversos para a classificacdo das espécies.
Assim, na fungcdo gendmica dos organismos vivos, o fenotipo pode ser definido
pelas caracteristicas morfolégicas, pelas medicdes fisioldégicas e pelas analises
bioquimica (protedmicas) e quimica (metabolémicas) (BRAZ- FILHO, 2010).

Nos ultimos anos verificou-se um crescimento envolvendo a caracterizagao
quimica de fendtipo. As caracteristicas quimicas como a presenca ou auséncia
de pigmentos e a ocorréncia de cristais de natureza organica e inorganica foram e
ainda sdo usados como critério na identificacdo de varias familias (VALLADAO,
2011).

Tal caracterizacdo quimica pode ser realizada através de analise de ma-
cromoléculas (e.g. protebmicas e caracterizagdo de polissacarideos e ligninas) e
de moléculas (micromoléculas) de baixo peso molecular (o metaboloma). O
metaboloma consiste de dois tipos de substancias, os metabdlitos primarios e os
secundarios. O metabolismo primario fornece as substancias envolvidas nas
funcbes basicas essenciais da vida celular — respiracdo e biossintese de
aminoacidos e outras substadncias necessarias para a vida da célula,
basicamente, todos os organismos convivem com o0s mesmos tipos de
metabdlitos primarios. Os metabdlitos secundarios sao especificos das espécies e
participam das interagdes intra- e intercelular do proprio organismo ou com
células de outros organismos (BRAZ -FILHO, 2010).

Os metabdlitos secundarios compdem substancias que possuem estruturas

quimicas e propriedades biologicas diversas, desempenhando um papel



importante na adaptacdo das plantas aos seus ambientes como defesa contra
microrganismos e parasitas (SILVA et al, 2010) protecdo da radiagao solar e
protecao contra herbivoros (GRANATO et al, 2013).

A quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais — fitoquimica, como é
aceita atualmente, se dedica principalmente a caracterizacéo estrutural, avaliacdo
de propriedades e investigagbes biossintéticas de substéncias naturais
produzidas pelo metabolismo secundario de organismos vivos (TORSSELL, 1997;
BRAZ- FILHO, 2010).

Dentro deste contexto, o termo fitoquimica abrange o levantamento e o
estudo de componentes quimicos de vegetais representando importancia
fundamental para o desenvolvimento cientifico da propria quimica de produtos
naturais e contribuem para o avanco de outras atividades cientificas de outras
areas do conhecimento: biologia molecular, botanica ecoldgica, sistematica e
evolutiva, farmacologia, biotecnologia, quimica organica (novos modelos para
sintese, novas reagdes), medicina (descoberta de novos medicamentos),
agricultura (defensivos agricolas) e veterinaria (medicamentos para outros
animais) (ASSUNCAO, 2010; BRAZ- FILHO, 2010).

O estudo fitoquimico, dentre outras fungdes, possibilita a validagao de
plantas medicinais consagradas pela medicina popular, contribui para a
determinacao de alvos biolégicos de importancia farmacolégica e contribui para o
esclarecimento de rotas biossintéticas de diversos constituintes, com a finalidade
de aperfeicoar a producao de metabdlitos secundarios de interesse industrial.
Além de fornecer novos compostos com atividade biolégica ou protétipos para
novos farmacos (YUNES, 2001; BOLZANI et al, 2001 ; VALLADAO, 2011).

Dessa forma, alguns potentes farmacos foram descobertos, e muitos deles
ainda sado usados na terapéutica atual. Como exemplo, os alcaloides vincristina e
vimblastina (Figura 1), isolados da espécie Catharanthus roseus, e que destacan-
se como dois dos mais importantes agentes quimioterapéuticos de uso clinico
corrente contra o cancer (CRAGG,2005; BRAZ- FILHO, 2010).



R = Me; Vimblastina N B
R = CHO:; Vincristina Rﬁ Co,Me

Figura 1: Estruturas dos alcaloides Vimblastina e Vincristina

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de
substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 80% da populagdo de paises em
desenvolvimento faz uso de praticas tradicionais como primeiro recurso na
atencédo a saude, sendo que destes, 85% fazem uso de plantas medicinais
(ROSA et al.,, 2011) e a taxa de crescimento é de 7% ao ano. Outro dado
importante € que 25% dos farmacos prescritos sdo derivados de plantas
(ASSUNCAO, 2010). No Brasil esta situacdo se assemelha, sendo o uso de
plantas medicinais, muitas vezes, o unico recurso terapéutico de inumeras
comunidades e grupos étnicos (GONCALVES et al, 2011; GRANATO et al, 2013).

Embora, o Brasil detenha um dos maiores estoques da biodiversidade do
planeta, a utilizagcdo de dados obtidos da prospeccao fitoquimica em classificagao
taxondmica enfrenta grandes problemas. Um deles é que, apesar do aumento das
pesquisas, o numero de espécies de plantas investigadas quimicamente € muito
pequeno, levando a insuficiéncia de dados disponiveis sobre alguns géneros ou
espécies (VALLADAO, 2011).

Com relacdo aos constituintes quimicos, a familia Rubiaceae apresenta
grande diversidade de metabdlitos secundarios, tais como: iridoides, alcaloides
inddlicos, antraquinonas, flavonoides, outros derivados fendlicos e terpenoides
(BOLZANI et al, 2001). Contribuindo com a bioprodugcdao de metabdlitos
secundarios com um grande potencial farmacolégico (HEITZMAN, 2005).

Considerando a importancia bioldgica dos metabdlitos secundarios isolados
de espécies da familia Rubiaceae, propde-se neste trabalho, desenvolver um
estudo fitoquimico, conduzindo trabalhos de isolamento, purificagdo e

determinacado estrutural e avaliagdo de atividades bioldégicas de extratos e



substancias isoladas das espécies vegetais Simira sampaioana, Simira walteri e
Simira pikia a fim de contribuir com a quimiotaxonomia do género e descoberta de

metabdlitos bioativos.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo:

Isolar e identificar estruturalmente os constituintes quimicos do caule
e folhas das espécies vegetais Simira sampaioana, S. walteri e S.

pikia;

Realizar testes biolégicos, devido ao grande potencial biolégico que
a familia Rubiaceae apresenta, e relato de propriedades toxicas de

outras espécies do género.

Colaborar com a classificagdo do género Simira dentro da familia

Rubiaceae.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae inclui aproximadamente 660 géneros e cerca de
11.150 espécies (ROBBRECHT & MANEN, 2006). Para Verdecourt (1958), a
familia compreende-se em trés subfamilias, Rubioideae, Cinchonoideae e
Guettardoideae. Em 1988, RobbrechT, reconheceu quatro subfamilias,
Cinchonoideae, Ixoroideae, Rubioideae e Antirheoideae, com 44 tribos. Em 1999,
estudos filogenéticos moleculares, como os de Bremer et al. (1999), reconhecem
apenas trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae. Atualmente,
Robbrecht & Manen (2006) reconhecem apenas duas subfamilias, Cinchonoideae
e Rubioideae, e quatro supertribos.

Ocupando o quarto lugar em diversidade entre as Angiospermas, ficando
atras apenas das familias, Asteraceae, Orchidaceae e Leguminosae (DELPRETE,
2004), a familia apresenta ampla distribuigao, principalmente nas regides tropicais
e subtropicais atingindo, também, as regides temperadas e frias da Europa e
Norte do Canada (JUDD et al, 2007).

No Brasil, de acordo com os primeiros trabalhos taxondmicos sobre
Rubiaceae apresentados na “Flora Brasiliensis”, Mueller (1881) e Schumann
(1889) relataram 99 géneros e 1.002 espécies. Atualmente, no Brasil, ocorrem
cerca de 130 géneros e 1.500 espécies, correspondendo a uma das principais
familias de nossa flora, destacando-se como um importante elemento em quase
todas as formagdes naturais (SOUZA, 2005).

Esta vasta familia possui uma quimica pouco variavel, mas com potencial
farmacolégico muito significativo. Dentre essas classes de metabdlitos
secundarios destacam-se os iridoides, as antraquinonas, os triterpenos e os
alcaloides inddlicos, sendo estes considerados como marcadores
quimiotaxondmicos da familia (CARDOSO, 2008).

Diversos constituintes quimicos como flavonoides e outros derivados
fendlicos e terpenoides (diterpenos), também sédo encontrados nesta familia. Na
subfamilia Ixoroideae, os iridoides apresentam-se como marcadores
quimiotaxondmicos, enquanto em Cinchonoideae ha a predominancia de
alcaloides inddlicos, em Rubioideae, as antraquinomas sao a principal classe de

metabolitos secundarios encontrados. Entretanto, na subfamilia Antirrheoideae



nao ha registro da ocorréncia de nenhum destes marcadores quimicos (BOLZANI,
2001).

Embora sejam os marcadores quimiotaxénomicos de Ixoroideae, também é
observada a ocorréncia de iridoides nas demais subfamilias. Porém, segundo
estudos de Inouye et al (1988), € possivel classificar as subfamilias de Rubiaceae
em trés grupos, de acordo com a ocorréncia de diferentes iridoides glicosilados. A
subfamilia Ixoroideae é constituida por espécies que contém os iridoides
gardenosideo, geniposideo e ixorosideo (Figura 2). A subfamilia Rubioideae é
constituida por espécies que contém asperulosideo e acido deacetilasperulosideo
(Figura 2). Enquanto que as subfamilias Cinchonoideae e Antirheoideae sdo
constituidas por espécies que contém loganina (Figura 2) ou secoiridoides e
alcaldides inddlicos (DUARTE, 2012).
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Figura 2: Iridoides nas subfamilias de Rubiaceae

Considerando-se o perfil quimico desta familia, existem muitas espécies
sem qualquer estudo, o que ndo permite a realizagdo e organizagbes dentro da
familia e subfamilias destas espécies, pela influencia de estudos
quimiotaxondémicos (BOLZANI, 2001).

Pertencente a familia Rubiaceae, o género Simira foi classificado na

subfamilia Cinchonoideae e tribo Rondeletieae com base em dados morfoldgicos.



Estudos baseados em dados de filogenética molecular, no entanto, colocam o
género Simira na tribo Simireae dentro da subfamilia Ixoroideae (MORAES,
2009). Recentemente, Kainulainem et al (2010), utilizando a reconstrucdo de
dados de filogenética molecular, reclassifica o género Simira na subfamilia
Ixoroideae na tribo Condamineeae.

Diante dessas alteragdes na classificagdo do género dentro de subfamilias
e de tribos, faz-se necessario reunir dados de diversas areas de estudo, a fim de
confirmar a posicdo desse género dentro da familia. Neste trabalho buscou-se
principalmente, a geragdo de dados quimicos e avaliagbes de atividades

bioldgicas.

3.2. O Género Simira

O género Simira compreende 45 espécies distribuidas pela regido
neotropical, distribuindo-se desde o México até a Bolivia, Paraguai e Brasil, com
especies relatadas nas floras da Colédmbia, Venezuela, Costa Rica, Panama,
Belize, Equador, Peru, Guiana e Argentina. Sendo representado no Brasil por
aproximadamente 19 espécies distribuidas entre os estados do Amazonas, Para,
Goias, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina,
inseridas na Mata Atlantica. Oito espécies sdo encontradas na regido sudeste,
sendo que cinco ocorrem no estado do Rio de Janeiro (SILVA NETO &
CALLADO, 2008; SILVA NETO, 2000; GOMES & BARBOSA, 2014; BARBOSA,
2014; TROPICOS.ORG.).

O nome Simira é popular na Guiana. No Brasil, espécies desse género séo
conhecidas como arariba, arariba-vermelha, arariba-rosa, arariba-branca, quina-
rosa, canela-samambaia, maiate e marfim (SILVA NETO & CALLADO, 2008).

O género é representado por arvores de pequeno a grande porte com
especies de interesse econdmico, reconhecidas pelo valor tintorial, madeireiro,
artesanal e paisagistico para a arborizagao de ruas. Caracteriza-se por apresentar
cerne marrom ou acinzentado, alburno amarelado ou acinzentado quando recém
cortado, adquirindo geralmente coloracédo vermelha, rosea ou violacea quando

exposto ao ar e/ou a luminosidade e que desaparece alguns meses apos a coleta



(CALLADO & SILVA NETO, 2003; PEIXOTO & BARBOSA, 1989; PEIXOTO,
1982).

O interesse sobre o estudo quimico de espécies de Simira basea-se
principalmente nas atividades e substancias de valor farmacoldgico ja
identificadas neste género, sendo que muitas das espécies sao usadas por
nativos como produtoras de substancias corantes, antifebris, tdnicas e purgativas
(PEIXOTO, 1982).

O género Simira apresenta como caracteristica marcante a presenca de
alcaloides f-carbolinicos, que estao presentes em plantas conhecidas por afetar o
sistema nervoso central (CAPASSO et al, 2002). Outra caracteristica do género
Simira é a presencga de substancias fototoxicas, apresentadas por alguns de seus
constituintes quimicos, que funcionam como mecanismo de defesa para a planta,
causando fotodermatites em humanos e animais predadores, conferindo uma
vantagem evolutiva as plantas que possuem essas substancias (ARNASON et al,
1983).

As espécies de Simira que apresentam estudos fitoquimicos até o
momento sdo apresentadas na Tabela 1, onde estdo listadas as substancias
isoladas, as espécies estudadas e as referéncias bibliograficas originais
referentes as substancias. As estruturas para essas substancias estdo

representadas na Figura 3.



Tabela 1: Substancias isoladas do género Simira
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Substéncias Espécie Referéncias
Alcaloides
harmana (1) S. mexicana, S. glaziovii, S. rubra, b,d, e,]j
S. salvadorensis, S. eliezeriana, S.
grazielae
ofiorina A (2) S. glaziovii, S. tinctoria, S. williamsii, S. a,c,j
grazielae
ofiorina B (3) S. glaziovii, S. tinctoria, S. williamsii a, c
sickingina (4) S. tinctoria, S. williamsii C
5a-carboxistrictosidina (5) S. tinctoria, S. williamsii C
acido lianosidico (6) S. tinctoria, S. williamsii C
maxonina (7) S. maxonii f,g,h
lialosilato de metila (8) S. glaziovii A
acido pentaacetillianosidico (9), S. glaziovii A
1,22-lactamlialosideo (10) S. glaziovii A
harmina (11) S. tinctoria, S. williamsii C
estrictosamida (12) S. mexicana D
N-acetil-serotonina (13) S. grazielae J
Cumarinas
isofraxidina (14) S. glaziovii, S. grazielae b, j
escopoletina (15) S. glaziovii, S. tinctoria, S. williamsii, S. b, c,j
grazielae
dimetilfratexina (16) S. glaziovii, S. grazielae b, j
7-hidroxi-8-metoxicumarina (17) S. grazielae J
5,7-dimetoxicumarina (18) S. grazielae J
Terpenoides
simirano A (19) S. eliezeriana B
simirano B (20) S. glaziovii, S. eliezeriana B
lupeol (21), S. glaziovii B
lupenona (22) S. glaziovii B
1B,3p-dihidroxiolean-12-eno (23)  S. glaziovii a,
acido oleanoico (24) S. tinctoria, S. williamsii C
eufol (25), S. glaziovii I
butirospermol (26), S. glaziovii I
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Tabela 1: Substancias isoladas do género Simira (continuagéo)

Substéancias Espécie Referéncias
Esteroides
sitosterol (27) S. glaziovii, S. eliezeriana, S. a,b,ij

grazielae

S. glaziovii, S. eliezeriana, S. b, j
estigmasterol (28)

grazielae
campesterol (29) S. glaziovii, S. eliezeriana B
3p-0-p-D-glicopiranosilsitosterol (30) S. glaziovii, S. grazielae a, |
B-sitostenona (31), S. glaziovii
estigmastenona (32) S. glaziovii
3-O-glicopiranosil-(6,1)-acil-sitosterol (33)  S. glaziovii B
Iridoides
loganina (34) S. tinctoria, S. williamsii C
swerosideo (35) S. tinctoria, S. williamsii C
secoxiloganina (36) S. tinctoria, S. williamsii C
Lignanas
pinoresinol (37) S. eliezeriana, S. grazielae b, j
siringaresinol (38) S. glaziovii B
Outras substancias
hexadecanoato de metila (39) S. glaziovii A
acido hexadecanoico (40) S. glaziovii A
acido octadecanoico (41) S. glaziovii A
acido eicosanoico (42) S. glaziovii A
inositol (43) S. glaziovii I
acido cinamico 3,4-dimetoxicinamato de S. glaziovii
metila (44) A
coniferaldeido (45) S. eliezeriana B
serigaldeido (46) S. eliezeriana, S. grazielae b, j
3,4,5-trimetoxifenol (47) S. grazielae J
6’-O-vaniloilchioside (48) S. grazielae J

a — BASTOS et al, 2002; b - ARAUJO, 2011a; ¢ — AQUINO et al, 1994; d — CASTANEDA et al,
1989; e — ARNASON et al, 1983; f — CASTRO & LOPES, 1986; g — HASBUN et al, 1989; h —
KELLY et al, 1993; i — ALVES et al, 2001; j — SANCHES, 2013.
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3.3. Atividades Biolégicas do Género Simira

O levantamento bibliografico destacou estudos sobre avaliacdo de
atividades biologicas de extratos das espécies Simira glaziovii e S. sampaioana
contra Mycobacterium fortuitum e M. malmoense. Foi realizado um screening de
suscetibilidade, para a determinagdo da atividade dos extratos e particoes de
extratos vegetais em concentragdes fixas de 100 pg/mL, onde as espécies de
Simira nao foram efetivas contra as micobactérias em estudo nessa concentracéo
(FONSECA et al, 2008),

Os extratos metandlicos de casca, flores, frutos, folhas e galhos das
espécies S. glaziovii e S. sampaioana foram avaliados contra antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum em feijdes. O ensaio foi
realizado em placas de microtitulacdo, cada extrato foi dissolvido em 500 uL de
Tween 80 a 0,01g/mL e adicionou-se 20 uL de uma suspensao de conidios de C.
lindemuthianum na concentragdo de 1,2x 10° conidios/m e as placas foram
incubadas a 22 ° C, durante 72h. Os extratos foram considerados inativos por néo
apresentar inibicdo visual do crescimento dos fungos, de acordo com os
parametros adotados para esta avaliacao (PINTO et al, 2010).

Ainda para extratos de S. glaziovii e S. sampaioana, foi realizado a
avaliagdo de atividade contra Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium
kansasii, apresentando concentragdes minimas inibitérias (MIC) superior a 100
ug/mL, resultados considerados nao significativos em um screening de
suscetibilidade, realizado para a determinacdo da atividade dos extratos e
particoes de extratos vegetais (RAMOS et al, 2008).

A avaliagdo do potencial antioxidante, usando o método com DPPH,
apresentou maior atividade a particao hidrometandlica dos galhos de S. glaziovii
(ECs0 21,50 £ 0,30 ppm), a particio em acetato de etila dos galhos de S.
eliezeriana (ECsp 12,03 + 0,07 ppm) e a hidrometandlica (ECso 1,200 = 0,003
ppm) dos galhos de S. grazielae, quando comparados com o controle positivo
rutina (ECso 27,00 £ 0,19 ppm) (ARAUJO et al, 2009).

Neste mesmo estudo, foi avaliado o grau de toxidez frente a larvas de
Artemia salina. Apresentaram atividade as partigdes em CH,Cl, dos galhos de S.
eliezeriana (DL5p169,70 £ 3,20 ppm) e CH,Cl, dos galhos de S. grazielae
(DL50148,80 £ 2,35 ppm) (ARAUJO et al, 2009). Segundo McLaughlin et al (1991)
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extratos ou particbes sdo considerados ativos quando apresentam DLs,<1000
ppm. E avaliagdo do potencial antifungico, usando a técnica de difusdo em agar,
apresentando inibi¢gao frente Candida inconspicua, as particées em CH,Cl, (17
0,06 mm) e acetato de etila (20 £ 0,1 mm) dos galhos de S. glaziovii, quando
comparados com o controle nitrato de miconazol (37 £ 0,3 mm) (ARAUJO et al,
2009).

Os extratos da madeira de S. grazielae, foram testados quanto a atividade
antinociceptiva, injetando-se 0,02mL de solugdo de formalina 2,5% em patas de
camundongos e os resultados expressos como média £ E. P. M. (n = 6) do tempo
de lambedura. O extrato metandlico com tempo de aproximadamente 25s
(p<0,01) e a particdo de acetato de etila com tempo de aproximadamente 25s
(p<0,05) apresentaram melhores resultados na fase neurogénica, em comparagao
com os dados para morfina com tempo de aproximadamente 38s (p<0,05). E na
fase inflamatoria, o extrato metandlico, a particao de acetato de etila e a particao
de diclorometano com tempo de aproximadamente 75s (p<0,05) apresentaram
melhores resultados em comparagdo com os dados para morfina com tempo de
aproximadamente 75s (p<0,05). Neste mesmo estudo, foram avaliados os
potenciais antioxidante, usando o método com DPPH, apresentando melhores
resultados a particdo com diclorometano (ECsp 11,0 ug/mL) e a particdo com
acetato de etila (ECsp 12,9 ug/mL), sendo inferiores a acido ascérbico (ECsq 7,1
ug/mL) utilizado como referencia, porem considerados promissores (SANCHES,
2013) .

Em estudos realizados com S. williamsii e S. tinctoria, os perfis
farmacolégicos dos extratos de éter de petrdleo, cloroférmio, cloroférmio-metanol
e de metanol destas espécies, foram avaliados in vitro com contracdes elétricas
induzidas (ECI), em concentragdes de 300 a 30 ug/mL dissolvidos em DMSO com
um tempo de contato de 15 minutos em banho de o6rgados isolados. O extrato
cloroférmio-metanol foi o mais ativo (ICsp = 116,1ug) e o extrato em cloroférmio
(ICs0 = 400,9 ng), os extratos de éter de petréleo e metanol ndo apresentaram
atividade (CAPASSO et al, 1996; CAPASSO et al, 2002).

As substancias isoladas das espécies S. williamsii e S. tinctoria, foram
testadas sob as mesmas condigdes experimentais em concentragdes de 500, 250
e 100 pg/mL em banho de érgaos, dissolvido em agua destilada, com um tempo

de contato de 15 min. As substancias (4) com ICsp = 1,0 x 10 mol/L, (5) (Tabela
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1, Figura 3) com ICso = 1,3 x 10 mol/L, (3) com ICs = 5,3 x 10”° mol/L, (6) com
ICs0 = 1,3 x 10 mol/L, (34) com ICso = 1,0 x 10 mol/L e (35) com ICs = 4,0 x 10°
* mol/L, apresentaram efeito inibidor significativo em ECI. Os resultados sugerem
que essas substancias possuem propriedades neurosedativas (efeito
neurofarmacoldgico). As demais substancias isoladas nestas duas espécies néo
apresentaram atividade (CAPASSO et al, 1996; CAPASSO et al, 2002).

O alcaloide harmana (1) (Tabela 1, Figura 3) isolado da espécie Simira
mexicana foi testado e apresentou toxicidade frente a Artemia salina (LCso
25ug/mL), e exibiu moderada atividade in vitro contra Plasmodium falsiparum (ICsg
0,97ug/mL) (CASTANEDA et al, 1989). O mesmo alcaléide isolado de S.
salvadorensis, foi testado quanto a fototoxicidade, apresentando inibicdo do
crescimento de Sacharomyces cereviceae, com zona de inibicdo de 4mm
(50ug/disco), resultado que indica atividade fototoxica (ARNASON et al, 1983).

3.4. Atividade etnofarmacolégica

As flores da espécie S. rubescens sao utilizadas para tratar infecgdes na
pele, através de maceracdes e aplicacao local, e as cascas frescas sdo usadas
no tratamento de manchas na cavidade oral e dentaria (JOVEL et al, 1996;
LEWIS & ELVIN-LEWIS, 1984).

Estudos realizados com S. williamsii e S. tinctoria, mostram que essas
espécies sao utilizadas na medicina popular do Peru por sua atividade analgésica
e antiinflamatdria (CAPASSO et al, 1996; CAPASSO et al, 2002).

3.5. Outros estudos para Simira

Para as espécies Simira glaziovii e S. sampaioana, encontrou-se estudos
botanicos com finalidades taxondmicas e de composicao floristica (ALMEIDA &
MACHADO, 2007; BACIGALUPO & CABRAL, 2003; CARVALHO et al, 1996;
GOMIDE et al, 2006; MORAES et al, 2009; PITTA & ANDRADE, 2011; SILVA &
SCARIOT, 2004). Trabalhos de conservacéo florestal regional e restauragéo de
sistemas agroflorestais da Mesoamérica com Simira salvadorensis (DIEMONT et
al, 2004).
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Foram encontrados apenas trabalhos de classificagdo e morfologia
botanica envolvendo a espécie S. pikia (CALLADO & SILVA NETO, 2003;
MORAES et al, 2009), ndo apresentando nenhum trabalho fitoquimico publicado
até o presente momento.

Encontrou-se também, estudos de propriedades anti-corrosivas de extratos
ricos em alcaloides de S. tinctoria em agco de baixo carbono, mostrando-se
promissores os resultados obtidos para inibidores de corrosdao (LECANTE et al,
2011).

3.6 Simira sampaioana

O nome da espécie Simira sampaioana homenageia o botanico brasileiro
Alberto José Sampaio, que trabalhou no Museu Nacional do Rio de Janeiro e se
destacou pelos trabalhos em taxonomia e fitogeografia. Apresenta os nomes
vulgares de arariba, canela-samambaia, marfim e maiate, e a sinonimia Sickingia
sampaioana. Apresenta-se como arvores de 20 a 30 m de altura (ABRAMIDES et
al, 2002; www.cvrd.com.br) que em geral floresce de dezembro a janeiro e frutifica
de agosto a outubro (PEIXOTO, 1982) Figura 4.

No Brasil registra-se a ocorréncia da espécie S. sampaioana nos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina. Esta espécie parece ter sido abundante nas proximidades do Rio Doce;
entretanto, com a derrubada indiscriminada de florestas, tornou-se escassa nessa
regiao (PEIXOTO, 1982).



Figura 4:

Simira sampaioana (BACIGALUPO & CABRAL, 2003)
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3.7 Simira walteri

A espécie Simira walteri foi descoberta recentemente na Reserva Biologica
do Tingua, municipio de Nova Iguagu, no estado do Rio de Janeiro. Onde
individuos da espécie foram encontrados em trechos bem preservados de Mata
Atlantica na Reserva. A descoberta foi feita pelo pesquisador Sebastido José da
Silva Neto, do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro; pela
professora Catia Henriques Callado, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
e pelo auxiliar de campo Walter da Silva (SILVA NETO & CALLADO, 2008).

Os pesquisadores nomearam a planta prestando uma homenagem ao Sr.
Walter da Silva, auxiliar de campo que mora em Tingua e que tem contribuido
para o éxito das pesquisas desenvolvidas na Reserva Biolégica do Tingua, na
Reserva Biolégica de Pogo das Antas, no Parque Nacional de lItatiaia, e no
Parque Estadual da llha Grande, onde acompanha estudantes, professores e
pesquisadores da UERJ, JBRJ, UFRRJ, UENF, entre outras instituicdes (BRASIL,
2008).

A espécie € uma arvore que atinge até 25 metros de altura, ocorrendo em
altitudes de até 600 m. Assemelha-se a S. viridiflora Steyermark, que também
ocorre na Floresta Atlantica de todo o sudeste do Brasil, da qual S. walteri difere,
principalmente, por apresentar folhas elipticas, apice agudo a levemente
acuminado, base aguda, domacia em bolsa com pelos e uma unica fileira de
coléteres na base interna da estipula, Figura 5 (SILVA NETO & CALLADO, 2008).

Embora Simira walteri tenha sido descrita recentemente, ja faz parte da
lista de espécies vulneraveis a extingao, isso porque individuos da espécie sé
foram encontrados em pequenos grupos isolados na Reserva Biolégica do
Tingud, o que a caracteriza esta espécie como endémica da regido. Estudos tém
sido realizados em outras areas de Mata Atlantica com o objetivo de localizar

espécimes de S. walteri, mas sem sucesso até o momento (BRASIL, 2008).
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Figura 5: Simira walteri (SILVA NETO & CALLADO, 2008).
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3.8 Simira pikia

Sinonimia Sickingia pikia K.Schum. Arvore com até 25 m de altura. Folhas
largo-lanceoladas, acuminadas a brevemente cuspidadas no apice. Nao era
coletada havia mais de 100 anos, até ser redescoberta em 1997. Encontrada com
flores em novembro (SILVA NETO, 2000).

A espécie apresenta madeira de coloragdo amarela muito intensa. Nao
apresentando a caracteristica comum dentre as espécies do género Simira, que
adquirem coloragdo vermelha imediatamente apds o corte (CALLADO & SILVA
NETO, 2003).

Apods levantamento bibliografico, tendo como ferramenta principal sites de
pesquisa de artigos cientificos e trabalhos académicos, foram encontrados
apenas trabalhos de classificagdo e morfologia botanica envolvendo a espécie S.
pikia (CALLADO & SILVA NETO, 2003; MORAES, 2009)

4. METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal e classificagao botanica

Os critérios adotados para a escolha das espécies vegetais Simira
sampaioana, Simira pikia e Simira walteri foram baseados na posi¢cao taxonémica,
onde espécies do género Simira como descrito na literatura, sdo ricas em
alcaloides, substancias estas, com uma grande gama de atividades biologicas ja
comprovadas experimentalmente.

O material vegetal de S. sampaioana (folhas e madeira) foi coletado
Reserva Florestal da Companhia Vale, no Distrito Municipal de Linhares, Espirito
Santo, Brasil no periodo de maio de 2011.

As espécies S. walteri e S. pikia tiveram seus materiais (folhas e madeira)
coletados na Reserva Bioldgica do Tingua, municipio de Nova Iguacu, Rio de
Janeiro, no periodo de dezembro de 2012.

A classificagdo botanica das espécies foi confirmada pelo Prof. Dr.
Sebastido José da Silva Neto, sendo adotada para este estudo a classifiacagao

segundo Kainulainem et al (2010).
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4.2Secagem e moagem do material.
A secagem do material botanico feita ao ar livre, e o material apos seco foi

triturado usando-se moinho de martelos.

4.3 Extragao dos constituintes quimicos do material boténico.

A extragdo dos componentes fixos foi feita a frio (macerac¢do) usando-se em
ordem crescente de polaridade os solventes organicos hexano e metanol. As
solugdes obtidas foram destiladas a pressao reduzida em evaporador rotativo,

fornecendo os extratos brutos.

4.4 Identificagao das substancias isoladas

Foram utilizados métodos espectrométricos, tais como, espectroscopia na
regido do infravermelho (IV), de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e °C)
uni e bi dimensional, e de massas (EM); e métodos cromatograficos classicos

como, cromatografia em coluna e em camada delgada (SOUZA et al, 2012).

4.5 Analises cromatograficas

As analises de cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-se gel
de silica, da marca Merck, Darmstadt 60 (0,063—0,200 mm), Sephadex LH 20 e C-
18 (fase reversa).

As analises de cromatografia em camada delgada analitica foram
realizadas em cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 Fzs4 Merck. As
substancias foram visualizadas por irradiagdo com lampada ultravioleta (Aldrich) a
254 nm e 365 nm e/ou pulverizadas com o seguinte reagente cromogénicos
H.SO,4 conc./ Vanilina, seguido de aquecimento, e Dragendorff (solugao de nitrato
de bismuto basico Il em acido acético diluido com iodeto de potassio).

As anadlises em cromatografia em camada delgada, em escala preparativa
foram realizadas utilizando-se placas de vidro 20 x 20 cm, com gel de silica 60
GF254. Para obtengao dessas placas, diluiu-se 20 g de gel de silica em 70 mL de
agua destilada, em seguida, distribuiu-se manualmente essa solu¢do sobre as

placas de vidro.
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4.6 Analises espectrométricas

As analises espectrométricas foram realizadas em aparelhos dos
Laboratérios de Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, DEQUIM — Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro e QEFPN - Universidade Federal do Ceara.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono-13 (RMN 'C) foram obtidos em espectrdmetros da marca Bruker,
modelo DRX-500 e modelo Avance IIIH (ambos 500 MHz para 'H e 125 MHz para
3C). Os espectros de massas (EM) foram obtidos em espectrdmetro de massas
acoplado ao cromatografo gasoso modelo CG/EM-QP-5050, marca Shimadzu,
utilizando impacto de elétrons a 70 eV. E espectrbmetro de massas de alta
resolugcao MicroTOF (ESI-TOF-MS) da marca Bruker.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
aparelho Shimadzu IRA ffinity-1, e as amostras foram analisadas em filme sob
pastilha de KBr.

4.7 Testes de Atividade Inseticida
Os testes de atividade inseticida foram realizados no Laboratéorio de
Quimica de Biotecnologia (LBT — CBB — UENF) sob a supervisao do Prof. Dr.

Francisco José A. Lemos.

4.8 Atividade Antifungica

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados no Laboratério
Fisiologia e Bioquimica de Microorganismos (CBB/UENF), sob a orientagdo da
Professora Doutora Valdirene Moreira Gomes e execugao do Doutorando Gabriel

Bonan Taveira.

4.9 Atividade antitumoral, in vitro, dos compostos SV-40 e SV-74
Os ensaios de atividade antitumoral foram realizados no Laboratério de
Biologia do Reconhecer (LBR - CBB — UENF) sob a orientagcdo do Professor

Doutor Milton Masahiko Kanashiro e execugéo do Doutorando Wagner Terra.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Extragao dos constituintes quimicos do material botanico
As partes boténicas das espécies estudadas, solventes utilizados e massas

dos extratos obtidos encontram-se sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2: Quantidade dos extratos obtidos

Espécie Parte Peso do Solventes Peso dos
Botanica Botanica material (g) extratos (g)
S. sampaioana Folhas 400,0 Hexano 6,3196
Metanol 40,5162
Madeira 6000,0 Hexano 3,7810
Metanol 499,5842
S. walteri Folhas 393,5 Hexano 5,0067
Metanol 37,3621
Madeira 4130,5 Hexano 12,0576
Metanol 299,5606
S. pikia Folhas 2155 Hexano 2,8982
Metanol 31,2346
Madeira 5688,5 Hexano 1,6886
Metanol 146,1863

5.2 Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos de Simira

sampaioana

Apo6s obtencdo dos extratos brutos, aproximadamente 2,5g do extrato
metandlico da madeira de S. sampaioana, foi solubilizada em MeOH/H,O (8:2) e
submetidas a particio com CH.Cl,, AcOEt e n-ButOH (Fluxograma 1). A
realizacao da particao forneceu 3 fragdes e a massa das mesmas estao ilustradas

na Tabela 3.
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Extrato metandlico
da madeira
S. sampaioana

Fracdo em [ Residuo aquoso ]
CH.CI,
[ AcOEt ]_
| |
[ Residuo aquoso ] Fragcdo em
AcOEt
n-ButOH |_|
' I
Fragao em ) Residuo aquoso
n-ButOH [ g ]
J

Fluxograma 1: Particdo do extrato metandlico da madeira de S. sampaioana

Tabela 3: Massa das fragbes obtidas da particio do extrato metandlico da madeira de S.

sampaioana.
Fracao Caédigo Massa (g)
CHCl; SIC 1,3448
AcOEt SIA 0,1894
n-ButOH SIB 0,9308

Do extrato metandlico da madeira de S. sampaioana, também foram
separados aproximadamente 300 mg de extrato bruto para a realizacdo de
extracdo acido-base. A extragéo foi realizada com a adigéo de acido fosforico 4%
e NH;OH até obtencdo de pH 13. Em seguida, foi realizada filtragéo, e os sdlidos
obtidos foram lavados com CHCIs;, fornecendo a fragdo SSEC. A fracdo com

NH4OH foi submetida a extracdo com CHCI3; em funil de separacdo obtendo-se a



fracdo SSFC (Fluxograma 2). As massas das fragdes obtidas encontram-se na

Tabela 4.
Extrato metandlico da
madeira
Simira sampaioana
Acido fosforico
NH,OH
Filtracdo
| |
Fracdo com SSEC
NH,OH
Funil de Separacéao
CHCl;4
| |
[ Residuo sélido } [ SSFC }

Fluxograma 2: Fragdes obtidas na extragao acido-base

Tabela 4: Massas das fragdes obtidas na extragdo acido-base

Fragoes Massa (mg)
SSEC* 89,8
SSFC** 175,7

*(SSEC) — Simira sampaioana extragao CHCl3; ** (SSFC) - Simira sampaioana funil de separagéo

CHCl;

ApOs a obtencao das fragdes, as mesmas foram analisadas primeiramente
por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) para se identificar as

particdes com maior diversidade de substancias, seguido do

fracionamento cromatografico das fragdes mais promissoras.

inicio do
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5.2.1 Estudo fitoquimico da fragao SIC (1,34489)

A fracao SIC (Particao do extrato metandlico da madeira S. sampaioana —
fragdo CH.Cl,) foi submetida a uma coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH em modo de gradiente
de polaridade até 100% de MeOH, fornecendo 47 fragdes que posteriormente
foram reunidas em 9 fracbes, através de comparagdo por cromatografia em
camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fragdes encontra-se na
Tabela 5.

Tabela 5: Estudo cromatografico das fragdes obtidas da fragdo SIC

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
0 SIC-0 203,4
1-2 SICA1 68,1
3-7 SIC-2 38,9
8-11 SIC-3 456,2
12-17 SIC-4 96,7
18-37 SIC-5 145,6
28-45 SIC-6 76,3
46 SIC-7 21,2
47 SIC-8 203,5

5.2.1.1 Estudo fitoquimico da fragao SIC-4 (96,7mg)

ApOs a realizacao de teste para a presencga de alcaloides com reagente de
Dragendorff, a fracdo SIC-4 foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas
ate o isolamento da substancia SV-1. A analise da fracdo SIC-4 encontra-se
sumarizada no Fluxograma 3.

As fragcbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragao caracteristica para alcaloides, quando

reveladas com vanilina sulfurica e Dragendorff.
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SIC-4
(96,7mgq)

CC Silica gel
CH.Cl;:MeOH =

1 1 1 1
SIC4-1 SIC4-2 SIC4-3 SIC4-4 SIC4-5
(6,0mg) (11,2mg) (19,2mg) (16,0mg) (33,7mg)

CC Silica gel
CHQC|21MGOH -

| | | |
SIC42-1 SIC42-2 SIC42-3 SIC42-4

(5,4mgq) (1,0mgq) (2,0mgq) (1,1mgq)
SV-1

Fluxograma 3: Analise Cromatografica da fragdo SIC-4

5.2.1.2 Estudo fitoquimico da fragao SIC-5 (145,0mg)

ApOs a realizagao de teste para a presencga de alcaloides com reagente de
Dragendorff, a fracdo SIC-5 foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas
até o isolamento da substancia SV-11. A analise da fragdo SIC-5 encontra-se
sumarizada no Fluxograma 4.

As fragcdes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragéo caracteristica para alcaloides, quando

reveladas com vanilina sulfarica e Dragendorff.
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SIC-5
(145 6mg)
CC Silica gel
CH.Cl::MelH
SICs-2 ShCE-4 SICE-6 SIC5-8
{(1,1mg) (1,5mq) (15,8ma) (13,2mg)
SICS-1 SICH-3 SIC5-5 SICH-T
(4.8mg) (1.8mag) 11.6mag) (D7.9mg)
ZC Silica gel
CH:Cle b2 OH
SICET-2 SICET-4 SICHT-6B SIC5T-8
(14 dmg) (6.6mag) {4.9mg) (5 4dmg)
SICET-1 SICHT-3 SICET-5 SICET-T
(6. 4mag) (3.9mg) (6. dmg) (7.23mg)

SV-11

Fluxograma 4: Analise Cromatografica da fragdo SIC-5

5.2.2 Estudo fitoquimico da fragao SIB (0,9308g)

Da fracdo SIB (Particdo do extrato metandlico da madeira S. sampaioana —
fragdo n-ButOH) 350,4mg foram submetidos a coluna cromatografica usando
alumina neutra como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH em
modo gradiente de polaridade até 100% de MeOH, fornecendo 32 fragdes que
posteriormente foram reunidas em 3 fracbes, através de comparagcdo por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fracoes

encontra-se na Tabela 6.



Tabela 6: Estudo cromatografico das fragdes obtidas da fragdo SIB

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
0-21 SIB-1 21,6
22-26 SIB-2 97,5
27-32 SIB-3 67,7

5.2.2.1 Estudo fitoquimico da fragao SIB-2 (97,5mg)

ApOs a realizagao de teste para a presencga de alcaloides com reagente de
Dragendorff, a fracdo SIB-2 foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas
até o isolamento das substancias SV-20 e SV-37. A anadlise da fracdo SIB-2

encontra-se sumarizada no Fluxograma 5.

CC Alumina
CHs Tl e M

SIB2-2 SIB2-4
(4,3mg) (1.6mag)
SIB2-1 SIB2-3 SIEZ-S SIB2-7
(4.0ma) (1.0meg) (17.8ma) (2.3mg)

SIB2-8
(4, 1mg)

ZC Silica gel
CHaCly:MeH
SlEZ25-2
(3.50m0) SIBZ25-4 SIBZ2S-6
SV_20 (1,0mg) (0, 7mg)
SIB25-1 SlBE25-3 SlB25-5 SlB2o-7
(3.0mg] (1,7mg] (1.2mg) (1.4mg]

Fluxograma 5: Analise Cromatografica da fragdo SIB-2
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As fragcbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragao caracteristica para alcaloides, quando

reveladas com vanilina sulfurica e Dragendorff.

5.2.3 Estudo fitoquimico da fragao SSFC (175,7mg)

A fracdo SSFC obtida na extragcdo acido-base, foi submetida a coluna
cromatografica usando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes
CH.Cl, e MeOH em modo gradiente de polaridade até 100% de MeOH,
fornecendo 127 fracbes que posteriormente foram reunidas em 6 fracdes, através
de comparagdo por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo

cromatografico das fragées encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8: Estudo cromatografico das fragdes obtidas da fragdo SSFC

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
1-29 SSFC-0 3,4
30-32 SSFC-1 6,6
33-46 SSFC-2 5,2
47-119 SSFC-3 18,6
120-126 SSFC-4 3,9
127 SSFC-5 34,2

5.2.3.1 Estudo fitoquimico da fragao SSFC-3 (18,6mg)

ApOs a realizacao de teste para a presencga de alcaloides com reagente de
Dragendorff, a fragdo SSFC-3 foi submetida a coluna cromatografica usando gel
de alumina como fase estacionaria e como eluentes diclorometano e Metanol em
modo gradiente de polaridade, obtendo-se o isolamento da substancia SV-34. A

analise da fragcado SSFC-3 encontra-se sumarizada no Fluxograma 10.
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S5FC-3

(18.6mag)
CC Alumina
CH. Cle: MelOH

S5FC3-0
(6.2ma)

(5,0mg) (3.3mg) (5,7/mg)

N
ssFcaq || ssFcaz [ SSFC3.3 }
Sv.34

Fluxograma 6: Andlise Cromatografica da fracdo SSFC-3

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragéo caracteristica para alcaloides, quando

reveladas com vanilina sulfurica e Dragendorff.

5.2.4 Estudo fitoquimico do extrato SFM

Aproximadamente 3,600g do extrato bruto metandlico das folhas de S.
sampaioana (SFM), foi submetido a coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH, em modo gradiente de
polaridade até 100% de MeOH, fornecendo 41 fragbes que posteriormente foram
reunidas em 13 fracbes, através de comparagao por cromatografia em camada

delgada analitica. O estudo cromatografico das fragées encontra-se na Tabela 9.

5.2.4.1 Estudo fitoquimico da fragao SFM-11 (131,2mg)

ApOs a realizagao de teste para a presencga de alcaloides com reagente de
Dragendorff, a fragdo SFM-11 foi submetida a coluna cromatografica usando gel
de alumina como fase estacionaria e como eluentes diclorometano e metanol em
modo gradiente de polaridade, obtendo-se o isolamento da substancia SV-40. A
analise da fracdo SFM-11 encontra-se sumarizada no Fluxograma 11.

As fragcbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragao caracteristica para alcaloides, quando

reveladas com vanilina sulfurica e Dragendorff.
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Tabela 8: Estudo cromatografico das fragdes obtidas do extrato SFM

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
1-2 SFM-0 405,8
3-4 SFM-1 205,3
5-6 SFM-2 57,9
7-9 SFM-3 83,1

10-12 SFM-4 69,4
13-19 SFM-5 219,2
20-21 SFM-6 673,6
22-23 SFM-7 229,8
24-26 SFM-8 164,3
27-31 SFM-9 373,8
32-34 SFM-10 271,9
35-39 SFM-11 131,2
40-41 SFM-12 681,3

SEM-T1
(131.2mg)
ZC Alumina
CHClp:MeH
SFERT1-2 SFrT1-4 SFRAT1-6 SFRATT-3
(2. 4ma) (1,4mg) 14.2mg) (2.32mg)
SERT1-1 SERT1-3 SERT1-5 SEMAT1-T
(8.9mg) (3.0mg) (3,5mg) (6.2mg)
SV40

Fluxograma 7: Analise Cromatografica da fragdo SFM-11
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5.2.5 Estudo do extrato hexanico da madeira de S. sampaioana

O extrato hexanico da madeira de S. sampaioana (SHM) foi submetido a
coluna cromatografica usando gel de silica como fase estacionaria e como
eluentes Hexano e AcOEt em modo gradiente de polaridade, até 100% de AcOEt,
fornecendo 42 fragdes que posteriormente foram reunidas em 11 fracdes, através
de comparagdo por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo

cromatografico das fragées encontra-se na Tabela 7.

Tabela 9: Estudo cromatografico das fragdes obtidas do extrato SHM (3,7810g)

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)

0-9 SHM-1 101,5
10-12 SHM-2 720,0
13-14 SHM-3 2432
15-16 SHM-4 343,7

17 SHM-5 515,2
18-19 SHM-6 125,3
20-22 SHM-7 522,3
23-29 SHM-8 138,5
30-34 SHM-9 333,7
35-36 SHM-10 105,9
37-42 SHM-11 137,4

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo caracteristica para terpendides e

esterdides, quando reveladas com vanilina sulfurica.

5.2.5.1 Estudo fitoquimico da fragao SHM-5 (515,2mg)

A fracdo SHM-5 foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas
usando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes Hexano e AcOEt em
modo gradiente de polaridade, até o isolamento das substancias SV-26 e SV-27.

O estudo cromatografico das fragbes encontra-se sumarizado no Fluxograma 6.
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SHM-S
(515.2mg)

CC Silica gel
Hese AnOEL

STHSM'B SHMS5-9

(7.9ma) (19.1mg)
SHW15-2 SHM5-5 SHIIS-10
(5,3mag) (99,3mag) (94 Amg;
S\-26

SHMS -1 SHM5-4 SHMS-T SHMS-11

(8,3mg] (91.2mg) (13.4mag) (106,2mg)

CC Silica gel
Hex AcOEL

SEHMEA -1 SHhSA-2 SHWEA-3 SHMSA-4
(3.2mg) (9,0mg) (25.5mag) (84mg)
SV27

Fluxograma 8: Andlise Cromatografica da fragdo SHM-5

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo caracteristica para terpendides e

esterdides, quando reveladas com vanilina sulfurica.

5.2.5.2 Estudo fitoquimico da fragao SHM-7 (522,3mg)
A fragdo SHM-7 foi submetida a coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionaria e como eluentes Hexano e Acetona em modo gradiente

de polaridade até 100% de Acetona, obtendo-se o isolamento da substancia SV-
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28. O estudo cromatografico das fragbes encontra-se sumarizado no Fluxograma
7.

SHM-T
(5222 mg)
CC Silica gel
Hex Mezis G
SHMT-0 SHMWT-10
(28,0 mg) (62,7 mg]
SHMT-1 SHRT-9
(17,6 mg) (24,6 mg)
SHMT-8
(36 6 mag)

SHMT-3 SHMT-T
(6.3 mg) (62 4 ma)

Fluxograma 9: Analise Cromatografica da fragdo SHM-7

5.2.5.3 Estudo fitoquimico da fragao SHM-8 (138,5mg)

A fracdo SHM-8 foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas
usando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes Hexano e AcOEt em
modo gradiente de polaridade, até o isolamento da substancia SV-21. O estudo

cromatografico das fra¢cées encontra-se sumarizado no Fluxograma 8.
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SHM-B
(138.5mg)

CC Silica gel
Hewx: AnCOEt

SHME-4 SHME-B
(9.5mg) (8,2mag)
SHME-3 SHME-T
(12,4”‘@) [8,4TT'IQ:|
Ty
SHME-5 SHME-10
(23 .4mg) (17.2maq)

SHME-3
(9,0mg)

SHME -1
(9.8mag)

Fluxograma 10: Analise Cromatografica da fragado SHM-8

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo caracteristica para terpenoides e
esteroides, quando reveladas com vanilina sulfurica e valores de Rf indicando

substancias polares

5.2.3.4 Estudo fitoquimico da fragao SHM-9 (333,7mg)

A fracdo SHM-9 foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas
usando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes Hexano e AcOEt em
modo gradiente de polaridade, até o isolamento das substancias SV-24 e SV-25.

O estudo cromatografico das fragdes encontra-se sumarizado no Fluxograma 9.
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(2.3mg) (7.9mg

L

SHVI-2 SHMS-6
(3,1mg) (6.6mg)

SHIVIS-5
SHMO-A
(6 5] (6.0mg)
)

SHMS-11
(27.9ma)
SHWS-10
(67.6mg)

P P
SHMI -1 SHMWS-5 SHMS-3
(3.3mag) 16,2mg) (129.2mg}
|
CC Silica gel
Hex AcOEt

SHMS-4
(6,5mg)

Fluxograma 11: Analise Cromatografica da fragdo SHM-9

r
SHMS-3
(6.0mg)

SHMY-3 SHMO-T

(2.2mQ) (7 9rmg)
SHM-2 SHMO-6
i6,9mg) (6 .6mg)

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de

cromatogramas com manchas de coloragdo caracteristica para terpenoides e
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esteroides, quando reveladas com vanilina sulfurica e valores de Rf indicando

substancias polares.

5.3 Isolamento e purificagao dos constituintes quimicos de Simira walteri

Aproximadamente 23,7680g do extrato bruto metandlico da madeira de S.
walteri (SWM) foi submetido a coluna cromatografica usando gel de silica como
fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH em modo gradiente de
polaridade fornecendo 26 fragcdes que posteriormente foram reunidas em 9
fragdes, através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica.

O estudo cromatografico das fragbes encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10: Estudo cromatografico das fragdes obtidas do extrato SWM

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)

1 SWM-1 5443

2 SWM-2 134,3

3-4 SWM-3 416,3

5-8 SWM-4 630,7

9-10 SWM-5 4047,4

11-16 SWM-6 5938,8

17-21 SWM-7 5253,9

22-25 SWM-8 6145,7

26 SWM-9 571,7

5.3.1 Estudo fitoquimico da fragao SWM-5 (4047,4mg)

A fragcdo SWM-5 foi submetida a coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionaria e como eluentes hexano e acetona em modo gradiente de
polaridade fornecendo 100 fragbes que posteriormente foram reunidas em 14
fragbes, através de comparacéo por cromatografia em camada delgada analitica.
O estudo cromatografico das fragbes encontra-se na Tabela 11.

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo caracteristica para esteroides, e

manchas de coloracéo azul escuro, quando reveladas com vanilina sulfurica.



Tabela 11: Estudo cromatografico das fragdes obtidas de SWM-5
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Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)

1-15 SWM5-1 178,9
16-27 SWM5-2 228,8
28-30 SWM5-3 77,2
31-34 SWM5-4 124,8
35-38 SWMS5-5 133,8
39-42 SWM5-6 180,8
43-47 SWM5-7 135,9
48-54 SWM5-8 290,7
55-60 SWM5-9 193,7
61-74 SWM5-10 218,9
75-79 SWM5-11 156,9
80-85 SWM5-12 378,4
86-93 SWM5S-13 566,0
94-100 SWM5-14 469,6

As fragbes SWM5-10 e SWM5-11 foram submetidas a sucessivas colunas
cromatograficas usando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes
hexano e acetona em modo gradiente de polaridade, sendo, posteriormente, as
fragbes SWM510-2 e SWM511-2, submetidas a cromatografia em camada

delgada em escala preparativa usando como eluentes diclorometano e metanol,

obtendo-se o0 isolamento das substancias SV-83 e SV-86. O estudo

cromatografico das fragées encontra-se sumarizado no Fluxograma 12.



S-S
(4047 4ma)

CC Silica gel
Hex: e, O

SIS SV S- 110 SYIS-11
a4 (218 .9mg) 1156,9mg)

WS- 12
g 14

CC Silica gel CC Silica gel
Hex: e, S0 Hex: e, 20

SAMS 10-6 SRS 11-3 SIS 1-6
47 Ama) (13, 0mg) (13, 7mg)

MBS SWIS11-2 SWM511-5
(50.0rg) (35 4mag) I (22 5mg)
SYWIVS10-4 SWMOTT-1 VM1 1-4
£17.0ma) (3,2mqg) (6,8mag)
SYVIS10-3 CLDP
[13,9”'@ CH. e OH
W51 0-2
.,
(24 1mg) SIS 1 11-1 [ SIS 11-2 }
g.3m
SWM510-1 (svag) 2m9
(17.3mg) CCDP g
CH.Cl e OH

(4.3mg) (16, 7mg)

SWMS51012-1 [gwmmmz-z }
SV-83

Fluxograma 12: Andlise Cromatografica da fragdo SWM-5
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5.3.2 Estudo fitoquimico da fragao SWM-6 (5938,8)

Da fragdo SWM-6, 174,4 mg foram submetidas a coluna cromatografica
usando alumina neutra como fase estacionaria e como eluentes CH,CIl, e MeOH
em modo gradiente de polaridade fornecendo 65 fracbes que posteriormente
foram reunidas em 7 fracbes, através de comparagdo por cromatografia em
camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fragées encontra-se no
Fluxograma 13.

Da fracdo SWM6-6, 40 mg foram cristalizados com metanol e apés
purificagcdo dos cristais com filtracdo e lavagem com metanol obteve-se a
substancia SV-84.

SWWN-B
(174 4mqg)
CC Silica gel
HexMe, CO
SWWNGB-1 SYVNIB-3 SWWNB-5 SWWMB-T
(21,7mqg) (17.8mag) (23,2mg) (26 4mg)

SwihviG-2 ShiG-d SieihlG-6
(1,7mg) (5, 7mg) (63 9mag)

Lavagem de cristais
com MeOH

SiithG-6G SWWINB-6
(14.5mqg) (14 4mg)

S84

Fluxograma 13: Analise Cromatografica da fracdo SWM-6
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5.4 Isolamento e purificagao dos constituintes quimicos de Simira pikia

Aproximadamente 23,1621g do extrato bruto metandlico da madeira de S.
pikia (SPM) foi submetido a coluna cromatografica usando gel de silica como fase
estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH em modo gradiente de polaridade
até 100% de MeOH, fornecendo 29 fragdes que posteriormente foram reunidas
em 12 fragdes, através de comparacado por cromatografia em camada delgada

analitica. O estudo cromatografico das fragdes encontra-se na Tabela 12.

Tabela 12: Estudo cromatografico das fragdes obtidas do extrato SPM

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
1-4 SPM-1 78,7
5-6 SPM-2 26,5
7-9 SPM-3 565,9
10 SPM-4 151,6

11-12 SPM-5 259,6
13-14 SPM-6 335,8
15-16 SPM-7 387,3
17-18 SPM-8 31,7
19-20 SPM-9 5491
21-24 SPM-10 1018,7
25-27 SPM-11 1915,6
28-29 SPM-12 3020,4

Aproximadamente 27,8g do extrato metandlico da madeira de S. pikia, foi
solubilizada em MeOH/H,0 (8:2) e submetidas a particdo com CH,Cl,, AcOEt e n-
ButOH, fornecendo 4 fragbes (Fluxograma 14) Tabela 13.

Do extrato metandlico da madeira de S. pikia, também foram separados
aproximadamente 900 mg de extrato bruto para a realizagdo de extragdo em funil
de separacao com CHCI;, fornecendo a fracdo SPC. As massas das fracdes

obtidas na extragao e na particao encontram-se na Tabela 13.
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Extrato metandlico

da madeira
S. pikia
CH.CI,
I 1
Fragcdo em Residuo aquoso
CH.Cl,
[ AcOEt ]_
| |
[ Residuo aquoso ] Fracdo em
AcOEt

n-ButOH |_|

I
[ Fracdo em

n-ButOH

[ Fracao aquosa ]

/

Fluxograma 14: Particao do extrato metanolico da madeira de S. pikia

Tabela 13: Massa das Fragdes obtidas da Particdo do extrato metanolico da madeira de S. pikia.

Fracao Caédigo Massa (g)
CH.Cl; SPD 18,2519
AcOEt SPA 3,5319
n-ButOH SPB 5,4310
Fracdo aquosa SPFA 0,5771
CHCl3 SPC 0,8691

5.4.1 Estudo fitoquimico da fragao SPM-4 (151,6mg)

A fragdo SPM-4 foi submetida a coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH em modo gradiente de
polaridade até 100% de MeOH, fornecendo 100 fragdes que posteriormente foram

reunidas em 8 fragdes, através de comparagdo por cromatografia em camada
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delgada analitica. A fragdo SPM4-3 foi submetida a coluna cromatografica usando
gel de silica como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH em modo
gradiente de polaridade até 100% de MeOH, sendo posteriormente, a fragéo
SPM4-3 submetida a uma nova coluna cromatografica usando gel de silica como
fase estacionaria e como eluentes hexano e acetona em modo gradiente de
polaridade até 100% de acetona, obtendo-se o isolamento da substancia SV-67.
O estudo cromatografico das fragées encontra-se no Fluxograma 15.

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo azul escuro, quando reveladas com

vanilina sulfurica.

SPh-4
(151 Bmda)
CC Silica gel
CH:Cly - MeCOH
SPA-1 SP4-3 SP4-5 SPd-
(B.5mag) {100 8mg) (3, 1mg) {B.9mg)
SPM4-2 SPMA-4 SPh-B SPMA-3
(1.5mg) (4,0mg) (1.0mg) (5.5ma)
CC Silica gel
HexMe,CO
SPMA3-5
SPM43-1 SPMA3-3 (10.4mg) =PMEE-7
(12,7mg) (9,7mg) SV-67 {6,.9mg]

SPMA3-2 SPMA3-4 SPMA3-6 SPMA3-8

(10,8mg)

(10,9mg)

|

(12,2mq)

I

I

(9,7mg)

|

Fluxograma 15: Analise Cromatografica da fracdo SPM-4
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5.4.2 Estudo fitoquimico da fragao SPM-11 (1915,6mg)

Uma amostra de 563,9mg da fracdo SPM-11 foi submetida a coluna
cromatografica usando RP-18 como fase estacionaria (cromatografia em fase
reversa) e como eluentes H,O e MeOH (1:1) fornecendo 18 fragdes que
posteriormente foram reunidas em 8 fracbes, através de comparagcdo por
cromatografia em camada delgada analitica.

A fracdo SPM11-4 foi selecionadas apds obtencdo de cromatogramas com
manchas de coloragdo caracteristica para alcaloides, quando reveladas com
vanilina sulfurica e Dragendorff, e valores de Rf indicando substancia polar,
obtendo-se o isolamento da substancia SV-74. O estudo cromatografico das

fragdes encontra-se no Fluxograma 16.

ZC Silica C18
H,: WeCH I

SPM11-1 SPM11-3 SPM11-5 SPM1-7
(17.8mag) (18 4maqg) (35,1mqg) (4.2mah

SPM11-2 SPMT1-4 SPRA11-6 SPM11-8
(429 7mg) (20,5mg) 133,5mdg) (4, 7ma)
SV.T4

Fluxograma 16: Analise Cromatografica da fracdo SPM-11

5.4.3 Estudo fitoquimico da fragao SPC (869,1mg)

A fracdo SPC obtida na extracdo, foi submetida a coluna cromatografica
usando gel de silica como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH, em
modo gradiente de polaridade até 100% de MeOH, fornecendo 39 fragbes que
posteriormente foram reunidas em 11 fracbes, através de comparagao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fragdes

encontra-se na Tabela 14.
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Tabela 14: Estudo cromatografico das fragdes obtidas da fragdo SPC

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)

1 SPC-1 27,5

2 SPC-2 22,7
3-4 SPC-3 29,4
5-9 SPC-4 70,3
10-11 SPC-5 82,5
12-13 SPC-6 105,4
14-16 SPC-7 328,6
17-20 SPC-8 162,2
21-24 SPC-9 40,7
25-29 SPC-10 19,3
30-39 SPC-11 20,5

5.4.3.1 Estudo fitoquimico da fragao SPC-7 (328,6mg)

ApOs a realizagao de teste para a presencga de alcaloides com reagente de
Dragendorff, a fragdo SPC-7 foi submetida a coluna cromatografica obtendo-se 6
fragdes, reunidas através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica. A fracdo SPC7-2, foi submetida a cromatografia em coluna com sistema
isocratico, usando como eluentes CH,Cl, e MeOH (95:5) e gotas de NH;OH,
obtendo-se o0 isolamento das substancias SV-88 e SV-92. A fragdo SPC7-4
apresentou formacéao de cristais, que foram solubilizados com MeOH permitindo a
obtencdo da substancia SV-94. A anadlise da fracdo SPC-7 encontra-se

sumarizada no Fluxograma 17.
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CH:Cl; - MeOH I
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|
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sSVe8 b
P74 SPCT2-5 SPCT2-T
SPCTZ- ‘ (4.4ma) { (1.8mg) } { (6.9ma) }
(2,0mg)
| |
SPCT24-1 SPCT24-2
(6 4mg) [ (Z2,1mg) }
SV.82

Fluxograma 17: Analise Cromatografica da fragdo SPC-7
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5.4.4 Estudo fitoquimico da fragao SPA (3,5319mg)

Uma amostra de 2,3413g da fracdo SPA obtida na partigao, foi submetida a
coluna cromatografica usando gel de silica como fase estacionaria e como
eluentes CH,Cl, e MeOH, em modo gradiente de polaridade até 100% de MeOH,
fornecendo 29 fragdes que posteriormente foram reunidas em 12 fracdes, através
de comparagdo por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo

cromatografico das fragées encontra-se na Tabela 15.

Tabela 15: Estudo cromatografico das fragdes obtidas da fragdo SPC

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
1-2 SPA-0 68,4
3-4 SPA-1 101,1

5 SPA-2 8,4
6-7 SPA-3 15,8
8-9 SPA-4 400,6

10 SPA-5 79,8
11-12 SPA-6 137,6
13-14 SPA-7 2497

15 SPA-8 96,1
16-17 SPA-9 212,5
18-19 SPA-10 126,1
20-29 SPA-11 334,1

As fracbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo azul escuro, quando reveladas com

vanilina sulfurica.

5.4.4.1 Estudo fitoquimico da fragao SPA-8 (96,1mg)

A fracdo SPA-8 foi submetida a coluna cromatografica obtendo-se 6
fragdes, reunidas através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica. A fragao SPA8-3, foi submetida a cromatografia em camada delgada em
escala preparativa, usando como eluentes CHCI; e acetona (1:1), obtendo-se o
isolamento da substancia SV-97. As analises da fragdo SPA-8 encontram-se

sumarizadas no Fluxograma 18.
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SPA-E
(96,1mg)

CC Silica gel
'::H:':'E . MEQCD

SPAS-T SPAB-3 SPASS
(1,1mg) (11.6mag) (2.9mg)
SPAS-2 SPAG-A SPAG-B
(24.2mag) 16.4mg) (37.2mg)

CCOP
CHC . MexC0
SPASZE-T SPAGS-2Z SPAB3-3
(6.6ma) (1,9mg) (1,3mg)
SVoT

Fluxograma 18: Analise Cromatografica da fragdo SPA-8

5.4.4.2 Estudo fitoquimico da fragao SPA-9 (212,5mg)

A fracdo SPA-9 foi solubilizada com MeOH e as fragdes resultantes
submetidas a cromatografia em camada delgada em escala preparativa, usando
como eluentes CHCI3; e acetona (1:1), obtendo-se dessa forma as substancias
SV-99 e SV-100. As analises da fracdo SPA-9 encontram-se sumarizadas no

Fluxograma 19.
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Lavagem de
cristais com
he CH
SPA-9 SPA-Y
(35.2mg) (177.3mg)
CCOF CCOP
CHCI;  Me 2O CHCI; : Me,CO

SPAS-Z SPAS-T
(S .0mg)

Fluxograma 19: Analise Cromatografica da fragdo SPA-9

5.4.5 Estudo fitoquimico da fragao SPFA (577,1mg)

A fragdo SPFA obtida na particdo foi analisada através de cromatografia
em camada delgada analitica, apresentando quando reveladas com vanilina
sulfurica, indicando substancias muito polares. A fracado foi entdo submetida a
uma acetilagdo com piridina e anidrido acético (1:2, v/v, 24h), afim de reduzir a
polaridade das substancias presentes na fragdo. Posteriormente, a fracdo SPFA
acetilada (753,2 mg), foi submetida a coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionaria e como eluentes CH,Cl, e MeOH, com eluicdo em modo
gradiente de polaridade até 100% de MeOH, fornecendo 121 fragdes que
posteriormente foram reunidas em 11 fragdes. O estudo cromatografico das

fragdes encontra-se na Tabela 16.
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Tabela 16: Estudo cromatografico das fragdes obtidas da fragdo SPFA

Fracbes Reunidas Caddigo Massa (mg)
1-14 SPFA-1 206,7
15-18 SPFA-2 19,9
19-32 SPFA-3 21,3
33-54 SPFA-4 12,1
55-74 SPFA-5 17,8
75-86 SPFA-6 15,9
87-97 SPFA-7 18,0

98-106 SPFA-8 17,7
107-112 SPFA-9 20,4
113-116 SPFA-10 18,9
117-121 SPFA-11 42,9

As fragcbes trabalhadas foram selecionadas apds obtencdo de
cromatogramas com manchas de coloragdo azul escuro, quando reveladas com

vanilina sulfurica.

5.4.5.1 Estudo fitoquimico da fragcao SPFA-1 (206,7mg)

A fracdo SPFA-1 foi submetida a coluna cromatografica obtendo-se 10
fragdes, reunidas através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica. A fragdo SPFA1-6 foi submetida a cromatografia em camada delgada
em escala preparativa, usando como eluentes hexano e acetona (3:1), obtendo-se
o isolamento da substancia SV-103. As analises da fragcdo SPFA-1 encontram-se

sumarizadas no Fluxograma 20.
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SPRA-1
(206, 7mg

ZC Silica gel
Hewx: e, &0

SPFA1-4 ——
(40.8mg) (20.3mag)
SPEA-3 -
(11.2mag) (14 8mg)
SPEA1-2
(16 8mg) ﬁjgﬂ;;
SPFA1-1 SPEAID
(9.0mg} (51,1mg)

e
SPFA1-0 SPFA1-S CCDP
(4 2ma) (6.5ma) CHC; - MisCi0

SFPFATE-1 sPRATE-2 SPFA1B-3
(21,3mag) 14,1mg) (0,8mg)
SV-103

Fluxograma 20: Analise Cromatografica da fragdo SPFA-1
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5.5 Testes de Atividade Bioldgica

5.5.1 Teste de Atividade Inseticida
5.5.1.1 Manutenc¢ao dos mosquitos

Os mosquitos A. aegypti da linhagem Rockfeller foram obtidos da colénia
do Setor de Entomologia do Instituto de Biologia do Exército (IBEX-RJ) e foram
mantidos no insetario do Laboratério de Biotecnologia da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

As larvas utilizadas nos experimentos foram criadas em bandejas com agua
destilada a temperatura ambiente. A dieta das larvas consistiu de racdo de
camundongo. Os mosquitos adultos foram mantidos a temperatura ambiente em
gaiolas umidificadas contendo uma solugado de sacarose 10%. A producgéo de
ovos foi induzida a partir do oferecimento de sangue de camundongo as fémeas.
Os ovos foram depositados em papel de filtro umedecido dois dias apds a dieta
sanguinea. Os ovos foram colocados em agua destilada para a eclosdo das

larvas.

5.5.1.2 Preparo das solugoes estoque e dos testes

A solucao do extrato de S. sampaioana, de volume de 20 mL e concentracao
de 1% (10,000 ppm), foi diluida inicialmente em solvente apropriado (DMSO) e
depois acrescentado agua destilada para se obter as diferentes solu¢gdes usadas

nos testes, com concentragdes entre 200 até 0,01 ppm. (WHO, 2005).

5.5.1.3 Bioensaios

As larvas do mosquito foram expostas as varias solugdes testes com
concentracdes definidas a fim de descobrir a faixa de concentracdo que apresenta
atividade. Um controle foi usado paralelamente. Apds determinar a mortalidade
das larvas nestas variadas solugdes, concentragcbes que obtivessem mortalidade
entre 10 % e 95 % em 24 h ou 48 h seriam usadas para determinar os valores de
LCsp e LCy utilizando o software Log-Probit (WHO, 2005).

Lotes de 15 larvas de terceiro e quarto estadio foram transferidos para copos
descartaveis contendo de 100 a 200 mL de agua. A solucdo teste com a
concentracdo desejada foi adicionada aos copos, da maior para a menor

concentracdo. Quatro réplicas foram utilizadas para cada concentragdo e um
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numero igual de controles foi usado simultaneamente com agua e o solvente
usado na dissolugdo da amostra (DMSO). Cada amostra foi repetida, pelo menos,
trés vezes em dias diferentes.

Os recipientes dos testes foram mantidos entre 25 e 28 °C e num
fotoperiodo de 12 h de luz seguido por 12 h de escuro. Apos 24 h de exposigao, a

mortalidade das larvas foi registrada.

5.5.2 Atividade anticancerigena, in vitro, dos compostos SV-40 e SV-74

5.5.2.1 Cultura das linhagens de células de origem tumoral

As linhagens de células leucémicas (U937 e MOLT-04), de pulmao (H460)
e de colo (Colo-205) foram adquiridas da American Type Culture Collection
(ATCC). As células foram cuidadosamente armazenadas em garrafas estéreis
com meio de cultura trocado rigidamente a cada dois dias e estufa a temperatura
corporal humana de forma que estas estivessem livres de contaminagido e
crescendo constantemente. As garrafas foram mantidas em estufa (Forma

Scientific Inc., modelo 3159) com 5 % de CO, e umidade controlada.

5.5.2.2 Ajustes das culturas Celulares

Antes de se iniciar qualquer processo de analise biolégica a integridade
das células foi verificada através de microscépio Axiovert 135M.

Confirmada a integridade das células sua quantificacdo foi feita em
camara de Neubauer (Boeco) com coloragéo vital por Trypan Azul (Sigma, T6146)
na concentragédo de 0,4 mmol/L (50 yL do meio de cultura com células + 50 uL do
corante em um ependorf). Uma aliquota das células de cada cultura foi
quantificada e sua concentragdo foi verificada de forma que se utilizou a
centrifuga (1500 rpm durante 5 min), a fim de ressuspender as células em novo
volume de meio de cultura DMEM/F12 completo, de modo a obter-se a
concentragdo de 1,0 x 10° células/mL. Além disso, esse procedimento visa
adicionar um novo meio de cultura as células, evitando assim a auséncia de
nutrientes e consequentes mortes por inanigao.

As células do tipo H460 e Colo-205, aderentes, foi necessario o uso de
tripsina completa (2,0 mL EDTA 2,5 %, 7,0 mL de PBS e 1,0 mL de tripsina) a fim
de desaderir as células da parede da garrafa MED (1 mL de tripsina completa

para uma garrafa média com 15 mL de células, apds retirada do sobrenadante).
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Movimentos repetidos foram feitos de forma a desaderir as células do fundo da
garrafa. Por fim acrescentou-se meio de cultura e, em seguida, centrifugou-se as

células a 1500 rpm durante 5 minutos.

5.5.2.3 Ensaio Metabdlico com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de

difeniltetrazolium)

O ensaio metabodlico com MTT foi realizado de acordo com metodologia
descrita por Lopes (2012), que tem por base a redugao do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-brometo de difeniltetrazolium, chamado MTT, a formazan, um composto de

cor purpura, através da enzima succinato desidrogenase mitocondrial (Figura 6).

@_{N\l’\l Redugéo @_{
Nf'l‘ N Succinato desidrogenase - N=N
\f mitocondrial \/—:N
Br S

MTT (amarelo
( ) Formazan (puarpura)

Figura 6: Esquema da reducdo do MTT a formazan pela succinato desidrogenase mitocondrial
(LOPES, 2012)

Para os testes utilizou-se placas de 96 pogos onde em cada pogo
colocou-se 100 uL de células em meio de cultura com a concentragdo ajustada
para 1,0 x 10° células/mL. As placas foram deixadas em repouso na estufa, a fim
de que as células voltassem a atividade normal.

A diluicao das solugbes em PBS dos compostos foi realizada em meio D-
MEM/F12 (Gibco, BRL) suplementado com 10 mL de soro fetal bovino e 100 pyL
de gentamicina (Gibco, BRL) para cada 100 mL de meio de cultura. Os
compostos foram entao diluidos até as concentragcbes de trabalho de 200; 100;
50; 25; e 12,5 uymol/L.

ApoOs quatro horas para as células leucémicas e seis horas para as
células de cancer de pulméo e colo foram acrescentadas cinco concentragcbes de
cada amostra aos pogos contendo o meio de cultura.

As células foram submetidas ao tratamento por 36 horas e a seguir a
viabilidade foi avaliada pelo teste de metabolizacdo do MTT. A cada poco foram

acrescentados 20 yL de uma solu¢do de MTT (5,0 mg/mL dissolvido em tamp&o
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fosfato salino pH 7,2). Apés 4 horas de incubagado, foram retirados 120 yL do
sobrenadante das culturas de células tumorais e os cristais purpuras precipitados
de formazan foram solubilizados em 150 pL de solugéo de isopropanol P.A. com
HCI fumegante em proporgao de 0,6 v/v de HCI.

As placas foram submetidas a centrifugacéo por 10 min a 1500 rpm e 100
ML do sobrenadante foram transferidos para outra placa de cultura de 96 pocos e
lida na sequéncia em espectrofotdmetro multicanal com comprimento de onda

ajustado para 570 nm.

5.5.3 Atividade Antifungica

5.5.3.1 Obtencao dos extratos

Foram separadas aliquotas de 4mg do extrato bruto metandlico da madeira
das espécies Simira pikia e S. walteri. As mesmas foram solubilizadas em 10% de
DMSO (Dimetilsulfoxido - MERCK) e o volume final da amostra foi ajustado, com
agua ultra pura para 1 ml.

O extrato bruto metandlico da madeira das espécies Simira samapaioana
nao foi utilizados nesse teste, pois sua intensa coloragdo avermelhada poderia

comprometer a leitura dos resultados.

5.5.3.2 Obtencao das leveduras

Inéculos das células das leveduras Candida tropicalis e Candida buinensis
foram retirados dos tubos contendo agar Sabouraud inclinado e transferidos para
placas de Petri contendo agar Sabouraud. As células foram mantidas por um
periodo de 24h a 30 °C. Apés este periodo, as células foram utilizadas no ensaio
no qual, com o auxilio de uma alga de semeadura, colénias foram retiradas e
adicionadas a 10 mL de meio de cultura (caldo Sabouraud), para que se fizesse a
quantificacdo das mesmas em camara de Neubauer através do uso de um

microscopio Optico (Axiovison 4, Zeiss).

5.5.3.3 Analise da inibicao do crescimento de leveduras
Apos quantificagédo, as células das leveduras Candida tropicalis e Candida
buinensis (1,0 x 10* células/mL) foram incubadas em 200 uL de caldo Sabouraud

contendo 100 yL do extrato bruto metandlico da madeira das espécies S. pikia ou
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S. walteri. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 pocos) a
30°C por um periodo de 24h. O reflexo do crescimento celular foi determinado
pela densidade &tica, monitorada a cada 6h, por espectrofotdmetro, num
comprimento de onda de 620nm. Todo ensaio foi feito em triplicata. Todo o
procedimento foi realizado sob condicdes de assepsia, em capela de fluxo
laminar, segundo metodologia adaptada de Broekaert et al. (1990). Apds ensaio,
as ceélulas das leveduras, crescidos na auséncia e na presenga dos extratos,
foram visualizados através de microscopia optica de contraste de fase (Axiovison

4, Zeiss) e em microscopia eletronica de varredura (ZEISS - DSEM 962).

5.5.3.4 Analise por microscopia optica
Apoés a ultima leitura por espectrofotdbmetro foram retiradas aliquotas dos
pocgos (controle e teste) e dispostas em laminas e cobertas com laminulas e

observadas em microscopia Optica de contraste de fase (Axiovison 4, Zeiss).

5.5.3.5 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

As células de leveduras oriundas do ensaio de inibicdo do crescimento
foram fixadas em uma solugdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4,0% e
tampéao cacodilato de sédio 0,1M em pH 7,2.

Posteriormente as amostras sofreram trés lavagens (20min cada) com o
mesmo tampao, e foram pos-fixadas em uma solucdo de tetréxido de Osmio 1 %
e tampao cacodilato de sédio 0,1 M, a temperatura ambiente por uma hora. Em
seguida as amostras foram submetidas novamente a trés lavagens com o mesmo
tampao. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
crescente (30%, 50 %, 70 %, 90 % e trés vezes 100%), e foram secas com o
auxilio do aparelho ponto critico (Bal-Tec Critical Point Dryer CPD 030). Em
seguida, os fragmentos secos foram afixados com fita adesiva de carbono em
suportes proprios e metalizados com uma fina camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec
Sputer Coater SCD 050). As amostras foram observadas e documentadas no
microscopio eletrénico de varredura ZEISS - DSEM 962 a uma voltagem de 10 a
25 KV.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Substancias identificadas de Simira sampaioana

SV-1 SV-11 = 8V-40 SV-20 = SV-34
HO

SV-25a = R, = OH, R, = Et, 22,23 - dihidro
SV-25b = R; = OH, R, = Et, A%

SV-25c = R, = OH, R, = Me, 22,23 - dihidro
SV-27a = R =H, R, = Et, 22,23 - dihidro
SV-28b = R; =H, R, = Et, A??

SV-28c = Ry =H, R, = Me, 22,23 - dihidro

SV-26a = 22,23 - dihidro
SV-26b = A%?

SV-27b

Figura 7: Substancias identificadas de Simira sampaioana
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6.2 Determinacao Estrutural das substancias de S. sampaioana

6.2.1 Identificagao da substancia SV-1

A substancia SV-1 foi isolada do extrato em MeOH da madeira de S.
sampaioana como um solido amarelo amorfo, apresentando teste positivo para
alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN 'H da substancia SV-1 (Figura 9, pag. 66; Figura 10,
pag. 68) apresenta sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos entre &4 7,45
— 8,24. Os sinais de hidrogénio foram atribuidos com auxilio do espectro de
correlacdo bidimensional homonuclear 'H-"H-COSY (Figuras 12 e 13, pag. 69)
que permitiu identificar as interagdes de acoplamentos entre o sinal em &y 7,45
(1H, ddd, 7,1; 7,9 e 2,0 Hz, H-10) com os sinais em &y 8,24 (1H, d, 7,1Hz, H-9) e
em oy 7,78 (1H, d, 7,1Hz, H-11). Observou-se também o acoplamento entre o
sinal em &4 7,78 com o sinal em & 7,77 (1H, d, 7,9Hz, H-12), sinais
caracteristicos de um anel benzénico livre de substituintes de um nucleo inddlico
(SILVERTEIN et al, 2007).

A presencga do anel aromatico livre de substituintes foi corroborada pela
analise dos espectros de RMN *C - DEPT Q (Figura 11, pag. 68) e do espectro
de correlagao bidimensional heteronuclear HSQC (Figuras 14 e 15, pag. 70),
apresentando as correlagdes a 'J entre o sinal em & 121,52 (CH-10) com o
hidrogénio em oy 7,45 (H-10), o sinal em & 122,50 (CH-9) com o hidrogénio em
on 8,24 (H-9), o sinal em &c 129,98 (CH-11) com o hidrogénio em &4 7,78 (H-11) e
o sinal em & 109,47 (CH-12) com o hidrogénio em &4 7,77 (H-12). E através das
correlagbes a longa distancia, apresentadas no espectro de correlagéao
bidimensional heteronuclear HMBC (Figuras 16 e 17, pag. 71), observa-se as
correlagdes a 2J entre os sinais em & 121,52 (CH-10) com o hidrogénio em &
8,24 (H-9), e a °J entre os sinais em & 122,50 (CH-9) com o hidrogénio em &
7,78 (H-11), o sinal em &¢ 121,52 (CH-10) com o hidrogénio em &4 7,77 (H-12), &
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129.98 (CH-11) com o hidrogénio em &y 8,24 (H-9) e o sinal em &c 109.47 (CH-
12) com o hidrogénio em &4 7,45 (H-10).

O espectro de correlacdo heteronuclear J' HSQC (Figuras 14 e 15, pag.
70), permitiu ainda, atribuir os sinais & 119,21 (CH-6) e & 141,87 (CH-5) que se
correlacionam com os hidrogénios em ¢4 8,23 (1H, d, 4,0Hz, H-6) e & 8,82 (1H,
d, 4,8Hz, H-5) respectivamente. Juntamente com as correlacdes °J (Figuras 16 e
17, pag. 71), entre os sinais em & 133,70 (C-7) com o hidrogénio em &y 8,23 (H-
6), e 3J com o hidrogénio em &; 8,82 (H-5). Observou-se também as correlacdes
3J entre os sinais em & 135,75 (C-3) com o hidrogénio H-5 e entre o sinal &
135,32 (C-2) com o hidrogénio H-6, confirmando a presenca de um anel piridinico.
As demais correlagdes estdo descritas na Tabela 17, pag 65.

A presenga de um segundo anel piridinico € apoiada pela analise das
correlagdes 'J (Figuras 14 e 15, pag. 70) dos sinais & 123,83 (CH-16) com o
hidrogénio em o4 7,88 (1H, d, 4,9Hz, H-16), &c 151,03 (CH-17) com o hidrogénio
em oy 8,83 (1H, d, 4,9Hz, H-17) e & 148,84 (CH-19) com o hidrogénio em &y 8,90
(1H, s, H-19). Corroborada pelas correlaces 2J entre os sinais & 123,83 (CH-16)
com o hidrogénio em &4 8,83 (H-17) e &c 151,03 (CH-17) com o hidrogénio em &y
7,88 (H-16), e °J entre os sinais & 148,84 (CH-19) com o hidrogénio em & 8,83
(H-17) (Figuras 16 e 17, pag. 71).

Além disso, a analise dos espectros de correlacbes heteronucleares
permitiram observar as correlacdes entre o sinal em & 54,70 (CH-21) & J com o
hidrogénio em & 5,99 (1H, q, 7,3Hz, H-21), e a 3J com &, 8,90 (H-19). Também o
sinal em & 21,32, caracteristico de carbono metilico, correlacionando-se a 'J com
os hidrogénios em & 1,66 (3H, d, 6,9 z 3H-22), e 2J com o hidrogénio em & 5,99
(H-21). Essas correlagdes sugerem a presenca de um anel entre os anéis
piridinicos, sendo confirmado através das correlacdes a °J & 135,75 (C-3) com o
hidrogénio em &y 5,99 (H-21). As demais correlagcdes encontram-se descritas na
Tabela 17, pag 64.

E por fim, a analise do espectro de ">*C-DEPT Q (Figura 11, pag. 68) revela
a presenca de um sinal em & 191,21 (C-14) referente a um grupo cetona. A
confirmac&o da posicdo deste carbono é reforcada com as correlagdes a °J entre
o0 C-14 com o hidrogénio em &, 7,88 (H-16) (Figuras 16 e 17, pag. 71).
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Os espectros de CG/EM (Figura 8, pag. 65), permitem deduzir ion
molecular m/z 299 ([M]"*) a formula molecular C1gH13N3O. As propostas de
fragmentagdes para os principais picos observados encontram-se no Esquema 1,
pag. 66.

A comparagado destes dados com os valores encontrados na literatura
(HASBUN et al,1989) permitem identificar a substancia SV-1 como sendo o

alcaloide maxonina (7).



SV-1

Mo-1
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Tabela 17: Dados de RMN "H (500 MHz) e "°C (125 MHz) em CDCl, e as correlagdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-1 e comparagao com valores de literatura para
os modelos Mo-1 em 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) (HASBUN et al,1989). Os valores das
constantes de acoplamento (J) em Hz, estdo entre paréntesis e os deslocamentos quimicos em

ppm.
HMQC HMBC Mo-1
oc X “duc *Juc o ot
C
2 135,32 - H-6 135,02 -
3 135,75 - H-5; H-21 135,13 -
7 133,70 - H-6 H-5 133,46 -
8 121,33 - H-6; H-10; H-12 121,16 -
13 140,75 - H-9; H-11 140,84 -
14 191,21 - H-16 190,64 -
15 145,40 - H-16 H-17; H-19 145,25 -
20 132,19 - H-19; H-21 H-16; 3H-22 132,78 -
CH
5 141,87 8,82 (d, 4,8) H-6 H-21 140,63 8,83 (d,
5,0)
6 119,21 8,23 (d, 4,0) H-5 119,23 8,26 (d,
5,0)
9 122,50 8,24 (d, 7,1) H-11 122,50 8,23 (d,
8,0)
10 121,52 7,45(ddd, 7,1,7,9, H-9 H-12 121,57 7,44 (m)
2,0)
11 129,98 7,78 (dt,2,9) H-9 130,15 7,78
12 109,47 7,77 (dl, 7,9) H-10 109,51 7,78
16 123,83 7,88 (d, 4,9) H-17 123,84 7,87 (d,
5,0)
17 151,03 8,83 (d, 4,9) H-16 H-19 150,74 8,82 (d,
5,0)
19 148,84 8,90 (s) H-17; H-21 148,73 8,94 (s)
21 54,70 5,99 (q, 7,3) 3H-22 H-19 54,09 6,02 (q,
6,8)
CH;
22 21,32 1,66 (d, 6,9) H-21 21,29 1,65 (d,

6,8)
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Figura 8: Espectro de massas de SV-1

C1gH1oN3O"
m/z: 284

C1gH13N3
m/z: 271

Cy7H1oNg"
m/z; 256

Esquema 1: Proposta mecanistica de fragmentacao para SV-1
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6.2.2 Identificagao da substancia SV-11

A substancia SV-11 foi isolada do extrato em MeOH da madeira de S.
sampaioana como um solido amarelo amorfo, apresentando teste positivo para
alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN 'H da substancia SV-11 (Figura 19, pag. 76) apresenta
sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos entre &, 7,32 — 8,37. Os sinais de
hidrogénio foram atribuidos com auxilio do espectro de correlacdo bidimensional
homonuclear (‘H-'H-COSY) (Figuras 21 e 22, pag. 78) que permitiram identificar
as intera¢des de acoplamento entre o triplo dupleto em & 7,32-7,34 (1H, td, 7,99,
2,2 H-10) com sinais em &4 7,57-7,59 (1H, dl, 9,6 Hz, H-11) e 68,14 (1H, dI, 7,8
Hz; H-9). Também o acoplamento entre o dupleto em &, 7,57-7,59 (1H, dI, 9,6 Hz,
H-11) com o hidrogénio H-9, e os acoplamentos entre si dos dupletos em &y 7,85
(1H, d, 5,3 Hz; H-6) e 648,37(1H, d, 5,3 Hz; H-5).

A analise do espectro de RMN "C-DEPT Q (Figura 20, pag. 77) da
substancia SV-11 permitiu identificar sinal em & 20,08 que se correlaciona no
espectro de correlagao bidimensional heteronuclear HSQC (Figuras 23 e 24, pag.
79) com o sinal em &4 2,86 (3H, s, 3H-14) caracteristico de grupo metila ligado ao
anel piridinico. Também foram observados seis sinais na regido de & 111,59 —
138,41 atribuidos aos carbonos sp? metinicos, sendo os sinais & 138,41 e &
112,98 com correlagdes no espectro de correlagdo bidimensional heteronuclear
(J') com os sinais para H-6 (& 7,85) e H-5 (& 8,37) respectivamente, atribuidos
ao anel piridinico. Os sinais em & 111,59 correlacionando-se 'J com o H-12 (&4
7,56), o sinal em & 128,46 correlacionando-se J com H-11 (o1 7,57) e os sinais
em & 120,24 correlacionando-se 'J com H-10 (v 7,32) e o&c 121,87
correlacionando-se 'J com H-9 (& 8,14) foram assinalados para os carbonos do
anel aromatico dissubstituido da unidade inddlica (SILVERTEIN et al, 2007).
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A analise do espectro de correlacdo bidimensional heteronuclear HMBC
(Figura 25 e 26, pag. 80) mostrou as correlagdes °J entre os sinais em & 141,59
(C-3) com os hidrogénios 3H-14 (&;2,86) e com 3J com o hidrogénio H-5 (5 8,37).
O sinal em & 128,46 (C-7) apresentou correlacdes °J com os sinais para H-5 (8y
8,37) e H-9 (84 8,14). O sinal em & 122,01 (C-8) apresentou correlagéo 2J com H-
9 (&4 8,14), e correlacdes °J com os sinais para H-6 (& 7,85), e H-12 (&4 7,56). O
sinal em & 140,12 (C-13) apresentou correlagdes °J com os sinais para H-9 (&
8,14) e H-11 (&4 7,57). E o sinal em & 134,50 (C-2) apresentou correlacdes °J
com os sinais para H-6 (o4 7,85) e com os hidrogénios 3H-14 (o4 2,86). As demais
correlagdes estdo apresentadas na Tabela 18, pag. 74.

O cromatograma CG/EM (Figura 18, pag. 75) apresentou sinal com tempo
de retencao tr1 = 8,17 min. e area de 84,5% sendo que o espectro de massas
obtido permitiu identificar o pico do ion molecular em m/z 182, compativel com a
férmula molecular C42H1oN2. As propostas de fragmentagcdo para identificar os
principais picos observados no espectro de massas estao resumidas no Esquema
2, pag 76.

A analise do conjunto de dados comparados com a literatura (SEKI et
al,1993) conduziu a identificacdo da substancia SV-11 como sendo o alcaloide
harmana (1).

A substédncia SV-40 isolada do extrato em MeOH das folhas de S.
sampaioana como um solido amarelo amorfo, apresentando teste positivo para
alcaloides com reagente de Dragendorff, também foi identificada como o alcaloide

harmana.
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Tabela 18: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "°C (125 MHz) em CDCl; e as correlacdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-11 e comparagédo com valores de literatura para
o modelo Mo-1, 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCl; (SEKI et al,1993). Os valores das
constantes de acoplamento (J) em Hz, estdo entre paréntesis e os deslocamentos quimicos em

ppm.

HMQC HMBC Mo-1
6(; SH 2\JCH 3JCH 6(; 6H

C

2 134,50 H-4;3H-71’ 134,90

3 141,59 3H-1 H-3 141,76

7 128,46 H-3;H-5 128,33

8 122,01 H-4;H-5;H-8 122,10

13 140,12 H-5;H-7 140,09
CH

5 138,41 8,37 (d, 5,3) H-4 137,74  8,37(d, 5,2)
6 112,98 7,85 (d, 5,3) H-3 112,91 7,83 (d, 5,2)
9 121,87 8,14 (dl, 7,8) H-7 121,84 8,12 (dI, 8,0)
10 120,24 7,32 (td,7,9, 2,2) H-5 H-8 120,16 7,29 (td,6,9, 2,2)
11 128,46  7,57-7,59 (dl, 9,6) 128,23 7,54 (m)
12 111,59  7,55-7,56 (dl, 5,7) H-6 111,58 7,54 (m)

14 20,08 2,86(s) 20,35 2,84 (s)
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Figura 18: Cromatograma e espectro de massas da substancia SV-11
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Esquema 2: Proposta mecanistica de fragmentagéo para SV-11
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Figura 19: Espectro de RMN'H (500 MHz) em CDCl; de SV-11
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Figura 20: Espectro de RMN'*C (125 MHz) em CDCl; de SV-11



78

]

=] a -
F2 Chomica S [ppm)

Figura 21: Espectro de correlagdo homunuclear 'H-"H-COSY em CDCl; de SV-11

758 B8, D

TES 8370

- B
F2 Cheomical Ehifi {ppmi

L]

¥.32, 8514, 0

F1 Chaimical Shill iers)

Figura 22: Ampliagcdo do espectro de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY em CDCl; de SV-11



79

8 7 6 5 4 3 2 1
F2 Chemical Shift (ppm)

o=

24

3z

40

48

56

72

80

88

96

104

112

120

136

144

F1 Chemical Shift (ppm)
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6.2.3 Identificagao da substancia SV-20

A substancia SV-20 foi isolada do extrato em MeOH da madeira de S.
sampaioana como um solido amarelo amorfo, apresentando teste positivo para
alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN'H (Figuras 28-30, pag. 85-87) apresentou sinais de
hidrogénios na regido de aromaticos referentes a unidade inddlica, que foram
confirmados pelas interacbes de acoplamentos presentes no espectro de
correlagdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figuras 32 e 33, pag. 89). Sinais de
correspondéncia as interagbes de atomos de carbono e hidrogénio observados
nos espectros de correlagdes heteronucleares HSQC (Figuras 34 e 35, pag. 90) e
HMBC (Figuras 36 e 37, pag. 91) permitiram identificar os sinais dos carbonos
hidrogenados e quaternarios desta unidade aromatica, semelhante ao alcaloide
SV-1 (Tabela 17, pag. 65), ja descrito neste trabalho.

A analise dos espectros de RMN'H e *C - DEPT Q (Figuras 28 e 31, pag.
85 e 88) e dos espectros de correlagcdo homo e heteronucleares conduziram a
observacado dos carbonos metilénicos através dos deslocamentos em & 59,76
(CH2-5), & 17,39 (CHx6) e & 27,38 (CH»-14). Observa-se também sinais
caracteristicos de carbonos metilicos em & 18,57 (CH3-22) e do carbono metilico
ligado a nitrogénio em & 40,95 (CH3 —N-4) (SILVERTEIN et al, 2007).

O espectro de correlagdo heteronuclear HSQC (Figuras 34 e 35, pag. 91)
apresentou as correlacdes a 'J entre o carbono em &y 118,09 (CH-9) com o
hidrogénio em o4 7,60 (1H, d, 7,9 Hz, H-9), entre o carbono em &cy 119,62 (CH-
10) com o hidrogénio em &4 7,14 (1H, dt, 7,9 Hz, H-10), entre o carbono em d¢cH
122,58 (CH-11) com o hidrogénio em &y 7,24 (1H, dt, 8,2 Hz, H-11) e entre o
carbono em o&cy 111,28 (CH-12) com o hidrogénio em &4 7,44 (1H, d, 8,2 Hz, H-
12), confirmando o anel aromatico da unidade inddlica. Um anel piridinico péde

ser confirmado pelas correlagbes observadas entre o carbono em &cy 123,78 (CH-
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16) com o hidrogénio em &4 7,49 (1H, d, 4,8 Hz, H-16), entre o carbono em d¢cH
148,06 (CH-17) com o hidrogénio em ¢4 8,56 (1H, d, 4,8 Hz, H-17) e entre o
carbono em &gy 148,82 (CH-19) com o hidrogénio em &4 8,62 (1H, s, H-19).

O espectro de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras 36 e 37, pag. 91)
apresentou as correlagdes a 2J entre o carbono em & 126,17 (C-20) com os
hidrogénios em &y 8,62 (H-19) e &4 5,19 (1H, d, 6,9 Hz, H-21), e entre o carbono
em & 140,96 (C-15) com os hidrogénios em & 4,06 — 3,48 (2H, m, 2H-14); e a 3J
entre o carbono em &c 126,17 (C-20) com os hidrogénios em &4 1,96 (3H, d, 6,9
Hz, 3H-22), e entre os carbonos em 6cy 57,23 (CH-3), ocx 68,22 (CH-21) e dche
59,76 (CH2-5) com os hidrogénios em &y 3,12 (3H, s, 3H-MeN-4). As demais
correlagdes estado descritas na Tabela 19, pag 83.

O espectro de HRESI-MS permitiu deduzir o ion molecular m/z 304,1823
(IM]") compativel com a formula molecular CyoH2oN3 (Figura 27, pag. 84). As
principais propostas de fragmentagdes observadas encontram-se no Esquema 3,
pag. 84.

A comparagcdo destes dados com valores encontrados na literatura
(HASBUN et al,1989) permitiram a identificagdo da substancia SV-20 como sendo

o alcaloide isomalindina.
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Tabela 19: Dados de RMN "'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em MeOD e as correlacdes observadas
nos espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-20 e comparagdo com os dados de SV-1 e
valores da literatura para o modelo Mo-1 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) em CDCl; (HASBUN et
al,1989). Os valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis.
Deslocamentos quimicos em ppm.

HMQC HMBC Sv-1 Mo-1

oc OH %Jnc *duc o oc
C
2 137,59 - 134,90 135,02
3 - - - - 141,76 135,13
7 104,55 - H-9 128,33 133,46
8 125,91 - H-10;H-12 122,10 121,16
13 128,93 - H-9;H-11 140,09 140,84
14 - - - - - 190,64
15 140,96 - H-14b H-17;H-19;H-21 137,74 145,25
20 126,17 - H-19; H-21 H-16;3H-22 112,91 132,78
CH
3 57,21 5,66 (dd, 12,3, 4,9) H-14b H-21;MeN-4 121,84 -
5 - - - - 120,16 140,63
6 - - - - 128,23 119,23
9 118,09 7,60 (d, 7,9) H-11 111,58 122,50
10 119,62 7,14 (dt,7,9) H-12 - 121,57
11 122,58 7,24 (dt, 8,2) H-9 - 130,15
12 111,28 7,44 (d, 8,2) H-10 - 109,51
16 123,78 7,49 (d, 4,8) - 123,84
17 148,06 8,56 (d, 4,8) H-16 H-19 - 150,74
19 148,82 8,62 (s) H-17;H-21 - 148,73
21 68,22 5,19 (d, 6.9) 3H-22 MeN-4 - 54,09
CH2
5 59,76 4,17 (dt, 11.6, 6.0) MeN-4 - -

3,97-4,00 (m) - -

6 17,39 3,96, 3,50 (m) - -
14 27,38 4,06, 3,48 (m) H-1 - -
CH;
22 18,57 1,96 (d, 6.9) - 21,29
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6.2.4 Identificagao da mistura SV-37

A mistura de substancias SV-37 foi obtida do extrato em MeOH da madeira
de S. sampaioana como um solido amarelo amorfo, apresentando teste positivo
para alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN'H (Figuras 38-42, pag. 95-97) apresentou sinais de
hidrogénios na regido de aromaticos referentes a unidade inddlica, que foram
confirmados pelas interagdes de acoplamentos presentes no espectro de
correlagdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figuras 44 e 45, pag. 99). Sinais de
correspondéncia as interagcdes de atomos de carbono e hidrogénio observados
nos espectros de correlagdes heteronucleares HSQC (Figuras 46 e 47, pag. 100)
e HMBC (Figuras 48 e 49, pag. 101) permitiram identificar os sinais dos carbonos
hidrogenados e n&o hidrogenados desta unidade aromatica, semelhante ao
alcaloide SV-20 (Tabela 19, pag. 83), ja descrito neste trabalho.

As analises dos espectros de RMN'H (Figuras 38-42, pag. 95-97), RMN *C
DEPTQ (Figura 43, pag. 98) e dos espectros de correlagado para SV-37 sugerem
uma mistura de isbmeros, SV-37a e Sv-37b (Tabela 20, pag. 94).

O espectro de correlagado heteronuclear HSQC (Figuras 46 e 47, pag. 100)
apresentou as correlacdes a 'J entre o carbono em & 118,05 (CH-9a) com o
hidrogénio em &y 7,59 (1H, d, 7,9 Hz, H-9a), entre o carbono em &cy 120,50 (CH-
10a) com o hidrogénio em &4 7,18 (1H, d, 7,8 Hz, H-10a), entre o carbono em d&cH
125,99 (CH-11a) com o hidrogénio em &4 7,37 (1H, t, 7,9 Hz H-11a) e entre o
carbono em ¢y 111,52 (CH-12a) com o hidrogénio em &4 7,47 (1H, d, 8,8 Hz, H-
12a), confirmando um anel aromatico de unidade inddlica (HASBUN et al,1989).
Um anel piridinico péde ser confirmado pelas correlagdes observadas entre o
carbono em o&cy 120,92 (CH-16a) com o hidrogénio em &4 7,52 (1H, d, 5,7 Hz, H-
16a), entre o carbono em &cy 146,48 (CH-17a) com o hidrogénio em &4 8,62 (1H,
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sl, H-17a) e entre o carbono em ocy 148,80 (CH-19a) com o hidrogénio em &y
8,67 (1H, s/, H-19a).

O espectro de correlacdo heteronuclear HSQC apresentou também as
correlagdes a 'J entre o carbono em 8¢y 119,56 (CH-9b) com o hidrogénio em &
7,69 (1H, d, 8,2 Hz, H-9b), entre o carbono em &y 119,68 (CH-10b) com o
hidrogénio em &4 7,14 (1H, t, 7,6 Hz, H-10b), entre o carbono em &cy 122,57 (CH-
11b) com o hidrogénio em &4 7,24 (1H, t, 7,6 Hz, H-11b) e entre o carbono em &cH
109,75 (CH-12b) com o hidrogénio em o4 7,31 (1H, s, H-12b), confirmando outro
anel aromatico de unidade inddlica. Outro anel piridinico péde ser confirmado
pelas correlagbes observadas entre o carbono em &y 123,82 (CH-16b) com o
hidrogénio em &4 7,49 (1H, d, 5,0 Hz, H-16b), entre o carbono em &cy 147,98 (CH-
17b) com o hidrogénio em &4 8,56 (1H, s/, H-17b) e entre o carbono em &cy
150,66 (CH-19b) com o hidrogénio em &4 8,69 (1H, s/, H-19b).

O espectro de correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 48 e 49, pag. 101)
apresentou as correlacdes a °J entre o carbono em & 126,20 (C-20a) com os
hidrogénios em &4 1,78 (3H, d, 6,6 Hz, 3H-22a), e entre o carbono em 6¢c 143,05
(C-15a) com o hidrogénio em &4 5,34 (H, q, 6,6 Hz, H-21a), e entre o carbono em
ocH 148,80 (C-19a) com o hidrogénio em oy 5,34 (H-21a); apresentou também
correlagdes entre o carbono em & 125,57 (C-20b) com os hidrogénios em &4 1,96
(3H, d, 6,9 Hz, 3H-22b), e entre o carbono em & 139,78 (C-15b) com o hidrogénio
em & 5,20 (H, q, 6,9 Hz, H-21b), e entre o carbono em &cy 150,66 (C-19b) com o
hidrogénio em & 5,20 (H-21b).

As configuragdes relativas dos carbonos quirais foram estabelecidas apos
analise do espectro de correlagdo homonuclear 'H-"H-NOESY (Figura 50, pag.
102) Foram observadas interacbes NOE entre hidrogénios do grupo metila 3H-
22b e o hidrogénio em H-3b. Da mesma forma, foram observadas interacbes NOE
entre H-21b e os hidrogénios do grupo metila 3H-23b. Essa interagdes ndo sao
observadas para os sinais em SV-37a.

A comparacdo destes dados com valores encontrados na literatura
(HASBUN et al,1989) permitiram a identificacdo das substancias em SV-37 como
sendo os alcaloides epimeros isomalindina (SV-37b) e malindina (SV-37a)

relatados pela primeira vez no género.
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Tabela 20. Dados de RMN "H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em MeOD da substancias SV-37a e SV-
37b, e comparagao com dados de 3C do SV-20 e valores da literatura para o modelo e Mo-1 'H
(400 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; (HASBUN et al,1989). Os valores das constantes de
acoplamento (J) em Hz estéo entre paréntesis. Deslocamentos quimicos em ppm.

SV-37a SV-37b Sv-20 Mo-1

oc O oc S oc oc

C

2 134,80 - 134,19 - 137,00 135,02

3 - - - - - 135,13

7 106,86 - 104,56 - 104,55 133,46

8 127,96 - 127,45 - 125,91 121,16

13 139,21 - 138,52 - 129,09 140,84

14 - - - - - 190,64

15 143,05 - 138,52 - 140,00 145,25

20 126,20 - 125,57 - 126,17 132,78

CH

3 57,22  5,64-5,67 (m) 57,22 5,64-5,67 (m) 57,21 -

5 - - - - - 140,63

6 - - - - - 119,23

9 118,05 7,59 (d, 7,9) 119,56 7,69 (d, 8,2) 118,09 122,50

10 120,50 7,18 (d, 7,8) 119,68 7,14 (d, 7,6) 119,62 121,57

11 125,99 7,37 (d, 7,9) 122,57 7,24 (d, 7,6) 122,58 130,15

12 111,52 7,47 (d, 8,8) 109,75 7,31 (s) 111,28 109,51

16 120,92 7,52 (d, 5,7) 123,82 7,49 (d, 5,7) 123,78 123,84

17 146,48 8,62 (s) 147,98 8,56 (sl) 148,06 150,74

19 148,80 8,67 (s) 150,66 8,69 (sl) 148,82 148,73

21 68,87 5,34(q, 6,6) 68,20 5,20(q, 6,9) 68,22 54,09

CH,

5 59,07  4,36-4,10 (m) 59,75 4,15-4,08 (m) 59,76 -

6 17,70  3,56-3,36 (d, 6,0) 17,41 3,56-3,36 (d, 5,3) 17,39 -

14 27,42 4,10-4,01 (d, 4,1) 27,42 4,08-3,99 (d, 4,1) 27,38 -

CH;,

22 15,92 1,78 (d, 6,6) 18,61 1,96 (d, 6,9) 18,57 21,29

MeN-4 48,26 3,35 (s 40,96 3,14 (s
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6.2.5 Identificagao da substancia SV-21

-

QIR

15

HO, 12

A substancia SV-21 foi isolada do extrato hexénico da madeira de S.
sampaioana, como um Oleo de coloragdo amarelada, soluvel em CH)Cl, e
coloragao roxa quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

O espectro de RMN'H (Figuras 52-55, pag. 107-110) exibiu sinais
caracteristicos de diterpenos da classe eritroxilenos (ARAUJO et al, 2011), com
trés simpletos em &4 1,06 (3H, s, 3H-17), &4 1,24 (3H, s, 3H-19) e &4 1,16 (3H, s,
3H-20), atribuidos aos hidrogénios dos grupos metila. E os sinais dos hidrogénios
vinilicos em &4 5,81 (1H, dd, 17,4, 10,7 Hz, H-15), & 4,98 (1H, d, 17,4Hz, H-16a)
e oy 4,90 (1H, d, 10,7 Hz, H-16b), e o0 simpleto em &4 5,32 (2H, s, 2H-18). O
tripleto em &4 3,53 (1H, t, 15,7Hz, H-11) foi atribuido a um hidrogénio ligado a
carbono carbindlico. A presencga de outra instauracéo foi confirmada pelos sinais
em & 5,98 (1H, d, 9,7Hz, H-2) e 446,98 (1H, d, 9,7Hz, H-3). O sinal em &4 2,60
(1H, s, H-10) sugere a presenca de hidrogénio ligado a carbono o carbonila
(SILVERSTEIN et al,2007). A analise do espectro de correlagdo homonuclear 'H-
'H-COSY (Figuras 57, pag. 112) corrobora para a proposta do esqueleto
eritroxileno.

O espectro de RMN ®*C DEPT Q (Figura 56, pag. 111) e o espectro de
correlacéo heteronuclear HSQC (Figuras 58 e 59, pag. 113) ajudam a confirmar a
proposta do diterpeno através das correlacdes a 'J entre os sinais dcus 23,84
(CH3-17) com os hidrogénios em &4 1,06 (3H-17), o sinal em o&chs 24,63 (CHs-19)
com os hidrogénios em o4 1,24 (3H-19) e o sinal em &chs 8,97 (CH3-20) com os
hidrogénios em &4 1,16 (3H-20), confirmando a presenga dos grupos metila. O
sistema vinilico na cadeia lateral também ¢é confirmado através das correlacdes
entre o sinal de carbono em &y 149,85 (CH-15) com o hidrogénio em &y 5,81 (H-
15) e o carbono e m &crz 109,21(CH2-16) com os hidrogénios em &4 4,98 (H-16a)
e &4 4,90 (H-16b). Também o carbono vinilico em &cyz 117,46 (CH2-18) com os
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hidrogénios em &y 5,32 (H-18a) e &4 5,31 (H-18b). E a presenca de um sistema
o, - insaturado com as correlagdes entre o carbono em &cy 127,95 (CH-2) com o
hidrogénio em ¢4 5,98 (H-2) e o carbono em o&cy 145,52 (CH-3) com o hidrogénio
em &y 6,98 (H-3). E por fim, a presenca do carbono carbindlico foi confirmada
através da correlagdo do carbono em o&cy 76,56 (CH-11) com o hidrogénio em oy
3,563 (H-11).

A analise do espectro de correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 60 e 61,
pag. 114) apresentou o sinal de carbono em & 205,87 (C-1), caracteristico de
carbono carbonilico, correlacionando-se a 3J com os hidrogénios em H-3, e o sinal
de carbono em & 154,15 (C-4) correlacionando-se a 2J com os hidrogénios em
2H-18, justificando a proposta para o diterpeno. As demais correlagdes
encontram-se na Tabela 21, pag 106.

Os espectros de CG/EM (Figura 51, pag. 106) permitiram determinar o ion
molecular ([M]") m/z 300 compativel com a formula molecular CyoHs0,. As
propostas para as principais fragmentagbes observadas encontram-se no
Esquema 4, pag. 106.

O conjunto desses dados em comparagdo com dados da literatura
(ARAUJO et al, 2011), permitiram identificar a substancia SV-21 como sendo o

diterpeno da classe eritroxileno, denominado simirano B (20).
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-

]~

s ° OH
Sv-21 Mo-1 Mo-2

Tabela 21: Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) em CDCl; e as correlagdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-21 e comparagédo com valores da literatura para
os modelos Mo-1 e Mo-2, 'H (400 MHz) e ">C (100 MHz) em CDCl; (ARAUJO et al, 2011). Os
valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis. Deslocamentos
quimicos em ppm.

HMQC HMBC Mo-1 Mo-2
8¢ 3 “Jen “Jen 3¢ 3¢
C
1 205,87 - H-3 205,73 204,54
4 154,15 - H-18 154,46 151,97
5 43,60 - H-10 H-18 43,38 48,67
9 43,36 - H-12 43,55 43,47
13 40,80 - H-12;H-17 39,06 39,58
CH
2 127,95 5,98 (d, 9,7) 127,94 128,19
3 145,52 6,98 (d, 9,7) H-18;H-5 145,48 147,14
6 - - - - - 73,94
8 41,02 1,36-1,38 (m) 41,11 37,96
10 64,50 2,61 (s) H-20;3H-19 64,50 65,02
11 76,56 3,53 (t, 15,7) H-12 H-10 76,66 75,11
15 149,85 5,81 (dd, 17,4, 149,81 149,14
10,7)
CH,
6 37,83 1,88-1,91 (m) 3H-19 37,89 -
7 24,58 1,70-1,00 (m) 24,71 38,60
12 41,37 1,59 (d, 8,2) H-17 41,48 41,99
14 38,97 1,44 (d, 12,9) 36,44 34,74
0,98 (d, 12,6)
16 109,21 4,98 (d, 17,4) 109,39 109,61
4,90 (d, 10,7)

18 117,46 5,31 (s); 5,32 (s) 117,39 120,39
CH3
17 23,84 1,06 (s) 23,87 23,78
19 24,63 1,24 (s) 24,57 17,46

20 8,97 1,16 (s) 8,93 8,92
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6.2.6 Identificagao da substancia SV-24

A substancia SV-24 foi isolada do extrato hexénico da madeira de S.
sampaioana, como um O6leo de coloragdo amarelada, soluvel em CH)Cl, e
coloragao rosea quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

O espectro de IV (Figura 63, pag. 119) exibiu bandas de absor¢ao que
foram atribuidas a estiramentos de grupos metilénicos e, 2922 cm™ e metinicos
ven 2853 cm™, além de uma banda intensa e larga atribuida a grupo hidroxila em
vor 3362 cm™. A banda intensa em -0 1649 cm'foi atribuida a grupo carbonila
a,B-insaturado. E a banda em weys 1464 cm™ foi atribuida a estiramento simétrico
de grupo metila.

O espectro de RMN'H (Figuras 64 e 65, pag. 120 e 121) exibiu sinais
caracteristicos de diterpenos da classe eritroxilenos (ARAUJO et al, 2011) e
confirmados através da analise do espectro de correlacdo heteronuclear HSQC
(Figura 68 e 69, pag. 123 e 124) através das correlagdes a 'J entre os sinais &hs
17,25 (CH3-17) com os hidrogénios em o4 1,09 (3H, s, 3H-17), o sinal em o&chs
24,74 (CH3-19) com os hidrogénios em o4 1,24 (3H, s, 3H-19) e o sinal em &chs
10,65 (CH3-20) com os hidrogénios em o4 1,21 (3H, s, 3H-20), confirmando a
presenca dos trés grupos metila. O sistema vinilico na cadeia lateral também é
confirmado através das correlagdes entre o sinal de carbono em &y 147,64 (CH-
15) com o hidrogénio em &4 5,90-5,97 (1H, m, H-15) e o carbono em ¢z 111,26
(CH2-16) com os hidrogénios em &4 5,08 (1H, dd, 17,5, 1,1 Hz, H-16a) e & 5,03
(1H, dd, 10,8, 1,1 Hz, H-16b). Também o carbono vinilico em &cn2 117,60 (CH2-
18) com os hidrogénios em &4 5,33 (1H, m, H-18a) e &, 5,32 (1H, s, H-18b). E a
presencga de um sistema ¢, S - insaturado com as correlagdes entre o carbono em
ocH 127,84 (CH-2) com o hidrogénio em o4 5,98 (1H, d, 9,8 Hz, H-2) e o carbono
em dcn 145,79 (CH-3) com o hidrogénio em &4 6,98 (1H, d, 9,8 Hz, H-3).
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O espectro de correlagdo HSQC mostra ainda, sinais referentes a carbonos
carbindlicos em &y 79,83 (CH-11) e &y 76,91 (CH-12) correlacionando-se,
respectivamente, com os hidrogénios em ¢4 3,23 (1H, d, 9,0 Hz, H-11) e &4 3,52
(1H, d, 9,0 Hz, H-12). A analise do espectro de correlagdo homunuclear "H-"H-
COSY (Figura 67, pag. 123) mostra que os hidrogénios H-11 e H-12, ligados a
carbonos carbindlicos, encontram-se em posi¢goes adjacentes.

A analise do espectro de RMN *C DEPT Q (Figura 66, pag. 122) e do
espectro de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras 70 e 71, pag. 124 e 125)
apresentou o sinal de carbono carbonilico em & 205,29 (C-1) correlacionando-se
a 2J com o hidrogénio em &; 2,60 (1H, s, H-10) e *J com o hidrogénio em & 6,98
(H-3). Também as correlacdes a 2J entre o carbono em & 154,30 (C-4) com os
hidrogénios H-3 e 2H-18, e & 3J com os hidrogénios H-10, H-2 e 3H-19. O
espectro de correlacdo HMBC confirma ainda as posi¢des das hidroxilas através
das correlagdes entre o carbono em &n 79,83 (CH-11) correlacionando-se a 3J
com o hidrogénio H-10 e 3H-20, e entre o carbono em &y 76,91 (CH-12)
correlacionando-se a 2J com o hidrogénio H-11 e a 3J com os hidrogénios H-15 e
H-17. E por correlacdes a 2J do carbono em & 40,69 (C-13) com o hidrogénio H-
12, e a 3J dos carbonos em & 147,64 (CH-15) e &z 17,25 (CHs-17) com o
hidrogénio H-12. As demais correlagbes encontram-se na Tabela 22, pag. 117.

A configuracao relativa dos carbonos quirais foi estabelecida apds analise
do espectro de correlagdo homonuclear 'H-"H-NOESY (Figura 72, pag. 125), o
qual apresentou interacdo entre os hidrogénios H-12 e 3H-20, o que indica
posicdes axiais para esses hidrogénios. Além disso, os valores de acoplamento
observados no espectro de RMN'H para esses hidrogénios indicam interagéo
axial-axial (SILVERSTEIN et al, 2007).

O espectro de HRESI-MS (Figura 62, pag. 118), permitiu determinar o ion
em m/z 339.1934 ([M+Na]’, calcd for CxoH2s03Na, m/z 339.1951, A, 0.0017)
compativel com a formula molecular CooH2503. As propostas para as principais
fragmentagdes observadas encontram-se no Esquema 5, pag 118.

O conjunto desses dados em comparagdo com dados da literatura
(ARAUJO et al, 2011) permitiram identificar a substancia SV-24 como sendo o
diterpeno inédito da classe eritroxileno, 11p,12a-dihidroxi-2,4(18),15-
eritroxilatrien-1-ona, denominado Angelocunhol em homenagem ao Professor

Angelo da Cunha Pinto, pelo reconhecimento meritério e consagrado como um
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dos mais influentes cientistas brasileiros, com expressiva contribuicdo na geragéo
de novos conhecimentos, formacdo de recursos humanos qualificados e
participacdo no desenvolvimento da quimica de produtos naturais com dedicagao

especial aos diterpenos.

18 1 OH

Mo-2

Tabela 22: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCl; e as correlagdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC da substancias SV-24, comparagdo com valores da literatura para
os modelos Mo-1 e Mo-2, 'H (400 MHz) e "°C (100 MHz) em CDCl; (ARAUJO et al, 2011). Os
valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis. Deslocamentos
quimicos em ppm.

HSQC HMBC Mo-1 Mo-2

oc OH ZJHC dJHc o o
C
1 205,29 - H-10 H-3 205,73 204,54
4 154,30 - H-3;2H-18 H-2;H-10;3H-19 154,46 151,97
5 43,33 - H-10;3H-20 H-3;2H-18 43,38 48,67
9 42,86 - H-10 43,55 43,47
13 40,69 - H-12;H-15 2H-16 39,06 39,58
CH
2 127,84 5,98 (d, 9,8) 127,94 128,19
3 145,79 6,98 (d, 9,8) 145,48 147,14
6 - - - - - 73,94
8 40,58 1,44-1,45 (m) 3H-20 41,11 37,96
10 64,45 2,60 (s) H-2;H-11; 64,50 65,02

3H-19;3H-20
11 79,83 3,23 (d, 9,0) H-10;3H-20 76,66 75,11
12 76,91 3,52 (d, 9,0) H-11 H-15;3H-17 - -
15 147,64 5,90-5,97 (m) 2H-16 H-12;H-14a;3H-17 149,81 149,14
6 39,15 1,59 (t, 13,2) 3H-19 37,89 -
1,09 (s)
7 24,34 1,63-1,64 (m) 24,71 38,60
1,41-1,42 (m)
12 - - - - 41,48 41,99
14 37,76 1,89-1,92 (m) 3H-17 36,44 34,74
1,23 (s)
16 111,26 5,08 (d, 17,4) 109,39 109,61
5,03 (d, 10,7)

18 117,60 5,33 (s), 5,32 (s) H-3 117,39 120,39
CHs;
17 17,25 1,09 (s) H-12;H-15 23,87 23,78
19 24,74 1,24 (s) H-10 24,57 17,46
20 10,65 1,21 (s) H-10;H-1 8,93 8,92
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Elemental Compaosition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

127 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
Elements Used:

C:0-100 H:0-1000 ©:0-200 Na:0-1

1: TOF MS ES+

1 2092019 339.1934

281.1955
1871047 201.1205

253 1888
1350779 161 0ad5 227.1441 539 1613 3;4?1-2;[:1 .

373.1595
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

i-FIT (Norm) Formula

339.1934 339.1936 -0.2 -0.6 6.5 81.7 0.0 C20 H28B 03 Na

YAA 1T 02-Sep-2015 22:30:32 SV-24_pos_Drbraz_Kirley 1138 (10.242)

Page 1

7.95e+003

427.2731 miz
420

Figura 62: Espectro de HRESI-MS da SV-24

OH

-|I||o
T

SV-24 .
C20H2603 CaofipgNacs m/z 281.1955
m/z 316.2038 m/z 3391951

HzO‘\

Y

CooH2903 CooH270,
m/z 317,2162 m/z 299,2019

QO
T

Esquema 5: Propostas mecanistica de fragmentagéo para SV-24
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Figura 66: Espectro de RMN'’C DEPT Q (125 MHz) em CDCl; de SV-24
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Figura 67: Espectro de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY em CDCl; de SV-24
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Figura 68: Espectro de correlagéo heteronuclear HSQC em CDCI; de SV-24
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Figura 69: Ampliagdo do espectro de correlagéo heteronuclear HSQC em CDCI; de SV-24
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6.2.7 Identificagdao da mistura SV-25

SV-25a = R, = OH, R, = Et, 22,23 - dihidro
SV-25b = R, = OH, R, = Et, A??
SV-25¢ = R, = OH, R, = Me, 22,23 - dihidro

Os fitoesterdides sao metabdlitos secundarios onipresentes em plantas. No
entanto quase sempre estas substancias ocorrem em misturas, devido as suas
semelhangas estruturais, dificultando suas separacdes através de técnicas
cromatograficas usuais. Por isso na maioria das vezes, suas identificagdes s&o
feitas em misturas, através da analise de dados obtidos utilizando-se as técnicas
de cromatografia & gas acoplada ao espectrémetro de massas (CG/EM) e RMN'H
e °C.

A amostra SV-25 foi obtida do extrato hexénico da madeira de S.
sampaioana, na forma de um cristal esbranquigado, soluvel em CHCI; e de
coloragao roxa quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

A andlise do espectro de RMN'H (Figura 73, pag. 129) da amostra,
apresentou um grande acumulo de sinais intensos na regido de o4 0,50 a 2,55
relativos aos varios grupos de hidrogénios de grupos metilicos, metilénicos e
metinicos de um esqueleto esteroidal. Observou-se também, um tripleto em &4
4,37 (1H, t, 2,5Hz, H-6), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbindlico,
e um singleto em &4 5,84 (1H, s, H-4) caracteristico de hidrogénio olefinico.

A presenca do esteroide SV-25b foi observada no espectro de RMN'H da
mistura, pelos sinais de hidrogénio olefinicos da cadeia lateral em &4 5,05 (1H, dd,
15,4; 9,0 Hz, H-23) e &4 5,16 (1H, dd, 15,4; 8,8 Hz, H-22).

A distingdo entre os esteroides SV-25a e SV-25b, foi confirmada pelos
sinais observados no espectro de RMN'*C DEPT Q (Figura 74, pag. 130) em &
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126,34 (CH-4) e &c 168,55 (C-5) comuns para ambas as estruturas, e em o&cq
129,44 (CH-23) e &cy 138,16 (CH-22), presentes somente no esteroide SV-25b.
Observou-se ainda, o sinal caracteristico de carbono carbinélico em &y 73,30 que
indica a presenca de uma hidroxila ligada ao atomo de carbono CH-6, € um sinal
caracteristico de carbonila em & 200,53 (C-3) para todas as substancias
presentes na mistura.

A analise por CG/EM (Figura 75, pag. 131) da mistura SV-25 apresentou
trés sinais com tempos de retengédo tgy = 39,07 min (24,78%), trz = 40,33 min
(14,86%) e trs = 43,45 min (60,37%), sendo que o espectro de massas obtido a
partir de cada sinal permitiu atribuir tg4 para a substancia SV-25c, com m/z = 414;
tr2 para a substancia SV-25b, com m/z = 426; e tr3 para a substancia SV-25a,
com m/z = 428. As propostas para as principais fragmentagdes observadas
encontram-se no Esquema 6, pag. 132.

O conjunto desses dados em comparagao com dados da literatura (GRECA
et al, 1990; CORREIA et al, 2003; FERREIRA, 2014) permitiram identificar a
mistura de esteroides SV-25 como sendo sitost-4-en-6-ol-3-ona (SV-25a),
estigmast-4,22-dien-6-ol-3-ona (SV-25b) e campest-4-en-6-ol-3-ona (SV-25¢). Os
dados obtidos para a mistura SV-25 e a comparagdo com dados da literatura

encontram-se sumarizados na Tabela 23, pag. 128.



SV-25a = R, = OH, R, = Et, 22,23 - dihidro
SV-25b = R, = OH, R, = Et, A%
SV-25¢c = R, = OH, R, = Me, 22,23 - dihidro

Mo-1= Mo-2 = R, = OH, R, = Et, 22,23 - dihidro
Mo-3 = R, = H, R, = Et, A%
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Tabela 23: Dados de RMN "°C (125 MHz) em CDCl; e as correlagdes observadas no espectro de
HMQC e HMBC da mistura SV-25 e a comparagéo com valores da literatura para os modelos Mo-
1 "°C (75 MHz) em CDCl; (CORREIA et al, 2003), Mo-2 "°C (100 MHz) em CDCl; (GRECA et al,
1990) e Mo-3 "°C (100 MHz) em CDCl; (FERREIRA, 2014). Deslocamentos quimicos em ppm.

SV-25a SV-25b SV-25¢ Mo-1 Mo-2 Mo-3
s oc oc o o o oc
3 200,53 200,53 200,53 200,30 200,11 199,80
5 168,55 168,55 168,55 168,30 168,55 171,80
10 37,09 37,09 37,09 37,90 37,97 38,80
13 42,51 42,51 42,51 42,20 42,49 42,30
CH
4 126,34 126,34 126,34 126,20 126,26 124,00
6 73,30 73,30 73,30 73,20 73,22 34,20
8 29,73 29,73 29,73 29,60 29,70 35,80
9 53,62 53,62 53,62 53,50 53,61 51,40
14 55,89 55,89 55,89 55,80 55,87 55,90
17 56,05 56,05 56,05 56,00 56,05 56,20
20 36,20 36,20 36,20 36,00 36,08 40,70
22 - 138,16 - - - 138,30
23 - 129,44 - - - 129,70
24 45,82 45,82 45,82 45,70 45,81 54,00
25 29,13 29,13 29,13 29,10 29,15 32,10
CH,
1 37,10 37,10 37,10 37,90 37,06 35,90
2 34,29 34,29 34,29 34,20 34,22 32,20
4 - - - - - -
7 38,55 38,55 38,55 38,50 38,56 33,20
11 20,98 20,98 20,98 20,90 20,95 21,20
12 39,60 39,60 39,60 39,50 39,58 39,60
15 2417 2417 24,17 24,10 24,12 24,30
16 28,21 28,21 28,21 28,10 28,14 29,10
22 33,01 - 33,01 33,80 33,88 -
23 26,05 - 26,05 26,00 26,09 -
28 23,07 23,07 - 23,00 23,06 25,60
CH,3
18 12,03 12,03 12,03 11,90 11,98 12,30
19 19,84 19,84 19,84 19,40 19,46 17,60
21 18,28 18,28 18,28 18,60 18,70 19,20
26 19,53 19,53 19,53 19,70 19,77 21,30
27 18,75 18,75 18,75 18,90 19,00 21,40
28 - - 19,04 - - -
29 12,00 12,00 - 11,90 11,98 12,40
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Figura 73: Espectro de RMN'H (500 MHz) em CDCl; de SV-25
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Sample Information Method
Anatyzed - 117672015 11:35:00
Sample Type : Unknown [Comment]
Sample Name :SV15
Injection Volume -1.000 [GC-17A Ver 3]
Inj. Initial Temp. 28000 °C
Interface Temp. :280.00°C
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Figura 75: Cromatograma e Espectro de massas de SV-25
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Esquema 6: Proposta mecanistica de fragmentagéo para SV-25
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6.2.8 Identificagao da mistura SV-26

6
SV-26a = 22,23 - dihidro
SV-26b = A%

A amostra SV-26 foi obtida do extrato hexanico da madeira de S.
sampaioana, na forma de um cristal esbranquicado, soluvel em CHCI; e de
coloragao roxa quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

A andlise do espectro de RMN'H (Figura 77, pag. 138) da amostra,
apresentou um grande acumulo de sinais intensos na regido de o4 0,50 a 2,55
relativos aos varios hidrogénios de grupos metilicos, metilénicos e metinicos de
um esqueleto esteroidal. Observou-se também, um multipleto em & 3,53-3,54
(1H, m, H-3), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbindlico, € um
dupleto em &4 5,37 (1H, d, 1,9Hz, H-6) caracteristico de hidrogénio olefinico.

A presencga de hidrogénios olefinicos da cadeia lateral foi observada pelos
sinais em & 5,04 (1H, dd, 15,1, 8,8Hz, H-23) e &4 5,14 (1H, dd, 15,1, 8,8Hz, H-
22).

A distingdo entre os esteroides SV-26a e SV-26b, foi confirmada pelos
sinais observados no espectro de RMN'® C DEPT Q (Figura 78, pag. 139) em &+
121,72 (CH-6) e o&c 140,76 (C-5) comuns para ambas as estruturas, e em ocH
129,26 (CH-23) e &cq 138,34 (CH-22), presentes somente no esteroide SV-26b.
Observou-se ainda, o sinal caracteristico de carbono carbindlico em &cy 71,79 que
indica a presenga de uma hidroxila ligada ao atomo de carbono CH-3.

A analise por CG/EM (Figura 76, pag. 136) da mistura SV-26 apresentou
impurezas, mas permitiu a observagao de dois sinais com tempos de retencao trq
= 27,80 min (17,69%) e trx = 29,48 min (20,36%), sendo que o espectro de

massas obtido a partir de cada sinal permitiu atribuir tr1 para a substancia SV-
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26a, com m/z = 414, e tg; para a substancia SV-26b, com m/z = 412. As
propostas para as principais fragmentagbes observadas encontram-se no
Esquema 7, pag. 137.

O conjunto desses dados em comparagdo com dados da literatura
(CHATURVEDULA & PRAKASH, 2012) permitiram identificar a mistura de
esteroides SV-26 como sendo fsitosterol (SV-26a) e estigmasterol (SV-26b). Os
dados obtidos para a mistura SV-26 e a comparacdo com dados da literatura

encontram-se sumarizados na Tabela 24, pag. 135.
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SV-26a = 22,23 - dihidro

SV-26b = A%
Mo-1 = 22,23 - dihidro
Mo-2 = A%2

Tabela 24: Dados de RMN °C (100 MHz) em CDCI; da mistura SV-26 e comparagdo com valores
da literatura para os modelos de Mo-1 e Mo-2 (150 MHz) em CDCIl; (CHATURVEDULA &
PRAKASH, 2012). Deslocamentos quimicos em ppm.

SV-26a SV-26b Mo-1 Mo-2
(29 (29 (29 (29
C
5 140,76 140,76 140,9 1411
10 36,51 36,51 36,7 36,6
13 42,32 42,32 42,6 42,4
CH
3 71,79 71,79 72,0 72,1
6 121,72 121,72 121,9 121,8
8 36,16 36,16 32,1 31,8
9 50,13 50,13 50,3 50,2
14 56,77 56,77 56,9 56,8
17 56,06 56,06 56,3 56,2
20 38,83 38,83 36,3 40,6
22 - 138,34 - 138,7
23 - 129,26 - 129,6
24 45,82 45,82 46,1 46,1
25 29,14 29,14 29,4 29,6
CH,
1 37,26 37,26 37,5 37,6
2 31,92 31,92 31,9 32,1
4 42,28 42,28 42,5 42,4
7 33,94 33,94 32,1 31,8
11 21,08 21,08 21,3 21,5
12 39,78 39,78 39,9 39,9
15 24,32 24,32 26,3 24,4
16 28,94 28,94 28,5 29,3
22 31,92 - 34,2 -
23 26,06 - 26,3 -
28 23,06 23,06 23,3 254
CH,
18 11,99 11,99 12,0 12,2
19 19,41 19,41 19,0 18,9
21 21,24 21,24 19,2 21,7
26 19,84 19,84 20,1 20,2
27 20,23 20,23 19,6 19,8
29 11,87 11,87 12,2 12,1
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Figura 76: Espectros de massas de SV-26
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Esquema 7: Proposta mecanistica de fragmentagéo para SV-26
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Figura 77: Espectro de RMN'H (500 MHz) em CDCl; de SV-26
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6.2.9 Identificagao da mistura SV-27

SV-27a SV-27b

A amostra SV-27 foi obtida do extrato hexédnico da madeira de S.
sampaioana, na forma de um cristal esbranquicado, soluvel em CHCI; e de
coloragao roxa quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

A analise por CG/EM (Figura 81, pag. 144) da mistura SV-27 apresentou
impurezas, mas permitiu a observagao de dois sinais com tempos de retencao trq
= 29,92 min (34,02%) e tr2 = 30,93 min (20,36%), sendo que o espectro de
massas obtido a partir de cada sinal permitiu atribuir m/z = 412 para ambas as
substancias. As propostas para as principais fragmentagdes observadas
encontram-se no Esquema 8, pag. 145.

A andlise do espectro de RMN'H (Figura 79, pag. 142) da amostra
apresentou, além de um grande acumulo de sinais intensos na regiao de &4 0,50 a
2,55 caracteristicos de um esqueleto esteroidal, sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em &4 5,04 (1H, dd, 15,1; 8,8Hz, H-23) e & 5,14 (1H, dd,
15,1, 8,8Hz, H-22), e também um sinpleto fraco em &4 3,67 caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono carbindlico.

O espectro de RMN'™ C DEPT Q (Figura 80, pag. 143) apresentou os sinais
em ocy 123,75 e &c 171,76 caracteristicos de instauracdo entre os carbonos CH-4
e C-5. Também foi observado um sinal caracteristico de carbonila de grupo
cetona em o¢c 199,69.

O conjunto desses dados em comparagdo com dados da literatura
(CHATURVEDULA & PRAKASH, 2012; FERREIRA, 2014) permitiram identificar a
mistura de esteroides SV-27 como sendo sitost-4-en-3-ona (SV-27a) e estigmast-
4,22-dien-3-ol (SV-27b). Os dados obtidos para a mistura SV-27 e a comparagao

com dados da literatura encontram-se sumarizados na Tabela 25, pag. 141.
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6
SV-27a = 22,23 - dihidro SV-27b = A??
Mo-1 = A?2 Mo-2 = A%2
Mo-3 = 22,23 - dihidro

Tabela 25: Dados de RMN "*C (125 MHz) em CDCl; da mistura SV-27 e comparag&o com valores
da literatura para os modelos Mo-1 (100 MHz) em CDCI; (FERREIRA, 2014), Mo-2 e Mo-3 (150
MHz) em CDCI; (CHATURVEDULA & PRAKASH, 2012). Deslocamentos quimicos em ppm.

SV-27a SV-27b Mo-1 Mo-2 Mo-3
= (29 (29 o (28 (29
3 199,69 - 199,80 - -
5 171,76 171,76 171,80 1411 140,9
10 35,67 35,67 38,80 36,6 36,7
13 42,38 42,38 42,30 42,4 42,6
CH
3 - 70,99 - 72,1 72,0
4 123,73 123,73 124,00 - -
6 32,41 32,41 34,20 121,8 121,9
8 35,60 35,60 35,80 31,8 32,1
9 51,23 51,23 51,40 50,2 50,3
14 55,87 55,87 55,90 56,8 56,9
17 55,98 55,98 56,20 56,2 56,3
20 40,49 40,49 40,70 40,6 36,3
22 - 138,14 138,30 138,7 -
23 - 129,42 129,70 129,6 -
24 53,80 53,80 54,00 46,1 29,4
25 32,41 32,41 32,10 29,6 46,1
CH,
1 38,59 38,59 35,90 37,6 37,5
2 39,51 39,51 32,20 32,1 31,9
4 - - - 42,4 42,5
7 32,90 32,90 33,20 31,8 32,1
11 21,02 21,02 21,20 21,5 21,3
12 39,61 39,61 39,60 39,9 39,9
15 24,18 24,18 24,30 24,4 26,3
16 30,24 30,24 29,10 29,3 28,5
22 32,04 32,04 - - 34,2
23 26,02 26,02 - - 26,3
28 23,04 23,04 25,60 254 23,3
CH;
18 12,14 12,14 12,30 12,2 12,0
19 19,03 19,03 17,60 18,9 19,0
21 21,17 21,17 19,20 21,7 19,2
26 19,83 19,83 21,30 20,2 20,1
27 20,21 20,21 21,40 19,8 19,6
29 11,95 11,95 12,40 12,1 12,2
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Figura 79: Espectro de RMN'H (500 MHz) em CDCI; de SV-27
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Figura 80: Espectro de RMN'*C DEPT Q (125 MHz) em CDCl; de SV-27
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Anilise no CG-EM
Analyzed by : Frnces
Analyred c VR2012 13:11:22
Solicitante: ‘Braz/Vinicius
Sample Name 1 8V-27
Sample 1D : Amostra Vinicius
Injection Volume :2ul.  Solvente: Cloroférmio
Data File + CAGCMSsolution\Data\ Project 1\Braz\ Vinkcius\SV-27.qed
Method File 1 CAVGCM Ssolution\Data\Project 1\CGeral.qgm

Equipamento: CG-EM - QP2010 Plus (Shimadzu)
Coluna: Factor Four/VF-5ms (30X0.25X0.25)

(GC-2010)

Column Oven Temp. : 100.0 °C

Injection Temp.: 250.00 °C

Injection Mode Split
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. 100.0 1.00
10.00 2900 40.00

[GCMS-QP2010 Plus)

lonSource Temp 250,00 °C

Interface Temp. 310,00 °C

Solvent Cut Time 12.50 min

it e . oo 7909 Scmni T291 )

43
9 |
a2
{ i 187 *'J_Lm I poo 327 355 330 | 420 451 401 519 S04 “ |
10 8 70 100 1M M0 190 20 260 20 30 0 0 400 40 460 490 S0 550 B0 60 SO 60

B 40 0 S0 M 120 0 I60 180 MO XN M0 160 W0 M0 M M0 M0 MD M1 4D 40
-

Figura 81: Espectros de massas de SV-27
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Esquema 8: Proposta mecanistica de fragmentagao para SV-27
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6.2.10 Identificagdo da mistura SV-28

29

O 3

4 6

SV-28b = R = Et, A%2
SV-28c = R = Me, 22,23 - dihidro

A amostra SV-28 foi obtida do extrato hexénico da madeira de S.
sampaioana, na forma de um cristal esbranquigcado, soluvel em CHCI; e de
coloragao roxa quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

A analise do espectro de RMN'H (Figura 82, pag. 148) da amostra
apresentou, além de um grande acumulo de sinais intensos na regiao de &4 0,50 a
2,55 caracteristicos de um esqueleto esteroidal, sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em &4 5,07 (1H, dd, 15,1, 8,6 Hz, H-23) e &4 5,14 (1H, dd,
15,1, 8,8 Hz, H-22), e também um sinal em &4 3,69 caracteristico de hidrogénio
ligado a carbono carbindlico. O espectro de RMN'*C DEPT Q (Figura 83, pag.
150) apresentou os sinais em o&n 123,74 e o 171,84 caracteristicos de
instauragcdo entre os carbonos CH-4 e C-5. Também foi observado um sinal
caracteristico de carbonila de grupo cetona a,[3 insaturada em ¢ 199,78.

A analise por CG/EM (Figura 84, pag. 150) da mistura SV-28 apresentou
impurezas, mas permitiu a observacao de trés sinais com tempos de retengao trq
= 27,61 min (23,98%), tr2 = 28,03 min (22,03%) e trs = 29,45 min (45,13%), sendo
que o espectro de massas obtido a partir de cada sinal permitiu atribuir tr1 para a
substancia SV-28c, com m/z = 398; tr, para a substancia SV-28b, com m/z = 410;
e trs para a substancia SV-28a, com m/z = 412. As propostas para as principais
fragmentag¢des observadas encontram-se no Esquema 9, pag. 151.

O conjunto desses dados em comparagdo com dados da literatura
(CHATURVEDULA & PRAKASH, 2012; FERREIRA, 2014) permitiram identificar a
mistura de esteroides SV-28 como sendo estigmast-4,22-dien-3-ol (SV-28a
idéntica a SV-27b), estigmast-4,22-dien-3-ona (SV-28b) e campest-4-en-3-ona
(SV-28c). Os dados obtidos para a mistura SV-28 e a comparagédo com dados da

literatura encontram-se sumarizados na Tabela 26, pag. 147.



SV-28a = A?2

Mo-2 = A%2
Mo-3 = 22,23 - dihidro

SV-28b = R = Et, A2
SV-28¢c = R = Me, 22,23 - dihidro
Mo-1 = R = Et, A%2
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Tabela 26: Dados de RMN '°C (100 MHz) em CDCI; da mistura SV-28 e a comparagdo com
valores da literatura para os modelos Mo-1 c (100 MHz) em CDCI; (FERREIRA, 2014), Mo-2 e
Mo-3 (150 MHz) em CDCI; (CHATURVEDULA & PRAKASH., 2012). Deslocamentos quimicos em

ppm.
SV-28a SV-28b SV-28¢c Mo-1 Mo-2 Mo-3
= (29 (29 (29 (29 (29 (29
3 - 199,78 199,78 199,80 - -
5 171,84 171,84 171,84 171,80 141,1 140,9
10 35,68 35,68 35,68 38,80 36,6 36,7
13 42,38 42,38 42,38 42,30 42,4 42,6
CH
3 71,61 71,61 71,61 - 72,1 72,0
4 123,74 123,74 123,74 124,00 - -
6 32,42 32,42 32,42 34,20 121,8 121,9
8 31,88 31,88 31,88 35,80 31,8 32,1
51,24 51,24 51,24 51,40 50,2 50,3
14 55,98 55,98 55,98 55,90 56,8 56,9
17 55,87 55,87 55,87 56,20 56,2 56,3
20 40,05 40,05 40,05 40,70 40,6 36,3
22 138,15 138,15 - 138,30 138,7 -
23 129,43 129,43 - 129,70 129,6 -
24 51,24 51,24 45,80 54,00 46,1 29,4
25 29,11 29,11 29,11 32,10 29,6 46,1
CH,
1 39,61 39,61 39,61 35,9 37,6 37,5
2 32,04 32,04 32,04 32,2 32,1 31,9
4 - - - - 42,4 42,5
7 34,00 34,00 34,00 33,20 31,8 32,1
11 21,02 21,02 21,02 21,20 21,5 21,3
12 39,61 39,61 39,61 39,60 39,9 39,9
15 24,19 24,19 24,19 24,30 24,4 26,3
16 28,21 28,21 28,21 29,10 29,3 28,5
22 - - 32,97 - - 34,2
23 - - 26,01 - - 26,3
28 23,05 23,05 23,05 25,60 25,4 23,3
CH,
18 12,27 12,27 12,27 12,30 12,2 12,0
19 19,02 19,02 19,02 17,60 18,9 19,0
21 17,39 17,39 17,39 19,20 21,7 19,2
26 21,17 21,17 21,17 21,30 20,2 20,1
27 19,84 19,84 19,84 21,40 19,8 19,6
28 - - 18,71 - - -
29 11,96 11,96 - 12,40 12,1 12,2
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Esquema 9: Proposta mecanistica de fragmentagcéo para SV-28



6.3 Substancias identificadas de Simira walteri

OMe OMe
OH OH
OMe OMe
MeO MeO
HO HO
OMe OMe
SV-86a SV-86b = SV-83b
@)
MeO
OH
HO
SV-83a alio

Figura 85: Substancias isoladas de Simira walteri
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6.4 Determinacao estrutural das substancias de S. walteri

6.4.1 Identificagao da mistura SV-86

SV-86a SV-86b

A amostra SV-86 foi obtida do extrato metandlico da madeira de S. walteri
como um solido amorfo de coloragdo amarelada, apresentando coloracédo escura
quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

O espectro de RMN'H (Figura 87, pag. 158) apresentou sinais
caracteristicos de unidades furofuranicas em &4 4,75 (1H, d, 4,0 Hz, H-7b/H-7’b),
on 3,11- 3,13 (1H, m, H-8b/H-8b) e &4 3,90 - 3,92 (2H, m, 2H-9b/2H-9'b). O
espectro de correlagdo homonuclear COSY (Figura 89, pag. 160) confirma a
presenca da unidade furanica pelos acoplamentos de H-8b/H-8'b com H-7b/H-7’b
e 2H-9b/2H-9’b. O espectro de RMN'H apresentou ainda, um sinpleto em & 3,89
integrando para 12 hidrogénios, indicando a presenga de quatro grupos metoxila.
E um sinpleto em &4 6,60 atribuido a hidrogénios aromaticos, sugerindo um plano
de simetria na molécula.

A andlise do espectro de RMN™C DEPT Q (Figura 88, pag. 159)
apresentou 8 sinais, cada um correspondendo a dois carbonos, devido a simetria
da molécula. A comparagao desses dados com dados da literatura, conduziram a
formula estrutural SV-86b (Tabela 27, pag.155).

A subtragdo dos sinais referentes a SV-86b do espectro de RMN'H,

permitiu a observacado de outra unidade furofuranica através dos deslocamentos
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on 4,44 (1H, d, 7,0 Hz, H-7a), &4 4,88 (1H, d, 5,2 Hz, H-7’a), &4 2,99 (1H, q, 7,5Hz,
H-8a), o 3,36-3,37 (1H, m, H-8a), &4 3,88-3,89 (2H, m, 2H-9a),e &4 3,35 (2H, s,
2H-9’a).

Dos sinais restantes, observados no espectro de RMN'*C DEPT Q (Figura
88, pag. 160), os sinais em & 129,44 (C-1a/C-1'a) e & 146,98 (C-3/5a/C-3’/5'a)
foram atribuidos com base na comparacdo com sinais observados para SV-86b.
Os demais sinais observados, com pequenas variagdes de valores entre carbonos
semelhantes, sugerem uma conformacao espacial diferente da observada para
SV-86b.

Na analise do espectro de RMN'H (Figura 87, pag. 158), a observacéo das
constantes de acoplamento cis/trans observadas para os hidrogénios nas H-7/7’
do sistema furofuranico, também corrobora para a presenca de isbmeros na
amostra SV-86 (Tabela 27, pag. 155-156).

O espectro de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 90, pag. 160)
apresentando as correlacdes a 'J entre os sinais &y 102,24 (CH-2/6a) com os
hidrogénios em &4 6,61 (1H, s, H-2a/H-6a); os sinais em &y 102,73 (CH-2'/6’a)
com os hidrogénios em &4 6,63 (1H, s, H-2’a/H-6’a); o sinal em &cy 87,95 (CH-7a)
com o hidrogénio em &y 4,44(H-7a) e o sinal em &y 82,21 (CH-7’a) com o
hidrogénio em &4 4,88 (H-7'a) conduziram a formula estrutural para SV-86a
(Tabela 27, pag. 155).

A analise do espectro de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras 91 e 92,
pag. 161) em adicdo aos dados observados no espectro de correlagado
heteronuclear HSQC, para as duas estruturas corroborou para a confirmagao da
mistura de isbmeros SV-86a e SV-86b.

A andlise por CG/EM (Figuras 86, pag. 157) apresentou impurezas, no
entanto permitiu calcular o ion molecular em m/z 418 ([M]"), compativel com a
férmula molecular CxHp0s. As propostas para as principais fragmentacoes
observadas encontram-se no Esquema 10, pag 157.

O conjunto desses dados em comparagdao com os dados de literatura (MAC
RAE & TOWERS,1985) conduziram a identificagdo de SV-86a e SV-86b como
sendo a mistura de isdmeros da lignana siringaresinol (38) (SANCHES, 2013), ja
isolada no género, no entanto, pela primeira vez encontrada como mistura de

isbmeros.
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SV-86a Mo-1

Tabela 27: Dados de RMN RMN 'H (500 MHz) e *C (100 MHz) em CDCl; e as correlagdes
observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-86a, e comparagéo com valores da
literatura para o modelo Mo-1 'H (80 MHz) e "*C (20 MHz) em CDCl; (MAC RAE & TOWERS
,1985). Os valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis.
Deslocamentos quimicos em ppm.

HSQC HMBC Mo-1
oc O *Juc *duc S S
C
1 129,44 - H-7 133,89 -
1 129,44 - H-7’ 136,68 -
3/5 146,98 - H-2/H-6 OH-4 153,13 -
35’ 146,98 - H-2’/H-6’ OH-4’ 153,32 -
4 132,08 - H-2/H-6 137,00 -
4 133,98 - OH-4’ H-2’/H-6’ 137,60 -
CH
2/6 102,24 6,61 (s) H-2/H-6 102,69 6,57 (s)
2'/6’ 102,24 6,63 (s) H-2’/H-6’; H-8 103,00 6,57 (s)
7 87,95 4,44 (d, 7,0) H-8 H-2/H-6; H-8’ 87,66 4,43 (d, 7,0)
7 82,21 4,88 (d, 5,2) H-8 H-2’/H-6’ 82,06 4,84 (d, 5,0)
8 5460  299(q,7.5) H-9 H-9' 54.36 2,95 (m)
8’ 50,09 3,36-3,37 (m) H-9’ H-9 49,90 3,55-3,20
CH,
9 70,89  4,16-4,17 (m) 7100  3,70-3,40 (m)
3-88-3.89 (m) H-7 3.55-3,20 (m)
9 6971  3,88-3.89 (m) 69,77  4.25-4.00 (m)
3,35 (s) H-7 4,00-3.70 (m)
MeO
3/5 56,37 3,92 (s) 56,07 3,88 (s)
3'/5’ 56,37 3,92 (s) 56,07 3,88 (s)
414 i - 60.68 3.86 (s)
OH

4/4 - 5,53 (s) - -
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SV-86b

Mo-2

Tabela 27 (continuag&o): Dados de RMN RMN 'H (500 MHz) e "*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagbes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-86b, e comparagéo
com valores da literatura para o modelo Mo-2 "H (80 MHz) e °C (20 MHz) em CDCl; (MAC RAE &
TOWERS ,1985). Os valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis.
Deslocamentos quimicos em ppm.

HSQC HMBC Mo-2
o N Juc *Juc o N
C
1 129,44 - H-7 136,66 -
1 129,44 - H-7 136,66 -
3/5 147,14 - H-2/H-6 OH-4 153,39 -
3'/5 147,14 - H-2'/H-6’ OH-4' 153,39 -
4 134,20 - OH-4 H-2/H-6 137,64 -
4 134,20 - OH-4’ H-2'/H-6’ 137,64 -
CH
2/6 102,63 6,60 (s) H-2/H-6 102,98 6,58 (s)
2'/6’' 102,63 6,60 (s) H-2'/H-6’; H-8 102,98 6,58 (s)
7 86,09 4,75 (d, 4,0) H-8 H-2/H-6; H-8’ 85,88 4,75 (d, 5,5)
7 86,09 4,75 (d, 4,0) H-8' H-2'/H-6’ 85,88 4,75 (d, 5,5)
8 54,35 3,12 (m) H-9 H-9’ 54,29 3,08 (m)
8 54,35 3,12 (m) H-9’ H-9 54,29 3,08 (m)
CH,
9 71,81 4,29-4,32 (m) 71,91 4,43-4,20 (m)
3,90-3,92 (m) H-7 3,97-3,82 (m)
9 71,81 4,29-4,32 (m) 71,91 4,43-4,20 (m)
3,90-3,92 (m) H-7’ 3,97-3,82 (m)
MeO
3/5 56,37 3,89 (s) 56,16 3,86 (s)
3'/5 56,37 3,89 (s) 56,16
4/4 - - - - 60,73 3,83 (s)
OH
4/4 - 5,53 (s) - -
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Figura 87: Espectro de RMN'H (500 MHz) em CDCl; de SV-86
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Figura 88: Espectro de RMN'C DEPT Q (125 MHz) em CDCl; de SV-86
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6.4.2 Identificagao da mistura SV-83

MeO

OMe SV-83b

A amostra SV-83 foi obtida do extrato metandlico da madeira de S. walteri,
apresentando-se como um solido amorfo. A analise dos dados espectrométricos

permitiu a identifica-la como a misturas de duas substancias.
6.4.2.1 Determinagao estrutural de SV-83a

A andlise do espectro de RMN' H (Figura 93, pag. 165) permitiu a
observagéo dos sinais de hidrogénios aromaticos em ¢4 7,56 (1H, d, 1,9Hz, H-2’),
o4 6,98 (1H, d, 7,9Hz, H-5") e &4 7,57 (1H, dd, 1,9, 7,9Hz, H-6’), sugerindo um anel
aromatico trissubstituido. As correlagbes desses hidrogénios no espectro de
correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 95, pag. 167) corroboram para a
proposicao deste tipo de anel aromatico.

As andlises do espectro de RMN™ C DEPT Q (Figura 94, pag. 166) e do
espectro de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 96, pag. 167) permitiram
identificar as correlacdes a 'J entre os sinais do carbono aromaticos em & 109,59
(CH-2’) com o hidrogénio em ¢4 7,56 (H-2’), do carbono em ocy 113,96 (CH-5)
com o hidrogénio em oy 6,98 (H-5') e do carbono em &cy 123,69 (CH-6") com o
hidrogénio em o&4 7,57 (H-6’), confirmando o anel aromatico com trés
substituicbes. Além disso, pode-se observar as correlacbes dos carbonos
metilénicos em &cre 39,78 (CH2-2) com os hidrogénios em &4 3,21 (2H, t, 5,3Hz,
H-8) e &chz 58,35 (CH2-3) com os hidrogénios em &4 4,04 (2H, t, 5,3Hz, H-3), este

ultimo caracteristico de carbono préximo a grupo hidroxila. Também foi possivel
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observar um sinal referente a carbono de grupo metoxila em & 56,35
correlacionando-se com os hidrogénios em &y 3,98 (3H, s, 3H-MeO).

A analise do espectro de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 97, pag.
168) permitiu as correlacdes a 2J entre os sinais do carbono em & 146,87 (C-3')
com o hidrogénio em &y 7,56 (H-2’), entre o carbono em &gz 39,78 (CH»-2) com o
hidrogénio em &4 4,04 (2H-3) e entre o carbono em &gz 58,35 (CH2-3) com o
hidrogénio em & 3,21 (2H-2). E as correlacdes a >J entre os sinais do carbono em
oc 146,87 (C-3’) com o hidrogénio em &y 6,98 (H-5’) e os hidrogénios do grupo
metoxila, entre o carbono em & 150,52 (C-4’) com os hidrogénios H-2’, H-6’ e 2H-
3. As demais correla¢des encontram-se na Tabela 28, pag. 164.

O conjunto desses dados e a comparagdo com dados da literatura
(BADERSCHNEIDER & WINTERHALTER, 2001) permitiram identificar o
componente SV-83a da mistura SV-83 como sendo a o fenilpropanoide 3-hidroxi-

1-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-propan-1-ona.
6.4.2.2 Determinagao estrutural de SV-83b

A subtracdo dos sinais referentes & SV-83a dos espectros de RMN'H e
C, permitiu a observacao de sinais referentes a outra substancia, SV-83b, com a
presenca de uma unidade furofuranica, observada através dos deslocamentos &y
5,72 (1H, d, 7,1 Hz, H-7b/H-7’b), &4 3,74 (1H, m, H-8b/H-8'b) e &4 3,83-3,84 (2H,
m, 2H-9b/2H-9’b), observados no espectro de RMN' H (Figura 93, pag. 165). O
espectro de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 95, pag. 167),
corrobora para a unidade furanica através dos acoplamentos entre os hidrogénios
H-7b/H-7'b e H-8b/H-8b.

O singleto em &4 3,91 integrando para 12 hidrogénios indica a presencga de
quatro grupos metoxila. E o singleto em oy 6,52, atribuido a hidrogénios
aromaticos, sugerem um plano de simetria na molécula.

A andlise do espectro de RMN'*C DEPT Q (Figura 94, pag. 166)
apresentou 8 sinais, cada um correspondendo a dois carbonos, devido a simetria
da molécula. E as analises dos espectros de correlacdes heteronucleares HSQC
(Figura 96, pag. 167) e HMBC (Figura 97, pag. 168), juntamente com a

comparagao com os dados obtidos para SV-86 e da literatura, permitiram a
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identificacdo da substancia SV-83b, como sendo a lignana siringaresinol,
semelhante ao isbmero SV-86b (SANCHES, 2013) (Tabela 28, pag. 164).

Tabela 28: Dados de RMN RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCl; da mistura SV-83 e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC para SV-83a, e comparagdo com valores
da literatura pra o modelo Mo-1 'H (300 MHz) em MeOD (BADERSCHNEIDER &
WINTERHALTER, 2001). Os valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre
paréntesis. Deslocamentos quimicos em ppm.

Sv-83a Sv-83b Mo-1
HSQC HMBC
& 5 *Jic *Jhic & S 5
C
1 199,11 - 2H-2 H-2’; H-6’; 2H-3 126,94 - -
3 - - - - 147,24 - -
4 - - - - 134,42 - -
5 - - - - 147,24 - -
1 129,56 - - - -
3 146,87 - H-2’ H-5"; MeO-3’ - - -
4 150,52 - H-3 H-2’; H-6’ - - -
CH
2 - - - - 104,86 6,52 (s) -
5 - - - - - - -
6 - - - - 104,86 6,52 (s) -
2’ 109,59 7,56 (d, 1,9) - H-6’ - - 7,55 (d, 2,0)
5 113,96 6,98 (d, 7,9) - - - - 6,87 (d, 8,0)
6’ 123,69 7,57 (dd, - H-2’ - - 7,58 (dd,
7.9,1,9) 8,0, 2,0)
717 - - - - 89,48 5,72 (d, 7,1) -
8/8’ - - - - 53,87 3,74 (s) -
CH>
2 39,78 3,21 (t, 5,3) 2H-3 - - - 3,16 (t, 6,5)
3 58,35 4,04 (t, 5,3) 2H-2 - - - 3,94 (t, 6,5)
8 - - - - - - -
9 - - - - 64,71  4,14(dd, 11,4, 8,9) -
3,83-3,84 (m)
MeO-3 - - - - 56,10 3,91 (s) -
MeO-3' 56,35 3,98 (s) - - - - 3,91 (s)
MeO-4’ - - - - - - -
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6.4.3 Identificacao da substancia SV-84

A amostra SV-84 foi obtida do extrato metandlico da madeira de S. walteri,
na forma de um cristal esbranquicado, soluvel em piridina e de coloragao roxa
quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

A analise do espectro de RMN'H (Figura 98, pag. 171) da amostra
apresentou um grande acumulo de sinais intensos na regido de o4 0,50 a 2,55
caracteristicos de um esqueleto esteroidal, e um sinal em &y 5,34 referente ao
hidrogénio da insaturagcdo. Observou-se ainda, um sinal em &4 5,04, caracteristico
de hidrogénio ligado a carbono anomérico de unidade glicosidica, que sugere a
presenca de uma unidade de agucar.

Tendo em vista que o esqueleto basico € o mesmo para os principais
esteroides, o espectro de RMN'*C DEPT Q (Figura 99, pag. 172) apresentou
sinais caracteristicos de carbono carbindlico em o&cy 77,87 (CH-3), e sinais de
carbonos insaturados em & 140,68 (C-5) e &y 121,70 (CH-6). E também os
sinais observados na regido de o&cy 62,63 a 78,40, e o sinal em o&cHe 102,36,
caracteristicos de unidade glicosidica.

O conjunto desses dados e a comparagdo com dados da literatura
permitiram identificar a substancia SV-84 como sendo o esteroide O-p-D-
glicopiranosilsitosterol (MACARI et al.,1990; CHATURVEDULA & PRAKASH,
2012) (Tabela 29, pag. 170).
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SV-84 = R= Glic
Mo-1 = R= Glic
Mo-2 =R=H

Tabela 29: Dados de RMN RMN 'C (125 MHz) em piridina-d5 da substancia SV-84 e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1 3¢ (20 MHz) em CDCI; (MACARI et
al.,1990) e Mo-2 °C (600 MHz) em CDCl; (CHATURVEDULA & PRAKASH, 2012). Os valores das
constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis. Deslocamentos quimicos em ppm.

SV-84 Mo-1 Mo-2
(29 (29 (29
C
5 140,68 140,3 140,9
10 37,27 36,5 36,7
13 42,27 42,3 42,6
CH
3 77,87 80,0 72,0
6 121,70 122,0 121,9
8 31,85 31,8 32,1
9 50,13 50,2 50,3
14 56,61 56,7 56,9
17 56,03 56,1 56,3
20 36,18 36,0 36,3
24 45,83 45,8 46,1
25 29,26 29,1 29,4
CH,
1 36,72 37,2 37,5
2 30,05 29,5 31,9
4 39,74 38,9 42,5
7 31,97 31,8 32,1
11 21,07 20,9 21,3
12 39,13 39,7 39,9
15 24,30 24,2 26,3
16 28,33 28,1 28,5
22 34,00 34,0 34,2
23 26,18 26,0 26,3
28 23,18 23,0 23,3
CH,
18 11,95 11,9 12,0
19 18,80 19,2 19,0
21 19,00 18,7 19,2
26 19,76 19,7 20,1
27 19,21 18,9 19,6
29 11,76 11,0 12,2
Gli
1 102,36 99,6 -
2 75,13 71,7 -
3 78,28 73,0 -
4 71,48 68,7 -
5 78,40 71,5 -

6’ 62,63 61,9 -
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6.5 Substancias identificadas de Simira pikia

HO OH
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SV-100

SV-103Ac

Figura 100: Substancias isoladas de Simira pikia
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6.6 Determinacao estrutural das substancias de S. pikia

6.6.1 Identificagao da substancia SV-67

A amostra SV-67 foi obtida do extrato metandlico da madeira de S. pikia,
como um solido amorfo de coloragao escura, apresentando resultado negativo em
teste para alcaloide com reagente de Dragendorff e coloragao azul escuro quando
aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

O espectro de RMN'H (Figura 101, pag. 177) apresentou sinais de
hidrogénios aromaticos, sendo os sinais em &4 6,98 (1H, dd, 2,6, 0,5Hz, H-4), &4
6,68 (1H, dd, 8,9, 2,6Hz, H-6) e em &4 7,18 (1H, dd, 8,9, 0,5Hz, H-7), atribuidos a
um anel aromatico monosubstituido de uma unidade inddlica através das
correlagdes apresentadas entre esses hidrogénios no espectro de correlagao
homonuclear 'H-'"H-COSY (Figura 103, pag. 179) (SILVERSTEIN et al,2007).

Essa unidade inddlica é corroborada pela analise do espectro de RMN'C
DEPT Q (Figura 102, pag. 178) e do espectro de correlagdo heteronuclear HSQC
(Figuras 104 e 105, pag. 179 e 180), apresentando as correlagdes entre o sinal de
carbono &y 122,86 (CH-2) e o hidrogénio em &y 7,05 (1H, s, H-2), entre o
carbono em ¢y 110,95 (CH-6) e o hidrogénio em &y 6,68 (H-6), ocy 111,25 (CH-7)
e o hidrogénio em &4 7,18 (H-7) e o carbono em &y 102,02 (CH-4) e o hidrogénio
em o4 6,98 (H-4). A cadeia lateral a unidade inddlica também foi observada
através das correlagdes entre os sinais do carbono em &cyz 25,06 (CH-10) e 0
hidrogénio em &4 2,95 (2H, t, 7,2Hz, 2H-10) e do carbono em &gz 40,07 (CH-11)
e o hidrogénio em &4 3,59 (2H, t, 7,2Hz, 2H-11).

A andlise do espectro de RMN'H (Figura 101, pag. 177) e do espectro de
correlacdo homonuclear 'H-"H-COSY (Figura 103, pag. 179) indica a presenca de

um segundo anel aromatico trissubstituido, pela observagao dos sinais em &4 7,13
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(1H, dd, 1,9Hz, H-2’), & 6,81 (1H, d, 8,1Hz, H-5) e em &, 7,04 (1H, dd, 8,1, 1,9
Hz, H-6’).

A analise do espectro de RMN'C DEPT Q (Figura 102, pag. 178) e do
espectro de correlagao heteronuclear HSQC (Figuras 104 e 105, pag. 179 e 180),
apresentou as correlagdes a 'J entre os atomos olefinicos &cy 140,56 (CH-7") e o
hidrogénio em &4 7,46 (1H, d, 15,7Hz, H-7’) e &cy 117,44 (CH-8’) e o hidrogénio
em oy 6,45 (1H, d, 15,7Hz, H-8’). E as correlagdes do segundo anel aromatico
entre o carbono &y 110,07 (CH-2’) e o hidrogénio em &4 7,13 (1H, d, 1,9Hz, H-2'),
entre o carbono &y 115,02 (CH-5') e o hidrogénio em &4 6,81 (H-5’) e entre o
carbono &cy 121,81 (CH-6’) e o hidrogénio em &y 7,04 (H-6’).

O espectro de RMN'>C DEPTQ mostrou um sinal caracteristico de carbono
de grupo metoxila em o&cnz 54,93. A confirmacado desta metoxila ligada ao anel
aromatico é corroborada pela correlagdo observada a 3J no espectro de
correlacado heteronuclear HMBC (Figuras 106 e 107, pag. 180 e 181) entre o
carbono em & 147,87 (C-3’) e os hidrogénios em &y 3,90 referentes a metoxila.
Pode-se observar ainda, um sinal de carbono fendlico em & 148,41 (C-4’)
correlacionando-se a 3J com os hidrogénios em & 7,13 (H-2') e &4 7,04 (H-6). As
demais correlagdes encontram-se na Tabela 30, pag. 176.

O conjunto desses dados aliados a comparagao com dados da literatura
permitiram identificar a substancia SV-67 como sendo o alcaloide derivado da
serotonina, N-feruloilserotonina (ZHANG et al,1997).

A comparacao dos dados obtidos para as amostra SV-92, SV-97 ¢ SV-99

com os dados obtidos para a substancia SV-67 mostraram semelhantes.
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H Mo-1

Tabela 30: Dados de RMN RMN 'H (400 MHz) e "*C (125 MHz) em MeOD e as correlacdes
observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-67, e a comparagédo com valores de
literatura para o modelo Mo-1 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) em MeOD (ZHANG et al,1997). Os
valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis. Deslocamentos
quimicos em ppm.

HSQC HMBC Mo-1
oc O ZJHC dJHC o N
C
3 111,07 - 2H-10 2H-11 112,6
5 149,74 - H-7 151,6
8 131,72 - H-2; H-4; H-6 132,5
9 128,03 - H-2; H-7; 2H-10 1294
1’ 126,89 - H-7’ H-5; H-8’ 128,3 -
3 147,87 - H-5’; MeO-3’ 148,6
4 148,41 - H-2’; H-6’ 149,1
9 167,81 - H-8’ H-7"; 2H-11 166,5
CH
2 122,86 7,05 (s) 2H-10 124,0 7,09 (d, 1,8)
4 102,08 6,98 (dd, 2,6, 103,5 7,04 (d, 2,4)
0,5)
6 110,95 6,68 (dd, 8,9, H-4 112,3 6,71 (dd, 2,4,
2,6) 8,5)
7 111,25 7,18 (dd, 8,9, 112,5 7,19 (d, 8,5)
0,5)
2 110,07 7,13 (d, 1,9) H-6"; H-7 11,3 7,15 (d, 1,8)
5 115,02 6,81 (d, 8,1) 116,1 6,83 (d, 8,5)
6’ 121,81 7,04 (dd, 8,1, H-2’; H-7’ 122,6 7,05 (dd, 8,5,
1,9) 1,8)
7 140,56 7,46 (d, 15,7) H-2’; H-6’ 140,3 7,46 (d, 15,6)
8 117,44 6,45 (d, 15,7) 120,2 6,46 (d, 15,6)
CH,
10 25,06 2,95 (t, 7,2) 2H-11 26,4 2,91 (m)
11 40,07 3,59 (t, 7,2) 2H-10 40,8 3,59 (m)
CHs;

MeO-3 54,93 3,90 (s) 56,2 3,87 (s
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6.6.2 Identificacao da substancia SV-74

A amostra SV-74 foi obtida do extrato em MeOH da madeira de S. pikia
como um sélido amorfo de coloragdo amarela, apresentando resultado positivo
em teste para alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN'H (Figuras 108-110, pag. 185-187) mostrou seis sinais
de hidrogénios aromaticos referentes a unidade p-carbolinica, que foram
confirmados pelos acoplamentos presentes no espectro de correlagcdo
homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 112, pag. 189) (SILVERSTEIN et al, 2007).
Sinais de correspondéncia as interagdes heteronucleares observadas nos
espectros de correlagdes HSQC (Figura 113, pag. 189) e HMBC (Figura 114, pag.
190) permitiram identificar os sinais de carbonos hidrogenados e né&o
hidrogenados desta unidade aromatica, sugerindo uma unidade f-carbolinica ndo
substituida, semelhante ao alcaloide SV-11 (Tabela 18, pag. 74), ja identificado
neste trabalho.

Sinais de trés hidrogénios em &y 5,87-5,94 (1H, m, H-19), &4 5,33 (1H, dI,
17,1 Hz, H-18a) e &4 5,24 (1H, d, 10,6 Hz, H-18b) com correlacbes observadas no
espectro de correlagcdo heteronuclear HSQC aos carbonos vinilicos ocy 135,10
(CH-19) e ooz 117,72 (CH»-18), indicam a presenga de uma dupla terminal.
Também foi observada a correlagdo do hidrogénio em &4 3,75 (H-16) com o
carbono em & 56,25 (C-16), referente a carbono o a carbonila. O sinal referente
ao carbono da carbonila pode ser observado no espectro de RMN'*C DEPT Q
(Figura 111, pag. 188) em & 174,41 (C-22).

Correlagdes importantes para a confirmagado da segunda unidade ligada a

unidade p-carbolinica, foram observadas no espectro de correlagdo homonuclear
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'H-"H-COSY, que apresenta correlacdes entre os sinais & 3,75 (H-16) com os
sinais em &4 2,95 (H-15). E entre os sinais em &4 5,24 (H-20) e &4 4,81 (1H, d,
7,8Hz, H-21). E no espectro de correlagao heteronuclear HMBC (Figura 114, pag.
190) que apresenta as correlagdes a 3Jentre o hidrogénio em &4 2,95 (H-15) com
o carbono em & 81,68 (CH-17), e também entre o hidrogénio em &4 5,24 (H-18b)
com o carbono em ¢&¢ 44,31 (CH-20).

A unidade glicopiranosidica foi corroborada através das correlagoes
observadas no espectro de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 113, pag.
189) entre o hidrogénio em &4 5,78 (H-1’), relativo a um hidrogénio de carbono
anomérico, com o atomo de carbono em &y 95,38 (CH-1’), e do carbono
metilénico em o&cye 61,67 (CH-6’) com um dupleto largo em &4 4,05 (H-6’). As
demais correlagdes encontram-se na Tabela 31, pag. 184.

A presenca da unidade glicopiranosidica pode ser comprovada atraves das
correlagdes a °J no espectro de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 114, pag.
190) entre o carbono anomérico em &y 95,38 (CH-1") com o hidrogénio em &y
4,81 (H-21), a 2J entre os carbonos em &z 61,67 (CH-6") e em &cn 77,24 (CH-5)
com o hidrogénio em &4 3,29 (H-4’), entre o carbono em &cy 70,37 (CH-4’) com o
hidrogénio em &4 3,44 (H-3’) e entre o carbono em &y 76,53 (CH-3') com o
hidrogénio em & 3,24 (H-2).

A andlise do conjunto desses dados e a comparagdo com dados da
literatura (AIMI et al, 1985) possibilitaram propor, a identificacdo da substancia
SV-74 como sendo o alcaloide ofiorina (2), ja isolado no género Simira (BASTOS
et al, 2002).
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M0-1= Ry = COO", Ry = H
M0-2= R; = H, R, = COO"

Tabela 31: Dados de RMN "H (500 MHz) e "°C (125 MHz) em MeOD e as correlagdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC de SV-74, e comparagdo com valores da literatura para os
modelos Mo-1 e Mo-2 'H (270 MHz) e "*C (67 MHz) em D,O (AIMI et al, 1985) Os valores das

constantes de acoplamento (J) em Hz, estdo entre paréntesis e os deslocamentos quimicos em

ppm.

HSQC HMBC Mo-01 Mo-02
S S EN 3hc & o
C
2 nd - 134,8 135,6
3 nd - 146,6 146,4
7 104,55 - H-9 140,2 140,4
8 126,02 - H-10;H-12 122,2 121,9
13 136,87 - H-9;H-11 135,8 134,7
22 174,42 - 176,9 177,4
CH
5 135,10 8,15 (d, 5,5) 136,9 136,8
6 nd 7,95 (d, 5,5) 135,9 135,8
9 117,74 7,48 (d, 7,8) H-11 124,6 124,5
10 119,21 7,07 (t, 7,8) 119,2 119,3
11 121,96 7,15 (t, 7,8) 125,5 125,5
12 110,95 7,35 (d, 8,2) H-11 H-10 115,4 115,3
15 32,38 2,93-2,95 (m) 33,0 33,3
16 55,27 3,74-3,75 (m) 49,8 47 4
17 81,68 Nd H-18 91,7 91,5
19 135,10 5,87-5,94 (m) 134,7 134,8
20 44,31 2,81 (s) H-18 48,8 46,0
21 98,95 4,82 (d, 7,9) 98,2 98,2
CHa
14 15,73 3,03-3,04 (m) 26,0 29,1
18 117,71 5,33 (dl 17,1) 121,9 122,3
5,25 (d, 10,4)
Glu
1 95,38 5,78 (sl) 101,8 102,2
2 73,31 3,23-3,27 (¢) 75,4 75,4
3 76,53 3,44 (t 9,1) 78,8 78,9
4 70,37 3,27 (t, 9,1) 72,2 72,2
5 77,24 3,46-3,47(dl) 78,4 78,3
6’ 61,67 4,05-4,06(d/) 3,68- 63,3 63,2
3,70(dl)
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Figura 111:

Espectro de RMN">C DEPT Q (125 MHz) em MeOD de SV-74
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6.6.3 Identificacao da mistura SV-88

SV-88a SV-88b

A amostra SV-88 foi obtida do extrato em MeOH da madeira de S. pikia
como um sélido amorfo de coloragdao amarela, apresentando resultado positivo
em teste para alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN'H (Figuras 116 e 117, pag. 197 e 198) mostrou sinais
de hidrogénios aromaticos referentes a unidade B-carbolinica, que foram
confirmados pelos acoplamentos presentes no espectro de correlagédo
homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 120, pag. 201). Sinais de correspondéncia as
interacbes heteronucleares observadas nos espectros de correlacbes HSQC
(Figuras 121 e 122, pag. 201 e 202) e HMBC (Figuras 123 e 124, pag. 202 e 203)
permitiram identificar os sinais de carbonos hidrogenados e nao hidrogenados
desta unidade aromatica, semelhante ao alcaloide SV-20 (Tabela 19, pag. 84), ja
identificado neste trabalho.

A analise do espectro de RMN'™C DEPT Q (Figuras 118 e 119, pag. 199 e
200) e do espectro de correlagdo heteronuclear HSQC, evidenciam uma mistura
de isbmeros, SV-88a e SV-88b (Tabelas 32 e 33, pag. 193 e 194), através das
correlagdes entre os sinais ocy 75,70 (CH-17a) e &4 6,25 (1H, d, 3,8Hz, H-17a), o
carbono vinilico ocy 150,65 (CH-19a) e &4 6,58 (1H, q, 7,1Hz, H-19a), o carbono
em o&cy 15,20 (CH-18a) e &4 2,09 (3H, d, 7,1Hz, 3H-18a) e o sinal caracteristico de
carbono de grupo carbonila em &y 194,95 (CH-21a) e &4 9,33 (1H, s, H-21a),
atribuidos ao isbmero SV-88a. E as correlagcbes entre o sinal de carbono
carbindlico e a nitrogénio em &y 75,50 (CH-17b) e &4 6,25 (1H, d, 3,8Hz, H-17b),
o carbono vinilico 6cy 143,37 (CH-19b) e &4 6,58 (1H, q, 7,1Hz, H-19b), o carbono
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em och 13,01 (CH-18b) e &4 2,16 (3H, d, 7,7Hz, 3H-18b) e o sinal caracteristico de
carbono de grupo carbonila em ocy 190,02 (CH-21b) e o4 10,21 (1H, s, H-21b),
atribuidos ao isdbmero SV-88b.

A andlise do espectro de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras 123 e
124, pag. 202 e 203) corrobora para as estruturas propostas, através das
correlagdes a °J entre o sinal de carbono em &cy 29,10 (CH-15a) e os hidrogénios
H-17a, H-19a e H-21a. E entre o carbono em & 137,64 (C-2a) com o hidrogénio
H-17a. As demais correlagbes encontram-se na Tabela 32, pag. 193.

O espectro correlagdo homonuclear 'H-"H-NOESY (Figura 125, pag. 203)
mostra as interagdes entre os hidrogénios H-15a e 3H-18a, e entre os hidrogénios
H-21a e H19a, corroborando para a estrutura proposta para SV-88a. Essas
interacdes ndo sdo observadas para os sinais atribuidos & Sv-88. E possivel
observar também as interagdes entre os hidrogénios H-12 e H-17, e entre H-3 e
os hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio (3H-MeN-4), ajudando a confirmar
ambas as estruturas.

O espectro de CG/EM (Figura 115, pag. 195) permitiu deduzir o pico do ion
molecular m/z 324 ([M]™) e a formula molecular CoH24N.0,. As propostas para as
principais fragmentacdes observadas encontram-se no Esquema 11, pag. 196.

O conjunto desses dados e a comparagdo com dados da literatura
permitiram identificar os isdbmeros SV-88a e SV-88b como sendo uma mistura de

isdmeros do alcaloide akagerina (BRANDT et al, 2001).
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SV-88a Mo-1

Tabela 32: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "°C (125 MHz) em CDCl; e as correlacdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-88a e comparacdo com valores da literatura
para o modelo Mo-1 'H (600 MHz) e "*C (150 MHz) em CDCl; (BRANDT et al,2001). Os valores
das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis e os deslocamentos quimicos

em ppm.

Sv-88a (78 %)* Mo-1
HSQC HMBC
oc On ZJHC dJHC o N
C
2 137,64 - H-17 137,0 -
7 108,71 - 2H-5 108,8 -
8 126,70 - H-10; H-12 126,7 -
13 136,05 - H-9; H-11 136,0 -
20 147,81 - H-21 3H-18 147,9 -
CH
3 60,81 3,88 (d, 10,8) H-14a MeN-4; 2H-5 60,8 3,82 (d, 10,9)
9 118,35 7,49 (d, 8,1) H-1 118,3 7,48 (d, 7,7)
10 119,48 7,14 (t, 8,1) H-12 119,5 71, 7,7)
11 121,43 7,20 (t, 8,1) H-9 121,3 7,18 (t, 8,2)
12 108,41 7,29 (d, 8,1) H-11 H-9 (4JCH); H-10 108,3 7,24 (d, 8,2)
15 29,09 3,68 (t, 13,3) H-17; H-9; H-21 29,1 4,66 (t, 11,7)
17 75,70 6,25 (d, 3,8) 75,7 6,24 (d, 3 1)
19 150,65 6,58 (q, 7,1) 3H-18 H-21 150,5 6,55 (q, 7,2)
21 194,95 9,33 (s) 3H- 18( Jecn); H-19; 194,9 9,21 (d, 1,4)
CH,
5 50,30 3,05-3,08 (m) 2H-6 MeN-4 50,4 3,07 (m)
2,80-2,70 (m) 2,78-2,72 (m)
6 19,68 2,80-2,70 (m) H-5a 19,8 2,78-2,72 (m)
39,98 2,15-2,17 (t) 36,3 2,19 (dd, 12,8,
14 1,58-1,66 (m) 10,9)
1,99 (d, 12,8)
16 36,25 2,33 (t, 13,3) 374 2,33 (1)
2,01 (d, 13,3) 2,09 (m)
CHs;
18 15,20 2,09 (d, 7,1) H-19 15,2 2,07 (q, 7,2)
MeN-4 42,34 2,54 (s) 42,5 2,53 (s

* Porgentagem da substancia na mistura, calculado com base na intensidade dos sinais observados.
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Mo-1

Tabela 33: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "®*C (125 MHz) em CDCl; da substancia SV-88b e
comparagao com os dados de SV-88a e valores da literatura para o modelo Mo-1 'H (600 MHz) e
c (150 MHz) em CDCI; (BRANDT et al,2001). Os valores das constantes de acoplamento (J) em

Hz estéo entre paréntesis e os deslocamentos quimicos em ppm.

Sv-88b (22 %)* Sv-88a (78 %)* Mo-1
= oc oy oc M oc M
2 137,64 - 137,64 - 137,0 -
7 108,71 - 108,71 - 108,8 -
8 126,70 - 126,70 - 126,7 -
13 136,05 - 136,05 - 136,0 -
20 147,81 - 147,81 - 147,9 -
CH
3 60,63  3,88(d, 10,8) 60,81 3,88 (d, 10,8) 60,8 3,82 (d, 10,9)
9 118,35  7,49(d,8,1) 118,35 7,49 (d, 8,1) 118,3 7,48 (d, 7,7)
10 119,48 7,14 (t,8,1) 119,48 7,14 (t, 8,1) 119,5 711t 7,7)
11 121,43  7,20(t, 8,1) 121,43 7,20 (t, 8,1) 121,3 7,18 (t, 8,2)
12 108,41  7,29(d,8,1) 108,41 7,29 (d, 8,1) 108,3 7,24 (d, 8,2)
15 2910 357 (t,13,3) 29,09 3,68 (t, 13,3) 29,1 4,66 (t, 11,7)
17 7550  6,25(d,3,8) 75,70 6,25 (d, 3,8) 75,7 6,24 (d, 3,7)
19 14337  6,58(q,7,1) 150,65 6,58 (q, 7,1) 150,5 6,55 (q, 7,2)
21 190,02 10,21 (s) 194,95 9,33 (s) 194,9 9,21 (d, 1,4)
CH,
5 5134 30-5308(m) 50,30 3,05-3,08 (m) 50,4 3,07 (m)
: 2,80-2,70 (m) 2,80-2,70 (m) 2,78-2,72 (m)
6 2272  2,80-2,70 (m) 19,68 2,80-2,70 (m) 19,8 2,78-2,72 (m)
14 3852  2,15-2,17(t) 39,98 2,15-2,17 (1) 36,3  2,19(dd, 12,8,
1,69-1,73 (m) 1,58-1,66 (m) 10,9)
1,99 (d, 12,8)
16 a741  233(6133) 3625 2,33 (t, 13,3) 37,4 2,33 (1)
’ 2,01 (d, 13,3) 2,01 (d, 13,3) 2,09 (m)
CHs
18 1301  2,16(d,7.7) 1520 2,09 (d, 7,1) 15,2 2,07 (q, 7,2)
MeN-4 42,93 2,57 (s) 42,34 2,54 (s) 425 2,53 (s)

* Porgentagem da substancia na mistura, calculado com base na intensidade dos sinais observados.
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N
N
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Esquema 11: Proposta mecanistica de fragmentacao para SV-88
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6.6.4 Identificacao da substancia SV-94

A substancia SV-94 foi isolada do extrato MeOH da madeira de S. pikia
como um sélido amorfo de coloragdao amarela, apresentando resultado positivo
em teste para alcaloides com reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN'H (Figuras 127-129, pag. 207-209) mostrou sinais de
hidrogénios aromaticos referentes a unidade B-carbolinica, que foram confirmados
pelos acoplamentos presentes no espectro de correlagdo homonuclear 'H-'H-
COSY (Figura 131, pag. 211). Sinais de correspondéncia as interagdes
heteronucleares observadas nos espectros de correlagdes HSQC (Figura 132,
pag. 211) e HMBC (Figura 133, pag. 212) permitiram identificar os sinais de
carbonos hidrogenados e nao hidrogenados desta unidade aromatica, semelhante
ao alcaloide SV-88a, ja identificado neste trabalho.

A analise por CG/EM (Figura 126, pag. 206) permitiu calcular o pico do ion
molecular m/z 324. As propostas para as principais fragmentacées observadas
encontram-se no Esquema 12, pag. 206.

Os dados obtidos para SV-94 e a comparagdo com os dados obtidos para

SV-88a encontra-se na Tabela 34, pag. 205.
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SV-94 Mo-1

Tabela 34: Dados de RMN RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCl; e as correlacdes
observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia SV-94, e a comparagédo com valores da
literatura para o modelo Mo-1 "H (600 MHz) e "*C (150 MHz) em CDCl; (BRANDT et al,2001). Os
valores das constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis e os deslocamentos
quimicos em ppm.

HSQC HMBC Mo-1
6(; SH 2JCH 3JCH 6(; 6H
C
2 136,00 - H-17 137,0 -
7 107,09 - H-9 108,8 -
8 125,96 - H-10; H-12 126,7 -
13 136,49 - H-9; H-11; H-17 136,0 -
20 146,90 - H-21 3H-19 147,9 -
CH -
3 60,27  4,45-4,47 (m) 2H-14 MeN-4 60,8 3,82 (d,10,9)
9 118,34 7,49(d,7,7) H-11 118,3 7,48 (d,7,7)
10 12013 7,16 (t, 7,7) H-12 119,4 711 (t, 7,7)
11 122,50 7,25 (t, 8,4) H-9 121,3 7,18 (t, 8,2)
12 109,25 7,41(d, 8,4) H-10 108,3 7,29 (d, 8,2)
15 28,78 3,74 (112,5) 2H-14;H-16b H-17; H-19; H-21 291 3,66 dt, 11,7,
1.4)
17 75,42 6,30 (d, 4,2) 75,7 6,24 (d,3,7)
19 151,57 6,62(q,7,0) 3H-18 H-21 150,5 6,55 (q, 7,2)
21 195,09 9,32 (s) H-19 194,9 9,31 (s)
CH,
5 50,79  3,12-3,14 (m) 2H-17 50,4 3,07 (m)
2,82-2,87 (m) 2,78 — 2,72(m)
6 17,55  2,82-2,87 (m) 19,8 2,78 —2,72(m)
14 34,82 2,31-2,37 (m) 36,3 2,19 (dd, 12,8,
2,15 (sl) 10,9)
1,99 (d, 12,8)
16 37,49  2,31-2,37 (m) 37,4 2,33 (1)
2,09-2,10 (m) 2,09 (m)
CH;
18 15,14 2,13 (d, 7,0) H-19 15,2 2,07 (d, 7,2)

MeN-4 30,98 2,20 (s) 42,5 2,53 (s
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Sample Information Method
Analyzed S 14/10/2014 09:52:04
Sample Type : Unknown [Comment]
Sample Name D SVo4
Injection Violume - 1.000 [GC-17A Ver 3]
Inj. Initial Temp. 2280.00°C
Interface Temp. :280.00°C
Contrel Mode :Split
Column Inlet Pressure :100.0 kPa
Column Flow 1.5 ml/mun
Linear Velocity 44.7 cmfsec
Split Ratio 9
Total Flow :17.3 ml/min
Oven Temp. Program :
Rate Temperature("C)} Eeep Time{min)
E 80.0 0.8?
10.0 280.0 40.00
Chromatogram (All TIC)]
18,831,582
:§_
|
| g
L TIC*1.00
i o e e e B e e e L . e e o VLS A s s s s s ey e s
10.0 20.0 300 400 440
min
Line#2 K Tune 22 992 (Scan® 24007
IMassPeaks: 240
Rawhiode:Averaged 22 983-23.000(2399-2401) BasePeak:306(371922)
BG Made-Cale from Peak
100 7
w7
- L&7 ! l 21}
LE | 55 a0
i i T b b ek Ul bl e b o o k) |
140 160 120 200 2 240 260 280 200 320 240 60 380 400
m'z
-+
N
N
H CHs
C12H12N;
m/z: 184
020H24N202 CZOHZZNZO — -
miz: 324 CHO m/z: 306
S
CHs;
CsHs
C4HsO
Me L’
CigHa1Ny C19H19N20 H C15H1sN2
m/z: 277 m/z: 291 o) m/e: 223

Esquema 12: Proposta mecanistica de fragmentacao para SV-94
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Figura 130: Espectro de RMN "°C DEPT Q (125 MHz) em CDCl; de SV-94
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6.6.5 Identificacao da substancia SV-100

A amostra SV-100 foi obtida do extrato metandlico da madeira de S. pikia,
na forma de um cristal esbranquicado, soluvel em piridina e de coloragao roxa
quando aquecida com vanilina sulfurica em CCDA.

A andlise do espectro de RMN'H (Figura 134, pag. 215) da amostra
apresentou um grande acumulo de sinais intensos na regido de o4 0,50 a 2,55
caracteristicos de um esqueleto esteroidal, e um sinal em &y 5,34 referente ao
hidrogénio da insaturagcdo. Observou-se ainda, um sinal em &4 5,05, caracteristico
de hidrogénio ligado a carbono anomeérico, sugere a presenca de uma unidade de
acgucar.

O espectro de RMN'™C DEPT Q (Figura 135, pag. 216) apresentou sinais
caracteristicos de carbono carbindlico em ocy 77,89 (CH-3), e sinais de carbonos
insaturados em & 140,70 (C-5) e ooy 121,72 (CH-6). E também os sinais
observados na regido de ocy 62,63 a 78,41, e o sinal em &2 102,38,
caracteristicos de unidade glicosidica.

A analise do espectro de RMN'H (Figura 134, pag. 215) e RMN'*C DEPT
Q (Figura 135, pag. 216) e a comparagdo com dados da literatura (MACARI et
al,1990) e com os obtidos para SV-84, permitiram identificar a substancia SV-100
como sendo o esteroide O-f-D-glicopiranosilsitosterol. Os dados obtidos para SV-
100 e a comparacdo com os dados obtidos para SV-84 estdo sumarizados na
Tabela 35, pag. 214.
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SV-100 = R= Glic
Mo-1 = R= Glic
Mo-2 =R=H

Tabela 35: Dados de RMN RMN "C (125 MHz) em piridina-d5 da substancia SV-100 e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1 3¢ (20 MHz) em CDCI; (MACARI et
al.,1990) e Mo-2 °C (600 MHz) em CDCl; (CHATURVEDULA & PRAKASH, 2012). Os valores das
constantes de acoplamento (J) em Hz estdo entre paréntesis. Deslocamentos quimicos em ppm.

SV-100 SV-84 Mo-1 Mo-2
(29 (29 (28 (29
C
5 140,70 140,68 140,3 140,9
10 37,27 37,27 36,5 36,7
13 42,10 42,27 42,3 42,6
CH
3 77,89 77,87 80,0 72,0
6 121,72 121,70 122,0 121,9
8 31,84 31,85 31,8 32,1
9 50,13 50,13 50,2 50,3
14 56,61 56,61 56,7 56,9
17 56,03 56,03 56,1 56,3
20 36,18 36,18 36,0 36,3
24 45,83 45,83 45,8 46,1
25 29,25 29,26 29,1 29,4
CH,
1 36,72 36,72 37,2 37,5
2 30,05 30,05 29,5 31,9
4 39,74 39,74 38,9 42,5
7 31,84 31,97 31,8 32,1
11 20,60 21,07 20,9 21,3
12 39,13 39,13 39,7 39,9
15 24,30 24,30 24,2 26,3
16 29,75 28,33 28,1 28,5
22 34,00 34,00 34,0 34,2
23 26,25 26,18 26,0 26,3
28 23,10 23,18 23,0 23,3
CH;
18 11,95 11,95 11,9 12,0
19 18,99 18,80 19,2 19,0
21 18,99 19,00 18,7 19,2
26 19,76 19,76 19,7 20,1
27 19,21 19,21 18,9 19,6
29 11,76 11,76 11,0 12,2
Gli
1 102,38 102,36 99,6 -
2 75,15 75,13 71,7 -
3 78,30 78,28 73,0 -
4 71,50 71,48 68,7 -
5 78,41 78,40 71,5 -

6’ 62,63 62,63 61,9 -
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Figura 135: Espectro de RMN'*C DEPT Q (125 MHz) em CsDsN de SV-100
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6.6.6 Identificacao do derivado acetilado SV-103

SV-103 SV-103Ac

O derivado acetilado SV-103Ac da substancia SV-103 foi obtido como
produto da acetilagdo em piridina:acido acético (1:2; v/v) a partir da fragdo aquosa
da particdo do extrato metandlico da madeira de S. pikia, apresentando-se sob a
forma de um sd6lido amorfo.

Na analise do espectro de RMN'™C DEPTQ (Figura 138, pag. 222) foram
observados trés sinais referentes a carbonos metilénicos em och2 62,75 (CH2-1),
ocHz 63,48 (CH2-6) e ooz 61,87 (CHx-6’); nove sinais para carbonos nao
hidrogenados, sendo oito relativos a carbonos de grupo acetoxila, e um em &
103,98 (C-2). Foram observados ainda, oito sinais para carbonos metinicos em
ocH 75,88 (CH-3), och 75,88 (CH-3), &cn 75,07 (CH-4), &ch 79,10 (CH-5), écn 89,92
(CH-1"), &cn 68,37 (CH-2'), &cn 68,55 (CH-3'), &cn 70,37 (CH-4') e & 66,65 (CH-
5’). E ainda oito sinais para grupos metila de grupos acetoxila, totalizando 28
atomos de carbono (Tabela 36, pag. 219).

O espectro de RMN'H (Figuras 136 e 137, pag. 220 e 221) apresentou um
sinal caracteristico de hidrogénio de uma unidade glicosidica em &4 5,74 (1H, d
3,6Hz, H-1") (SILVERSTEIN et al, 2007). E o espectro de correlagdo homonuclear
'H-"H-COSY (Figuras 139 e 140, pag. 223) corrobora para a presenca desta
unidade glicosidica através das correla¢des entre o hidrogénio em &4 4,88 (H-2')
com os hidrogénios em &y 5,74 (H-1’) e &4 5,48 (H-3’) e do hidrogénio em &y 5,07
(H-4’) com os hidrogénios em &y 5,48 (H-3’) e &4 4,30 (H-5).

A andlise do espectro de correlagdo heteronuclear HSQC (Figuras 141 e
142, pag. 224) confirma a unidade glicosidica através das correlagdes entre o
atomo de carbono em &cy 89,92 (CH-1’) e o hidrogénio em &4 5,74 (H-1'), entre o
carbono em o&cy 68,37 (CH-2') e o hidrogénio em &4 4,88 (H-2'), entre o carbono
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em o&cy 68,55 (CH-3’) e o hidrogénio em &4 5,48 (H-3’), entre o carbono em o&cy
70,37 (CH-4’) e o hidrogénio em &y 5,07 (H-4’) e entre o carbono em &y 66,65
(CH-5’) e o hidrogénio em &4 4,30 (H-5).

O espectro de correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 143 e 144, pag.
225) apresentou as correlagdes a 2J entre o carbono em & 103,98 (C-2) e os
hidrogénios 2H-1, entre o carbono em &y 75,88 (CH-3) e o hidrogénio H-4, e
entre o carbono &y 79,10 (CH-5) e os hidrogénios H-4 e 2H-6. E as correlagdes a
3J entre o carbono em & 103,98 (C-2) com os hidrogénios H-4 e H-1’, entre o
carbono em &chz 61,87 (CH2-6') com o hidrogénio H-4".

O conjunto desses dados e a comparagdo com dados da literatura
(BREITMEIR, & VOELTER, 1987) possibilitaram a identificacdo da substancia SV-
103Ac como o derivado acetilado (peracetilsucrose) da substancia natural

sucrose (a-D-glicopiranosila-g-D-frutofuranosideo; SV-103).
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SV-103 SV-103Ac
Mo-1 Mo-2

Tabela 36: Dados de RMN "H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em MeOD e as correlacdes observadas
no espectro de HMQC e HMBC de SV-103Ac e a comparagdo com valors da literatura para os
modelos Mo-1 (BREITMEIR, & VOELTER, 1987) e Mo-2 (POUCHERT e BEHNKE, 1993) Os

valores das constantes de acoplamento (J) em Hz, estdo entre paréntesis e os deslocamentos em
ppm.

HSQC HMBC Mo-1 Mo-2
oc O *Juc duc S S
C
2 103,98 - 2H-1 H-1’; H-4 104,4 104,01
AcO-1 171,07 - - 170,65
AcO-3 170,95 - - 170,44
AcO-4 170,50 - - 170,07
AcO-6 170,36 - - 170,00
AcO-2’ 170,30 - - 169,86
AcO-3’ 170,26 - - 169,63
AcO-4’ 169,98 - - 169,48
AcO-6’ 169,85 - - -
CH
3 75,88 5,50 (d,5,5) 2H-1; AcO-3 77,4 75,72
4 75,07 5,40 (1,5,5) H-5 2H-6; AcO-4 75,0 75,02
5 79,10 4,29-4,30 (m) 2H-6 82,2 79,14
1’ 89,92 5,74 (d, 3,6) 92,9 89,95
2 68,37 4,86-4,88 (m) H-3’ AcO-2’ 72,0 68,52
3 68,55 5,48 (t, 10,4) H-2’;H-4’ H-1"; AcO-3’ 73,6 69,64
4 70,37 5,07 (t, 10,4) H-3’ AcO-4’ 70,2 68,23
5 68,65 4-29-4,30 (m) H-4’;2H-6’ H-1;H-3’ 73,3 70,29
CH,
1 62,75 4,29 (d, 12,2) H-3 63,3 62,88
4.22 (d, 12.2)
6 63,48 4,35(dd, 4,8; 4,3) H-5 H-4 63,4 63,64
4,29-4,30 (m)
6 61,87  4,19(d, 2,1); 4,17(d, 2,4) H-4 61,1 61,77
CHs;
AcO-1 19,35 2,12(s) 2H-1 - 20,69
AcO-3  19.29 2.18(s) H-3 ; 2063
AcO-4 1927 2.11(s) H-4 ] 20,56
AcO-6  19.25 2.12(s) H-6 ] .
AcO-2°  19.25 2.09(s) H-2' ; ;
AcO-3 1921 2.02(s) H-3' ; ;
AcO-4 1918 2.05(s) H-4' ; ;
AcO-6' 19,18 2,08(s) 2H-6' ; ;




220

—_
: uw
=]
o
== [ —
o4 C
Laar] -
— -
L= L
= 1L
= r
= [ w2
= - L
=] e L
= ol o= = L
i 04202+ ) .

= ) LSS0 £ FOLE Ly C

= = G680 E L\ Fligg-, 98861~ L -

= % L6024 r

) o zEL LT T = -

s | § |8 eszLe | -

@ = = €981 T~ :

(e oy [
22§y |§ <
S| & S| & = r
— @ =[] C

2 | |2 :

- I o —

= = i =

= = [=] [ e
SEREEE 5 -
o = Bl wil =3 % F =
E | —| o3| =| & Er I F ﬁ

X I~ p—
= g s £
= 2 —_—] L -
5 1g | |2 S
r~ t ‘:&: % 3 [
= . N
2 233 = SLLE ¥ C o
- = -g al 5| 6GEC b | -2
= £l 2 YTSE C
= =1 g - [ F
gu.zfmm LSBT P | u
m SLFE Py n
3 . BLVE ¥ "

& & BLGE | o
& == E4GE T O~
= = = = Falal=1=in o C
= - E| g = BEGE ¥ C
s S L . Lo9g P, L .
¥ g088 ¥~ % [ o
" 26L05— it
] r
£ = TTEE 5 o
=] ,% 2 SE0F G- | F
= 3 (e 0LLt 52 .
gl 'g g = ETEF G— b F o
§ | 2 g i 8.6t 5 r
S| T S = 8 w gy o
o 9 = S == EE05 S r
= e Bl B FPOEL ST [

S E= LEFL G C

- g -

=] iy =
rEEE P :
SFEEEE ]
L] ] m] I

- wu

o = - = ]
g S -
R — = T F

Bl € 1 e L
“PEEEEE :
5 £ 3 & 3 & o
:E E E —=| 5| E L) W R R MR LA L RN Nl LS U R G R LI LA LR LA A
5 @ 2z & = = o3 = o = - - =

& g
§ w| T g = g_ =1 L= (=] (=] = = = = =
=<| Qi W Oc) oo fUsusiUu] paZIfelwUon]

Figura 136: Espectro de RMN'H (500 MHz) em MeOD de SV-103
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Figura 141: Espectro de correlagdo heteronuclear HSQC em MeOD de SV-103
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6.7 Resultado dos Testes de Atividade Biolégica

6.7.1 Resultados do bioensaio larvicida
As solucbes testadas com as concentragées de 200ppm e 100ppm nao
registraram mortalidade das larvas, sendo assim, n&o foi realizado teste com as

demais concentracdes inferiores.

6.7.2 Resultados da atividade anticancerigena

As atividades anticancerigenas dos alcaloides SV-40 e SV-74, isolados
respectivamente das espécies S. sampaioana e S. pikia, foram avaliadas frente a
linhagens de células leucémicas (U937 e MOLT-04), de pulmao (H460) e de colo
(Colo-205)

Os dois alcaloides investigados n&o apresentaram atividade inibitoria
significativa frente as linhagens celulares Molt, Colo e H460. Porém o alcaloide
SV-74 apresentou uma atividade anticancerigena moderada frente a linhagem
leucémica U937, ja o alcaloide SV-40 nao apresentou atividade inibitéria frente a
esta linhagem celular (Tabela 37, Graficos 1 e 2).

Para efeito de comparagao, podemos observar os valores de I1Csq de 41,0,
6,0, >100 e 8,0 umol/L obtidos para a cisplatina, um antineoplasico amplamente
utilizado, frente as respectivas linhagens Colo, Molt, H420 e U937, apds um
intervalo de 36 h de incubacdo (MOREIRA, 2015).

Efeito Citotoxico do Alcaldoide SV-74
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Gréfico 1: Efeito citotoxico do alcaloide SV-74
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Efeito Citotoxico do Alcaldide SV-40
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Grafico 2: Efeito citotdxico do alcaloide SV-40

Tabela 37: Resultados de IC5y dos alcaloides SV-40 e SV-74

ICs0(pumol.L™)

H460 Colo-205 U937 MOLT-04
SV-74 >400 >400 166,1+1,0 >400
SV-40 >400 >400 >400 >400
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6.7.3 Resultados da inibicao do crescimento de leveduras

6.7.3.1 Analise da inibicao do crescimento de leveduras em meio liquido na

presenca dos extratos brutos de Simira pikia e S. walteri

Diversas espécies de leveduras pertencentes ao género Candida, podem
apresentar algum tipo de patogenicidade aos humanos, como infecgdes como a
candidiase, a meningite, infeccdes no sangue dentre outras, que sao causadas
por C. albicans. Outras espécies do género Candida, como, por exemplo, a C.
tropicalis, C. parapsilosis e a C. globrata, sendo estas leveduras isoladas de
habitats naturais como o solo, agua e também de frutas sdo consideradas
patogenos facultativos (ALEXOPOULOS et al, 1996). Assim, o estudo da
atividade antimicrobiana de extratos de plantas é de grande importancia para que
possamos utilizalos como agentes terapéuticos e/ou como fontes de agentes
terapéuticos no tratamento de determinadas infec¢des causadas por certas
leveduras patogénicas.

Na Figura 145 observa-se que ambos os extratos brutos da madeira das
espécies S. pikia e S. walteri foram capazes de inibir o crescimento das duas
espécies de leveduras do género Candida testadas. Contra as células de C.
tropicalis os extratos brutos de S. pikia e S. walteri foram capazes de inibir o
crescimento desta levedura, apresentando uma redugao do crescimento de 85 e
88%, respectivamente. Contra a espécie de levedura C. buinensis os extratos
brutos apresentaram um efeito inibitério ainda maior, causando uma redugao do

crescimento de 98% com ambos os extratos testados.



229

Candida tropicalis Condide buinensis
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Figura 145: Ensaio de inibicdo do crescimento das leveduras C. tropicalis e C. buinensis na
auséncia (controle) e na presencga do extrato bruto metanodlico da madeira de S. pikia e S. Walteri.
O crescimento foi observado até 24h. (-¢-) Controle; (-m-) 100 uL dos extratos. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata e os erros padrao (coeficientes de variagao foram inferiores a 20%)

foram omitidos para maior clareza dos graficos.

Nas analises por microscopia Optica foi possivel observar que na presenca
de ambos os extratos as duas leveduras testadas apresentam um padrdo de
aglomeracao e uma dificuldade de liberacao dos brotos das células maes (Figura
146). Sendo este comportamento, causado pelos extratos, associado a inibigao

do crescimento das leveduras.
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controle S. pikia S. walteri

C. tropicalis

C. buinensis

Figura 146: Ensaio de inibicdo do crescimento da levedura (A) a (C) C. tropicalis, (D) a (F) C.
buinensis (A) e (D) na auséncia (controle); (B) e (E) na presenga do extrato bruto S. pikia; (C) e (F)

na presenca do extrato bruto S. walteri.

Observar-se na Figura 146 que na presenga dos extratos houve uma
aglomeracado bem evidente das células e a presenga de células com diferentes
aspectos (Figuras 146 B e E na presenca do extrato bruto S. pikia, C e F na
presenca do extrato bruto S. walteri) se comparados com as células controle
(Figura 146 A e D), que apresentam uma distribuicdo celular bem diferente,

apresentando células bem isoladas umas das outras.
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7. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das espécies S. sampaioana, S. walteri e S. pikia
permitiram o isolamento e a identificacdo de 23 substancias diferentes, sendo a
substancia angelocunhol (SV-24) inédita na literatura, e as substancias
isomalindina (SV-20), malindina (SV-37a), sitost-4-en-6-o0l-3-ona (SV-25a),
estigmast-4,22-dien-6-0l-3-ona  (SV-25b), campest-4-en-6-ol-3-ona (SV-25c),
estigmast-4,22-dien-3-ol (SV-27b), estigmast-4,22-dien-3-ona (SV-28b), campest-
4-en-3-ona (SV-28c), N-feruloilserotonina (SV-67), 3-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxi-
fenil)-propan-1-ona (SV-83a), akagerina (SV-88a) e (SV-88b), relatadas pela
primeira vez no género, sendo essas duas ultimas, relatadas pela primeira vez
como mistura de isbmeros.

A realizagdo do levantamento de dados para este trabalho resultou na
publicagcdo de dois artigos de revisao, referentes ao género Simira e a tribo
Condamineeaea, a qual pertence o género Simira (Anexos A e B).

O levantamento de estudos fitoquimicos apresentou um numero
consideravel de classes e metabolitos secundarios de ocorréncia comum entre
espécies do género Simira, podendo auxiliar na classificagdo destas espécies.
Destaca-se o fato de seis das nove espécies de Simira estudadas até o momento,
sob o ponto de vista fitoquimico, apresentarem o alcaldide harmana (1) Tabela
(1), Figura (1), um alcaldide inddlico S~ carbolinico. Soma-se a estes resultados, o
fato de ter sido isolado e identificado este alcaloide na espécie S. sampaioana no
presente trabalho. Esses resultados corroboram para a afirmacao deste alcaldide
como marcador taxondmico do género. No entanto esta afirmacdo deve ser
reforgcada por do estudo de espécies do género ainda sem estudo fitoquimico.

O levantamento de dados de atividade biolégica confirma o potencial
farmacolégico do género Simira. No entanto, pode-se observar que, grande parte
dos estudos nesse sentido, sao realizados com extratos brutos e particdes desses
extratos. Havendo a necessidade da realizagdo de mais estudos de avaliagdo de
atividade biologica de substancias puras, isoladas de plantas deste género.

Os testes de atividade larvicida e anticancerigena, realizados neste
trabalho, ndo apresentaram resultados significativos. Ja o teste antifungico, contra
as células de Candida tropicalis e C. buinensis os extratos brutos de S. pikia e S.

walteri foram capazes de inibir o crescimento destas leveduras, apresentando



232

uma reducgao do crescimento de 85 a 98%, mostrando-se promissores, porém,
necessitando ainda de testes mais aprofundados. Além disso, algumas das
substancias isoladas, como a N-feruloilserotonina (SV-67), isolada em grande
quantidade na espécie S. pikia, e os demais alcaloides encontrados em S. pikia e
S. sampaioana, incentivam a realizagdo de mais testes bioldgicos, visto que essa

classe de substancias possui reconhecido potencial farmacolégico.
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Ruibcacess faialy oeclndes sppaoxanmnately 660 seiveds ikl
abour §1,130 species [1]. In molecular phvlogsnetic smedies,
this family is divided mio firee subfamlies Cowchonodesa,
Ixworoidens and Fobioidens [2, 3]

Ocenpying the fowth place m diversity among the
Angicspermes, behind only the Astemesas, Omchidacene
md Legumimosne [4], the Robiaceas family has o wide
distribitacas, oualnly b tropecal and subiropecal temas. Alse
reaching temperate and cold regicns of Enrope and Northern
Cagada [5]. In Amersca. the fwudly s represenied by
Approstinately 220 penega aiwl 5.200 species [6]. In Bramil
thers are abogt 118 genera and 1,347 species, comespending
to omre of the nsin fanilies of our flora. even though a large
numiled of species are sll witbour my  beological oc
phyrochemicnls sdies [T]

Tlis vast fmnaly has a great sange of cleoneal sinehnes
which vary Little. but with very significant phannacological
potental. Anssng the classes of secondary nwetsbalies
presented by the family, one can  highlight irideids,
anthragquinoges, witerpene: and mdole alkalodds e lantey
bering considsted a5 a shemaotnzenomic marker of the family
[B]. Wirerens chesnical constimiénts such as flavenosds and
othier phenolic derivatives and Terpenowds (Diterpenss), are
also fonnd b dus fauly [9].

From ths RBobiacess family, Simira genns wos clossified
in e subfannly Clachoeddeas and in e tibe Roadelensns
based o morpholegical data, However, phylogenstic stadiss
tased on molecilar dara places Sioudra m the wibe Simiseas
witldn the subfauly Ixoeoldess [3]. Pecently. he Sunira

* Adkipeny oo dars wwihor 2 ihe Secior of Matunl Products
Chemisry, Univeriidide Estadnal do Meoare Flummense Daicy Ribsgo
TEOL3-302 Cainpok dod Goyacazes-RT, Brank Telr =55 13 2748 6504,
E-mak vimoeesnigmal com

2I10-3155714 558 0000

genns was reordered into the subfamily Inomdeas with the
mibe Condaminezae by nsing maleculnr phylogenstic dat
reconstiction [ L]

Facing teese changes o the clasaticanon of de semns
within subfamiliss and fribes. it 5 pecessary o gather data
froon varions fields of stdy ae order o confinn the posiivon
of this genms within the family. In this review we sought,
priziaraly. chemseal dara collection s e main evalstics
of biolemical activities,

L METHODOLOGY

Data coblection was conducred duough websites smd
portals of academic research amd databases: wwwibict Lr,
www scielo.org.  wanw sciencedirect.ooan,  bittps:scifinder
Cas.00E, WWW.scne coinl and warw periodicos capes. goy L
The termis wsed in the sorstegy for sciemtific publications
search were outlined by gemus, species amd family. With the
goal of mving oeatel scope o the iblograpldeal smdy.
somye specific tenms related ro plvinchemical studiss amd
Taological activities wers nlo selected

The acadenic papers and screntifse pubicatons obtatned
for the gemre are sorted md pressuted i this smdy on
foug  ifems! pliyiecleoueal smdes, bidlogical scvmies.
ethinopharmacological activities and other stadies. according
1o thee dnfonmsatioa preseted.

A, THE Simira GENTS

The Simwa genns inclodss 4% species distribored in the
Meotropics, from Mexico to Bolivia, Paraguay awd Brazil
with reported speciss in the forn of Colamliz, Venszuela
Costa Ricn, Panama, Belize, Ecuador, Pem. Guyana amed
Aggentiia. 11 45 represented o Brazil by approxonately I8
species esmibated amedag fhe States of Ainazenas. Pagh.
(roids. Espirite Santo, Rio de Japeiro, 530 Panlo, Parang and
Santa Caaring. bseried @ dee Ailatie foresd. Elghi species
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Abstract

This study is a review of the Condamineesae tribe, through the acquisiten of data from phyto-
chemleal studies and evaluation of genera activitles that constitute the tribe, in order to contri-
bute to chemotaxonomic elassification of this tribe in the Rublaceae family. This review also states

the scarcity of phytochemical investigations of several genera and consequently a lot of species of
Family.
Keywords

Biological Activity, Condaminesas, Chemotaxomy, Phytochemistry, Rublaceae

1. Introduction

The Embiaceas family has approximately @60 genns aed around 11,130 species [1], Based on molzenlar phyle-
genetle studies [2] [3] this fanaly s pastiioned o tieee subfandlies: Clnchonedeas, Inosoddeas and Bubloddeas.

It is widely distributed, mainly on tropical and subtropical regions bot also on cold and tempemie regions in
Ewrope and nocth of Canada [4). Tis Admerica fds fambly 2 represented by approxinsately 220 geins aiwd 5200
species [5]. Mowadays it has around 118 genus and 1347 species in Brazil, comresponding to one of the main
faimilies of Braziltan fiora [6).

This vast family is composed by classes of secondary metabolites with highly significant pharmacological
potential. Into these classes the widodds, anthraguusenes, friterpenes and indele alkalolds, which are considered
chemotaxoneanie markers of the famdly [7]. are ighbghted. Many of chemeal constifuents as flavonoids, ofhes
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