e,e-
ép Q%q}
Z <.

UFMT
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

ESTUDO QUIMICO DAS RAIZES DE Simaba trichilioides A. St.-Hil.
(SIMAROUBACEAE) E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIDIABETICA

Cledson Ferreira da Silva

Mestrado em Quimica, Area de Concentrac&o: Quimica Organica
Orientador: Prof. Dr. Paulo Teixeira de Sousa Junior

CUIABA
MATO GROSSO - BRASIL
2018






CLEDSON FERREIRA DA SILVA

ESTUDO QUIMICO DAS RAIZES DE Simaba trichilioides A. St.-Hil.
(SIMAROUBACEAE) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIDIABETICA

Dissertagdo apresentada a
Universidade Federal de Mato Grosso,
como parte das exigéncias do Programa
de PoOs-Graduacdo em Quimica para

obtencéo do titulo de Mestre.

CUIABA
MATO GROSSO - BRASIL
2018



Dados Internacionais de Catalogagao na Fonte.

S586e  Silva, Cledson Ferreira da.
Estudo quimico das raizes de Simaba trichilicides A. St.-Hil.

(Simaroubaceae) e avaliagdo da atividade antidiabética / Cledson Ferreira
da Silva. - 2018

234 1. 20l color. ; 30 cm.

Orientador: Paulo Teixeira de Sousa Junior.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Mato Grosso, Instituto
de Ciéncias Exatas e da Terra, Programa de Pos-Graduacdo em Quimica,
Cuiaba, 2018

Inclui bibliografia

1. Simaba trichilicides. 2. quassinoides. 3. alcaloides cantindnicos. 4.
antiglicacéo. 5. diabetes. I. Titulo.

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a)
autor(a).

Permitida a reproducao parcial ou total, desde que citada a fonte.



»‘g&
3’@ 7
MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Av. Fernando Corréa da Costa, 2367. Depto Quimica Bloco F - Boa Esperanga - Cep: 78060900 -
Tel : (65) 3615-8767 - Email : pgquimica@cpd.ufimt.br

FOLHA DE APROVAGAO

TITULO : "ESTUDO QUIMICO DAS RAIZES DE Simaba trichilioides A. St-Hil.
(SIMAROUBACEAE) E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIDIABETICA"

AUTOR : Mestrando Cledson Ferreira da Silva

Dissertagdo defendida e aprovada em 19/09/2018.

Composig¢do da Banca Examinadora:

Presidente Banca / Orientador Doutor Paulo Teixeira d¢
Instituiglo :  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

Examinador Interno Doutor Uir Santana de Figuciredo

Instituigio : ~ UFMT
Examinador Externo Doutor CARLOS ALEXANDRE CAROLLO UI&@N L_;\ s N

Instituiglo :  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

CUIABA,19/09/2018.






Dedico este trabalho a minha esposa
Anny e ao meu filho Juan Adam.






AGRADECIMENTOS

A Deus, por me conceder a vida.

Aos meus pais, por me darem educacéo e exemplos de vida.

A minha esposa Anny, por acreditar, me acompanhar e me
incentivar. Te amo!

Ao meu amigo e irmao Cleder pela ajuda na coleta e pelo incentivo.

Ao meu tio Edmundo Borges, por ceder o local de coleta e pela
ajuda. Obrigado!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Paulo Teixeira, pela disponibilidade
de tempo, pelas parcerias, pelas aulas de Quimica na Sociedade e Quimica
Orgénica Avancada, e por tudo que fez para que esse trabalho fosse
concluido.

As Professoras Dr.2 Virginia e Dr.2 Tereza, pela amizade, pelas
dicas, pelos ensinamentos de RMN e EM, pelas sugestdes e pela convivéncia
diaria.

A prof.2 Dr2 Amanda Baviera, pelos ensaios biologicos e pela
enorme contribuigcdo nesse trabalho.

Ao Dr. Marcelo Devecchi, do Laboratério de Sistematica Vegetal
da USP, pela identificagdo da espécie botanica.

A Banca Examinadora: Prof. Dr. Uir Figueiredo e Prof. Dr. Carlos
Carollo, pelas enormes contribui¢cdes nesse trabalho.

Aos professores Dr. Evandro Dall’Oglio, Dr.2 Eliana Dores, Dr.2
Michelle Brugnera, Dr. Helder Teles e Dr. Adilson Sinhorin, pelos
conhecimentos compartilhados.

Ao prof. Dr. Leonardo Vasconcelos, pelos experimentos realizados
e pela amizade.

As alunas IC’s Danielly pelo trabalho constante, e Bianca, pela
ajuda inicial.

Ao pessoal da Central Analitica do LPQPN: Prof. Dr. Lucas, Prof.2
Dr.2 Olivia, Helder, Mateus, Bruno, Jéssica, Jhuly, Anny e Mariana, pela

convivéncia.



Aos amigos: Ana Paula, Anderson, Angélica, Arielly, Carlos
Parizotto, Carlos Eduardo, Cauane, Danielle, Francine, Fhelipe Jolner, Flora,
Pablo e a pequena Sarah, Gabriel, Gueybi, Isabella e Felipe, Isabela
Marques, Jailton, Carla e a pequena Lavinia, Kheytiany, Leice Milla, Luiz
Fernando, Lucyan, Luiz Teylon, Mylenna, Rayssa, Rennan, Roselaine,
Thainara, Thiara e Gilmar, Wellington, Washington e Joycy. Muito obrigado
pela convivéncia diaria!

Aos amigos da Turma 2016: Eslaine, Jordania, Liélia, Fernando
Tonon, Robs, Jéssica e Wallas. Obrigado pela companhia!

Ao Instituto Federal de Mato Grosso, pelo afastamento concedido.

Ao CNPQ, a CAPES, a FAPEMAT, ao INAU e ao CPP, pelo apoio

financeiro.



RESUMO

SILVA, C. F. Universidade Federal de Mato Grosso. Cuiabd, 2018. Estudo
quimico das raizes de Simaba trichilioides A. St.-Hil. (Simaroubaceae) e
avaliacdo da atividade antidiabética. Orientador: Prof. Dr. Paulo Teixeira
de Sousa Junior.

A espécie Simaba trichilioides A. St.-Hil. pertencente ao género Simaba
(Simaroubaceae), tipica do Cerrado brasileiro e distribuida amplamente na
regido Centro-Oeste, é conhecida popularmente como calunga e utilizada
para tratamento do figado e diabetes na forma de cha das suas raizes.
Espécies desse género sao encontradas em diversos biomas por todo o
continente americano, principalmente América do Sul e Central. O estudo
quimico-farmacolégico do género Simaba apresenta principalmente
quassinoides e alcaloides cantindnicos, para os quais séo atribuidas diversas
atividades, dentre elas antineoplasica, antimalérica, antiviral, antiparasitaria e
antidiabética, além de apresentarem outros metabdlitos secundarios. O
objetivo deste estudo foi contribuir para o conhecimento quimico-
farmacoldgico do género Simaba, através do estudo quimico e da avaliagao
antidiabética das raizes de S. trichilioides, assim como referendar o seu uso
popular contra o diabetes. O material botanico (raizes) foi coletado na
Estancia Aric4, no municipio de Santo Anténio do Leverger — MT e uma
amostra testemunha (n° 43026) encontra-se depositada no Herbario Central
da UFMT. As raizes secas (3,8 kg) foram trituradas e colocadas em
maceracao, com hexano (3 x 5 L; 3 dias), seguido de etanol-agua (7:3; 7 x 5
L; 7 dias). Os extratos brutos hexanico (EBH) e hidroetandlico (EBHE) foram
colocados em rotavapor para recuperacdo do solvente e secos em estufa (38
°C) até peso constante, obtendo se o EBH (40,41 g; 1,06%) e o EBHE
(371,83 g; 9,78%). Parte do EBHE (278,65 g) foi submetida a particdo solido-
liquido, obtendo-se as fragcdes hexanica (FH; 0,41 g; 0,15%), diclorometanica
(FD; 4,23 g; 1,52%), acetato de etila (FA; 30,89 g; 11,08%) e metandlica (FM;
173,37 g; 62,22%). FD e FA foram submetidas a sucessivos fracionamentos
cromatograficos resultando no isolamento de 7 substancias, que foram
identificadas por técnicas espectroscopicas e espectrométricas. Da FD foram
isolados os alcaloides: 4-metoxicantin-6-ona, 5-metoxicantin-6-ona e 11-
hidroxicantin-6-ona; e o0 quassinoide simalikalactona D; da FA os
quassinoides: bruceina D, bruceina E, e orinocinolida. Os extratos brutos,
fracdes e as substancias isoladas simalikalactona D e Bruceina D, foram
avaliadas quanto a atividade antiglicagdo com 10, 20 e 30 dias de incubacgéo
com albumina bovina sérica (BSA) utilizando aminoguanidina (AG) como
padrao antiglicacdo. O EBH foi pouco efetivo na atividade antiglicagcdo. O
EBHE, a FA e a FM foram efetivas em todas as concentra¢des avaliadas. O
EBHE foi tdo efetivo quanto AG na dose de 500 pug/mL, com 10 dias de
incubacado. A FA foi tao efetiva quanto AG na dose de 500 ug/mL em todos
os periodos avaliados. A FM foi tdo efetiva quanto AG na dose de 500 pg/mL
com 10 e 20 dias e mais efetiva que AG com 30 dias de incubacédo. Os
isolados apresentaram fraca atividade. A formag¢@o de produtos finais de



glicagdo avancada - AGEs estdo implicados em diversas patogéneses,
inclusive nas complicacdes do diabetes. Os resultados aqui obtidos da
atividade antiglicagéo dos extratos e fragdes de S. trichilioides, indicam que o
uso dessa planta, pode ser uma boa alternativa para prevencéo ou tratamento
de complicacdes oriundas do diabetes.

Palavras-chave: Simaba trichilioides, estudo quimico, quassinoides,
alcaloides cantinénicos, antiglicagcéo, diabetes.



ABSTRACT

SILVA, C. F. Universidade Federal de Mato Grosso. Cuiaba, 2018. Chemical
study of the roots of Simaba trichilioides A. St.-Hil. (Simaroubaceae) and
antidiabetic activity evaluation. Advisor: Prof. Dr. Paulo Teixeira de Sousa
Juanior.

The Simaba trichilioides A. St.-Hil. specie, belong Simaba genus
(Simaroubaceae), typical of the Brazilian Cerrado and distributed widely in the
Midwest, is popularly known as calunga and used for treatment of the liver
and diabetes in the form of tea from its roots. Species of this genus are found
in several biomes throughout the American continent, mainly South and
Central America. The chemical-pharmacological study of the Simaba genus,
exhibit mainly quassinoids and alkaloids of canthinone type, for which several
activities are attributed, among them antineoplasic, antimalarial, antiviral,
antiparasitic and antidiabetic, besides presenting other secondary
metabolites. The objective of this study was to contribute to the chemical-
pharmacological knowledge of the Simaba genus, through the chemical study
and antidiabetic evaluation of the roots of S. trichilioides, as well as to confirm
its popular use against diabetes. The material plant (roots) was collected at
Arica ranch, from Santo Antdnio do Leverger — MT. A voucher specimen (n.
43026) has been deposited at UFMT’s Central Herbarium. The dried powder
roots (3.8 kg) were extracted at room temperature with hexane (3 x 5 L; 3
days) followed by ethanol-water (7:3; 7 x 5 L; 7 days). The solvent was
removed under reduced pressure and the hexanic crude (HCE) and
hydroethanolic crude (HECE) extracts were dried in an oven (38 °C) until
constant weight, affording HCE (40.41 g; 1.06%) and HECE (371.83 g;
9.78%). Part of the HECE (278.65 g) was subjected to a solid-liquid partition,
obtaining hexane fraction (HF; 0.41 g; 0.15%), dichloromethane fraction (DF;
4.23 g; 1.52%), ethyl acetate fraction (EAF; 30.89 g; 11.08%) and methanol
fraction (MF; 173.37 g; 62.22%). DF and EAF were subjected to successive
chromatography column, resulting in the isolation of 7 substances, which were
identified by spectroscopic and spectrometric techniques. From DF were
isolated the alkaloids: 4-methoxycanthin-6-one, 5-methoxycanthin-6-one and
11-hydroxycanthin-6-one; and the quassinoid simalikalactone D; from EAF
were isolated the quassinoids: brucein D, brucein E and orinocinolide. The
crude extracts, fractions and isolated compounds simalikalactone D and
bruceine D, were evaluated for anti-glycation activity at 10, 20 and 30 days of
incubation with bovine serum albumin (BSA) and aminoguanidine (AG) as
control positive anti-glycation. HCE was not effective in anti-glycation activity.
HECE, EAF and MF were effective in all concentrations evaluated. HECE was
as effective than AG at 500 pg/mL, at 10-day incubation. EAF was as effective
than AG at 500 pg/mL in all periods evaluated. MF was as effective than AG
at 500 pg/mL, at 10 and 20 days of incubation and more effective than AG at
30-day of incubation. The substances isolates showed weak activity. The
formation of advanced glycation end products - AGEs are implicated in several



pathogens, including the complications of diabetes. The results obtained from
the anti-glycation activity of extracts and fractions of S. trichilioides indicate
that the use of this plant may be a good alternative for the prevention or
treatment of complications from diabetes.

Keywords: Simaba trichilioides, chemical study, quassinoid, alkaloid
canthinone type, anti-glycation, diabetes.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos imemoriaveis, 0 homem busca na natureza,
recursos para melhorar sua propria condicdo de vida. H& registros em
documentos de civilizagBes primitivas da China, india e Europa, do uso de
plantas para profilaxia e cura de diversas enfermidades. Acredita-se, que as
farmacopeias tradicionais foram elaboradas ao longo de muitos séculos de
experimentacéo, onde o conhecimento empirico acumulado foi preservado e
transmitido a geracdes futuras. Os primeiros europeus que chegaram ao
Brasil, logo se depararam com uma grande quantidade de plantas medicinais
em uso pelas inumeras tribos que aqui viviam (ELISABETSKY; SETZER,
1985; LORENZI; MATOS, 2008).

A OMS define planta medicinal como sendo todo e qualquer
vegetal que possui, em uma ou mais partes, substancias que possam ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos.
Plantas medicinais sdo aquelas que tém uma histéria de uso tradicional como
agente terapéutico. Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na
maior parte do mundo, o interesse do publico nas terapias naturais tem
aumentado nos paises industrializados (ZHANG, 1998; OMS, 2000; BRASIL,
2001).

A medicina popular ou tradicional representa a soma total dos
conhecimentos, habilidades e praticas com base nas teorias, crengas e
experiéncias indigenas de diferentes culturas, utilizados na manutengdo da
saude, bem como na prevencdo, diagndstico, tratamento ou melhoria de
doencas fisicas e mentais (WHO, 2000).

Atualmente, a quimica medicinal utiliza novas abordagens e
tecnologias que confirmam as evidéncias cientificas sobre a eficacia
terapéutica de diversas plantas medicinais, suas substéncias isoladas e
derivados (VECHI et al., 2018).

Uma das mais importantes doencas tratadas, utilizando-se de

plantas medicinais, é o diabetes mellitus, um distirbio comum causado por
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hiperglicemia que predispde a complicacdes crbnicas afetando os olhos,
vasos sanguineos, nervos e rins (AHMED, 2005).

A partir do conhecimento empirico sobre os efeitos dos preparados
a partir de plantas, surge a necessidade do estudo quimico e farmacoldgico,
que visa isolar, identificar e avaliar os compostos ou substancias que sejam
biologicamente ativas e que posteriormente, possam ser utilizadas como
modelo para a sintese de analogas mais potentes e seletivas, obtidas mais
facilmente e a custos menores (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

A espécie vegetal em estudo, Simaba trichilioides A. St-Hil.
(Simaroubaceae) € conhecida popularmente como “calunga”, nativa do
Cerrado brasileiro e de ampla ocorréncia no Cerrado mato-grossense. E
utilizada popularmente para o tratamento Ulcera (FERNANDES, 2008),
doencas do figado e diabetes (REIS; BELLINI, 2010) e como anti-
hiperlipidémica (SILVA et al., 2010).

O Cerrado brasileiro tem grande importancia social, sendo
responsavel pela sobrevivéncia de muitas populagfes que detém um grande
conhecimento tradicional do uso de seus recursos naturais. Possui mais de
220 espécies medicinais, diversas espécies utilizadas na recuperacdo de
solos degradados e diversas outras com frutos comestiveis. Considerado
como um hotspot mundial, o Cerrado é o segundo maior bioma da América
do Sul com aproximadamente 2 milhdes de km? e cerca de 22% do territdrio
brasileiro, com extrema abundancia de espécies endémicas e reconhecido
como a savana mais rica do mundo, com mais de 11 mil espécies de plantas
nativas ja catalogadas (BRASIL, 2018).

No presente estudo, objetivou-se isolar e identificar as principais
substancias presentes nas raizes de Simaba trichilioides, buscando
correlaciona-las aos efeitos benéficos observados na medicina popular no

tratamento do diabetes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A familia Simaroubaceae

Da Ordem Sapindales, Simaroubaceae inclui cerca de 22 géneros
e 109 espécies de arvores de distribuicdo pantropical (CLAYTON, 2011). Em
estudos mais recentes, 7 novas espécies foram descritas e 1 reintegrada,
totalizando 117 espécies (DEVECCHI et al., 2018a). Caracteriza-se por o seu
teor de substancias amargas, responsavel principalmente pelas suas
propriedades farmacéuticas (FERNANDO et al., 1995; MUHAMMAD et al.,
2004). O principal centro de distribuicdo geografica esta localizado na regido
tropical do continente Americano, estendendo-se a Oeste da Africa,
Madagascar, Asia (Malasia) e regides da Australia banhadas pelo Pacifico
(SIMAO et al., 1991; SARAIVA et al., 2002).

Simaroubaceae esta relacionada botanicamente com Rutaceae,
Meliaceae e Burseraceae, porém dentro desse grupo, encontra-se mais
préxima a familia Rutaceae no que se refere a composigao quimica, anatomia
da madeira, auséncia de vasos condutores de resina na casca do caule e
presenca de estames livres em suas flores (SARAIVA et al., 2002).

No Brasil, é representada por 7 géneros: Castela Turpin,
Homalolepis Turcz, Picrasma Blume, Picrolemma Hook.f., Quassia L.,
Simaba Aubl. e Simarouba Aubl., com 32 espécies e 2 subespécies (PIRANI;
THOMAS, 2015a).

As espécies desta familia sdo conhecidas por produzirem muitos
metabdlitos secundarios amargos derivados do triptofano, como alcaloides
(B-carbolinicos e cantindnicos) e derivados triterpénicos como quassinoides
(NUDDIN et al., 2015), conhecidos por suas propriedades medicinais e
utilizados tradicionalmente para tratamento da malaria, diabetes, tuberculose,
como anti-helminticos, amebicidas, antitumorais, antivirais, antileucémicos, e
de interesse agrondmico com propriedades antialimentar contra o besouro do

feijao e besouro mexicano, e inseticida contra estagios larvais da lagarta das
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vagens e do gafanhoto migratério, entre outras (POLONSKY, 1973; 1985;
SARAIVA, 2001).

Os quassinoides sdo derivados triterpénicos, biossinteticamente
relacionados a limonoides de Rutaceae e Meliaceae (DA SILVA; GOTTLIEB,
1987) e séo considerados por Dreyer (1983), Waterman e Grundon (1983)
ser 0 passo seguinte da via oxidativa dos limonoides.

Com o advento de técnicas fisicas como a espectroscopia de
RMN, no inicio da década de 1960 foi possivel a definicdo das primeiras
estruturas quimicas de quassinoides. Quassina (1) e neoquassina (2),
constituintes quimicos de Quassia amara (Simaroubaceae), tiveram suas
estruturas e estereoquimica estabelecidas por Valenta e colaboradores
(1962). O interesse em diversas espécies dessa familia aumentou, resultando
no isolamento e identificagdo de mais de 200 quassinoides conhecidos
(CURCINO VIEIRA; BRAZ-FILHO, 2006).

HsCO

R=0 quassina (1)
R=0H neoquassina (2)

Os alcaloides comuns nessa familia sdo do tipo cantindnico.
Haynes e colaboradores (1952) isolaram esse tipo de alcaloide em
exemplares da familia Rutaceae. Sdo comuns também em Amaranthaceae,
Caryophyllaceae e Malvaceae. Mais de 30 alcaloides cantinbnicos que
haviam sido isolados, até a década de 1990, pertenciam a espécies da familia
Simaroubaceae. Estes compostos formam um importante grupo do ponto de
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vista quimiotaxondmico. Os alcaloides cantinnicos isolados de espécies de
Simaroubaceae sé@o geralmente encontrados juntos com quassinoides e
alcaloides B-carbolinicos (OHMOTO; KOIKE, 1990).

Diversos outros metabdlitos séo relatados nessa familia, além de
quassinoides e alcaloides, como triterpenos, sesquiterpenos, esteroides,
cumarinas, antraquinonas, flavonoides, lignanas, 6leos essenciais e alguns
acidos organicos (BARBOSA et al., 2011). Flavonoides foram isolados em
diferentes espécies dessa familia, nos géneros Simaba (NOLDIN, 2005),
Ailanthus (KUNDU; LASKAR, 2010) e Picrasma (JIAO et al., 2011).

2.2 O género Simaba Aublet

Simaba é o maior género da familia, bem restrito & América do Sul
e Central (CLAYTON, 2011). Os tratamentos taxondmicos mais recentes
reconhecem entre 23 e 25 espécies, porém novas espécies foram
descobertas, sugerindo atualmente que o género tenha cerca de 30 espécies
(DEVECCHI et al., 2016). Em estudos mais recentes, com base nos
resultados de andlises filogenéticas, Devecchi (2017) propde uma divisdo de
Simaba em 2 géneros, Simaba sensu stricto e Homalolepis Turcz.

Os géneros Quassia L. e Simarouba Aublet apresentam
semelhancas com o género Simaba, porém espécies estudadas destes dois
géneros emergiram em ramos distantes na arvore filogenética (ALVES,
2015).

No Brasil, h4 ocorréncia de 22 espécies e 2 subespécies, 10
espécies na regido Centro-Oeste, sendo 8 dessas em Mato Grosso (PIRANI;
THOMAS, 2015b).

As espécies desse género sdo encontradas em ambientes
ecoldgicos bastante diversificados, em mata Umida, alagavel ou de terra
firme. De um modo geral, a floracao das espécies do género Simaba pode
ocorrer ao longo de todo o ano, sendo, entretanto, acentuada nos meses de
julho a outubro. A frutificagdo pode ocorrer também o ano inteiro, porém com

maior incidéncia de setembro a novembro. Geograficamente, o género
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Simaba distribui-se pelo continente sul-americano, exceto Argentina, Uruguai
e Chile. A espécie Simaba cedron tem a mais larga distribuicdo, desde o
Estado da Bahia no Brasil até Costa Rica, na América Central
(CAVALCANTE, 1983).

Caracterizam-se como plantas lenhosas cujo porte varia de um
subarbusto de 30-50 cm até uma arvore de 30 m, o que é mais raro. Em geral
sdo arvores pequenas ou arborescentes. Os tipos mais frequentes séo
arvores medianas em torno de 7-12 m de altura ou arbustos entre 4-6 m. Suas
folhas sdo pinadas, raramente unifoliadas, seus folhetos sdo opostos um ao
outro e geralmente apresenta uma glandula apical que pode ser vista a olho
nu. Suas flores apresentam na parte terminal do ramo, chegando a 1 metro
de comprimento em algumas espécies (CAVALCANTE, 1983).

2.2.1 Constituintes quimicos do género Simaba Aublet

Mais de 100 constituintes quimicos foram isolados do género
Simaba e relatados em estudos desde 1930, incluindo quassinoides e
alcaloides, bem como diversos outros compostos como triterpenos,
cumarinas, esteroides, flavonoides entre outros. Os quassinoides foram os

constituintes predominantes nesse género (BARBOSA et al., 2011).

2.2.1.1 Quassinoides

Os quassinoides consistem em produtos de degradacdo de
triterpenos tetraciclicos, derivados da série do eufol e tirucalol. Sdo lactonas
altamente oxigenadas e estruturalmente complexas (6-lactona — anel de 6
membros, no esqueleto quassolidano e y-lactona — anel de 5 membros, nos
esqueletos cedrolidano e lauricolactano, e §-lactona e y-lactona em outros
esqueletos) com varios grupos hidroxilas, carbonilas, metoxilas e
esterificagfes (CURCINO VIEIRA; BRAZ-FILHO, 2006).
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A converséo de triterpeno tetraciclico em quassinoide foi verificada
experimentalmente utilizando o precursor A’ — butirospermol (3) da rota do
mevalonato, formado a partir da perda de um préton em C-7 do carbocation
resultante da ciclizacéo do esqualeno, por isomerizagdo enzimética do (20R)
eufol [A%%] ou seu diasterecisdmero na posicdo 20, (20S) tirucalol [A®9]
(MORON et al., 1971), seguida da rota biossintética proposta orginalmente
por Arigoni e colaboradores (1960), estendida a forte degradacdo a

quassinoide.

26

A" — butirospermol (3)

No Esquema 1 observa-se que o precursor A7 — butirospermol (3)
(a) sofre um rearranjo oxidativo para formar 7a-hidroxi (b). O anel D é entdo
expandido oxidativamente a d-lactona (c) por uma reagdo de oxidagcédo de
Baeyer-Villiger e clivagem entre C-16 e C-17. Durante estas transformacdes
um dos grupos metilicos em C-4 e quatro carbonos terminais da cadeia lateral
séo perdidos. A abertura do anel §-lactdnico (c) e relactonizagdo em 7a-
hidroxila levam entéo ao intermediario d-lactona (d) que é o esqueleto basico
da maioria dos quassinoides e seus derivados. A lactonizacdo na hidroxila
em C-17 leva primeiro a formacao do quassinoide de esqueleto Cz2s, enquanto
a lactonizacao na hidroxila em C-21 e subsequente oxidagdo no C-17 com a
hidroxila residual, pode resultar em um segundo quassinoide com esqueleto

Cazs. Os quassinoides com esqueletos C22 e Czo podem entéo ser formados
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por clivagem da ligacdo entre C-13 e C-17, enquanto 0s compostos com
esqueleto Cio requerem uma perda adicional do &tomo de carbono em C-16.
O esqueleto Cis resulta de um quassinoide Cig pela perda de um atomo de
carbono no anel A, e consequentemente um rearranjo resultando na
contracdo do anel A (GUO et al., 2005; CURCINO VIEIRA; BRAZ-FILHO,
2006).

Os quassinoides apresentam cinco esqueletos basicos: a) com 25
atomos de carbono (Czs) denominado esqueleto simarolidano; b) com 22
atomos de carbono (Cz2) denominado esqueleto picrolemmano; ¢) com 20
atomos de carbono (Cz0) denominado esqueleto quassolidano; d) com 19
atomos de carbono (Ci9) denominado esqueleto cedrolidano; e €) com 18
atomos de carbono (Cug) esqueleto lauricolactano (Quadro 1), embora alguns
ndo se encaixem em nenhuma destas classes (CURCINO VIEIRA; BRAZ-
FILHO, 2006).

A maioria dos quassinoides isolados tem um esqueleto de 20
carbonos. Os quassinoides Cz0 s&o classificados em dois tipos: os
tetraciclicos, sem oxigenacdo na posicdo C-20 e os pentaciclicos, com a
posi¢do C-20 oxigenada, que leva a formag&o de um anel adicional (GUO et
al., 2005).
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(continuacgéo)
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Esquema 1 - Biossintese dos quassinoides
(ARIGONI et al., 1960; POLONSKY, 1985; GUO et al., 2005; CURCINO VIEIRA;
BRAZ-FILHO, 2006; DEWICK, 2009).
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Quadro 1 - Esqueletos carbénicos dos quassinoides

Diversos quassinoides foram isolados de espécies do género

Simaba e estéo publicados na literatura conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Quassinoides isolados de espécies do género Simaba

SUBSTANCIA ESPECIE PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA) | VEGETAL PLANTA REFERENCIA
Quassia africana TRESCA et al., 1971
(sin. S. africana) raiz apud POLONSKY et
quassina (1) e al., 1973
Quassia africana raiz LUMONADIO;
(sin. S. africana) VANHAELEN, 1986
Quassia africana TRESCA et al., 1971
neoquassina (2) - - raiz apud POLONSKY et
(sin. S. africana)
al., 1973
S. cedron sementes POLONSKY, 1960
S. cedron sementes e JACOBS et al., 1987
folhas
_ S. cedron cascado | \ioRETT| et al. 1994
cedronina (4) caule
CURCINO VIEIRA et
S. cedron frutos al., 1998 apud
BARBOSA et al., 2011
casca da PRIMO DE SOUSA
S. subcymosa raiz et al., 2005
7-epi-cedronina (5) S. cedron ser;r:)(leﬁge;s € | JACOBS et al., 1987
. _ Quassia africana ) TRESCA et al., 1971
simalikalactona A (6) - - raiz apud POLONSKY et
(sin. S. africana)
al., 1973
. . Quassia africana ) TRESCA et al., 1971
simalikalactona B (7) - . raiz apud POLONSKY et
(sin. S. africana)
al., 1973
simalikalactona C (8) Quassia africana raiz lRuEdSISSLeCt)Slélg\??e%
(sin. S. africana) P
al., 1973
S. cedron sementes POLONSKY, 1960
cedronolina (9) S. cedron Cafacjgo MORETTI et al., 1994
S. multiflora caule WANI et al., 1978
casca do
S S. multiflora caule POLOngg(; etal,
Sosenecilon
. ARISAWA et al.,
S. multiflora caule 1083b
S. multiflora - KLOCKE et al., 1985
casca do
S. multiflora caule POLOngg(; etal,
6a-senecioiloxi- subterraneo ARISAWA ST a
chaparrina (11 ; etal,
p (11) S. multiflora caule 1983b
S. multiflora - KLOCKE et al., 1985
(continua)
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(continuacéo)

SUBSTANCIA ESPECIE PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA) | VEGETAL PLANTA REFERENCIA
S. multiflora caule WANI et al., 1978
chaparrinona (12) s il | ARISAWA et al.,
. multiflora caule 1983b
S. multiflora - KLOCKE et al., 1985
casca do
S. multifiora caule & DOU et al., 1996
haparrinona (12) casca da
chap raiz
S. cedron caule OZEKI et al., 1998
casca da PRIMO DE SOUSA
S. subcymosa raiz etal., 2005
chaparrina (13) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
S. multifiora casca da DOU et al., 1996
raiz
S. multiflora - KLOCKE et al., 1985
glaucarubolona (14) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
CURCINO VIEIRA et
S. cedron frutos al., 1998 apud
BARBOSA et al., 2011
S. cedron caule OZEKI et al., 1998
CURCINO VIEIRA et
glaucarubol (15) S. cedron frutos al, 1998 apud
’ BARBOSA et al.,
2011
casca do
glaucarubinona (16) S. multiflora caule e DOU et al., 1996
casca da
raiz
15-desacetilundulatona | Quassia undulata ra?jsecgaiia ADESANWO et al.,
a7) (sin. S. undulata) do caule 2009
6a-tigloiloxi- . casca do POLONSKY et al.,
chaparrina (18) S. cuspidata caule 1980
6a-tigloiloxi- . casca do POLONSKY et al.,
chaparrinona (19) S. cuspidata caule 1980
. - . . casca da POLONSKY et al.,
simarinolida (20) S. orinocensis raiz 1081
S ori . casca da POLONSKY et al.,
] . orinocensis :
guanepolida (21) raiz 1981
S. cedron caule OZEKI et al., 1998
casca do
karinolida (22) S. multiflora caule POLONSKY etal.,
- 1982
subterraneo
(continua)
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(continuacgéo)

SUBSTANCIA
(N° DA ESTRUTURA)

ESPECIE
VEGETAL

PARTE DA
PLANTA

REFERENCIA

Quassia africana

TRESCA et al., 1971 apud

(sin. S. africana)| "% ARISAWA et al., 1985
QL.,IaSSIa af_rlcana casca da APERS et al., 2002
(sin. S. africana) raiz
o ansgla ?f_rlcana folhas, (_:aule SAMA et al., 2014
simalikalactona D (23) | (Sin- S. africana)| e raiz
S. multiflora caule ARISAWA et al., 1985
S. guianensis caule CABRAL et al., 1993
S. cedron caule OZEKI et al., 1998
. . casca da
S. orinocensis raiz e folhas MUHAMMAD et al., 2004
cedronolactona A (24) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
gutolactona (25) S. guianensis caule CABRAL et al., 1993
samaderina Z (26) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
12-desidro-6o.-
senecioiloxi-chaparrina| ~S. multiflora frutos MORETTI et al., 1986
(27)
13,18-desidro-6a-
senecioiloxi-chaparrina| ~S. multiflora frutos MORETTI et al., 1986
(28)
cedronolactona B (29) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
S. cedron caule OZEKI et al., 1998
cedronolactona C (30) HITOTSUYANAGI et al.,
S. cedron caule
2001
cedronolactona D (31) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
cedronolactona E (32) S. cedron caule HITOTSU;(&)I\iAGI etal,
poliandrol (33) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
ailanquassina A (34) S. cedron caule OZEKI et al., 1998
S. orinocensis | “%3°% da | pOLONSKY etal., 1981
. . folhas, casca| CURCINO VIEIRA et al.,
20(R)-simarolida (35) S. cuneata e galhos 1999
S. subcymosa | €3S¢@ da |PRIMO DE SOUSA et al.,
- subey raiz 2005
. . folhas, casca| CURCINO VIEIRA et al.,
20(S)-simarolida (36) S. cuneata e galhos 1999
orinocinolida (37) S. orinocensis casr;iazda MUHAMMAD et al., 2004
1,4- _
desidrocedronolactona A S. cedron sementes OSORIOI HERRERA et
(38) al., 2005
. casca da PRIMO DE SOUSA et
cymosanina (39) S. subcymosa raiz al., 2005
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O Quadro 2 apresenta as estruturas dos quassinoides isolados de
espécies do género Simaba.

OCHj

H3CO

0 R
= R1= OH; R,=H cedronina (4)
R=0 quassina (1) Ri= H; R,=0OH 7-epi-cedronina (5)
R=0OH neoquassina (2)
OCHj; OCHj;
H3CO

simalikalactona A (6)

simalikalactona B (7)
)

HsCO

H

simalikalactona C (8)

cedronolina (9)

(continua)
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(continuacgéo)

HO
OH

Ol

H
W
e}
R=0 6a-senecioiloxi-chaparrinona (10)

R=0-OH, B-H 6a-senecioiloxi-
chaparrina (11)

R]_:O; R,= o
glaucarubinona (16)

R1=O; R2=OH Ra=
O N

o]

15-desacetilundulatona (17)

R;= O; Ry,=H; R3=H chaparrinona (12)

Ri1=a-OH, B-H; R.=H; Rs=H chaparrina (13)

R;=0; R,=0H; R3=H glaucarubolona (14)
Rj_:(X'OH, B'H, Rzon; Rs=H
glaucarubol (15)

R1=a.OH, B'H, R,=H; R3=

-

0 A

e}
6a-tigloiloxi-chaparrina (18)

-
O AN

R;=0; R,=H; Ry= o
6a-tigloiloxi-chaparrinona (19)

H
simarinolida (20)

(continua)
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(continuacgéo)

karinolida (22)

cedronolactona A (24)

W
R= ©

gutolactona (25)
R=H samaderina Z (26)

simalikalactona D (23)

. o . 13,18-desidro-6a-senecioiloxi-
12-desidro-6a.-senecioiloxi-chaparrina (27) chaparrina (28)

(continua)

43



()

(continuacgéo)

R=H cedronolactona B (29)
R=0OH cedronolactona C (30)

HO n,

cedronolactona E (32)

R=H poliandrol (33)
R=0OH ailanquassina A (34)

ACO//

H H
20(R)-simarolida (35)
20(S)-simarolida (36)

(continua)

44



(continuacgéo)

OH

OHHO R\

HOy,, o)

0 o

orinocinolida (37)

1,4-desidrocedronolactona A (38) cymosanina (39)

Quadro 2 — Quassinoides isolados de espécies do género Simaba

2.2.1.2 Terpenos e esteroides

Os terpenoides formam uma larga e diversa familia de produtos
naturais estruturalmente derivados de unidades de isopreno, sintetizado
pelas plantas, que se juntam na forma de cabeca-cauda ou cabeca-cabecga,
seguido de uma série de ciclizagbes e rearranjos para produzirem o0s
esqueletos basicos classificados como hemiterpenos (Cs), monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (Czs), diterpenos (Czo0), sesterterpenos (Czs), triterpenos
(C30) e tetraterpenos (Cs). Uma variedade de oxidagbes, redugdes,
isomerizacdes, conjugacgles e outras transformacdes, vao originar milhares
de metabdlitos terpénicos distintos (DEWICK, 2009; ASHOUR et al., 2010).

Os esteroides (b) (Quadro 3), sdo triterpenos modificados,

formados a partir da oxidagdo do esqualeno (6xido de esqualeno), que sofre
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rearranjos e ciclizagdes formando o cation protosteril. A perda de um préton
em C-10 leva a formacéao do precursor (a) cicloartenol (Quadro 3), contendo
um anel ciclopropanico. Durante esse processo ha uma perda adicional de
trés metilas, duas em C-4 e uma em C-14, gerando a estrutura basica dos
esteroides. Para muitos esteroides de plantas, o anel ciclopropanico é
reaberto. A maioria dos triterpenos e esteroides apresentam uma hidroxila na
posicao 3, originario do epoxido formado a partir da oxidacéo do esqualeno
(DEWICK, 2009).

Neste tOpico, trataremos apenas de triterpenos e esteroides
isolados de espécies do género Simaba, publicados conforme Tabela 2.

Quadro 3 - Estrutura do cicloartenol (a); Estrutura basica dos esteroides (b)

Tabela 2 — Triterpenos e esteroides isolados de espécies do género Simaba

SUBSTANCIA ESPECIE  |PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA) VEGETAL PLANTA REFERENCIA
3S, 23R, 25-
trihidroxitirucal-7-en-24- S. multiflora caule ARISAWA et al., 1987
ona (40)
hispidol B (41) S. multiflora caule ARISAWA et al., 1987
N . S. multiflora caule ARISAWA et al., 1983b
3-O-B-glicopiranosil-
sitosterol (42) S.obovata | folhase DUTRA et al., 1992
caule
3-O-B-glicopiranosil- CURCINO VIEIRA, 1995
estigmasterol (43) S. cuneata caule apud BARBOSA et al., 2011

(continua)
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(continuacéo)

SUBSTANCIA ESPECIE | PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA)| VEGETAL | PLANTA REFERENCIA
3-oxotirucalla-7,24- S cuneata caule RODRIGUES-FILHO et al.,
dieno (44) ' 1992
3,21-dioxotirucalla- S. cuneata caule RODRIGUES-FILHO et al.,
7,24-dieno (45) : 1992
betulina (46) S.obovata | 'ohase DUTRA et al., 1992
o-amirina (47) S. obovata foclgilsee DUTRA et al., 1992
B-amirina (48) S. obovata foc'gﬁfee DUTRA et al., 1992
S.obovata | folhase DUTRA et al., 1992
caule
. CURCINO VIEIRA, 1995
sitosterol (49) S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
2011
S. ferruginea folhas NOLDIN, 2005
CURCINO VIEIRA, 1995
S. cuneata caule apud BARBOSA et al.,
. 2011
estigmasterol (50) CURCINO VIEIRA, 1995
S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
2011
S. cuneata caule CURCINO VIEIRA, 1995
’ apud Barbosa et al., 2011
campesterol (51) CURCINO VIEIRA, 1995
S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
2011
CURCINO VIEIRA, 1995
campestenona (52) S. cuneata caule apud BARBOSA et al.,
2011
CURCINO VIEIRA, 1995
sitostenona (53) S. cuneata caule apud BARBOSA et al.,
2011
CURCINO VIEIRA, 1995
estigmastenona (54) S. cuneata caule apud BARBOSA et al.,
2011
CURCINO VIEIRA, 1995
o S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
niloticina (55) 2011
S. polyphylla galhos SARAIVA et al., 2006
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(continuacgéo)

SUBSTANCIA ESPECIE PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA) | VEGETAL PLANTA REFERENCIA
CURCINO VIEIRA, 1995
S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
diidroniloticina (56) 2011
S. polyphylla galhos SARAIVA et al., 2006
CURCINO VIEIRA, 1995
S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
piscidinol A (57) 2011
S. guianensis | ooinos | NUNOMURA et al., 2012
subesp. ecaudata
- L CURCINO VIEIRA, 1995
23,24,25-trihidroxitirucal- S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
7-en-3-ona (58) 2011
CURCINO VIEIRA, 1995
bourjutinolona A (59) S. cedron caule apud BARBOSA et al.,
2011
13,30-ciclodamarano-3,
7,21,23,25-pentol, 21, . Lif
23-epoxi-, 3-(2-metil-2- ((?s?r?sglamrulljtifllo?;? raizes MILLER et al., 1995a
butenoato), [3a(E),7a, T
170,20S,21S,23R] (60)
. Quassia multiflora .
quassiol A (61) (sin. S. multiflora) raizes MILLER et al., 1995b
. Quassia multiflora .
quassiol B (62) (sin. S. multiflora) raizes MILLER et al., 1995b
quassiol C (63) QL.JaSSia mu[tiflora raizes MILLER et al., 1995b
(sin. S. multiflora) ”
. Quassia multiflora .
quassiol D (64) (sin. S. multiflora) raizes MILLER et al., 1995b
acido 3-oxo-urs-12-en- | Quassia africana caule AJAIYEOBA; KREBS,
27a, 28-dioico (65) (sin. S. africana) 2003
acido 3B-hidroxi-urs-12-| Quassia africana caule AJAIYEOBA; KREBS,
en-27a, 28-dioico (66) | (sin. S. africana) 2003
taraxerona (67) S. polyphylla galhos SARAIVA et al., 2006

As estruturas dos triterpenos e esteroides isolados dessas

espécies sdo mostradas no Quadro 4.
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R;=0; R,= B-OH, a-H
3S, 23R, 25-trihidroxitirucal-7-en-24-ona (40)
R:1=B-OH, a-H; R=a-OH, B-H
3S, 23S, 24R, 25-tetrahidroxitirucal-7-eno (hispidol B) (41)

GlcO
3-O-B-glicopiranosil-sitosterol [22,23 diidro] (42)
3-0-B-glicopiranosil-estigmasterol [A?% 2%] (43)

R=CHj; 3-oxoatirucalla-7,24-dieno (44)
R=CHO 3,21-dioxotirucalla-7,24-dieno (45)

(continua)
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(ContinUa(}éo)

betulina (46)

2 II'II

Q \\\“

mirina (47)

-,
z
B

-amirina (48)

(continua)
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(continuacgéo)

sitosterol [22,23 diidro] (49)
estigmasterol [A%> %] (50)

R=B-OH, a-H campesterol (51)
R=0 campestenona (52)

sitostenona (53)
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(continuacgéo)

estigmastenona (54)

H
H

R=0 niloticina (55)

R=B-OH; a-H diidroniloticina (56)

piscidinol A (57)

(continua)
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(continuacgéo)

13,30-ciclodamarano-3,7,21,23,25-pentol, 21,23-epoxi, 3-(2-metil-2-butenoato),

23,2

N

2

)]

-trihidroxitirucal-7-en-3-ona (58)
OH

—,:
~ H
-

bourjutinolona A (59)

[30(E),70,170,20S,21S,23R] (60)
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(continuacgéo)

R1=R.=H quassiol A (61)
R1=H; Ry=Ac quassiol B (62)

OH

N
OH

quassiol C (63)

A
-
-

acido 3-oxo-urs-12-en-27a, 28-dioico (65)
R=p-OH; a-H taraxerona (67)
acido 3B-hidroxi-urs-12-en-27q, 28-dioico (66)

Quadro 4 - Triterpenos e esteroides isolados de espécies do género Simaba
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2.2.1.3 Alcaloides

Alcaloides cantindnicos e B-carbolinicos ja foram isolados de
espécies do género Simaba, sendo mais comuns os alcaloides cantindnicos
(LUMONADIO; VANHAELEN, 1986; AJAYEOBA et al., 1995; BARBOSA et
al., 2011).

Dai e colaboradores (2016) consideram os alcaloides cantinénicos
como uma subclasse dos alcaloides B-carbolinicos, com um anel D adicional.
Mais de 60 alcaloides desse tipo ja foram descritos na literatura desde que
foram isolados de produtos naturais pela primeira vez por Haynes e
colaboradores (1952).

A rota biossintética de alcaloides B-carbolinicos exemplifica a
formacé@o de um novo anel heterociclico de 6 membros a partir da cadeia
lateral etilamina da triptamina, apés a descarboxilagdo do aminoacido
triptofano. O carbono o do sistema inddlico é um bom nucledfilo devido a
presenca do nitrogénio adjacente que pode atacar a imina formada a partir
da triptamina e aldeido (ou cetoacido). A aromaticidade é restaurada com a
consequente perda de proton em C-2 e subsequente oxidagdo levando a
formacé&o de p-carbolina (Esquema 2) (DEWICK, 2009).

A rota biossintética dos alcaloides cantindnicos foi descrita pela
primeira vez por Crespi-Perelli e colaboradores (1986), a partir da cultura de
células de Ailanthus altissima (Simaroubaceae) demonstrando a sequéncia
biossintética da producéo desses alcaloides a partir do aminoacido triptofano
como precursor da rota, levando a producéo principalmente de cantin-6-ona
(68). Mais tarde, essa rota foi confirmada experimentalmente por Aragozzini
e colaboradores (1988) que evidenciaram o envolvimento do &cido 2-
oxoglutarato (cetoglutarato) (Esquema 3).

No género Simaba, os primeiros alcaloides desse tipo foram
isolados do extrato etandlico da casca do caule de Simaba cuspidata Spruce
ex Engl. caracterizados como 3-metoxicantin-2,6-diona (72) e 8-metoxicantin-
6-ona (75), sendo um de coloracdo vermelha e outro amarela,
respectivamente (GIESBRECHT et al., 1980).
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Diversos outros alcaloides cantindnicos e B-carbolinicos foram
isolados de espécies do género Simaba, conforme Tabela 3, e suas

estruturas sdo apresentadas no Quadro 5.

OH ) “\; |

NH; E1 NH
N \N/ 2
H H
L-triptofano triptamina

formacgéo de imina
RCHO utilizando aldeido

Reacao de Mannich

2 Ca (nucledfilo) W ut
\(s NH e} N
H H H
R
ltautomensmo para
restauracdo da
aromaticidade

I X
GCQ 30
N

R

B-carbolina

E1: triptofano descarboxilase

Esquema 2 — Rota biossintética dos alcaloides p-carbolinicos
(DEWICK, 2009).
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OH | OH
+
—»
NH2 Reagéo de Mannich HCNm
N utilizando ceto-acido N OH
H 0 H OH
L-triptofano
P -H,0
HO OH 0 %
acido 2-oxoglutarato (0]
-co, OH
4; k?
N N H
N N
H 0 H OH
H
descarboxilagdo
oxidativa o) 0 0] o)
-Co,
OH OH
Reacédo de Mannich

Ca (nucledfilo)

tautomerismo para
restauracao da
aromaticidade

(6] OH
(0]
B S ——
P A NH
acido B-carbolina- N
1-propanoico H

Esquema 3 — Rota biossintética dos alcaloides cantinénicos
(CRESPI-PERELLI et al., 1986; ARAGOZZINI et al., 1988; DEWICK, 2009).
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Tabela 3 — Alcaloides isolados de espécies do género Simaba

SUBSTANCIA ESPECIE PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA) VEGETAL PLANTA REFERENCIA
Quassia africana casca da LUMONADIO;
(sin. S. africana) raiz VANHAELEN, 1986
frutos e CURCINO VIEIRA,
S. cedron 1995 apud BARBOSA
sementes
cantin-6-ona (68) etal, 2011
NOLDIN, 2005;
S. ferruginea rizomas NOLDIN et al., 2005;
CUNHA et al., 2008
S. paraensis casca do RAMOS et al., 2017
caule
Quassia africana casca da LUMONADIO;
4,5-dimetoxicantin-6- (sin. S. africana) raiz VANHAELEN, 1986
ona (69) S. paraensis casca do RAMOS et al., 2017
caule
Ql_JaSS|a afrlcana casca da AYAFOR et al., 1993
5-metoxicantin-6-ona (sin. S. africana) raiz
(70) frutos e CURCINO VIEIRA,
S. cedron sementes 1995 apud BARBOSA
etal, 2011
4-metiltiocantin-6-ona Ql_JaSS|a afrlcana casca da AYAFOR et al., 1993
(71) (sin. S. africana) raiz
. casca do GIESBRECHT et al.,
3-metoxicantin-2,6- S. cuspidata caule 1980
diona (72) S. multifiora caule ARISAWA et al.,
' 1983a
10-hidroxi-3-
metoxicantin-2,6- S. multiflora caule ARISf\ggg\aet al,
diona (73)
S. multiflora caule ARISAWA etal,
1983a
cantin-2,6-diona (74) CURCINO VIEIRA,
S. cuneata caule 1995 apud BARBOSA
etal., 2011
8-metoxicantin-6-ona S. cuspidata casca do GIESBRECHT et al.,
(75) ) caule 1980
. cascado | o) oNSKY etal.,
S. multiflora caule
A 1982
subterrédneo
9-metoxicantin-6-ona S polyphylla galhos SARAIVA et al., 2006
(76) S. guianensis alhos NUNOMURA et al.,
subesp. ecaudata 9 2012
S. paraensis casca do Ramos et al., 2017
caule
10-mg:\o;<|(c?a7r)1t|n-6- S. multiflora caule ARInggQaet al,
(continua)
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(continuacéo)

SUBSTANCIA ESPECIE PARTE DA -
(N° DA ESTRUTURA) VEGETAL PLANTA REFERENCIA
10-hidroxicantin-6-ona S. multifiora caule ARISAWA et al.,
(78) : 1983a
S'h'd'ox'ff‘%t'”'G'O”a s. muttifiora caule | ARISAWA etal., 1985
acido B-carbolina-1- Quassia africana casca da LUMONADIO;
propanoico (80) (sin. S. africana) raiz VANHAELEN, 1986
crenatina (81) Quassia undulata cerne do AJAYEOBA et al.,
(sin. S. undulata) caule 1995
. . . CURCINO VIEIRA,
3'me“'car(‘g'2‘)'5’6'd'°”a S. cedron sgﬁgﬁtgs 1995 apud BARBOSA
etal., 2011
. . NOLDIN, 2005;
4-metOX|E:§\?:1)t|n-6-ona S. ferruginea rizomas NOLDIN et al., 2005;
CUNHA et al., 2008
1-hidroxi-3-metilcantin- | CURCINO VIEIRA,
2,6-diona (84) S. cuneata caule 1995 apud BARBOSA
’ etal., 2011
1-metoxi-3-metilcantin- | CURCINO VIEIRA,
2,6-diona (85) S. cuneata caule 1995 apud BARBOSA
’ etal., 2011
3-metilcantin-2,6-diona CURCINO VIEIRA,
(86) S. cuneata caule 1995 apud BARBOSA
etal, 2011
Glnl‘gtz’zx)'(?o"'ﬁzcsrzgfc'g‘ S. guianensis alhos NUNOMURA et al.,
p(8$) subesp. ecaudata 9 2012
Ro ()
=z
N
N SRy
Z
o)
R1:OCH3; RZ:H

R;=R,=H cantin-6-ona (68)
R;=R,=0CHj5 4,5-dimetoxicantin-6-ona (69)
R;=H; R,=0OCH3; 5-metoxicantin-6-ona (70)
R;=SCHjs; R,=H 4-metiltiocantin-6-ona (71)

3-metoxicantin-2,6-diona (72)
R1=OCH3; RZ:OH
10-hidroxi-3-metoxicantin-2,6-diona (73)
R;=R,=H cantin-2,6-diona (74)
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X
N
N e}
H
R;=OCHjs; R,=R3=H 8-metoxicantin-6-ona (75)
R:=H; R;=OCHg; Rs=H OH
9-metoxicantin-6-ona (76) acido B-carbolina-1-propanoico
R1=R2=H; R3=OCH3 (80)
10-metoxicantin-6-ona (77)

R;=R,=H; R3=0OH 10-hidroxicantin-6-ona (78)
R1=OH; R,=R3=H 8-hidroxicantin-6-ona (79)

OCHj

X

N

N
H

crenatina (81)

3-metilcantin-5,6-diona (82)

R
(0]
=
N
NT CHs
4-metoxicantin-6-ona (83) =

(0]
R=0OH 1-hidroxi-3-metilcantin-2,6-diona (84)
R=0CHj; 1-metoxi-3-metilcantin-2,6-diona (85)
R=H 3-metilcantin-2,6-diona (86)

HsCO
AN

N
0

I=z

™
OH
6-metoxi-(9H-B-carbolin-1-il)-(Z)-prop-2-enoico (87)

Quadro 5 — Alcaloides isolados de espécies do género Simaba
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2.2.1.4 Flavonoides

Os flavonoides séo unidades Ce-C3-Ce oriundas
biossinteticamente de duas rotas distintas, a do chiquimato e do acetato. Da
rota do chiquimato, os aminoacidos fenilalanina e tirosina formam as
unidades basicas dos fenilpropanoides (Cs-Cs), precursores dos flavonoides
(anel B). A partir do cinamoil-CoA (Ce-C3), a cadeia é estendida com trés
moléculas de malonil-CoA, oriundas da rota do acetato, para ciclizar e formar
o anel A. A maioria dos flavonoides possuem um anel heterociclico de 6
membros (anel C) (Quadro 6), formado a partir do ataque nucleofilico da
hidroxila fendlica & insaturagdo da chalcona formada pela enolizacdo de
Claisen (DEWICK, 2009).

C |

0]

Rota do acetato I Rota do chiquimato

Quadro 6 — Esqueleto basico dos flavonoides

Os flavonoides séo largamente encontrados no reino vegetal. No
género Simaba, o flavonoide cedrina (88) foi obtido das sementes de Simaba
cedron (KREBS; RUBER, 1960; CURCINO VIEIRA et al., 1998) apud
(BARBOSA et al., 2011). Os flavonoides tricina (89) e 8-O-metilretusina (90)
foram isolados do caule de S. multiflora (ARISAWA et al., 1985; 1987) e
quercitrina (91) foi isolado das folhas de Simaba ferruginea (NOLDIN, 2005).
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As estruturas dos flavonoides isolados de espécies do género

Simaba sdo mostradas no Quadro 7.

OH OCHjs
OH OH
HO 0}
HO (0]
N\ OH OCHs
OH
OH 0}
OH O tricina (89)
cedrina (88)
OH
OH
OCHj,4
HO o
HO O
(¢]
=
OH O o
O HO
OCH;,4
8-O-metilretusina (90 P
€0 HO OH
quercitrina (91)

Quadro 7 — Flavonoides isolados de espécies do género Simaba

2.2.1.5 Cumarinas

As cumarinas séo oriundas da rota biossintética do chiquimato a
partir dos aminoécidos felilalanina e tirosina, principais precursores para
formar os fenilpropanoides, unidades Ces-Cs. Sdo lactonas derivadas do 4cido
cindmico (Ce-C3) a partir da sua hidroxilagdo em orto a cadeia lateral
(Esquema 4). As cumarinas sdo amplamente distribuidas do reino vegetal,

nas formas livres ou glicosidicas (DEWICK, 2009).
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No género Simaba, a cumarina escopoletina (92) foi isolada do

extrato etandlico do caule de Simaba multiflora (ARISAWA et al., 1983a), da
casca das raizes de Simaba cedron (CURCINO VIEIRA, 1995 apud
BARBOSA et al., 2011) e da casca das raizes e do caule de Quassia undulata

(sin. Simaba undulata) (ADESANWO et al., 2009).

A cumarina eniotorina (93) foi isolada da casca das raizes de
Quassia undulata (sin. Simaba undulata) (ADESANWO et al., 2009) e do

extrato etandlico do caule de Simaba multiflora (ARISAWA et al., 1983a;

1984). A cumarina lignosidica cleomiscosina A (94) foi isolada do extrato
etandlico do caule de Simaba multiflora (ARISAWA et al., 1983a; 1984).

. _-COH
E1

acido cinamico

H,O

\ \_

A

lactonizacao

E1: cumarato 2-hidroxilase

l

. _COzH

OH

isomerizagao
cis-trans

X

.(\COQH
OH

Esquema 4 — Formacé&o do esqueleto basico das cumarinas

(DEWICK, 2009)

As estruturas das cumarinas isoladas do género Simaba s&o

mostradas no Quadro 8.
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OH H
0

(@]
H5CO
HO (@] (@]
H3CO H3CO Z

escopoletina (92) eniotorina (93)

HsCO

HsCO

HO

cleomiscosina A (94)

Quadro 8 — Cumarinas isoladas de espécies do género Simaba

2.2.1.6 Outros metabdlitos isolados de espécies do género Simaba

Diversos outros metabolitos foram isolados do género Simaba. Do
caule de S. multiflora foram isoladas a antraquinona emodina (95) e o &acido
vanilico (96) (ARISAWA et al., 1985; 1987).

Do extrato etandlico do caule e das folhas de Simaba obovata
foram isolados o &cido galico (97), as antraquinonas 9,10-antraquinona (98)
e 1,5 diidroxi-3-metil-7-metoxiantraquinona (99), além de mio-inositol (100),
1-O-B-D-etilglicose (101), B-(p-hidroxifenil) etanol (102) e a-tocoferol (103)
(DUTRA et al., 1992).

Uma mistura de lignanas aciladas em C-9 e C-9° com &cido
dodecanoicos, tetradecanoico e hexadecanoico (104, 105, 106) foram
isolados do caule de Simaba cuneata, que ap6s hidrolisadas resultaram em
secoisolariciresinol (107) (RODRIGUES-FILHO et al., 1992).
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Alguns 6leos essenciais extraidos das raizes de Simaba moiana

Casar foram analisados por CG/MS, e 0s maiores constituintes identificados

foram precoceno | (108), B-cariofileno (109) e geranial (110) (ARRIAGA et al.,

1998).

O sesquiterpeno o6xido de cariofileno (111), foi isolado através do

fracionamento cromatografico do extrato hexanico dos galhos de S.
guianensis subesp. ecaudata (NUNOMURA et al., 2012).
As estruturas dos metabdlitos descritos acima sédo mostradas no

Quadro 9.

O
HO
OH O OH

emodina (95)

/\O
HO X
(6]
\) . OH
HoW K
OH

1-O-B-D-etilglicose (101)

R; 0
OH
R4 RZ
HO//I' \\\\OH
Rs
HO OH
Re o) R1
_ OH
R1=R;=R3;=Rs=Rs=Rs=H 9,10-antraquinona (98) mio-inositol (100)

R;=R3=0OH; R,=CHjs; Rs=Rs=H; Rs=OCHjs
1,5 diidroxi-3-metil-7-metoxiantraquinona (99)

R4

HO

Rz
R;=0OCHjs; R,=H &cido vanilico (96)
R;=R,=0OH &cido galico (97)

OH

HO
B-(p-hidroxifenil) etanol (102)
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)
HO
a-tocoferol (103)
H3CO \\\
W\
ORy HsCO o)
OR,
HO =
precoceno | (108)
OCHj; H

OH A\

R1=R,=COCHams1 (M=11) (104)

R1=R,=COCnHams1 (M=13) (105) =
R;=R;=COCpHzm+1 (M=15) (106) H
R;=R,=H Secoisolariciresinol (107) B-cariofileno (109)

H

0]
)\/\/K/\o :

geranial (110)

T,

oxido de cariofileno (111)

Quadro 9 — Outros metabodlitos isolados de espécies do género Simaba

2.3 A Espécie Simaba trichilioides A. St.-Hil.

Simaba trichilioides A. St.-Hil., conhecida popularmente como
calunga, é uma angiosperma do género Simaba, da familia Simaroubaceae.

Apresenta sinonimia com Quassia trichilioides (A. St.-Hil.) D. Dietr., Zwingera
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trichilioides (A. St.-Hil.) Spreng. (PIRANI; THOMAS, 2015c) e Homalolepis
trichilioides (A. St.-Hil.) Devecchi & Pirani (DEVECCHI et al., 2018b).
Arbusto terricola, nativo do Cerrado brasileiro, com cerca de 1
metro de altura, ramos eretos, espessos, 0S mais jovens, e ferrugineo-
pilosos. Folhas pari ou imparipenadas, adensadas no apice dos ramos.
Panicula de 1 metro ou mais de altura, ferrugineo-pubérula, ramos arqueados
para cima e ramulos racemiformes. Flores branco-esverdeadas dispostas em
fasciculos mais ou menos irregulares (CAVALCANTE, 1983) (Figura 1).

Figura 1 — Simaba trichilioides (calunga)

Apresenta periodo de floragdo de maio a novembro (Brasil) e
dezembro (Paraguai). Presente no Cerrado, Caatinga e outros tipos de
vegetacgdo subxerofila (CAVALCANTE, 1983). Espécie endémica da América

do Sul, onde ha registros no Brasil, Paraguai e Venezuela (Figura 2)
(GBIF.org, 2017).
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Figura 2 — Localizacéo global da espécie Simaba trichilioides
(GBIF.org. Disponivel em: <https://www.gbif.org/species/7833605>).

No Brasil (Figura 3), ha registros confirmados no Nordeste (Ceara,
Piaui e Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Goids, Mato Grosso do Sul e
Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais) (PIRANI; THOMAS, 2015c).

»

Figura 3 — Distribuicdo da espécie Simaba trichilioides no Brasil
(Flora do Brasil 2020. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB1378>).
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Nao ha registros na literatura, de estudos quimicos ou
farmacologicos com Simaba trichilioides, apesar de diversos estudos com

outras espécies do género Simaba.

2.4 Atividades bioldgicas relacionadas a espécies do género Simaba

Diferentes atividades biolégicas sdo descritas com espécies do
género Simaba, principalmente devido a presencga dos quassinoides, para 0s
quais sdo atribuidas atividades antitumorais, antimalaricas, antivirais,
antidiabéticas, herbicidas, entre outras.

Aos alcaloides cantinbnicos e p-carbolinicos presentes em
espécies desse género também sdo atribuidas diversas atividades bioldgicas,
dentre elas citotoxidade contra células tumorais, atividade leishmanicida,
atividade antifungica, e outras.

Diversos autores relataram atividades biolégicas, in vitro ou in vivo,
avaliadas a partir de extratos ou substancias isoladas de espécies do género

Simaba, como mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Principais atividades biologicas relacionadas a espécies do género Simaba

- PARTE SUBSTANCIAS / -
ESPECIE UTILIZADA ATIVIDADE EXTRATOS REFERENCIA
cedronolactona A (24)
cedronolactona B (29)
- citotoxidade in vitro contra células simalikalactona D (23)
S. cedron caule leucémicas linfociticas P-388. glaucarubolona (14) OZEKletal., 1998
samaderina Z (26)
chaparrinona (12)
- antimalarica in  vitro  contra
microrganismos resistentes a cloroquina
S. cedron ce::s;:jgo e in vivo contra Plasmodium vinquei; cedronina (4) MORETTI et al., 1994
- citotoxica contra células tumorais
humanas tipo KB.
S. cedron casca do - citotoxica in vltro contra (,:elulas tumgra|s extrato etandlico e aquoso MONKS et al., 2002
caule humanas de cancer de célon e pulméao.
casca do - antiplasmodial contra Plasmodium
S. cedron caule falciparum. extrato aquoso OLIVEIRA et al., 2015
- inibitéria in vitro contra células S }
S. cuspidata casca do leucémicas linfociticas  P-388  em | 0c-tigloiloxi-chaparrina (18) POLONSKY et al.,
caule murinos 6a-tigloiloxi-chaparrinona (19) 1980
S. ferruginea folhas - antidlcera. quercitrina (91)
. . - antitlcera; cantin-6-ona (68) NOLDIN, 2005
S. ferruginea flzomas - antinociceptiva em ratos. 4-metoxicantin-6-ona (83)
S. ferruginea casca do - antifingica contra Aspergillus fumigatus extrato etandlico SILVA JUNIOR et al.,
' 9 caule e Aspergillus niger. 2009
. . - antiulcerogénica e propriedade . ALMEIDA, 2010
S. ferruginea rizomas astroprotetora cantin-6-ona (68) DE SOUZA ALMEIDA
gastrop : etal., 2011
(continua)
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- PARTE A =
ESPECIE UTILIZADA ATIVIDADE SUBSTANCIAS / EXTRATOS REFERENCIA
_ ' casca do - a_ntimalérica_ contra PIasmo_dium gutolactona (25)
S. guianensis falciparum resistentes a cloroquina e A CABRAL et al., 1993
caule . simalikalactona D (23)
mefloquina.
S. multiflora caule —sist:rrrlggelgﬁ?grﬁi?:os (;?:trr:tos-varlos 6a-senecioiloxi-chaparrinona (10) WANI et al., 1978
S. multiflora caule - citotéxic_a contra células 10-metox?cant!n-6-ona 77 ARISAWA et al.,
' cancerosas tipo KB. 10-hidroxicantin-6-ona (78) 1983a
- citotéxica in vitro contra células
. cancerosas tipo KB; 6a-senecioiloxi-chaparrina (11 ARISAWA et al.,
S. multifiora caule - citotoxica ir? vivo contra leucemia P ) 1983b
linfocitica P-388.
S. multiflora caule IeJLi?ﬁ‘lr:ae:ﬁf (f‘é'l,‘t’i‘z‘a;ggg&ce'“'as cleomiscosina A (94) ARISAWA et al., 1984
- inibitéria do crescimento larval; 6a.-senecioiloxi-chaparrinona (10)
S. multiflora - ) inse;ti_cida; chgparri_nona (12.) KLOCKE et al., 1985
- antialimentar em pragas de cultura 6a-senecioiloxi-chaparrina (11)
de algodéo. glaucarubolona (14)
- inibitéria em sistema de células
S. multiflora caule tumorais P-388 in vivo; 3 simalikalactona D (23) ARISAWA et al., 1985
- citotdxica contra cultura de células
cancerosas tipo KB in vitro.
S. multiflora frutos . inibi}(_')ria contra células leucémicas 13,18-desidro-6a-- MORETTI et al., 1986
linfociticas P-388 em murinos. senecioiloxichaparrina (28)
S. orinocensis casca da - anti-helmintica simarinoli_da (20) POLONSKY et al.,
) raiz ' guanepolida (21) 1981
' _ casca do - citothica in vitro contr§ células B
S. orinocensis caule tumorais humanas de céncer de extrato etandlico e aquoso MONKS et al., 2002

célon e pulméo.
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ESPECIE

PARTE
UTILIZADA

ATIVIDADE

SUBSTANCIAS /
EXTRATOS

REFERENCIA

S. orinocensis

casca da raiz

- antimalarica contra Plasmodium
falciparum;
- leishmanicida contra Leishmania
donovani;

orinocinolida (37)

MUHAMMAD et al.,

e folhas PR . L simalikalactona D (23) 2004
- inibitéria do crescimento in vitro de
células cancerosas de melanoma
humano, epiderme, mama e ovario.
- citotéxica em ensaios in vitro com 9-metoxicantin-6-ona (76) SARAIVA et al.,
S. polyphylla galhos células tumorais tipo MCF-7 (cancer de 2006

mama) e A-549 (cancer de pulm&o).

KUO et al., 2006

Quassia africana
(sin. S. africana)

casca da raiz

- antiviral contra o virus Herpes
simplex, Vesicular stomatitis,
Poliomyelitis e Semliki forest.

simalikalactona D (23)

APERS et al., 2002

Quassia africana

folhas, caule e

- larvicida contra 4 estagios larvais de

simalikalactona D (23)

SAMA et al., 2014

(sin. S. africana) raiz Anopheles gambiae.
- atividade antibacteriana e antifungica
contra Staphylococcus aureus, L
: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia eniotorina (93)
Quassia undulata casca do ! escopoletina (92) ADESANWO et al.,

coli, Klebsiella pneumonia e Candida

(sin. S. undulata) caule e daraiz albicans: glaucarubinona (16) 2009
. . . 15-desacetilundulatona (17)
- citotdxica contra Artemia salina,
indicativo de atividade antitumoral.
Quassia undulata ceme do caule | atividade in vitro contra bactérias . AJAYEOBA et al.,
(sin. S. undulata) gram positivas e gram negativas. crenatina (81) 1995
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2.5 O diabetes mellitus e a formacgéo de produtos finais de glicacao
avancada (AGEs)

O diabetes mellitus é um grupo de doengas metabdlicas,
congénitas ou adquiridas, caracterizado por deficiéncia na producdo de
insulina pelas células beta pancreaticas e/ou na agdo da insulina nos tecidos
periféricos, levando a anormalidades no metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas, aumentando os niveis de glicose no sangue e
desenvolvendo diversas complicag@es crdnicas, como cegueira, insuficiéncia
renal, Ulceras, amputacdes de membros, disfungdo erétil e complicagbes
cardiovasculares (KAWASHITA; BAVIERA, 2010).

A hiperglicemia tem um papel fundamental nas complica¢des do
diabetes por aumentar a glicagdo de proteinas e levar a um aumento gradual
nos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs — Advanced Glycation End
Products) nos tecidos do corpo (AHMED, 2005).

O processo de glicagdo de proteinas é iniciado por uma reacgao de
adicao nucleofilica entre a amina livre da proteina e a carbonila de um agucar
redutor, levando a formag&o de uma base de Schiff livre (reacdo de Maillard).
Esta reagdo ocorre em periodo de horas, e depois de formado, o produto se
submete a rearranjos a cetoamina (produto de Amadori) mais estavel
(processo irreversivel) que ocorre por um periodo de dias. Assim os AGEs
podem surgir a partir da decomposicdo dos produtos de Amadori ou por
outras reagdes envolvendo intermediarios dicarbonilicos, como a 3-
desoxiglicose (3-DG) (Esquema 5). A glicagdo da proteina € um processo
espontdaneo e depende do grau de duracdo da hiperglicemia e a
permeabilidade do tecido a glicose livre (JAKUS; RIETBROCK, 2004;
AHMED, 2005).

O conceito de AGEs propde que as modificagdes quimicas e o
cross-linking de proteinas, lipidios e DNA nos tecidos, afetam suas estruturas,
fungbes e renovacgdes (turnover), contribuindo ao declinio gradual nas

fungBes do tecido e a complicagdes nas patogéneses do diabetes, incluindo
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nefropatias, retinopatias, neuropatias e aterosclerose (JAKUS; RIETBROCK,
2004).

H O ]
el H N—Proteina
i \c//
H—C—OH |
H H—C—OH o
HO—C—H .  “u_ D i
5 N—Proteina —— po—c—H NH— Proteina
H—C—OH H
| H—C—OH
H—C—OH
H—C—OH
CH,0H " % i
- CH,OH Glicosilamina
Agtcar redutor Base de Schiff
CH—NH— Proteina CH,-NH— Proteina
¢—om ¢=o ; P .
[ I (Proteinay” ., ~{Proteina)
HO*(“*H HO f(l'fH —
H,(‘;QH — H—cl‘—OH desoxiglicose o AGE
ch“—OH H—Cl‘—OH (3-DG) - >
CH,OH CH,OH
Enaminol Cetoamina
Produto de Amadori

Esquema 5 — Processo de formacéo de uma base de Schiff e glicacéo de proteinas
(JAKUS; RIETBROCK, 2004; AHMED, 2005).

Processos oxidativos s&do conhecidos por estar envolvidos na
cascata de glicacéo de proteinas. Os AGEs via seus receptores, inativam as
enzimas e promovem a formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
A geracdo de radicais livres por glicacdo de biomoléculas é uma das
principais vias bioquimicas de dano ao tecido no diabetes. Pesquisas por
agentes com efeitos inibidores (antiglicagdo, antioxidante) € uma abordagem
vélida para tratamento de complicacdes resultantes de reagdo de glicacao
ndo enzimatica (MARITIM et al., 2003).

A aminoguanidina (AG) é uma molécula conhecida como agente

antiglicacéo, que previne a formagcdo de AGEs ao reagir com os produtos
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iniciais da glicagcdo, mas produz efeitos adversos, como deficiéncia de
vitamina Bs € neurotoxicidade (JAKUS; RIETBROCK, 2004).

Evidéncias sobre propriedades antidiabéticas de plantas
medicinais tem sido continuamente relatado. Com o foco em produtos
naturais, as duas Ultimas décadas levaram a identificagdo de diversas classes
de moléculas seguras e eficazes no tratamento do diabetes (SIDDIQUI et al.,
2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Simaba trichilioides (calunga) é de ampla ocorréncia no Cerrado
mato-grossense e utilizada tradicionalmente para o diabetes. Os compostos
isolados da familia botanica Simaroubaceae e do género Simaba sdo de
grande importancia farmacol6égica. A auséncia de estudos quimicos e
farmacolédgicos desta espécie, aliado ao conhecimento e uso tradicional,
motivaram a busca da comprovacéo de sua eficacia, através do isolamento
dos principais constituintes quimicos presentes em suas raizes, e da

avaliacdo de sua atividade antidiabética por ensaios biolégicos in vitro.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Contribuir para o conhecimento quimico-farmacolégico do género
Simaba, através do isolamento e purificagdo dos principais constituintes
guimicos, e da avaliagdo da atividade antidiabética por ensaio biolégico in
vitro dos extratos brutos, fragbes e substancias isoladas das raizes de
Simaba trichilioides (Simaroubaceae).

4.2 Especificos

v' Coletar e providenciar a ratificagdo taxondmica da espécie
Simaba trichilioides A. St.-Hil.;

v' Preparar o extrato bruto hexanico (EBH) e hidroetandlico
(EBHE) de suas raizes;

v' Realizar o fracionamento cromatografico por métodos
convencionais, para obtencdo das fracdes, subfracbes e substancias
isoladas;

v ldentificar as substancias isoladas através de métodos
espectroscopicos, Infravermelho (IV), Ultravioleta (UV-Vis), Rotagéo
especifica ([a]p), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e 3C) uni e
bidimensional, e por método espectrométrico, Espectrometria de Massas
(EM);

v Investigar a atividade antidiabética dos extratos brutos (EBH e
EBHE), das fracdoes (FD, FA e FM) e substancias isoladas, através da
avaliacdo da atividade antiglicacdo (inibicdo da formacao de produtos finais
de glicagdo avancada - AGEs) mediada por glicacdo de albumina sérica
bovina (BSA) in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Materiais e equipamentos

5.1.1 Material botanico

Foram utilizadas (3,8 kg) de raizes secas de Simaba trichilioides
A. St.-Hil. espécie conhecida popularmente como “calunga” (Figura 4). O
material foi coletado na Estancia Aric4, coordenadas geograficas: S
15°49'59.6” e W 055°58°'01.2” na regido de Coqueiro no municipio de Santo
Antdnio do Leverger — MT, no dia 26 de julho de 2016.

Figura 4 — Exemplar de Simaba trichilioides (a esquerda); raiz (a direita)

O espécime da qual as raizes foram coletadas possuia cerca de
1,2 metros de altura, estava em seu periodo de floragdo, com a presenca de

ramulos florais de cerca de 12 cm. Suas raizes quebradicas, com poucas
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ramificacdes, foram encontradas até uma profundidade de cerca de 1,6
metros. O local de coleta apresentava caracteristicas do Cerrado, com
arvores de médio porte e solo arenoso, ha aproximadamente 100 metros de
uma éarea alagavel do rio Arica.

Uma amostra testemunha foi depositada e registrada no Herbario
Central da UFMT sob o nimero n° 43.026.

Figura 5 — Exsicata da espécie Simaba trichilioides

5.1.2 Suportes cromatogréficos, solventes e reveladores

Nas separagfes cromatogréaficas em coluna cléassica (CC) foram
utilizadas:

v Silica gel 60 com granulagdo 63-200 um (70-230 mesh), lote:

19786.0315, marca: Macherey-Nagel;

v Silica Flash® F60 com granulagéo 40-63 um (230-400 mesh),

lote: 070612, marca: Silicycle;
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v" Polimero Sephadex™ LH-20, lote: 10128955, marca: GE
Healthcare.

As andlises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA)
foram realizadas em cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 com indicador
de fluorescéncia, do tipo CCM ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2sa, lote: 201030,
marca: Macherey-Nagel.

Os solventes utilizados na obtencdo, fracionamento

cromatografico e analises de RMN, EM, UV-Vis e [a]p estdo descritos na

Tabela 5.

Tabela 5 — Solventes utilizados na obtengéo, fracionamento e analises

Solventes Lote Marca
Hexano PA H23796RA Exodo Cientifica
200105 Synth
Cloroférmio PA 34685 Neon
13092345 Qhemis
Diclorometano PA 34792 Neon
. 192719 Synth
Acetato de etila PA 33729 Neon
Metanol PA 34691 Neon
Etanol PA 34665 Neon
Isopropanol PA 84338 Dinamica
Acetona PA 13064 Neon
Metanol-d, 10K-076 CIL
Cloroférmio-d 121-053 CIL
Dimetilsulféxido-ds 12D-013 CIL
Metanol HPLC DCBD1024V Vetec
Cloroférmio HPLC 77751 Dinamica

Foram utilizados vapores de iodo, reagente de Dragendorff (DRG),
anisaldeido sulfurico (AS) e vanilina sulfdrica (VS) como reveladores,
previamente preparados no LPQPN da UFMT.

5.1.3 Equipamentos

Todos 0s equipamentos abaixo relacionados estédo instalados no
LPQPN e na CALPQPN, na UFMT.
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Na preparacdo do material botanico para extragdo, utilizou-se
moinho de facas Marconi modelo MA 580/E, com rede de tamisacéo de 40
mesh.

Na evaporagao dos solventes das amostras, utilizou-se rotavapor
BUCHI modelo R-210, HEATING BATH B-491 e estufa de secagem e
esterilizacdo modelo 315SE, marca FANEM.

Os espectros de RMN de H e 13C (1D e 2D) foram obtidos em
espectrémetro, marca: Bruker, modelo: Ascend™ 500 e tratados no software
ACD/Labs, versdo 6.0. Foram utilizados tubos de vidro de 5 mm de diametro
e 7 polegadas de comprimento para preparacdo das amostras, utilizando
solventes deuterados das marcas e lotes conforme Tabela 5. As amostras
foram preparadas com cerca de 2,0 a 9,0 mg de massa e solubilizada em 600
HL de solvente deuterado de acordo com a solubilidade de cada amostra. Os
espectros foram obtidos em 500 MHz para *H e 125 MHz para '3C (1D e 2D).
Os espectros expressam os sinais dos deslocamentos quimicos (8) para 3C
e 'H em parte por milh&o (ppm).

Os espectros de IV foram obtidos em espectrdmetro com
transformada de Fourier, FT-IR, marca: Shimadzu, modelo: IR Affinity-1 e
tratados no software ACD/Labs, versdo 6.0. Os experimentos foram
realizados em pastilhas de KBr, com cerca de 1% (1,0 mg) de massa da
amostra, em relacdo a massa de KBr (100 mg) previamente seco e
armazenado em dessecador. As bandas de absorgcdo sdo expressas em
unidades de nimero de onda (cm).

Os espectros de massas foram obtidos em espectrdmetro de alta
resolucao por detecgdo de ions positivos, com ionizacao por eletrospray (HR-
ESI-MS) com analisador de massas do tipo “time of flight”, marca: Bruker;
modelo: micrOTOF-Q-IIl. As amostras foram solubilizadas em solventes de
grau HPLC, descritos na Tabela 5, com aproximadamente 0,2 mg/mL e
injetadas por infusdo direta no espectrometro com fluxo de injecdo: 0,1
mL.min1; P (gas de nebulizacdo): 4,0 bar; fluxo (gas de secagem): 9,0 L.min%;
T (secagem): 200 °C. Os espectros expressam a relacdo massa/carga (m/z)

dos fragmentos correspondentes da amostra analisada. Foi utilizado o
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software ChemDraw® Professional, verséo 16.0.1.4 para o célculo da massa
exata. As medidas de massa de alta resolucdo foram comparadas com a
massa exata tedrica calculada.

As medidas de ponto de fusdo (PF) das amostras foram obtidas
em medidores das marcas FISATOM, modelo 430D e TECNOPON, modelo:
PFEM-I1I, com termdmetro de 0-400 °C. As medidas foram realizadas com
massa da amostra suficiente para cobrir 1 mm do tubo de vidro capilar (® 1,5
mm x 75 mm de comprimento). A medida que a amostra se fundiu no tubo,
os valores foram registrados. As analises foram realizadas em triplicata e os
valores sdo expressos em graus Celsius (°C).

As medidas de rotacdo especifica ([a]o) das amostras foram
realizadas em polarimetro digital da marca Nova Optical Systems, com tubos
de vidro de 100 mm de comprimento e lampada de s6dio com A=589,4 nm.
As amostras foram solubilizadas em MeOH, com concentracdes de
aproximadamente 0,1 g.100 mL* a temperatura de 23 °C.

Os espectros de Ultravioleta foram obtidos em espectrofotdmetro
UV-Vis, Marca Varian, modelo Cary 50, localizado no GENMAT — UFMT, com
varredura entre A=200 e 800 nm, e tratados no software ACD/Labs, versao
6.0.

5.2 Métodos
5.2.1 Secagem e trituracdo do material botanico

As raizes coletadas foram secas a temperatura ambiente por 10
dias, sob ventilagdo natural e trituradas em moinho de facas com rede de
tamisagéo de 40 mesh.

5.2.2 Obtencéo dos extratos brutos e fragcdes

As raizes secas e moidas (3,8 kg) foram colocadas em maceragéo

no percolador a temperatura ambiente com hexano (5 L) em 3 ciclos de 3
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dias. O extrato foi coletado e armazenado em frascos &mbar. A recuperagéo
do solvente foi realizada em rotavapor a presséo reduzida (300 mbar) e a
secagem do residuo foi realizada em estufa a 38 °C até peso constante,
resultando no Extrato Bruto Hexanico (EBH; 40,41g; 1,06%).

Em seguida, foi adicionado ao percolador uma solucéo
hidroalcodlica de etanol-agua (7:3; 5 L) em 7 ciclos de 7 dias. O extrato foi
coletado e armazenado em frascos ambar. A recuperagdo do solvente foi
realizada em rotavapor a presséao reduzida (80 mbar) e a secagem do residuo
foi realizada em estuda a 38 °C até peso constante, resultando no Extrato
Bruto Hidroetandlico (EBHE; 371,83 g; 9,78%).

Parte do EBHE (278,65) foi submetido ao procedimento de
particdo soélido-liquido em coluna filtrante, preparada num funil de decantagéo
com capacidade de 4 litros, preenchido com 250 g de silica gel 60. O EBHE
foi incorporado em silica gel 60 para formagdo de uma pastilha. A coluna
filtrante foi eluida com solventes de polaridade crescente (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol) em sistema isocratico, obtendo
assim as fracdes hexanica (FH), diclorometanica (FD), acetato de etila (FA)
e metandlica (FM).

O EBH (40,41 g) foi armazenado em dessecador para posteriores
estudos fitoquimicos e avaliacdo da atividade biol6gica.

A FH (0,419) foi armazenada por ndo obter massa suficiente para
posteriores fracionamentos.

O procedimento geral de preparacao e obtencédo do EBH, EBHE,
FH, FD, FA e FM das raizes de Simaba trichilioides esta descrito no Esquema
6.

83



Material Vegetal (raizes)
Simaba trichilioides A. St-Hil,

Secagem: T ambiente (10 dias)
Triturag@o: Moinho de facas
Rede de tamisagao: 40 mesh

Raizes
(secas e trituradas)
3,8 kg
do: T ambiente
Extrato Bruto Solvente: Hexano (5 L)
Hexanico - EBH Ciclos: 3 x 3 dias
40,41g-1,06 %
(armazenado)
Maceragao: T ambiente

Solvente: EtOH:H,0 (70:30) (5 L)
Ciclos: 7 x 7 dias

Extrato Bruto
Hidroetandlico - EBHE|
371,839-9,78 %

Particao sélido-liquido (278,65 g - 74,94 %)
Coluna filtrante (4 L): silica 70-230 mesh (250 g)
Pastilha: silica 70-230 mesh (550 g)

Altura da pastilha (h): 8 cm

Solventes: Hex; DCM; AcOEt e MeOH

Hex (8 L) DCM (16 L) AcOEt (14 L) MeOH (16 L)
Fracao Fragao Fragao Fragao
Hexanica - FH Diclorometanica - FD Acetato de Etila - FA Metandlica - FM
0,419-0,15% 4239-152% 30,89 g- 11,08 % 173,37 9-62,22 %

Esquema 6 — Procedimento geral de preparacéo dos extratos brutos e frag8es das
raizes de Simaba trichilioides

5.2.3 Fracionamento cromatogréfico da FD

Parte da FD (3,14 g) foi submetida a cromatografia em coluna —
CC (n°1-Esquema7) (h=30 cm; ®=4 cm), utilizando como fase estacionéaria
silica gel (138,97 g) e como fase mdvel o sistema de solventes (Tabela 6) em
gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 66 subfracdes (50 mL), que
foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de

Rf, denominadas grupos FD1 a FD9.
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Tabela 6 — Sistema de eluicao e fragdes coletadas da FD

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fragdes coletadas
CHCl; (100%) 150 -
CHClI;-MeOH (9:1) 600 1-11
CHCI;-MeOH (85:15 200 12-14
CHCI;-MeOH (8:2) 200 15-17
CHClI3-MeOH (7:3) 200 18-21
CHCI5-MeOH (1:1) 200 22-26
CHClI;-MeOH (4:6) 100 27
CHCI3-MeOH (3:7) 200 28-31
CHCI;-MeOH (2:8) 200 32-34
CHCI3-MeOH (1:9) 400 35-42

MeOH (100%) 600 43-53
MeOH-H,O (95:5) 100 54-56
MeOH-H,0 (9:1) 450 57-64
MeOH-H,0 (8:2) 100 65-66

5.2.3.1 Fracionamento cromatografico de FD2

O grupo FD2 (2,67 g), com aspecto de soélido alaranjado, solivel
em mistura de CHCI-MeOH (95:5), foi submetido novamente ao
fracionamento cromatografico em CC (h=22,8 cm; ®=2,5 cm) (n°® 2 —
Esquema 7), utilizando como fase estacionéria silica gel e fase moével o
sistema de solventes (Tabela 7) em gradiente crescente de polaridade.
Foram obtidas 55 fragcbes (40 mL), que foram analisadas em CCDA e
reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf, denominadas subfraces
FD2A a FD2H. Todas as subfragfes FD2A a FD2H foram submetidas ao teste
com reagente DRG para indicar a presenga de alcaloides nessas amostras.

Tabela 7 — Sistema de eluigdo e fracdes coletadas de FD2

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
Hex-CHCl; (3:7) 100 1-2
CHCl; (100%) 500 3-15
CHCI;-MeOH (98:2) 200 16-20
CHClI;-MeOH (95:5) 150 21-24
CHCI;-MeOH (9:1) 150 25-28
CHCI3;-MeOH (8:2) 150 29-31
CHCI3-MeOH (7:3) 100 32-33
CHCI5-MeOH (1:1) 150 34-36
CHCI3;-MeOH (3:7) 200 37-40
MeOH (100%) 600 41-52
MeOH-H20 (8:2) 150 53-55
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5.2.3.2 Fracionamento cromatografico da FD2C

A subfragdo FD2C (122,2 mg), com aspecto de solido amarelo
escuro, solivel em CHCIs, foi submetida ao fracionamento cromatografico em
CC (h=19 cm; ®=1,2 cm) (n° 3 — Esquema 7), utilizando como fase
estacionaria silica flash, e fase moével o sistema de solventes (Tabela 8) em
gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 64 fracBes (8 mL), que
foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de
Rf, em 9 subfracdes denominadas FD2C1 a FD2C9.

Tabela 8 — Sistema de eluigao e fragdes coletadas da FD2C

Sistema de solventes Volume (mL) | Fracdes coletadas

AcOEt (100%) 160 1-21
AcOEt-MeOH (99,25:0,75) 20 22-23
AcOEt-MeOH (99:1) 20 24-26
AcOEt-MeOH (98:2) 20 27-28
AcOEt-MeOH (95:5) 40 29-33
AcOEt-MeOH (9:1) 40 34-38
AcOEt-MeOH (7:3) 20 39-40
AcOEt-MeOH (1:1) 20 41-42
MeOH (100%) 180 43-64

Na subfragdo FD2C4 (29,9 mg) houve a formagéo de cristais de
coloracdo amarela que foram separados e recristalizados em CHCIsz (28,2
mg). FD2C4 foi analisada em CCDA com irradiacdo UV (A=254 e 365 nm) e
encaminhada para analise de RMN de 'H e 13C (1D e 2D), IV, UV-Vis, EM e
PF.

5.2.3.3 Fracionamento cromatografico da FD2D

A subfracdo FD2D (178,4 mg), com aspecto de sdélido amarelo
escuro, soluvel na mistura de CHCI>-MeOH (95:5), foi submetida ao
fracionamento cromatogréafico em CC (h=19 cm; ®=1,0 cm) (n°® 4 — Esquema
7), utilizando como fase estacionaria silica flash e fase moével o sistema de

solventes (Tabela 9) em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas
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84 fragBes (8 mL), que foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo

com a similaridade de Rf, em 9 subfra¢cdes denominadas FD2D1 a FD2D9.

Tabela 9 — Sistema de eluicao e fracdes coletadas da FD2D

Sistema de solventes Volume (mL) | Fracdes coletadas
Hex-CHCl; (3:7) 80 1-11
CHCl; (100%) 200 12-36
CHCI3;-AcOEt (7:3) 20 37-38
CHCI;-AcOEt (1:1) 20 39-40
AcOEt (100%) 60 41-48
AcOEt-MeOH (99,5:0,5) 60 49-55
AcOEt-MeOH (98:2) 20 56-57
AcOEt-MeOH (95:5) 20 58-59
AcOEt-MeOH (9:1) 40 60-64
AcOEt-MeOH (7:3) 60 65-72
AcOEt-MeOH (1:1) 20 73-74
MeOH (100%) 80 75-84

As subfragdes FD2D1 a FD2D9 foram submetidas ao teste com
reagente DRG e as subfracdes FD2D1 a FD2D3, indicaram a presenca de
alcaloides. Foram reagrupadas por apresentarem caracteristicas
semelhantes em CCDA, renomeadas como FD2D1.

FD2D1 (91,1 mg) foi submetida a sucessivas purificacdes em CC
(h=52 cm; ®=1,2 cm), utilizando o polimero Sephadex LH-20 como fase
estacionaria, num sistema isocratico de DCM-MeOH (9:1; 300 mL) como fase
mével (n°® 5 — Esquema 7). Foram obtidas 25 fra¢cdes (8 mL) que foram
reagrupadas em FD2D1A a FD2D1C.

A subfragdo FD2D1B foi novamente submetida a mesma coluna,
nas mesmas condi¢des, resultando em FD2D1B1 a FD2D1B3. A amostra
FD2D1B2 (9,3 mg) purificada, foi analisada em CCDA com irradiacdo UV
(A=254 e 365 nm), com reagente DRG e encaminhada para analise de RMN

de 'H e 13C, IV, UV-Vis e PF, para comparacgéo dos dados com a literatura.
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5.2.3.4 Fracionamento cromatografico da FD2E

A subfracdo FD2E (763,9 mg) foi submetida ao fracionamento
cromatografico em CC (h=25 cm; ®=2 cm) (n° 6 — Esquema 7) em silica flash,
empregando o sistema de solventes (Tabela 10) em gradiente crescente de
polaridade. Foram obtidas 58 fra¢cdes (15 mL), que foram analisadas em
CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf, em 7 subfra¢cfes
denominadas FD2E1 a FD2E?7.

Na subfragdo FD2E5 (521,7 mg) houve a formacdo de um
precipitado branco, que foi solubilizado em AcOEt, filtrado e recristalizado em
CHCIs (178,6 mg). A amostra FD2E5 foi submetida a analises de RMN de H
e 13C (1D e 2D), IV, PF, EM e [o]p.

Tabela 10 — Sistema de eluigdo e fracdes coletadas da FD2E

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
Hex-CHCI3 (1:9) 50 1-2
CHCl; (100%) 150 3-14
CHCl;-MeOH (98:2) 100 15-22
CHCI3-MeOH (95:5) 50 23-24
CHCI3-MeOH (9:1) 100 25-31
CHCI3-MeOH (7:3) 50 32-34
CHCI3-MeOH (6:4) 50 35-36
CHCls-MeOH (1:1) 50 37-40
CHCls-MeOH (3:7) 50 41-44
MeOH (100%) 100 45-51
MeOH-H,0 (7:3) 100 52-54
MeOH-H,0 (1:1) 100 55-58

5.2.3.5 Fracionamento cromatogréafico da FD2F

A subfracdo FD2F (837,5 mg) com aspecto de sdlido alaranjado,
foi submetida ao fracionamento cromatogréfico em CC (h=24 cm; ®=2 cm)
(n® 7 — Esquema 7), utilizando como fase estacionaria silica flash e fase
moével o sistema de solventes (Tabela 11) em gradiente crescente de
polaridade. Foram obtidas 39 fragcbes (12 mL), que foram analisadas em

CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf, em 8 subfracdes
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denominadas FD2F1 a FD2F8. A presenca de alcaloide nas subfracbes

FD2F3 e FD2F4 foi analisada através do teste com reagente DRG.

Tabela 11 — Sistema de elui¢éo e fragdes coletadas da FD2F

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fragdes coletadas
CHCl; (100%) 150 1-10
CHCI;-MeOH (95:5) 150 11-20
CHCl3-MeOH (9:1) 50 21-24
CHClI;-MeOH (7:3) 50 25-28
CHCI3-MeOH (1:1) 50 29-32
MeOH (100%) 100 33-39

A subfracdo FD2F3 (410,6 mg) apresentou um precipitado branco
amarelado, que foi separado (157,3 mg) e submetido a uma purificagdo em
CC (h=27,5 cm; ®=2 cm) (n® 8 — Esquema 7) utilizando o polimero Sephadex
LH-20 como fase estacionéria e um sistema isocratico de CHCIs-MeOH (1:1;
250 mL) como fase movel. Foram obtidas 20 subfragdes (12 mL), que foram
analisadas em CCDA e reagrupadas em 5 subfracdes denominadas FD2F3A
a FD2F3E. A amostra FD2F3B (56,4 mg) purificada foi entdo encaminhada
para andlise de RMN de H.

O sobrenadante da subfragdo FD2F3, renomeada como FD2F3S
(253,3 mg) foi submetida ao fracionamento cromatogréafico em CC (h=27,5
cm; ®=1,3 cm) (n° 9 — Esquema 7), utilizando como fase estacionaria silica
flash e fase mdvel o sistema de solventes (Tabela 12) em gradiente crescente
de polaridade. Foram obtidas 82 fragcdes (8 mL), que foram analisadas em
CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf, em 9 subfra¢des
denominadas FD2F3SA a FD2F3SlI.

Houve a formacdo de um precipitado branco amarelado na
subfracdo FD2F3SE (108,4 mg), que apds solubilizado em AcOEt e separado
o precipitado (91,5 mg) por diferencial de solubilidade, foi analisado em CCDA
com irradiacdo UV (A.=254 e 365 nm) e encaminhada para andlise de RMN
de H.
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Tabela 12 - Sistema de elui¢éo e fragBes coletadas da FD2F3S

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fragdes coletadas
CHCI3-MeOH (98:2) 50 1-2
CHCl;-MeOH (95:5) 100 3-14
CHCl3-MeOH (9:1) 100 15-26
CHCI;-MeOH (8:2) 150 27-45
CHCI3-MeOH (7:3) 100 46-57
CHCI5-MeOH (1:1) 50 58-63

MeOH (100%) 150 64-82

A subfracdo FD2F4 (303,3 mg) foi submetida ao fracionamento
cromatografico em CC (h=21 cm; ®=2 cm) (n°® 10 — Esquema 7), utilizando
como fase estacionéria silica flash e fase moével o sistema de solventes
(Tabela 13) em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 50 fracGes
(12 mL), que foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a
similaridade de Rf, em 6 subfracdes denominadas FD2F4A a FD2F4F.

Na subfragdo FD2F4C (62,6 mg) houve a formacdo de um
precipitado amarelo, que foi solubilizado e recristalizado na mistura de CHCls-
MeOH. O precipitado da subfracdo FD2F4C (16,9 mg) apos analise em CCDA
com irradiagdo UV (A=254 e 365 nm) e com reagente DRG foi encaminhada
para andlise de RMN de 'H e 3C (1D e 2D), IV, UV-Vis, EM e PF.

Tabela 13 — Sistema de eluicao e fracdes coletadas da FD2F4

Sistema de solventes | Volume (mL) | Frac8es coletadas
AcOEt (100%) 350 1-29
ACOEt-MeOH (95:5) 50 30-34
AcOEt-MeOH (9:1) 50 35-39
AcOEt-MeOH (1:1) 100 40-48
MeOH (100%) 50 49-50

A subfracdo FD2F4B (185,1 mg) e o sobrenadante da FD2F4C
(45,7 mg) apresentaram caracteristicas semelhantes sob analise em CCDA
e foram reunidas, permanecendo a denominagdo FD2F4B (230,8 mg) que
posteriormente foi submetida ao fracionamento cromatografico em CC
(h=15,5 cm; ®=15 cm) (n° 11 - Esquema 7), utilizando como fase

estacionaria silica flash e fase mével o sistema de solventes (Tabela 14) em
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gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 72 fra¢Bes (8 mL), que
foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de
Rf, em 8 subfracdes denominadas FD2F4B1 a FD2F4B8.

Tabela 14 - Sistema de elui¢éo e fragBes coletadas da FD2F4B

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
CHClI;-MeOH (98,5:1,5) 180 1-21
CHClI;-MeOH (98:2) 30 22-25
CHClI;-MeOH (95:5) 90 26-36
CHClI3-MeOH (9:1) 60 37-43
CHCI3-MeOH (7:3) 90 44-54
CHCI3-MeOH (3:7) 60 55-61
MeOH (100%) 90 62-72

A subfracdo FD2F4B3 (64,2 mg), sélido amarelo, que apés
solubilizagdo em alcool isopropilico, separou-se o precipitado, denominado
FD2F4B3P (30,5 mg) que submetido a analise em CCDA com irradiagdo UV
(A=254 e 365 nm), apresentou caracteristicas semelhantes a amostras ja
isoladas. Foi entdo encaminhada para analise de RMN de 'H para posterior
comparacéo dos dados.

A subfracdo FD2F4B5 (6,8 mg), sélido amarelo, foi submetida a
andlise em CCDA com irradiacdo UV (A.=254 e 365 nm) e com reagente DRG,

em seguida encaminhada para andlise de RMN de *H.
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FD2 (7-11)
2,679

FD2C1 a FD2C9pF—===*
T
H
FD2C4 (18-29)
28,2 mg FD2D (14-21) FD2F1 a FD2F8 4C (8-15)
(69) 178,4 mg 2,6 mg
P4l FD2F3 (12-16) FD2F3S jreo o
- FD2F4B (5-7) |/ CHCIs;-MeOH !
FD2D1 (1-6) FD2E (22-25) | 410,6 mg 253,3 mg | 230.8mg | TR
911 mg FD2D1 a FD2D9 763.9 ma .8 mg Toorac
' 16,9 mg
8 9
Tg 6 R (112)
[Fo2E1 aFD2E7]  [FD2F3A a FD2F3E||  [FD2F3SE (17-29)
Y ¢ 91,5 mg
(23)
F523Dn11982 FD2F4B5 (28)
(84) FD2ES5 (26-29) FD2F3B (2) 6,8 mg
521,7 mg 10,1 mg H ' (23) e (112)
(23) !
E solubilizado em AcOEt, filtrado e+
! recristalizado em CHCl; 1 FD2F4B3P (21-24)
""""""""""""""""" \ 30,5 mg
FD2E5 (23)
178,6 mg
(23)

Esquema 7 — Procedimento geral de fracionamento da FD

Legenda: 1 - CC; h: 30 cm; ®: 4 cm; FE: silica gel; FM: Tabela 6; 2 — CC; h: 22,8 cm; ®: 2,5 cm; FE: silica gel; FM: Tabela 7; 3 - CC;
h: 19 cm; @: 1,2 cm; FE: silica flash; FM: Tabela 8; 4 — CC; h: 19 cm; ®: 1 cm; FE: silica flash; FM: Tabela 9; 5 — CC; h: 52 cm; ®: 1,2
cm; FE: Sephadex LH-20; FM: DCM-MeOH (9:1); 6 — CC; h: 25 cm; ®@: 2 cm; FE: silica flash; FM: Tabela 10; 7 — CC; h: 24 cm; ®: 2 cm;
FE: silica flash; FM: Tabela 11; 8 — CC; h: 27,5 cm; ®: 2 cm; FE: Sephadex LH-20; FM: CHCI;-MeOH (1:1); 9 — CC; h: 27,5 cm; @: 1,3
cm; FE: silica flash; FM: Tabela 12; 10 — CC; h: 21 cm; ®: 2 cm; FE: silica flash; FM: Tabela 13; 11 — CC; h: 15,5 cm; ®@: 1,5 cm; FE: silica
flash; FM: Tabela 14.
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5.2.4 Fracionamento cromatografico da FA

Parte da FA (13,09 g) foi submetida a cromatografia em CC (h=30
cm; ®=6 cm), utilizando como fase estacionaria silica gel (n° 1 - Esquema 8)
e como fase moével o sistema de solventes (Tabela 15) em gradiente
crescente de polaridade. Foram obtidas 180 frag6es (50 mL), que foram
analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf,

denominadas grupos FAA a FAN.

Tabela 15 — Sistema de eluicao e fragdes coletadas da FA

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
AcOEt (100%) 200 -
AcOEt-MeOH (95:5) 1800 1-35
AcOEt-MeOH (9:1) 500 35-44
AcOEt-MeOH (85:15) 600 45-56
AcOEt-MeOH (7:3) 700 57-70
AcOEt-MeOH (1:1) 500 71-80
AcOEt-MeOH (4:6) 600 81-92
AcOEt-MeOH (3:7) 1300 93-118
AcOEt-MeOH (15:85) 400 119-126
MeOH (100%) 1800 127-162
MeOH-H,0 (9:1) 500 163-172
MeOH-H,0O 400 173-180

5.2.4.1 Fracionamento cromatografico de FAC

O grupo FAC (0,406 g) solido amarelo, foi submetido ao
fracionamento cromatografico em CC (h=20 cm; ®=2,0 cm) (n° 2 — Esquema
8), utilizando como fase estacionaria silica flash e fase moével o sistema de
solventes (Tabela 16) em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas
71 fragbes (8 mL), que analisadas em CCDA foram reagrupadas por

similaridade de Rf, denominadas subfracdes FAC1 a FACS9.

93



Tabela 16 — Sistema de elui¢éo e fragGes coletadas de FAC

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
AcOEt (100%) 100 -
ACcOEt-MeOH (98:2) 100 -
AcOEt-MeOH (95:5) 150 1-17
AcOEt-MeOH (9:1) 50 18-23
AcOEt-MeOH (8:2) 150 24-41
AcOEt-MeOH (7:3) 50 42-47
AcOEt-MeOH (1:1) 50 48-53
AcOEt-MeOH (3:7) 50 54-59
MeOH (100%) 100 60-71

A subfragdo FAC4 (104,3 mg) apresentou um precipitado branco
amarelado que foi entdo submetido ao fracionamento cromatogréafico em CC
(h=22 cm; ®=1,2 cm) (n° 3 — Esquema 8), utilizando como fase estacionéria
silica flash e fase mdével o sistema de solventes (Tabela 17) em gradiente
crescente de polaridade. Foram obtidas 27 fragbes (8 mL), que apds
analisadas em CCDA foram reagrupadas por similaridade de Rf,
denominadas subfragfes FAC4A a FACAG.

A subfragdo FACA4E (34,5 mg) apresentou um precipitado branco
amarelado que foi submetido a purificacdo em CC (h=52 cm; ®=1,5 cm)
utilizando como fase estacionaria o polimero Sephadex LH-20 e MeOH (100
mL) como fase mdvel, em sistema isocratico (n°® 4 — Esquema 8). Foram
obtidas 8 fragdes (8 mL), que foram analisadas em CCDA e reagrupadas em
subfra¢bes denominadas FAC4E1 a FAC4EA4.

A amostra FAC4E2 (24,9 mg) purificada, foi submetida a anélise
em CCDA com irradiagcdo UV (A=254 e 365 nm), com reagente AS, e

encaminhada para andlise de RMN de *H e 13C, IV, PF e [o]o.

Tabela 17 — Sistema de eluicdo e fra¢des coletadas da FAC4

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
Hex-AcOEt (7:3) 90 1-11
Hex-AcOEt (1:1) 15 12-13
Hex-AcOEt (3:7) 15 14-15

AcOEt (100%) 75 16-25
MeOH (100%) 15 26-27
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5.2.4.2 Fracionamento cromatografico de FAE

O grupo FAE (1,77 g) foi submetido ao fracionamento
cromatografico em CC (h=21,5 cm; ®=2,5 cm) (n° 5 — Esquema 8), utilizando
como fase estacionéria silica flash e fase moével o sistema de solventes
(Tabela 18) em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 85 fragbes
(15 mL), que foram analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a
similaridade de Rf, denominadas subfracdes FAE1 a FAE12.

Uma aliquota (30,0 mg) da subfracdo FAES8 (1,07 g), precipitado
branco com impurezas de coloracdo amarela, foi entdo solubilizada em
MeOH e o precipitado submetido a analise em CCDA com irradiagdo UV
(A=254 e 365 nm), com reagentes AS e VS e encaminhada para analise de
RMN de *H e 13C (1D e 2D), IV, EM, PF e [o]p.

Tabela 18 — Sistema de eluicao e fracdes coletadas de FAE

Sistema de solventes | Volume (mL) | Frac8es coletadas
CHClI; (100%) 100 -
CHClI5-MeOH (98:2) 150 -
CHCl5-MeOH (95:5) 150 1-5
CHCI3-MeOH (9:1) 200 6-18
CHCl5-MeOH (8:2) 150 19-28
CHCl;-MeOH (7:3) 50 29-31
CHCl3-MeOH (1:1) 250 32-47
CHCI3-MeOH (4:6) 50 48-50
CHCl5-MeOH (3:7) 250 51-66
MeOH (100%) 150 67-79
MeOH-H,0 (1:1) 100 80-85

5.2.4.3 Fracionamento cromatografico de FAH

O grupo FAH (3,28 g) foi submetido ao fracionamento
cromatograficoem CC (h=18,5 cm; ®=2,5 cm) (n° 6 — Esquema 8), utilizando
como fase estacionaria silica flash e fase mével o sistema de solventes

(Tabela 19) em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 85 fragcfes
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(40 mL), que foram analisadas em CCDA e reagrupadas por similaridade de
Rf, em 9 subfragBes denominadas FAH1 a FAH9.

Tabela 19 - Sistema de elui¢éo e frag6es coletadas de FAH

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
Hex-AcOEt (7:3) 50 1-2
Hex-AcOEt (1:1) 100 35
Hex-AcOEt (3:7) 100 6-8

AcOEt (100%) 200 9-13
AcOEt-MeOH (99,5:0,5) 150 14-17
AcOEt-MeOH (99:1) 150 18-21
AcOEt-MeOH (98:2) 100 22-24
AcOEt-MeOH (96:4) 100 25-27
AcOEt-MeOH (9:1) 400 28-37
AcOEt-MeOH (8:2) 400 38-47
AcOEt-MeOH (7:3) 300 48-54
ACOEt-MeOH (6:4) 300 55-61
AcOEt-MeOH (1:1) 200 62-66
AcOEt-MeOH (4:6) 100 67-69
ACOEt-MeOH (3:7) 100 70-72
AcOEt-MeOH (2:8) 100 73-75
MeOH (100%) 350 76-85

A subfracdo FAH5 (2,17 g), caracterizada por um sdlido
amarelado, foi entdo submetida ao fracionamento cromatografico em CC
(h=18 cm; ®=2,5 cm) (n° 7 — Esquema 8), utilizando como fase estacionéria
silica flash e fase moével o sistema de solventes (Tabela 20) em gradiente
crescente de polaridade. Foram obtidas 68 fracdes (20 mL), que foram
analisadas em CCDA e reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf, em
6 subfra¢gBes, denominadas FAH5A a FAH5F.

A subfragdo FAH5D (520,0 mg) foi submetida a purificacdo em CC
(h: 28,5 cm; @: 2 cm) utilizando como fase estacionaria o polimero Sephadex
LH-20 e MeOH (200 mL) como fase mével, em sistema isocratico (n° 8 —
Esquema 8). Foram obtidas 10 fragcdes (20 mL) que apds analisadas em
CCDA, foram reagrupadas de acordo com a similaridade de Rf, em 4
subfracdes, denominadas FAH5D1 a FAH5DA.
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A subfracdo FAH5D3 (36,9 mg), precipitado branco, foi submetida
a andlise em CCDA com irradiagdo UV (A=254 e 365 nm), com reagentes AS

e VS e encaminhada para anlise de RMN de H.

Tabela 20 — Sistema de elui¢éo e fragBes coletadas da FAH5

Sistema de solventes | Volume (mL) | Fracdes coletadas
Hex-AcOEt (7:3) 50 1-2
Hex-AcOEt (1:1) 50 34
Hex-AcOEt (3:7) 50 5-6

AcOEt (100%) 150 7-13
AcOEt-MeOH (99,5:0,5) 50 14-15
AcOEt-MeOH (99:1) 50 16-18
AcOEt-MeOH (98:2) 100 19-24
AcOEt-MeOH (95:5) 300 25-40
AcOEt-MeOH (9:1) 100 41-45
AcOEt-MeOH (8:2) 50 46-48
AcOEt-MeOH (7:3) 50 49-51
AcOEt-MeOH (1:1) 150 52-58
AcOEt-MeOH (3:7) 50 59-61
MeOH (100%) 150 62-68

Na subfracdo FAH6 (179,4 mg), houve a formacdo de um
precipitado branco amarelado, que ap6s solubilizacdo em MeOH e separagéo
do precipitado, obteve-se a FAH6 purificada (19,9 mg). A amostra foi
submetida a analise em CCDA com irradiagdo UV (A=254 e 365 nm), com
reagentes de AS e VS e encaminhada para andlise de RMN de 'H e *3C (1D

e 2D), IV, EM, PF e [a]o para comparacao dos dados com a literatura.
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FA
13,09 g

o

-

FAC (13-16) FAH (45-55)
0406 g <—| FAA a FAN |—> 3,28 g

12 ] i8]
FAE (22-30) FAH6 (28-38)
FAC1 a FAC9 1779 FAH1 a FAH9 179.4 mo
'5]
FAC4 (10-13) FAE1 a FAE12 FAH5 (26-27)|]  isolubilizado em MeOH :
104,3 mg 2,179
FAH6
13 T
13 | | 19,9 mg
FAES (36-41) FAH5A a FAH5F (114)
FAC4A a FAC4G 1076
y /

FACA4E (13-16) FAH5D (43-46)

34,5 mg 520,0 mg
vy 18]
FAC4E2 (3) FAH5D3 (7)
24,9 mg 36,9 mg
(37) (114)

Esquema 8 — Procedimento geral de fracionamento da FA

Legenda: 1 - CC; h: 30 cm; @: 6 cm; FE: silica gel; FM: Tabela 15; 2 — CC; h: 20 cm;
@: 2 cm; FE: silica flash; FM: Tabela 16; 3 — CC; h: 22 cm; @: 1,2 cm; FE: silica flash;
FM: Tabela 17; 4 - CC; h: 52 cm; ®: 1,5 cm; FE: Sephadex LH-20; FM: MeOH; 5 - CC;
h: 21,5 cm; ®: 2,5 cm; FE: silica flash; FM: Tabela 18; 6 — CC; h: 18,5 cm; ®: 2,5 cm;
FE: silica flash; FM: Tabela 19; 7 — CC; h: 18 cm; ®@: 2,5 cm; FE: silica flash; FM: Tabela
20; 8 = CC; h: 28,5 cm; @: 2 cm; FE: Sephadex LH-20; FM: MeOH.

5.2.5 Glicagdo de albumina sérica bovina (BSA) in vitro

Para avaliagcdo da atividade antiglicagdo, foram utilizados os
extratos brutos hexanico (EBH) e hidroetandlico (EBHE), as fragGes
diclorometanica (FD), acetato de etila (FA) e metandlica (FM) e as
substancias isoladas das raizes de Simaba trichilioides, solubilizadas em
DMSO.

As incubagdes foram realizadas a 37 °C em condi¢des estéreis por
30 dias com BSA (10 mg/mL), glicose (0,5 M) e azida sddica (0,02%) em
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tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,4), de acordo com Meeprom e colaboradores
(2013), na presenga e na auséncia dos extratos e fragdes nas concentrages
de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL, aminoguanidina (AG) (1 mM) e das
substéncias isoladas, nas concentra¢des de 500, 250 e 125 pM.

Aos sistemas sem extratos, fracfes ou isolados, foram
adicionados DMSO, utilizado para solubilizar os extratos, as fracbes e os
isolados. Nas incubacdes, a propor¢éo de DMSO foi de 5%. Aliquotas deste
ensaio foram utilizadas para as seguintes determinagdes:

a) Formacdo de AGEs: determinacdo espectrofluorimétrica
utilizando comprimentos de onda de excitacdo de A=355 nm e de emisséo de
A=430 nm. O efeito inibitério na formacédo de AGEs dos extratos, fracdes,
da aminoguanidina ou das substancias isoladas, foi avaliado pela diferenca
nos valores de fluorescéncia em relagdo a incubagdo conduzida somente com
BSA e glicose (MEEPROM et al., 2013). As medidas foram realizadas em 10,
20 e 30 dias de incubagéo;

b) Formagcdo de intermediarios (bases de Schiff) -
frutosamina: determinacdo pela medida de absorbancia a A=530 nm. O
efeito inibitério na formacao de frutosamina dos extratos, fragdes e isolados,
foi avaliado pela diminuicdo da absorbancia nessas amostras em relagdo a
incubacgédo conduzida somente com BSA e glicose.

Na analise estatistica foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA)
unidirecional, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls para comparar
as diferencas entre os grupos, com nivel de significAncia estabelecido em
(p<0,05). As medidas foram realizadas em triplicatas.

Os experimentos antiglicagdo foram realizados pela Prof.2 Dr.2
Amanda Martins Baviera e seu grupo de pesquisa, no Laboratério de
Bioquimica e Enzimologia Clinica, da Universidade Estadual Paulista —
UNESP, Campus Araraquara.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Substancias isoladas e identificadas das
trichilioides

X
/ N
N
=
0 OCHj
OCH;4 4-metoxicantin-6-ona (83) —
5-metoxicantin-6-ona (70) — FD2C4 FozpiB2

OH

H H
11-hidroxicantin-6-ona (112)
— ED2F4C simalikalactona D (23) — FD2E5
OH
\\\\\

H

orinocinolida (37) — FAC4E2

(continua)

100

raizes de Simaba



(continuacéo)

bruceina D (113) — FAES bruceina E (114) — FAH6

Quadro 10 — Substancias isoladas e identificadas das raizes de S. trichilioides

6.2 Identificacdo estrutural das amostras isoladas de Simaba
trichilioides

6.2.1 Identificacao estrutural de alcaloides cantindnicos

R;=R,=R3=H (68) cantin-6-ona
R;=H; R,=0CHj3; R3=H (70) 5-metoxicantin-6-ona — FD2C4
R;=0OCHjs; R,=R3=H (83) 4-metoxicantin-6-ona — FD2D1B2
R;=R,=H; R;=0OH (112) 11-hidroxicantin-6-ona — FD2F4C

Os alcaloides cantindnicos sdo comuns em espécies da familia
Simaroubaceae e Rutaceae, sendo esses 0s mais amplamente distribuidos

em plantas, podendo também ser encontrados nas familias Amaranthaceae,
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Caryophyllaceae, Malvaceae e outras. As posi¢des C-1 e C-2, C-4 e C-5; C-
8 a C-11 podem ser oxidadas, levando a estruturas hidroxiladas ou
metoxiladas (OHMOTO; KOIKE, 1990). A estrutura mais simples desse tipo
de alcaloide é a cantin-6-ona (68), isolado pela primeira vez por Haynes e
colaboradores (1952) de Pentaceras australis Hook. f. (Rutaceae).

O espectro de RMN de *H de (68) revela a presenga de dois pares
de hidrogénios vicinais nos anéis C e D, com sinais de dupletos nas posi¢des
H-1 e H-2 no anel C, que se correlacionam apresentando constantes de
acoplamento (J) em orto em torno de 5 Hz, e dupletos em H-4 e H-5 no anel
D com (J) em torno de 10 Hz. O padrdo de substituicdo em orto para o anel
A desse tipo de alcaloide leva as posic¢des 8, 9, 10 e 11, quatro hidrogénios
adjacentes geralmente com (J) em torno de 8,00 Hz (KOIKE; OHMOTO,
1985)

Os espectros de IV dos alcaloides cantinbnicos apresentam
bandas de absorcdo caracteristicas de lactama, entre 1632 e 1695 cm™,
dependendo da posicao do grupo funcional (OHMOTO; KOIKE, 1990).

6.2.1.1 Identificag&o estrutural de FD2C4

A amostra FD2C4 (28,2 mg), obtida da fracéo diclorometanica do
EBHE, identificada como o alcaloide 5-metoxicantin-6-ona (70) apresentou-
se na forma de cristais palidos amarelos, PF = 236-242 °C, [lit.= 237-238 °C
(AWAD et al., 1967; FORGACS, et al., 1982) e 239-240 °C (OHMOTO e
KOIKE, 1983)], solivel em CHCIs; quando analisada em CCDA com
irradiagdo UV (A=365 nm), observou-se a presenca de uma mancha de
coloracao lilds, que revelada com reagente DRG, sugeriu a presenca de
alcaloide através do aparecimento de uma coloragédo laranja.

A analise do espectro de IV de (70) (Figura 6) apresentou bandas
de absorgdo em 3062, 3032 e 3008 cm™ (vcsp?-H), 2924 e 2846 cm™ (vesp®-H);
1674 cm™ (vc=0) de §-lactama a,B-insaturada; bandas em 1597 e 1566 cm™
relacionadas ao estiramento (vc=c) de anel aromatico; banda em 1442 cm?

relacionada ao estiramento (vcn) de §-lactamas e banda em 1288 cm?
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relacionada ao estiramento (vc-o) de éter vinilico. Esses valores estdo de
acordo com Wagner e colaboradores (1979) que observaram bandas de
absor¢do em: 1670 e 1630 cm™ (vc=o, conjugada) e 1550 cm? (anel
aromatico) e Ohmoto e Koike (1983) que observaram bandas de absorc¢éo
em 1680, 1640, 1440, 1290, 1250 e 1050 cm™! para o alcaloide (70).

i

%Transmittance
T'8T0T-86'8V6—

8€'8Y.—

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Figura 6 — Espectro de 1V (KBr) de (70)

O espectro de absor¢cdo no ultravioleta de (70) (Figura 7)
apresentou bandas em Amax=294; 339; 355 e 373 nm [lit. Amax=290; 339,5;
354,5 e 372 nm (NELSON et al., 1952a)], estando de acordo com os valores
publicados por Haynes e colaboradores (1952) para alcaloides cantindnicos.
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Figura 7 — Espectro de absorgao no UV-Vis de (70)

O espectro de massas de alta resolucao de (70) (Figura 8) exibiu
picos do aduto [M+Na]* m/z=273,0642 e [M+H]* m/z=251,0821. A massa
exata calculada para CisH1002N2 exibiu o valor de 250,0742 g/mol e [M+H]*
de m/z=251,0815 com erro de 0,0006 unidades de massa atbmica (2,38
ppm), considerando que para massas de alta resoluc¢do, a precisao deve ser
inferior a 5 ppm (WANG, 2009). O espectro de massas de alta resolugdo
sugere a férmula molecular CisH1002N2 para o alcaloide 5-metoxicantin-6-
ona (70).
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Figura 8 — Espectro de massas de (70) por infusdo direta no HR-ESI-MS

No espectro de RMN de 'H (Figura 9) de (70) todas as constantes
de acoplamento caracteristicas do nudcleo alcaloidico cantindnico descritas
por Ohmoto e Koike (1985) sdo apresentadas, exceto entre H-4 e H-5,
demonstrando assim que uma dessas posi¢des foi substituida. Dois dupletos
em &n 7,87 (1H; J=5,3 Hz) e &n 8,72 (1H; J=5,2 Hz) foram atribuidos aos
hidrogénios H-1 e H-2 respectivamente, no anel piridinico da estrutura de (70)
e suas correlagdes sdo observadas no experimento de COSY (Figura 10).
Um singleto atribuido ao H-17 em &1 4,06 com integracao para 3 hidrogénios,
confirma a presenca de metoxila, corroborado pela presenca de bandas em
2924 e 2846 cm™* (vesp-+H) No espectro de 1V (Figura 6). Outro singleto em &n
7,30, com integracao para 1 hidrogénio, é atribuido ao H-4, inferindo-se que
h&d uma substituicdo na posicdo 5 da estrutura, atribuindo-a a metoxila,
confirmada pelo HMBC (Figura 14). Os valores atribuidos aos hidrogénios H-
4 e H-17 s&o corroborados por Della Casa e Sojo (1967) para o alcaloide (70).

O espectro de RMN de 'H (Figura 9) apresenta ainda quatro sinais
de hidrogénios arométicos, relativos ao sistema aromatico dissubstituido em
orto. S&o observadas no experimento de COSY (Figura 10), correlagfes
entre os sinais do tripleto em 61 7,71 (1H; J=7,9 Hz; H-9), com o dupleto em
81 8,69 (1H; J=8,2 Hz; H-8) e com oultro tripleto em 81 7,53 (1H; J=7,8 Hz; H-
10). O sinal do tripleto em &n 7,53, atribuido ao H-10, também se correlaciona
com o dupleto em &1 8,09 (1H; J=7,6 Hz; H-11).
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No espectro de RMN de 13C (Figura 11) observa-se a presenca de
15 sinais, corroborados pela férmula molecular CisHi1002N2, conforme
relatado anteriormente para os experimentos com HR-ESI-MS. Um sinal em
dc 57,1 caracteristico da presenca de metoxila, confirmou as observacdes
descritas pelo RMN de *H (Figura 9). Sinais em 6¢c 113,9, 8c 144,2 e §c 136,0
foram atribuidos aos carbonos C-1, C-2 e C-16 respectivamente, no anel C
piridinico. Aos carbonos do anel D lactdmico foram atribuidos os sinais em &c
108,5 (C-4), d¢ 155,0 ao carbono oxigenado em C-5 e 8c 155,1 ao carbono
da carbonila lactamica em C-6. Aos carbonos dos anéis A e B referente ao

nucleo indolico foram atribuidos os sinais em &8¢ 117,5 (C-8), 8¢ 131,1 (C-9),

107



dc 126,0 (C-10), 6c 122,8 (C-11) no anel A do sistema aromético
dissubstituido e os valores em 8¢ 124,9 (C-12), 6c 139,4 (C-13), éc 127,5 (C-
14) e &c 130,2 (C-15) foram atribuidos aos carbonos do anel B. Essas
atribuicbes sdo corroboradas pelos espectros de DEPTQ-135 (Figura 12),
HSQC (Figura 13) e HMBC (ANEXO A).

Com o espectro de RMN de 3C (DEPTQ-135) (Figura 12) foi
possivel a confirmagdo da presenca de 1 carbono metilico, 7 carbonos
metinicos e 7 carbonos quaternarios. Em fase positiva, o carbono metilico da
metoxila em C-17 (3¢ 57,1) e os carbonos metinicos em C-1 (3¢ 113,9), C-2
(8c 144,2), C-4 (8¢ 108,5), C-8 (6¢ 117,5), C-9 (8¢ 131,1), C-10 (8¢ 126,0) e
C-11 (8c 122,8). Em fase negativa, o carbono quaternario oxigenado em C-5
(6¢c 155,0), o carbono quaternério da carbonila em C-6 (6¢c 155,1), os carbonos
quaternarios ndo oxigenados e ndo nitrogenados em C-12 (6c 124,9) e C-14
(6c 127,5) e os carbonos quaternérios nitrogenados em C-13 (8¢ 139,4), C-
15 (8¢ 130,2) e C-16 (5c 136,0).

Com o experimento de HSQC (Figura 13) foi possivel a definicao
das correlagdes dos hidrogénios e carbonos a Juc na estrutura do alcaloide
(70). As correlagGes séo observadas a Juc entre H-17/C-17 (8w 4,06/6¢ 57,1)
atribuida a metoxila, correlagdes correspondentes as sete posi¢ées metinicas
entre H-1 (81 7,87) e C-1 (8¢ 113,9), H-2 (51 8,72) e C-2 (8¢ 144,2), H-4 (51
7,30) e C-4 (8¢ 108,5), H-8 (51 8,69) e C-8 (8¢ 117,5), H-9 (8n 7,71) e C-9 (5¢
131,1), H-10 (31 7,53) e C-10 (5c 126,0) e H-11 (51 8,09) e C-11 (5c 122,8)
(Tabela 21).
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A posicdo da metoxila em 5 foi assim confirmada, pelas
correlagbes observadas no experimento de HMBC (Figura 14) dos
hidrogénios da metoxila (6n 4,06) com C-4 (8¢ 108,5), C-5 (6¢c 155,0) e C-6
(6¢c 155,1). Foram observadas também as correlagdes entre os hidrogénios
H-4 (31 7,30) com C-5 (8¢ 155,0), C-6 (8¢ 155,1), C-14 (8¢ 127,5), C-15 (8¢
130,2) e C-16 (8¢ 136,0).
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Outras correlagées entre hidrogénios e carbonos a ?“4Juc foram
observadas no experimento de HMBC de (70) (ANEXO A e Tabela 21) que

corroboram para confirmagdo do alcaloide cantindnico (70). As principais

correlagbes estdo esquematizadas na Figura 15.
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Tabela 21 — Correlagbes de *H e 3C observadas nos experimentos de COSY, HSQC
e HMBC de (70)

5-metoxicantin-6-ona (70)
RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCl;

cH | BH | 87 | ooy 35, | HSQC (o) HMBC (**Juc)
(ppm) | (ppm) ’ ’
1 | 787 | 1139 H-UH2 HL/C1 | C-2,C.12,C-14,C-16
2 | 872 | 1442 H-2/H-1 H2/C2 | C-1.C-14, C-16. C-15
3 - - - - -
4 | 730 | 1085 - - C5,C-6, C-14; C-15,
C-16
5 - 155,0 - - .
6 - 155,1 - - -
7 B B B B B
8 | 869 | 1175 H-8/H-9 H8/C8 | C-9,C10,C-12, C-13
9 | 771 | 13811 | Ho9Hs; HO/C9 | C-8 C10, C-11, C-13
H-9/H-10
10 | 7,53 | 1260 | H10/H9, | H-10/C-10 | C-8,C9; C-1L; C-12;
H-10/H-11 c13
11 | 809 | 1228 | HALUH10 | H-IL/C1l | C-8, C-9; C-10, C-12;
C-13,C-14

12 - 124,9 - - -

13 - 1394 - - -

12 - 1275 - - -

15 - 130,2 - - -

16 - 136,0 - - -

17 | 406 | 571 - H-17/C17 C4,C5,C6

Figura 15 — Principais correlag6es observadas no experimento de HMBC de (70)
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Chen e colaboradores (2009) publicaram dados de RMN de 'H e
13C semelhantes aos aqui relatados, corroborando para identificagdo do
alcaloide 5-metoxicantin-6-ona (70). NOLDIN (2005), mesmo tendo publicado
dados semelhantes aos nossos, equivocadamente atribuiu-os ao alcaloide 4-

metoxicantin-6-ona (83) (Tabela 22).

Tabela 22 — Dados de RMN de 'H e **C de (70) e comparagdes com a literatura

5-metoxicantin-6-ona (70) NOLDIN, 2005 CHEN et al., 2009
RMN *H (500 MHz) e RMN *H (300 MHz) e RMN *H (500 MHZ) e
13C (125 MHz) em CDCls 13C (75 MHz) em CDCls | **C (125 MHz) em CDCl;
CH SBC |8H (ppm);| SBC | 5H (ppm); | §BC 3 H (ppm);
(ppm) | Mm;J(Hz) | (ppm) | m;J(Hz) | (ppm) m; J (Hz)
7,87; 1H; 8,07; 1H; 7,85; 1H; dd;
1 113,9 d: J=5,3 113,87 d: J=5,0 113,9 J=51e22
8,72; 1H; 8,77; 1H; 8,74; 1H; d;
2 (C-N) 1442 d: J=5.2 145,33 d: J=5.0 144.8 J=51
3 - - - - -
4 1085 7'305; 1H; 15(";334 - 108,9 7.25;s
5(C-0) | 155,0 - 10(%’)73 7'3161”; S| 1548 ;
6 (C=0) | 155,1 - 155,2 - 155,1 -
7 - - - - -
8,69; 1H; 8,64; 1H; 8,68; 1H; d;
8 117,5 d: J=8.2 117,07 d: 3277 117,5 J=8.2
7,71; 1H; 7,78; 1H; dt; 7,71; 1H; t;
9 131,1 £ 3=7.9 130,47 J=75e11 130,8 =78
7,53; 1H; 7,63; 1H; dt; 7,53; 1H; t;
10 1260 | Ci g’ | 12577 | 27| 1259 171
8,09; 1H; 8,33; 1H; 8,08; 1H; d;
11 122,8 d: =76 122,57 d: 3=77 122,7 =78
12 124,9 - 124,88 - 125,0 -
13 (C-N) | 139,4 - 139,81 - 139,2 -
14 127,5 - 129,59 - 127,4 -
15 (C-N) 130,2 - 127,20 - 129,8 -
16 (C-N) | 136,0 - 136,28 - 136,3 -
17 (5-OCHg)| 57,1 |4,06; 3H;s 56,63 4,07;3H; s 57,0 4,06; 3H, s

(® valores equivocadamente atribuidos por NOLDIN (2005).
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A partir da comparac&o dos dados de RMN de *H e 13C e de todos
0s outros experimentos relatados neste trabalho, com os valores obtidos na
literatura, foi possivel a elucidacéo estrutural do alcaloide 5-metoxicantin-6-
ona (70) na amostra FD2C4.

O alcaloide (70) foi isolado pela primeira vez por Nelson e Price
(1952a) da casca do caule de Pentaceras australis Hook.f. (Rutaceae), e no
género Simaba foi isolado da casca da raiz de Quassia africana (sin. Simaba
africana) (AYAFOR et al., 1993) e dos frutos e sementes de Simaba cedron
(CURCINO VIEIRA, 1995) apud (BARBOSA et al., 2011).

6.2.1.2 Identificagdo estrutural de FD2D1B2

A amostra FD2D1B2 (9,3 mg), obtida da fragdo diclorometanica do
EBHE, identificada como uma mistura dos alcaloides 5-metoxicantin-6-ona
(70) e seu isdmero 4-metoxicantin-6-ona (83). A amostra apresentou-se como
cristais amarelos na forma de agulhas, soltvel em CHCls, PF=218-224 °C
(decomposicgéo), [lit. = 220-220,5 °C (NELSON; PRICE, 1952b)] para (83).
Quando analisada em CCDA com irradiagdo UV (A=365 nm) observou-se a
presenca de uma mancha de coloracgao lilas, que revelada com reagente
DRG, sugeriu a presenca de alcaloide através do aparecimento da coloragdo
laranja.

A andlise do espectro de IV de FD2D1B2 (Figura 16) apresentou
bandas de absor¢cdo em 3062, 3032 e 3008 cm! relacionadas ao estiramento
(vesp?H); bandas em 2939 e 2839 cm! relacionadas ao estiramento (vcsps-H);
bandas em 1674 cm™ e 1635 cm™ relacionadas ao estiramento (vc=0) de &-
lactama a,B-insaturada; bandas em 1597 e 1566 cm?, relacionadas ao
estiramento (vc=c) de anel aromatico; banda em 1442 cm™ relacionada ao
estiramento (vcn) de 8-lactama e banda em 1288 cm™ relacionada ao
estiramento assimétrico (vc-o) de éter vinilico. Estes dados séo consistentes
com os publicados por Ohmoto e Koike (1983) para (70) conforme relatado

anteriormente e por Yang e colaboradores (2003) para (83).
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Figura 16 — Espectro de IV (KBr) da amostra FD2D1B2

Os espectros de RMN de H e 3C da amostra FD2D1B2 (ANEXO
B e ANEXO C), sinais de maior intensidade, representam o alcaloide (70),
majoritario na mistura, ja mencionado na amostra FD2C4.

A andlise de RMN de 'H e 3C (sinais de menor intensidade) e os
dados comparados com a literatura (FANG et al, 2015), permitiram a
identificacdo estrutural do alcaloide 4-metoxicantin-6-ona (83) minoritario na
mistura com seu isémero (70).

As expansotes do espectro de RMN de *H de (83) (Figura 17 a
Figura 19), mostraram sinais de dois dupletos em &1 7,86 (J=5,2 Hz) e o1
8,63 (J=5,2 Hz) com integracdo para 1 hidrogénio cada, atribuidos ao H-1
e H-2 respectivamente, no anel C piridinico. As constantes relativas aos
acoplamentos entre H-1/H-2 (J=5,2 Hz), sdo compativeis com acoplamentos
em orto para esse tipo sistema aromatico heterociclico (KOIKE; OHMOTO,
1985).

Observou-se ainda, dois tripletos de dupletos em &+ 7,52 (1H,
J=7,8 € 0,9 Hz) e &4 7,71 (1H, J=7,5 e 1,2 Hz) atribuidos ao H-10 e H-9
respectivamente, e dois dupletos de tripletos em 6+ 8,07 (1H; J=7,5; 1,1 e 0,7
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Hz) e &4 8,51 (1H; J=8,2; 0,9 e 0,8 Hz), atribuidos ao H-11 e H-8
respectivamente. Esses valores revelam a presenca de 4 hidrogénios
adjacentes, num sistema aromatico 1,2-dissubstituido (anel A).

As constantes de acoplamento entre H-10/H-9 e H-10/H-11 (J=7,8
Hz) e entre H-9/H-8 (J=7,5 Hz), sdo relativas ao acoplamentos em orto, e as
constantes de acoplamentos entre H-10/H-8 (J=0,9 Hz) e entre H-9/H-11
(J=1,2 Hz) sao relativas aos acoplamentos em meta no anel A.

Um singleto em &4 5,82 com integragdo para 1 hidrogénio foi
atribuido ao H-5, no anel D lactamico, corroborado pelo efeito protetor que a
carbonila em C-6 e a metoxila em C-4 exercem na posi¢ao o, diminuindo o
valor do sinal de H-5, quando comparado com a estrutura do seu isdmero
(70), com sinal do singleto em & 7,30 atribuido ao H-4, na posi¢éo B em
relagdo a carbonila.

Atribuidos todos os hidrogénios dos anéis A (sistema aromético),
do anel C (piridinico), e da posi¢éo 5 no anel D (lactamico), o sinal de singleto
em &u 3,94, com integragdo para 3 hidrogénios, s6 pode ser atribuido ao H-
17 (OCHs) na posi¢éo 4 do anel D (lactamico). O sinal caracteristico de
metoxila, é corroborado pelo espectro de RMN de 3C (Figura 20) em §c 59,6
(C-17) e por bandas de carbono (sp3) no espectro de IV (Figura 16) ja
relatadas anteriormente. Essas posicdes poderdo ser confirmadas com
dados experimentais de RMN de 'H e 13C (bidimensionais).

No espectro de RMN de 3C da amostra FD2D1B2 (Figura 20 e
Figura 21) foram atribuidos os sinais em 8¢ 115,9 (C-1), 6c 145,1 (C-2) e &c
132,2 (C-16) aos carbonos do anel C (piridinico). Os sinais em 8¢ 154,5 (C-
4), 8¢ 106,2 (C-5) e &c 156,3 (C-6) foram atribuidos aos carbonos do anel D
lactamico. Aos carbonos do nucleo inddlico foram atribuidos os sinais em 8¢
116,9 (C-8), 5c 131,0 (C-9), ¢ 125,6 (C-10) e &c 122,4 (C-11) do anel A do
sistema aromatico dissubstituido, e os sinais em 6c 124,8 (C-12), 8¢ 139,2 (C-
13), &¢c 131,1 (C-14) e &c 138,1 (C-15) foram atribuidos aos carbonos

quaternarios no anel B.
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Os dados de RMN de 'H e 13C foram comparados com a literatura

para o alcaloide 4-metoxicantin-6-ona (83), como mostrados na Tabela 23.

Tabela 23 — Dados de RMN de *H e *C de (83) e comparag&o com a literatura

4-metoxicantin-6-ona (83) FANG et al, 2015
RMN H (500 MHz) e **C (125 MHz) em CDCls RMN H (500 MHZ) e *3C (125
MHz) em CDCl;
5 13C 6 13C
C/H 8 *H (ppm); m; J (Hz & H (ppm); m; J (Hz
(opm) (ppm); m; J (H) | (ppm); m; J (Hz)
1 115,9 7,86; 1H; d; J=5,2 117,0 8,03; d; J=5,0
2 (C-N) 145,1 8,63; 1H; d; J=5,2 145,1 8,86; d; J=5,0
3 - - - -
4 (C-0) 154,5 - 161,0 -
5 106,2 5,82; 1H; s 101,9 6,22; s
6 (C=0) 156,3 - 164,2 -
7 - - -
8 116,9 8,51; 1H; dt; J=8,2; .
09¢e0,8 117,0 8,67;d; J=7,8
9 131,0 7,71; 1H;ltg; J=75¢e 131,0 7.73: d: J=7.8
10 125,6 7,52; 1H;Otg; J=78¢e 1250 753 d: J=7.8
11 122,4 8,07; 1H; dt; J=7,5; .
1107 122,7 8,13;d; J=7,8
12 124,8 - 124,6 -
13 (C-N) 139,2 - 139,4 -
14 131,1 - 130,7 -
15 (C-N) 138,1 - 132,1 -
16 (C-N) 132,2 - 132,2 -
17 (4-OCHg) | 59,6 3,94; 3H; s 56,9 4,15; s

O alcaloide 4-metoxicantin-6-ona (83), conhecido como
cordatanina, foi isolado pela primeira vez por Nelson e Price (1952b) da casca
do caule de Pentaceras australis Hook.f. (Rutaceae). No género Simaba, (83)
foi isolado apenas das raizes de Simaba ferruginea (NOLDIN et al., 2005), e
que acredita-se ser uma atribuicdo equivocada dos dados de RMN, como
relatado no topico 6.2.1.1 identificacéo estrutural de FD2C4 (pag. 114).
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6.2.1.3 Identificac&o estrutural de FD2F4C

A amostra FD2F4C (16,9 mg), obtida da fra¢éo diclorometanica do
EBHE, identificada como o alcaloide 11-hidroxicantin-6-ona (112),
apresentou-se como cristais amarelos na forma de agulhas, solGvel na
mistura de CHCI3-MeOH (95:5) e em DMSO, PF = 327-335°C, [lit.= 323-325
°C (FUKAMIYA et al., 1986) e 327-329°C (PETTIT et al., 1988)]. Quando
analisada em CCDA com irradiagdo UV (A=254 nm) apresentou uma mancha
escura amarelada e UV (A=365 nm) observou-se a presen¢a de uma mancha
de coloragdo laranja. Submetida ao teste com reagente DRG sugeriu a
presenca de alcaloide através do aparecimento de uma coloracdo laranja. A
amostra FD2F4B5 (6,8 mg) apresentou as mesmas caracteristicas descritas
acima para FD2F4C e através da comparacdo dos dados de RMN de H,
também foi identificada como sendo o alcaloide (112).

O espectro de IV de (112) (Figura 22) apresentou bandas de
absorcdo em 3448 cm™ sugerindo a presenca de hidroxila (vo-H)
acompanhada de banda em 1249 cm™! (vc-on) fendlica; bandas em 3086 e
3039 cm (vesp?H); bandas em 1658 e 1627 cm™ relacionadas ao estiramento
(vec=0) de &-lactama a,B-insaturada e banda em 1442 cm™ relacionada ao
estiramento (vcn) de 3-lactamas. Esses valores sdo consistentes para os
publicados por Clarke e colaboradores (1980) e por Fukamiya e
colaboradores (1986) para o alcaloide (112).

O espectro de absorcdo no ultravioleta de (112) (Figura 23)
apresentou bandas em Amax= 273; 282; 336 e 422 nm [lit. Amax=276; 342; 356
e 416 nm (OUYANG et al.,, 1994)], estando de acordo com os valores

publicados por Haynes e colaboradores (1952) para alcaloides cantindnicos.
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Figura 23 — Espectro de absorg¢éo no UV-Vis de (112)

O espectro de massas de alta resolugdo de (112) (Figura 24)
revelou a massa molecular da estrutura através da razao massa carga (m/z)

da amostra ionizada, sugerindo a férmula molecular C14HgO2N2, com massa
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molecular calculada de 236,0586 g/mol e [M+H]" calculado de m/z=237,0659.
A amostra, solubilizada em CHCIs-MeOH, exibiu picos do aduto [M+CI]
m/z=271,0266 e [M+H]* m/z=237,0654, apresentado um erro de 0,0005
unidades de massa atdmica (2,11 ppm), considerando que para massas de
alta resolugdo, a precisdo deve ser inferior a 5 ppm (WANG, 2009). O
espectro de massas corrobora para a identificagdo do alcaloide 11-

hidroxicantin-6-ona (112).

Intens.

x105] By

271.0266

1+ 1+ 14
237.0654 304.9876 337.0134

1 L L Mx " ‘l

100 200 300 400

Figura 24 — Espectro de massas de (112) por infuséo direta no HR-ESI-MS

O espectro de RMN de *H de (112) (Figura 26) revelou a presenga
de dois dupletos em 81 8,05 (1H; J=4,9 Hz) e &1 8,75 (1H; J=5,0 Hz)
caracteristicos de H-1 e H-2 respectivamente, no anel C (piridinico) e dois
dupletos em 81 8,09 (1H; J=9,8) e &n 6,94 (1H; J=9,8 Hz) caracteristicos de
H-4 e H-5, no anel D (lactamico). Observou-se correlagdes no experimento
de COSY entre H-1/H-2 (J=4,9 Hz) e entre H-4/H-5 (J=9,8 Hz) (Figura 29).

O espectro de RMN de *H revelou ainda sinais de um duplo dupleto
em &4 7,92 (1H; J=8,1 e 0,6 Hz; H-8), com acoplamento em orto com um
tripleto em 61 7,54 (1H; J=8,1 Hz; H-9) e em meta com um duplo dupleto em
o1 6,98 (1H; J=8,1 e 0,5 Hz; H-10). O tripleto em &n 7,54 (H-10) se

correlaciona em orto com H-10 e com H-8, e o outro duplo dupleto em &4 6,98
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(H-10) se correlaciona em orto com H-9 e em meta com H-8. Essas
correlagBes s&o observadas no experimento de COSY (Figura 29), sugerindo
a presenca de 3 hidrogénios adjacentes num sistema aromatico 1,2,3-
trissubstituido em uma das posi¢des 8 ou 11 do anel A.

O espectro de RMN de 13C de (112) (Figura 27) apresentou 14
sinais de carbonos, corroborados pela formula molecular Ci4HsO2N2,
conforme relatado anteriormente para os experimentos com HR-ESI-MS.
Sinais em 8¢ 117,9 (C-1), 8¢ 146,0 (C-2) e &¢c 135,0 (C-16) foram atribuidos
aos carbonos do anel C (piridinico). Sinais em 8¢ 139,7 (C-4), 8¢ 128,1 (C-5)
e 8¢ 158,9 (C-6) foram atribuidos aos carbonos do anel D (lactamico). Sinais
em &c 107,0 (C-8), 6¢c 132,2 (C-9), 8¢ 112,1 (C-10) e &c 155,3 (C-11) foram
atribuidos ao anel A do sistema aromético trissubstituido. Foram atribuidos
ainda os sinais referentes aos carbonos quaternarios do anel B do nucleo
indélico em 8¢ 111,7 (C-12), 8¢ 140,0 (C-13), &¢c 128,7 (C-14) e &c 131,0 (C-
15).

As atribui¢Bes dos sinais dos carbonos foram corroboradas pelo
experimento de DEPTQ-135 de (112) (Figura 28), confirmando a presenga
de sete carbonos metinicos em C-1, C-2, C-4, C-5, C-8, C-9 e C-10 em fase
positiva e sete carbonos quaternéarios em C-6, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15
e C-16, em fase negativa.

Os sinais dos carbonos metinicos foram atribuidos observando as
correlagbes apresentadas no experimento de HSQC (Figura 30) estando de
acordo com os valores apresentados por Pettit e colaboradores (1988) e
Ouyang e colaboradores (1994) para o alcaloide (112).

As correlagBes observadas no experimento de HMBC de (112)
para os hidrogénios H-8, H-9 e H-10 confirmam que o carbono C-11 pertence
ao anel A da estrutura. As correlag8es entre H-9/C-13, H-10/C-11 e H-10/C-
14 confirmam a substituicdo na posi¢cdo C-11 (Figura 31). As correlagbes
entre H-10/C-14 e H-1/C-12, confirmam as juncdes entre os anéis A, B e C.
As correlagdes entre H-2/C-16 e H-5/C-16, confirmam as jun¢des entre os
anéis C e D. As principais correlagdes a 2*Juc dos hidrogénios metinicos na
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estrutura de (112), observadas no experimento de HMBC (ANEXO D) e
Tabela 24, estdo esquematizadas na Figura 25 e foram imprescindiveis para

elucidacéo estrutural do alcaloide 11-hidroxicantin-6-on (112).

Tabela 24 — CorrelagGes de *H e 3C observadas nos experimentos de COSY, HSQC
e HMBC de (112)

11-hidroxicantin-6-ona (112)
RMN *H (500 MHZ) e **C (125 MHz) em DMSO-ds

cH | 37C | 8™ 1 cosy 25, |HSQC (k) HMBC (**Juc)
(ppm) | (ppm)
1 [ 117,9 | 805 H2 H1/CL C-12, C-15,C-16,C2
2 | 1460 | 8,75 H-1 H2/C2 |C-12, C.1, C-14, C-15,C-16
3 - - - - -
4 | 139,7 | 8,09 H5 H-4/C-4 C-14,C-15,C5,C6
5 | 1281 | 6,94 H-4 H5/C5 C.16,C-4,C-6
6 | 1589 - - - _
7 _ - B R B
8 | 107.0 | 7,92 H-9 H8/C:8_ | C-12,C-10;, C-9; C-13, C-11
9 [ 1322 | 754 | H8 H-10 H-9/C9 | C-8,C-12; C-10; C-13; C-11
10 | 1121 | 6,98 H-9 H-10/C-10 | C.8; C-12; C-14; C-13; C-11
11 [ 1553 | - - - B
12 117 | - - - -
13 | 1400 | - - - -
14 [ 1287 | - - - -
15 | 1310 | - - - -
16 | 1350 | - - - -

Figura 25 — Principais correlag6es observadas no mapa de contorno (HMBC) de
(112)
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A partir dos experimentos de RMN de 'H e *3C uni e bidimensional
e os dados comparados com a literatura (Tabela 25), foi possivel a elucidacéo
estrutural da amostra FD2F4C, chegando-se a estrutura do alcaloide 11-
hidroxicantin-6-ona (112).

Tabela 25 — Dados de RMN de 'H e *C de (112) e comparagdes com a literatura

N o (PETTIT et al. 1988) [(OUYANG, et al. 1994)
11-hidroxicantin-6-ona (112) | gy 1y 400 MHz) € | RMN *H (400 MHZ) e
RMN *H (500 MHz) e *C 13 13
(125 MHz) em DMSO-d C (100 MHz) em C (100 MHz) em
6 DMSO-ds DMSO-ds
C/H §18C 8 H (ppm); §18C S8 H (ppm); | §B3C | &H (ppm);
(ppm) m; J (Hz) (ppm) | m;J(Hz) | (ppm) | m;J (Hz)
8,05; 1H; d; 8,10; d; 8,09; d;
1 117,9 J=4.9 118,03 J=4.88 117,7 J=5.1
8,75; 1H; d; 8,78; d; 8,78; d;
2(C-N) | 146,0 355,0 146,10 | Tyl gy | 1458 3251
3 - - - - -
8,09; 1H; d; 8,13; d; 8,10; d;
4 139,7 1=9.8 139,83 J=9.8 139,6 1=9.9
6,94; 1H; d; 6,97; d; 6,96; d;
5 128,1 J-0.8 128,14 120.8 127,3 129.0
6 (C=0) | 1589 - 159,02 - 158,7 -
7 - - - - - -
7,92; 1H; dd; 7,96; d; 7,97; d;
8 107,0 J=8.1e06 107,15 J=8,12 106,9 J=8,0
7,54; 1H; t; 7,57; dd; 7,57;
9 132,2 =81 132,30 =812 131,9 1=8.0
6,98; 1H; dd; 7,01; d; 7,02; d;
10 112,1 J=81e05 112,28 J=8.04 112,1 J=8.0
11 (OH) 155,3 - 155,44 - 155,2 -
12 111,7 - 111,90 - 111,8 -
13 (C-N) | 140,0 - 140,11 - 139,9 -
14 128,7 - 128,91 - 128,7 -
15(C-N) | 131,0 - 131,09 - 130,9 -
16 (C-N) | 135,0 - 135,06 - 134,9 -

O alcaloide 11-hidroxicantin-6-ona (112), conhecido como
amarorina, foi relatado pela primeira vez por Clarke e colaboradores (1980),
isolado da casca da raiz de Amaroria soulameoides (sin. Soulamea
soulameoides) (Simaroubaceae). Nao ha relatos na literatura do isolamento
de (112) no género Simaba.
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6.2.2 Identificacéo estrutural de quassinoides

OR,

R:=0; R,=a-OH, B-H; Rs=OH R4=H bruceina D (113) — FAE8
Ri=a-OH, B-H; R=a-OH, B-H; R;=OH; R,=H bruceina E (114) — FAH6

R;=0; Rp=a-OH, B-H; Re=H; Rs= 0
simalikalactona D (23) — FD2E5

R1=a-OH, B-H; Ry=B-OH, a-H; Rs=H; R4= 0
orinocinolida (37) — FAC4E2

Os quassinoides sdo lactonas altamente oxigenadas, presentes

principalmente em espécies da familia Simaroubaceae. Os quassinoides

mais comuns apresentam em sua estrutura 20 carbonos (C20) (3-lactona)

denominado esqueleto quassolidano. Nesse tipo de esqueleto, os carbonos

C-1, C-7, C-11 e C-12 sao obrigatoriamente oxigenados. Os outros carbonos

do esqueleto podem ser oxigenados, exceto C-5 e C-9 e as metilas em C-17

e C-18. O anel A pode conter uma ou duas duplas ligag6es; no anel B o

carbono C-6 pode apresentar hidroxila, esterificada ou ndo; no anel C o
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carbono C-8 pode possuir uma metila, uma hidroximetila, formar uma ligagéo
hemiacetal entre C-11 ou formar um anel furdnico com C-13 (anel E); o anel
D do esqueleto quassolidano pode apresentar uma hidroxila em C-15,
geralmente esterificada (POLONSKY, 1985; CURCINO VIEIRA; BRAZ-
FILHO, 2006).

Os quassinoides isolados das raizes de Simaba trichilioides neste
trabalho, possuem o esqueleto quassolidano.

6.2.2.1 Identificag&o estrutural de FAES8

A amostra FAES8 (22,8 mg), obtida da fracdo acetato de etila do
EBHE, identificada como o quassinoide bruceina D (113), apresentou-se
como precipitado branco, recristalizado na mistura de CHCl3-MeOH (95:5),
formando cristais na forma de agulha, PF = 279-286 °C, [lit.= 285-290 °C
(POLONSKY et al., 1968) e 294-296 °C (NoorShahida et al, 2009)], [o]p?3= +
56,1° [lit.= + 29° (NoorShahida et al, 2009)], insoltvel em CHCls, parcialmente
solivel em MeOH e agua e soluvel em DMSO. Em CCDA apresentou uma
mancha escura quando revelada em UV (A=254 nm) e auséncia de
fluorescéncia em UV (A=365 nm). Na presenca de reagente VS apresentou
coloragao cinza no visivel.

O espectro de IV de (113) (Figura 32) apresentou bandas de
absorcdo em 3518 e 3495 cm™ sugerindo a presenca de hidroxila (vo-v),
acompanhadas da banda em 1080 cm™ relacionada ao estiramento (vc-o) de
alcool; banda em 3024 cm relacionada ao estiramento (vcsp?H); bandas em
2970, 2939 e 2893 cm™ relacionadas aos estiramentos (vcsp®-H); banda em
1705 cm relacionada ao estiramento (vc=o0) de §-lactona e banda em 1658
relacionada ao estiramento (vc=o0) de carbonila o,p-insaturada.

Alguns desses valores foram corroborados por NoorShahida e
colaboradores (2009), nas bandas de absor¢do no IV para o estiramento (vo-

H) em 3457 cm™ e em 1708 cm™! para o estiramento (vc=o).
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Figura 32 — Espectro de IV (KBr) de (113)

O espectro de massas de alta resolucdo de (113) (Figura 33)
revelou a massa molecular através da razdo massa carga (m/z) da amostra
ionizada. A amostra, solubilizada em MeOH exibiu pico do aduto [M+Na]* com
m/z=433,1462. A massa exata calculada para C20H2609 foi de 410,1577 g/mol
e [M+Na]* calculado de m/z=433,1469, apresentou um erro de 0,0007
unidades de massa atdmica (1,62 ppm), considerando que para massas de
alta resolucéo, a preciséo deve ser inferior a 5 ppm (WANG, 2009).
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Figura 33 — Espectro de massas de (113) por infuséo direta no HR-ESI-MS

O espectro de massas de alta resolugdo sugere a férmula
molecular C20H2609 para o0 quassinoide (113) corroborado por Liu e
colaboradores (2009) que verificaram um pico em m/z=433,2 atribuido ao
[M+Na]*.

No espectro de RMN de 'H de (113) (Figura 35) observou-se
sinais de singletos, com integracdo para 3 hidrogénios, atribuidos as metilas
em 61 1,89 (H-17) no anel A, em &u 1,05 (H-18) na juncéo entre o anel Ae B
e em 8n 1,25 (H-19) no anel C, caracteristicas de quassinoides com esqueleto
bésico C20 do tipo quassolidano. Observou-se ainda sinais de hidrogénios
diastereotdpicos no C-6 do anel B, em én 2,14 (1H; dt; Ha-6) e em &1 1,68
(1H; td; He-6), além de sinais para dois dupletos em 81 2,32 (1H; H-9) e &n
2,89 (1H; H-5).

Foram observados ainda no espectro de RMN de 'H de (113)
(Figura 36) sinais de um dupleto em 8n 3,54 (1H; J=5,1 Hz) atribuido ao H-
12 no anel C e de outros dois dupletos em 81 3,61 (1H; J=6,8 Hz; Ha-20) € 8H
4,30 (1H; J=6,9 Hz; Hg-20) atribuidos aos hidrogénios diastereotdpicos em C-
20 do anel furanico (anel E). Dois outros dupletos em &n 3,68 (1H; J=5,7 Hz)
atribuido ao hidrogénio da hidroxila (OH-11) no anel C, e em &n 4,26 (1H;

J=3,2 Hz) atribuido ao H-1 no anel A. O sinal de um tripleto centrado em &n
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4,39 (1H; J=5,3 Hz) foi atribuido ao H-11 no anel C. Os sinais de um quarteto
em dn 4,10 (J=5,2 Hz) e de um dupleto em & 3,17 ppm (J=5,3 Hz) (Figura
35) nédo foram atribuidos a nenhum hidrogénio da molécula, pois ndo foram
observadas correlagdes com nenhum carbono da estrutura de (113) no
experimento de HMBC (ANEXO F), sendo considerados sinais de impureza.

Observou-se ainda no espectro de RMN de H de (113) (Figura
37) um sinal de multipleto com aspecto de singleto largo em 81 5,99 (1H; H-
3) (olefinico) no anel A, um singleto largo em 8x 4,92 (1H; H-7) no anel B e
um sinal de dupleto em 81 4,97 (1H; J=6,0 Hz; H-15) no anel D lactbnico. Aos
hidrogénios da hidroxilas foram atribuidos os sinais em 8n 5,13 (1H; s; OH-
14) no C-14 carbindlico (quaternario); em én 5,25 (1H, d: J=3,3 Hz; OH-1) no
C-1 carbindlico; em 61 5,34 (1H; d J=6,0 Hz; OH-15) no C-15 carbindlico; e
em 6n 5,35 (1H; d; J=5,0 Hz; OH-12) no C-12 carbindlico.

Os valores atribuidos aos hidrogénios da estrutura de (113) foram
corroborados pelo experimento de COSY (ANEXO E). Observou-se sinais de
acoplamentos entre H-1/OH-1 (J=3,2 Hz) e entre H-1/H-18 (acoplamento em
W). Acoplamentos alilicos foram observados entre H-3/H-5 (J=1,2 Hz) e H-
3/H-17, e entre H-5/H-18 (acoplamento em W) no anel A, confirmando a
presenca das metilas nas posi¢cdes H-17 e H-18, ambas se correlacionando
com H-5.

Observou-se também acoplamentos geminal entre Ha-6/Hg-6
(Jap=14,9 Hz), equatorial-equatorial entre Ha-6/H-7 (J=2,6 Hz), equatorial-
axial entre Ha-6/H-5 (J=2,9 Hz), trans diaxial entre Hg-6/H-5 (J=12,6 Hz),
axial-equatorial entre Hg-6/H-7 (J=2,4 Hz) e axial-equatorial entre H-9/H-11
(J=4,6 Hz) que mostram a proximidade dos anéis A, B e C. O H-9 se
correlaciona ainda a longa distancia com Ha-20 do anel E (furanico),
mostrando a proximidade entre o anel B e E. O H-11 se correlaciona com o
hidrogénio da hidroxila em OH-11 (J=5,7 Hz), confirmando essa posi¢do
oxigenada, e um fraco sinal de acoplamento entre H-11/H-12, sobressaindo-
se o tripleto, relacionado ao acoplamento de H-11/OH-11 e H-11/H-9 citado
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anteriormente. O H-12 se correlaciona ainda com a hidroxilaem OH-12 (J=5,1
Hz), mostrando que essa posi¢do também esta oxigenada.

Acoplamento geminal também foi observado no experimento de
COSY de (113), entre Ha-20/Hg-20 (J=6,8 Hz) no anel E (furanico), além do
acoplamento a longa distancia entre Ha-20/H-9 citado anteriormente. No anel
D foi observado apenas o acoplamento entre H-15/0OH-15 (J=6,0 Hz),
mostrando que a posi¢éo 14 também foi substituida. As principais correlagbes
apresentadas no experimento de COSY de (113) estdo esquematizadas na

Figura 34.

Figura 34 - Principais correlacdes observadas no mapa de contorno (COSY) na
estrutura de (113)
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O espectro de RMN de 3C (Figura 38 e Figura 39) confirmou a
presenca de 20 carbonos na estrutura de (113). O sinal em 8¢ 198,7 refere-
se ao carbono da carbonila o,B-insaturada na posi¢éo C-2 no anel A. Ao C-
16 foi atribuido o sinal em &c 174,1 relacionado a carbonila no anel D
(lactdnico). Aos carbonos oxigenados de carbonos carbindlicos, foram
atribuidos os valores em 8¢ 81,8 (C-1) no anel A, em &c 74,1 (C-11), 8¢ 80,2
(C-12) e 8¢ 83,5 (C-14) no anel C e em 8¢ 69,4 (C-15) no anel D (lact6nico).
Aos carbonos oxigenados em 8¢ 79,0 atribuido ao C-7 do anel B e em 8¢ 83,5
e dc 68,9 aos carbonos C-13 e C-20 do anel E (furénico) respectivamente. Ao
carbono metilénico em C-6 foi atribuido o sinal em 3¢ 27,5 — diferente do
carbono metilénico em C-20 (8¢ 68,9) que teve seu deslocamento quimico
aumentado em fungdo da ligacdo com o atomo de oxigénio do anel E
(furanico). Aos carbonos olefinicos em C-3 e C-4 da porgédo o,B-insaturada,
foram atribuidos os sinais em &c 124,4 e 3¢ 163,8 respectivamente. Aos
carbonos quaternéarios ndo oxigenados e ndo olefinicos foram atribuidos os
sinais em 6c 49,1 (C-8) e &c 48,0 (C-10). Aos carbonos metinicos néo
oxigenados e nédo olefinicos em C-5 e C-9 foram atribuidos os sinais em &¢
42,6 e dc 44,1 respectivamente. Aos carbonos metilicos, foram atribuidos os
sinais em ¢ 22,5 (C-17), 8¢ 11,3 (C-18) e 8¢ 18,3 (C-19).

O espectro de RMN de 3C (DEPTQ-135) de (113) (Figura 40),
corroborado pelo experimento de HSQC (Figura 41), possibilitou a
confirmagé@o da presenca de 3 carbonos metilicos, 8 carbonos metinicos,
além de 2 carbonos metilénicos e 7 carbonos quaternarios. A presenca dos
sinais dos carbonos metilicos em C-17, C-18 e C-19 e metinicos em C-1, C-
3, C-5, C-7, C-9, C-11, C-12 e C-15, resultaram em sinais em fase positiva.
Em fase negativa, os carbonos metilénicos em C-6 e C-20 e os carbonos
guaternarios em C-2, C-4, C-8, C-10, C-13, C-14 e C-16.

No experimento de HSQC de (113) (Figura 41), foram observadas
correlacdes a 1Juc entre H-1/C-1 (8w 4,26/5¢ 81,8), H-3/C-3 (8+ 5,99/6¢ 124,4),
H-5/C-5 (81 2,89/8c 42,6) no anel A, entre Ha-6/C-6 (8w 1,68/5¢ 27,5), He-6/C-
6 (8n 2,14/8¢ 27,5), H-7/C-7 (81 4,92/8¢ 79,0) e H-9/C-9 (81 2,32/5¢ 44,1) no

145



anel B, entre H-11/C-11 (8w 4,39/6¢c 74,1) e H-12/C-12 (3w 3,54/5¢c 80,2) no
anel C, entre H-15/C-15 (81 4,97/5¢c 69,4) no anel D (lact6nico) e entre 0s Ha-
20/C-20 (8+ 3,61/5¢c 68,9) e He-20/C-20 (8+ 4,30/5¢ 68,9) no anel E (furanico),
além das correlacdes observadas para os hidrogénios metilicos entre H-17/C-
17 (81 1,89/8c 22,5), H-18/C-18 (51 1,05/5c 11,3) e H-19/C-19 (8n 1,25/5¢
18,7) (Tabela 26).
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No experimento de HMBC de (113) (ANEXO F) foram observadas
correlagdes a #*Juc entre os hidrogénios e carbonos da estrutura da bruceina
D (113) (Tabela 26). As correlagBes dos hidrogénios metilicos em H-17 (3w
1,89), H-18 (81 1,05) e H-19 (8n 1,25) foram essenciais para definicdo das
posicdes das metilas na estrutura de (113), além de mostrar as proximidades
entre os anéis A, B, C, D e E. Foram observadas correlagdes entre o H-17/C-
5, H-17/C-4 e H-17/C-6 confirmando a presenca da metila na posi¢éo 4 do
anel A, e a proximidade entre os anéis A e B, além das correlagdes entre H-

17/C-2 e H-17/C-3 corroborando para a posicio dessa metila na porgdo o,p-
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insaturada do anel A. As correlacdes entre H-18/C-1, H-18/C-10 e H-18/C-9,
também confirma a proximidade entre os anéis A e B, e a correlagado entre H-
18/C-11, confirma a proximidade entre os anéis B e C. A correlacéo entre H-
18/C-20 mostra proximidade do anel B com o anel E (furlnico). As
correlagBes entre H-19/C-12, H-19/C-13 e H-19/C-14 definiram a posigéo da
metila no anel C, e a correlagdo entre H-19/C-15 mostra a proximidade dos
anéis C e D (lactdnico).

Observou-se ainda correla¢des entre H-1/C-2, H-1/C-10, H-1/C-9
e H-1/C-18 no anel A que corroboram para a posi¢do da metila em C-18 e
confirma a proximidade dos anéis A e B. As correlagfes dos hidrogénios
metilénicos diastereotopicos em Ha-6/C-5 e Ha-6/C-7 e entre Hp-6/C-5, Hs-
6/C-7 e Hg-6/C-16 confirma as proximidades entre os anéis A, B e D
(lactbnico). A proximidade entre os anéis B, C, D e E pode ainda ser
confirmada pelas correlagbes entre H-7/C-8, H-7/C-9, H-7/C-14 e H-7/C-20 e
a proximidade entre os anéis B e D (lactdnico), pode também ser confirmada
pela correlacdo entre H-9/C-14. As correlagbes dos hidrogénios
diastereotdpicos em C-20 no anel E (furanico), entre Ha-20/C-8, Ha-20/C-9,
Ha-20/C-13 e Ha-20/C-7 além das correla¢des entre Hg-20/C-8, Hs-20/C-9,
He-20/C-13 e Hg-20/C-14 observadas no experimento de HMBC de (113)
corroboram para a confirmagdo das proximidades dos anéis B, C, D e E.
Todas as correlagBes observadas no experimento de HMBC (ANEXO F) de
(113) sdo apresentadas na Tabela 26 e as principais, esquematizadas na

Figura 42.

Figura 42 - Principais correla¢des observadas no experimento de HMBC de (113)
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Tabela 26 — Correlagées de *H e 3C observadas nos experimentos de COSY, HSQC
e HMBC de (113)

bruceina D (113)
RMN *H (500 MHz) e **C (125 MHz) em DMSO-ds

CH 8'H | 8°C oy 293,)| HSQC () | HMBC (*3ko)
(ppm) | (ppm)
C-18,C5, C9, C-
1 426 | 818 HO-1 H-1/C-1 YR
2 3 198,7 B : -
3 599 | 1244 - H-3/C-3 C17.C1.C5
2 - 163.8 - - :
. C-18; C-6; C-10; C-
5 289 | 42,6 | Hu6:He-6 | H-5/C5 o
Ha: 2,14 He-6: H-5 | Hae/c-e | C%C10:C8CT
6 27,5 c-4
He: 1,68 Ha6: H-5 | Hge/c-s | C €10 C-70C4,
C-16
. C-6; C-5; C-9; C-8;
7 492 | 790 | Ha6;Hs6 | H-7/C-7 o 14
8 5 291 . : -
C-18, C5, C-10, C8;
9 232 | 441 H-11 H9C | o0 ot Cotd o
10 - 28,0 - : -
11 439 | 741 H-9 H-11/C-11 | C.9,C-8,C-12,C-13
C-19; C-9; C-11; C-
12 354 | 802 HO-12 H-12/C-12 s
13 - 835 5 : -
14 - 81.2 - : :
15 497 | 69.4 OH-15 H-15/C-15 C-9, C-14. C-16
16 - 174.1 - 5 -
17 1,89 | 225 - H-17/c17 | ©F C'E(’:;_(Z:'s; C-4
C-5; C-9; C-10; C-1;
18 1,05 | 11,3 - H-18/C-18 Gt 2
19 125 | 187 - H-19/c-19 | €12 C'lfS? C-14; C-
o | Hx36L] oo Hg-20 Ha20/C20 | C-9,C8,C-7,C-13
He: 4,30 ' Ha-20 He-20/C20 | C-9; C-8, C-14; C-13
OH-1 525 | 818 H-1 : C-10,C-1,C-2
OH-11 | 3.68 | 741 H-11 ; C-9, C-11, C-12
OH-12 | 535 | 802 H-12 : C-11, C-12; C-13
OH-14 | 513 | 812 H-14 - O G5 Cs C
OH-15 | 534 | 694 H-15 ; C-15, C-14, C-16

A estrutura conformacional proposta por Li e colaboradores (1989)

(Figura 43) para a estrutura da bruceina D (113) corroboram com os dados
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experimentais aqui realizados, reforcando a elucidacao estrutural de bruceina
D (113).

Figura 43 - Estrutura conformacional da bruceina D (113)
(LI et al.,1989).

Bruceina D (113) foi isolada pela primeira vez por Polonsky (1968)
na espécie Brucea amarissima (Simaroubaceae). Mais tarde, Li e
colaboradores (1989) confirmaram a estereoquimica absoluta de (113)
através de experimentos de RMN de 'H e 13C (bidimensional) e tiveram seus
espectros publicados pela primeira vez. Ndo ha relatos na literatura do
isolamento desse quassinoide no género Simaba.

A partir da comparagdo dos dados de RMN de 'H e 3C com a
literatura (Tabela 27) confirmou-se a estrutura de (113) proposta para a
amostra FAES.
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Tabela 27 — Dados de RMN de 'H e *°C de (113) e comparagdo com a literatura

RMN H (500 MHz) e 13C (125 MHz) em DMSO-de

bruceina D (113)

SHEN et al., 2008
RMN *H (400 MHz) e 3C
(100 MHz) em DMSO-ds

CH | ooy | Seemimiatn) | e | 8 (ppm)imid (H2)
1 81,8 4,26; 1H; d; J=3,2 81,4 4,25; 1H; d; J=3,2
2 198,7 - 198,3 -
3 124,4 5,99; 1H; m (sl); 124,1 5,97; 1H; s
4 163,8 - 163,4 -
5 42,6 2,89; 1H; d; J=12,5 42,3 2,88; 1H; d; J=11,6
Ha: 2,14; 1H; dt; J=14,9; 271 2,12; 1H, dt,
6 275 Hg: 1 682"3.5'2@63:15 1; , 0o 28
T 1’2,6 e’ 24 - 27,1 1,66; 1H; t; J=12,7
79,0 4,92; 1H; t; J=2,5 78,6 4,89; 1H; s
49,1 - 48,7 -
9 44,1 2,32; 1H; d; J=4,6 43,7 2,31; 1H; d; J=4,6
10 48,0 - 47,6 -
11 74,1 4,39; 1H; ddd (t); J=5,3 73,7 4,36; 1H; t; J=5,3
12 80,2 3,54; 1H; d; J=5,1 79,7 *)
13 83,5 - 83,1 -
14 81,2 - 80,8 -
15 69,4 4,97; 1H; d; J=6,0 69,0 4,94; 1H; d; J=6,2
16 174,1 - 173,8 -
Ha: 3,61; 1H; d; J=6,8 *)
20 089 Hot 4,30, 1H; o 369 | 00 | 427 g 768
17 (CHs) 22,5 1,89; 3H; s 22,1 1,87;3H; s
18 (CHs) 11,3 1,05; 3H; s 10,9 1,03, 3H, s
19 (CHs) 18,7 1,25; 3H; s 18,3 1,23; 3H; s
OH-1 81,8 5,25; 1H, d; J=3,3 81,4 5,26; 1H; d; J=3,2
OH-11 74,1 3,68; 1H; d; J=5,7 ) *
OH-12 80,2 5,35; 1H; d; J=5,0 @] *
OH-14 81,2 513; 1H, s 80,8 5,13; 1H, s
OH-15 69,4 5,34; 1H; d; J=6,0 * *)

(*) valores nao atribuidos pelo autor.
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6.2.2.2 Identificac&o estrutural de FAH6

A amostra FAH6 (19,9 mg), obtida da fragdo acetato de etila do
EBHE, identificada como o quassinoide bruceina E (114), apresentou-se na
forma de sélido branco amorfo, solGvel em MeOH, [a]o?3= + 56,8° [lit.= + 55,5°
(LI etal., 1989)] e PF = 257-262 °C, [lit.= 262-263 °C (LIU et al., 2009) e 261-
264 °C (NOORSHAHIDA et al., 2009)]. Em CCDA quando revelada com
irradiacdo UV (L=254 e 365 nm) verificou-se auséncia de coloragéo, e com
reagente AS, uma mancha verde amarelada no visivel e uma mancha escura
com irradiagcao UV (A= 365 nm).

A amostra FAH5D3 (36,9 mg), apresentou caracteristicas
semelhantes as descritas acima para FAH6, e por comparacéo dos dados de
RMN de 'H, também foi identificada como (114).

A andlise por espectroscopia no IV de (114) (Figura 44)
apresentou bandas de absorcdo em 3541, 3495 e 3286 cm sugerindo a
presencga de hidroxila (vo-+), acompanhadas de bandas entre 1080 e 1033
cm? relacionadas ao estiramento (vc-o) de alcool; bandas em 3024 cm
relacionada ao estiramento (vcsp®H); bandas em 2978, 2947 e 2893 cm™?
relacionadas aos estiramentos (vcsp®-H); banda em 1712 cm relacionada ao
estiramento (vc=o) de §-lactona e banda em 1666 cm relacionada ao
estiramento (vc=c).

Os valores das bandas de absorcdo no IV de (114) foram
compativeis com o descrito na literatura para esse quassinoide (LEE et al.,
1979; Ll et al., 1989; NOORSHAHIDA et al., 2009).
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Figura 44 — Espectro de IV (KBr) de (114)

O espectro de massas de alta resolugdo de FAH6 (Figura 45)
revelou a massa molecular da estrutura através da razdo massa carga (m/z)
da amostra ionizada. A amostra, solubilizada em MeOH, exibiu pico do aduto
[M+Na]* com m/z=435,1654. A massa exata calculada para Cz0H2s0s9, foi de
412,1733 g/mol e [M+Na]* calculado de m/z=435,1626 com erro de 0,0028
unidades de massa atdmica (6,43 ppm).

O espectro de massas de alta resolugdo sugeriu a férmula
molecular C20H2809, corroborado por NoorShahida e colaboradores (2009)
gue reportaram um pico em m/z=395 atribuindo-o ao ion [M-H20]", por Liu e
colaboradores (2009) e Ablat e colaboradores (2017) que reportaram picos
em m/z= 435,5 e m/z=435,3028 respectivamente, atribuindo-os ao aduto
[M+Na]*.

Os valores observados experimentalmente no espectro de massas
(Figura 45), corroboram com os autores descritos, reforcando assim a

elucidacéo estrutural de bruceina E (114).
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Figura 45 — Espectro de massas de (114) por infuséo direta no HR-ESI-MS

A bruceina E (114) difere na estrutura da bruceina D (113), apenas
na posi¢do C-2, uma hidroxila, enquanto que na bruceina D (113), ha a
presenca de uma carbonila. As posi¢cdes oxigenadas na estrutura de (114)
em C-1, C-2, C-7, C-11, C-12, C-14, C-15 e C-20, estdo de acordo com o
reportado na literatura para o esqueleto Czo (quassolidano) (POLONSKY,
1985; CURCINO VIEIRA; BRAZ-FILHO, 2006).

Observacdes no RMN de 'H de (114) (Figura 46 e Figura 47),
mostraram que os valores dos deslocamentos quimicos foram compativeis

com o esqueleto quassolidano também apresentado pela estrutura de (113),
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apresentando uma maior diferenca, nos deslocamentos quimicos de H-1 e H-
3, afetados pelo grupamento hidroxi na posicéo 2 de (114).

O espectro de RMN de 'H de (114) (Figura 46) apresenta 3 sinais
caracteristicos de hidrogénios metilicos. Um dupleto em & 1,65 (3H; J=1,4
Hz; H-17) no anel A, um singleto em 8w 1,22 (3H; H-18) na jungéo entre o anel
A e B, e um singleto em &4 1,40 (3H; H-19) no anel C, corroborados pelos
espectros de RMN de '3C, HSQC e DEPTQ de (114). Foram observados
ainda, um tripleto de dupletos em &+ 1,68 (1H; J=14,8; 13,4 e 2,6 Hz; Hs-6) e
um dupleto de tripletos em 8+ 2,14 (1H; J=14,8 e 2,9 Hz; Ha-6) atribuidos aos
hidrogénios diastereotopicos em C-6 no anel B, e sinais de dois duplos
dupletos em &n 2,06 (1H; J=5,2 e 1,4 Hz) atribuido ao H-9 no anel B e em 6u
2,40 (1H; J=13,7 e 1,4 Hz) atribuido ao H-5 localizado na juncéo entre o anel
AeB.

Foram observados 7 sinais caracteristicos de hidrogénios de
carbonos carbindlicos. Trés dupletos em 8n 3,52 (1H; J=7,3 Hz; H-1) no anel
A, em 81 3,74 (1H; J=1,1 Hz; H-12) e em &n 4,57 (1H; J=2,7 Hz; H-11) no anel
C, além de sinais de um multipleto em &n 3,98 (1H; H-2) no anel A, um tripleto
em 81 5,05 (1H; J=2,7 Hz; H-7) na juncao entre 0 anel B e D, e um singleto
em 81 5,12 (1H; H-15) no anel D (lactbnico). Os sinais dos hidrogénios
diastereotopicos em C-20 no anel E (furanico) em 8n 4,60 (1H; J=7,3 Hz) e
em &n 3,80 (1H; J=7,3 e 1,7 Hz) foram atribuidos ao Ha-20 e ao Hs-20
respectivamente (Figura 47). O efeito desprotetor (anisotropia) do grupo
carbonila é observado no sinal de H-15 (81 5,12), mais deslocado em relagéo
aos outros hidrogénios de carbonos carbindlicos, por estar ligado a um Ca a

carbonila lacténica na posicédo 16 do anel D (lacténico) de (114).
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No experimento de COSY de (114) (Figura 48) foram observadas
correlacdes de acoplamento alilico entre H-17/H-3 (J=1,4 Hz) e H-17/H-2
(J=1,4 Hz), o que provocou um desdobramento do sinal atribuido a metila em
81 1,65 (H-17) no anel A, em dupleto (duplo dupleto). Acoplamento trans
diaxial entre H-1/H-2 (J=7,3 Hz) caracteristico de hidrogénios vicinais de
carbonos carbindlicos, que levou a orientagdo em o da hidroxila em C-2 no
anel A, corroborado pelos valores publicados por Li e colaboradores (1989) e
Ablat e colaboradores (2017). Acoplamentos entre H-2/H-3 e H-2/H-5 no anel
A também foram observados.

As proximidades entre os anéis A, B e D de (114) foram
observadas pelo acoplamento trans diaxial entre H-5/Hs-6 (J=13,7 Hz) e
acoplamento alilico entre H-5/H-3 (J=1,4 Hz) confirmando a proximidade
entre os anéis A e B. Acoplamento geminal entre Ha-6/Hs-6 (J=14,8 Hz),
acoplamento equatorial-axial entre Ha-6/H-5 (J=2,6 Hz), além de
acoplamento equatorial-equatorial entre Ha-6/H-7 (J=2,6 Hz) e acoplamento
axial-equatorial entre Hg-6/H-7 (J=2,9 Hz). Essas correlagcdes foram
essenciais para demonstrar a proximidade dos anéis A, B e D (lactbnico).

A proximidade entre o anel B e C é representada pelo acoplamento
axial-equatorial entre H-9/H-11 (J=5,2 Hz) e a proximidade entre o anel Be E
(furanico) é representada pelo acoplamento W a longa distancia entre H-9/Ha-
20 (J=1,4 Hz), comuns em sistema biciclicos com constantes de
acoplamentos baixas (*J=1,4 Hz) (PAVIA et al., 2010, pag. 232). O
acoplamento entre H-9/Ha-20 também foi observado por Li e colaboradores
(1989) na estrutura de (114).

O acoplamento entre H-12/H-11 (1H; J=1,1 Hz), equatorial-
equatorial foi observado com sinal fraco, que segundo Li e colaboradores
(1989), o H-11 orientado em a-equatorial forma um angulo diedro com cerca
90° com o hidrogénio H-12 orientado em B-equatorial na estrutura de (114),

ndo se observando acoplamento entre eles.
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Figura 48 — Mapa de contorno (COSY, 500MHz, CD3;OD) de (114)

As correlagdes observadas no experimento de COSY de (114),

esquematizadas na Figura 49, corroboram com os valores publicados por Li

e colaboradores (1989) e Ablat e colaboradores (2017) para a estrutura de

(114) e foram essenciais para elucidacéo da estrutura da bruceina E.
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Figura 49 - Principais correla¢des observadas no mapa de contorno (COSY) de
(114)

No espectro de RMN de 13C (Figura 50 e Figura 51), observou-se
a presenca de 20 sinais, compativeis com a férmula molecular C20H2s09,
conforme relatado para os experimentos com HR-ESI-MS e compativeis com
0 esqueleto Czo (quassolidano).

Os valores dos deslocamentos quimicos de carbonos para (114)
comparados com os valores de (113), identificadas como os quassinoides
bruceina E e bruceina D respectivamente, divergem significativamente
apenas nos C-2 (8¢ 72,6 — carbono carbindlico) e C-4 (8¢ 135,1) carbono
olefinico no anel A de (114).

Os demais valores dos deslocamentos quimicos de carbono
(Tabela 29), corroborados pelo espectro de DEPTQ-135 (ANEXO G) e
mapas de contornos (HSQC — ANEXO H) e (HMBC — ANEXO ) estdo de
acordo com dados publicados na literatura (ABLAT et al., 2017) para o

guassinoide (114).
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Os experimentos de DEPTQ-135 (ANEXO G), HSQC (ANEXO H)
e HMBC (ANEXO 1), foram essenciais para a determinagdo da estrutura de
bruceina E (114). As correlagbes observadas nos experimentos de COSY,
HSQC e HMBC de (114) sdo mostradas na Tabela 28.

Tabela 28 — CorrelagGes de *H e *C observadas nos experimentos de COSY, HSQC
e HMBC de (114)

bruceina E (114)
RMN H (500 MHz) e 3C (125 MHz) em CD;0OD

chH | 3H | 85C | chgy 293, | HSQC (o) HMBC 43,

(ppm) | (ppm)

1| 352 | 812 H-2 H-1/C-1 | C-18; C-5; C-10; C-9; C-2

2 | 398 | 726 |H1H-3H17| H-2C2 C-1;C-3; C-4

3 | 530 | 1237 |H2;H-5 H17| H-3C-3 C-17; C-5; C-1

4 - 135,1 - ; -

5 | 240 | 42,3 |H-3;Ha6He-6| H-5/C-5 C-6; C-10; C-7; C-4
Ha: 2,14 H-5; Hg-6; H-7 Ha-6/C-6 |C-5; C-10; C-7; C-4; C-16

® | her68| 2"t | W5 Ho6 HT| Hebice | O s

7| 505 | 804 | HesHes | H7cT | C¥IIEONCE

8 - 49,4 - ] -

C-18; C-10; C-8; C-15;

9 2,06 45,2 H-11; Ha-20 H-9/C-9 C-20; C-11; C-12; C-7;

C-14; C-1

10 - 43,9 - - -

11 4,57 74,3 H-9; H-12 H-11/C-11 |C-10; C-9; C-8; C-12; C-13

C-19; C-9; C-11; C-14;
C-13

13 - 83,2 - - -

14 - 80,9 - -

12 3,74 79,7 H-11 H-12/C-12

15 512 69.0 ) ) C-13; C-16; C-9; C-12;

c-14

16 -~ [ 1749 i - i

17 | 1,65 | 196 | H-3;H2 | H17/C-17 | C5; C-10; C-2; C-4; C-3

18 | 122 | 107 : Hasicas | CH R TN OO

19 | 140 | 169 i H-19/C-19 | C-11;C-12; C-14; C-13
Ha: 3,80 H-9; H520 | HA20/C20 | C-7.C-14,C-13,C8

20 | Hga60| 693 Hx20 | He20/C-20 | C710:C9: C-8 C-12

C-7; C-14; C-13
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Para os dados de RMN de 'H e '3C comparados com a literatura

(LIU et al., 2009), os valores de &n atribuidos ao H-2, H-7 e H-11, diferem dos

atribuidos aqui, além dos autores ndo apresentarem os valores de H-9, H-15

e H-20. Ja para os dados publicados recentemente por Ablat e colaboradores

(2017), estes, corroboram para a elucidagéo estrutural de (114).

Tabela 29 — Dados de RMN de 'H e *°C de (114) e comparagdes com a literatura

bruceina E (114)

RMN *H (500 MHz) e

13C (125 MHz) em CDsOD

LIU et al., 2009

RMN *H (500 MHz) e 1°C

(125 MHz) em CD;0D

ABLAT et al., 2017
RMN *H (400 MHz) e 13C
(100 MHz) em CDsOD

CH SBC | 8™ (ppm); m; s1C 8 H (ppm); s1C 8 H (ppm);
(ppm) J (Hz) (ppm) m; J (Hz) (ppm) m; J (Hz)
3,52; 1H, d; 3,55; 1H; d; 3,54; 1H; d,
1 81,2 J=7.3 80,7 J=4.0 81,4 J=7.3
AL 4,01; 1H;
2| 726 | 398 1H;m | 719 | 380G oo | gd 27,36
J=7,0e1,0 13
L. 5,31; 1H; d; 5,41; 1H; d;
3 123,7 5,39; 1H; m 125,2 1=2.0 123,8 =13
4 135,1 - 133,6 - 135,3 -
2,40; 1H; dd; 2,24; 1H; d; 2,42; 1H; d;
5| 43 | j137e14 | 48 J=13,0 42,4 =128
Ha: 2,14; 1H; dt; 1,88; 1H; dt; 2,17; 1H;
J=14,8e2,9 J=12,0€e 8,0 dt; J=2,8
6 27,1 |Hg: 1,68; 1H; td; 27,2 A . 27,2
J=14.8; 13,4 e 1’53’_1H’ d; 1,70; 1H; td
J=1,0
2,6
5,05; 1H; t; AL 5,08; 1H; t;
7 80,4 1=2.7 79,3 3,80; 1H; sl 80,6 1=2.7
8 49,4 - 48,9 - 49,6 -
2,06;1H; dd; 2,08; 1H; d;
9 | 452 152614 44,6 *) 45,9 142
10 | 439 - 43,8 - 44,0 -
4,57; 1H; d; 3,38; 1H; dd; 4,60; 1H; d;
) s =27 739 | 3=70e60 | 4 J=a,4
3,74; 1H; d; 3,55; 1H; d; AL
12 79,7 =11 79,6 1=4.0 79,8 3,76; 1H; sl
13 83,2 - 82,8 - 83,4 -
14 80,9 - 81,2 - 81,0 -
15 69,0 512; 1H; s 68,8 *) 69,2 5,15; 1H; s
(continua)
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(continuacéo)

bruceina E (114) LIU et al., 2009 ABLAT et al., 2017
RMN *H (500 MHz) e RMN *H (500 MHz) e *3C [RMN *H (400 MHz) e 13C
13C (125 MHz) em CD;0D (125 MHz) em CD;OD | (100 MHz) em CDsOD

s 1C 8 H (ppm); s 18C 8 H (ppm); SBC | 3H (ppm);

C/H
(ppm) m; J (Hz) (ppm) m; J (Hz) (ppm) | m;J (Hz)
16 174,9 - 173,7 - 175,0 -
1,65; 3H; d Al . a-
17 (CHs)| 19,6 (dd); 3=1,4 20,7 1,56; 3H; s 19,7 1,67; 3H; s

18 (CHs)| 10,7 1,22;3H;s 11,6 1,07; 3H; s 10,8 1,24, 3H; s
19 (CH3)| 16,9 1,40; 3H; s 18,2 1,23;3H;s 17,0 1,43, 3H; s

Ha: 3,80; 1H; " 3,83; 1H, d;

20 69.3 dd; J=7,3e1,7 68.8 ®) 694 J=7,3
69.3 Hg: 4,60; 1H; ! ) ' 4,63; 1H; d;

' d;J=73 J=7,3

(*) valores ndo atribuidos pelos autores.

Bruceina E (114) foi isolada pela primeira vez por Stocklin e
Geissman (1968) do material ndo lipofilico das sementes de Brucea
sumatrana Roxb. N&o ha relatos na literatura do isolamento de (114) no

género Simaba.

6.2.2.3 Identificag&o estrutural de FD2E5

A amostra FD2E5 (178,6 mg), obtida da fracdo diclorometanica do
EBHE, identificada como o quassinoide simalikalactona D (23), apresentou-
se na forma de sélido branco, PF = 226-232 °C, [lit.= 230 °C (CABRAL et al.,
1993)], [a]o?®= + 31,6° [lit.= + 43,2° (MOHER et al., 1992)], solGvel em CHCls
e DMSO, parcialmente solivel em MeOH e insolivel em agua. Quando
analisada em CCDA com irradia¢do UV (A=254 nm) apresentou uma mancha
de coloragéo escura e em UV (A=365 nm) observou-se o desaparecimento
da mancha. As amostras FD2F3B (10,1 mg), FD2F3SE (91,5 mg) e

FD2F4B3P (30,5 mg), apresentaram as mesmas caracteristicas descritas
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acima para FD2E5 e através da comparagdo dos dados de RMN de H,
também foram identificadas como sendo o quassinoide (23).

A analise por espectroscopia no IV de (23) (Figura 52) apresentou
bandas de absor¢do em 3433 cm sugerindo a presenca de hidroxila (vo-+);
bandas em 2970, 2939 e 2877 cm™ relacionadas aos estiramentos (vcsp3-H);
banda em 1743 cmrelacionada ao estiramento (vc=0) de §-lactona; e banda
em 1666 cm™ relacionada ao estiramento (vc=0) de carbonila a,B-insaturada.
Esses valores sdo corroborados por Sama e colaboradores (2014) obtidos

para o quassinoide (23).
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Figura 52 — Espectro de IV (KBR) de (23)

O espectro de massas de alta resolucdo de (23) (Figura 53)
revelou a massa molecular da estrutura através da razdo massa carga (m/z)
da amostra ionizada. A amostra, solubilizada em MeOH, exibiu picos do aduto
[M+Na]* de m/z=501,2100 e [M+H]* de m/z=479,2285. A massa exata
calculada para a CzsHz1O9 exibiu o valor de 478,2203 g/mol e [M+H]*
calculado de m/z=479,2276 com erro de 0,0009 unidades de massa atbmica

(1,88 ppm), considerando que para massas de alta resolugdo, a preciséo
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deve ser inferior a 5 ppm (WANG, 2009). O espectro de massas sugere a
formula molecular Ca2sHz409, corroborando para a identificagdo do

quassinoide simalikalactona D (23).
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Figura 53 — Espectro de massas de (23) por infuséo direta no HR-ESI-MS

Os experimentos de RMN de 'H e 13C uni e bidimensional e
comparagbes com a literatura, em corroboragdo com IV e PF, foram
essenciais para a elucidagdo estrutural do quassinoide simalikalactona D
(23).

O espectro de RMN de 'H (Figura 57 e Figura 58) apresentou 5
sinais de hidrogénios metilicos, com integragdo para 3 hidrogénios cada. Um
sinal de tripleto em &+ 0,94 (J=7,5 Hz; H-4’) e um dupleto em &x 1,17 (J=7,0
Hz; H-5’) foram atribuidos as metilas da cadeia lateral esterificada. Trés sinais
de singletos em &n 1,16 (H-18), ou 1,41 (H-19) e dn 1,93 (H-17) foram
atribuidos as metilas do esqueleto quassolidano. Esses sinais foram
corroborados pelos experimentos de HSQC (ANEXO K) e DEPTQ (Figura
62).

Os sinais dos hidrogénios metilénicos diastereotdpicos foram
observados em C-6 no anel B do esqueleto quassolidano em & 1,78 (1H; m;
Hg-6) e em &n 2,34 (1H; dt; J=14,7 e 2,9 Hz; Ha-6), na posi¢do C-20 do anel
E (furénico) em &n 3,51 (1H; dd; J=7,8 e 1,5 Hz; Ha-20) € em &1 4,59 (1H; s;

170



Hgs-20) e na cadeia lateral esterificada em 61 1,49 (1H; m; Ha-3’) e em 8w 1,72
(1H; m; He-3’) (Figura 58 e Figura 59).

Foram observados ainda no espectro de RMN de H de (23), 10
sinais de hidrogénios metinicos, em &1 2,27 (1H; s; H-9) na juncdo entre os
anéis B e C, em &1 2,42 (1H; sl; H-14) na jungdo entre os anéis C e D
(lactbnico) e em 81 2,44 (1H; m; H-2') na cadeia lateral esterificada (Figura
58). Sinais em &n 2,90 (1H; d; J=12,2 Hz; H-5) na juncéo entre os anéis A e
B; e 4 sinais de singletos, relativos aos hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos, com integragdo para 1 hidrogénio, em 6 4,12 (H-1) no anel A,
em 81 4,64 (H-7) na juncao entre os anéis B e D (lactdnico), em 6+ 4,60 (H-
11) e 8n 3,76 (H-12) no anel C (Figura 59), além de sinais em &n 6,07 (1H;
dd; J=2,7 e 1,4; H-3) do hidrogénio olefinico na por¢éo a,B-insaturada do anel
A e por um singleto largo em &x 6,15 (1H) atribuido ao H-15 (hidrogénio o
carbonila) no anel D (lactdnico) (Figura 60).

No experimento de COSY de (23) (Figura 61) foram observadas
correlagBes de acoplamentos alilicos entre H-1/H-18, H-3/H-5 (J=2,7) e H-
3/H-17 (J=1,4 Hz) no anel A. A proximidade entre o anel A e B foi observada
pelas correlagbes de acoplamento trans diaxial entre H-5/Hg-6 (J=12,2 Hz) e
axial-equatorial entre H-5/Ha-6 (J=2,9 Hz). A proximidade entre o anel B e D
(lactbnico) foi observada pelo acoplamento equatorial-equatorial entre Ha-
6/H-7 (J=2,7 Hz) e acoplamento axial-equatorial entre Hg-6/H-7. No anel B,
foi observado ainda acoplamento geminal entre Ha-6/Hs-6 (14,8 Hz).

Foram observadas ainda no experimento de COSY de (23) as
correlagbes que mostram as proximidades entre os anéis B e C, pelo
acoplamento axial-equatorial entre H-9/H-11 (J=2,3 Hz) e entre os anéis B e
E (fur&nico), pelo acoplamento em W entre H-9/Ha-20 (J=1,5 Hz) comum em
sistemas biciclicos, além dos acoplamentos entre H-11/H-12, acoplamento
em W entre H-12/H-14 no anel C e acoplamento geminal entre Ha-20/Hg-20
(J=7,8 Hz) no anel E (furénico). A proximidade entre o anel C e D (lact6nico)

foi observada pelo acoplamento entre H-14/H-15.
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Na cadeia lateral esterificada em C-15, foram observadas
correlacdes entre H-5/H-2’ (7,0 Hz), entre H-4'/Ha-3' (J=7,5 Hz), entre H-
4’'/Hg-3’ (J=7,5 Hz), entre H-2'/HA-3’, entre H-2'/Hs-3’ e entre Ha-3'/Hg-3’,
acoplamentos caracteristicos de hidrogénios vicinais de cadeia alifatica
(Figura 61).

As correlagdes entre os hidrogénios da estrutura de (23),
observadas no mapa de contorno (COSY) (Figura 61) estdo esquematizadas

na Figura 54.

Figura 54 — Principais correlages observadas no mapa de contorno (COSY) na
estrutura de (23)

O espectro de RMN de *3C de (23) (ANEXO J) revelou a presencga
de 25 sinais de carbonos, compativeis com a formula molecular C2sHz40g,
conforme relatado para os experimentos com HR-ESI-MS, dos quais 20
carbonos pertencem ao esqueleto quassolidano e os outros 5 pertencem a
cadeia lateral esterificada na posicdo C-15, comum para esse tipo de
esqueleto (POLONSKY, 1985; CURCINO VIEIRA; BRAZ-FILHO, 2006).

Foram observados sinais de carbonos metilicos em &c 22,4 (C-17),
8¢ 11,3 (C-18), 6c 22,8 (C-19) no esqueleto quassolidano e em &¢c 11,4 (C-4’)
e &c 16,2 (C-5) na cadeia lateral esterificada. Esses valores foram
corroborados pelo experimento de HSQC (ANEXO K).
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Os carbonos metilénicos apresentaram sinais em dc 28,1 (C-6) no
anel B, ¢ 71,5 (C-20) no anel furénico e &c 26,5 (C-3’) na cadeia lateral. O C-
20 é um carbono oxigenado do anel furanico, que apresenta um
deslocamento maior em relagdo aos outros carbonos metilénicos, devido a
presenc¢a do atomo eletronegativo.

Aos carbonos metinicos foram atribuidos os sinais em 8¢ 81,5 (C-
1), 8c 124,0 (C-3) e ¢ 43,4 (C-5) no anel A, em &¢c 82,9 (C-7) e &c 42,3 (C-9)
no anel B, em &c 74,2 (C-11), 6¢c 79,2 (C-12) e 6c 52,3 (C-14) no anel C, em
8¢ 67,1 (C-15) atribuido ao carbono oxigenado no anel D lactdnico e em &¢
40,8 (C-2’) da cadeia lateral. Os carbonos C-1, C-7, C-11, C-12 e C-15, sdo
oxigenados e apresentaram deslocamentos maiores que os demais, exceto
no C-3 (6c 124,0), que é um carbono olefinico, que apresentou deslocamento
na regido de sistemas aromaticos. O C-14 ndo apresentou oxigenacgdo na
estrutura de (23), diferente do esqueleto quassolidano da bruceina D (113) e
da bruceina E (114) que sao oxigenados nessa posi¢do.

Aos carbonos quaternarios foram atribuidos os sinais em &¢ 197,0
(C-2) atribuido a carbonila o, insaturada e 6c 163,3 (C-4) ao carbono
olefinico B insaturado no anel A. Em 6¢c 45,7 (C-8) e 4c 47,5 (C-10) no anel B
e em &c 80,1 (C-13) no anel C. Em 6¢c 167,5 (C-16) atribuido a carbonila de
8-lactona no anel D, e em &c 175,1 (C-1") atribuido a carbonila de éster da
cadeia lateral alifatica. Os carbonos C-2, C-16 e C-1' sdo carbonos
carbonilicos que apresentaram deslocamentos altos caracteristicos de
cetona e ésteres. O C-4 (B-insaturado), apresentou deslocamento maior que
C-3 (a-insaturado) devido ao efeito da ressonancia com a carbonila em C-2,
causando um efeito desprotetor em C-4. O C-13, carbono oxigenado,
apresentou deslocamento maior que C-8 e C-10 que séo tetrasubstituidos por
ligagdes C-C.

O experimento de RMN de 3C (DEPTQ-135) (Figura 62 e Figura
63) confirmou a presencga de carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e

quaternarios citados anteriormente. Em fase positiva, 5 carbonos metilicos e
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10 carbonos metinicos. Em fase negativa os carbonos metilénicos em C-6,
C-20 e C-3’ e 7 carbonos quaternarios.

O experimento de HSQC (ANEXO K), levou a identificacdo das
correlagdes a Juc (Tabela 30) corroborando para a elucidagdo estrutural de
(23).

Nas expansfes do experimento de HMBC de (23) (Figura 55)
foram observadas correla¢des dos hidrogénios metilicos em &n 1,93 (H-17),
81 1,16 (H-18) e 81 1,41 (H-19) essenciais para definicdo das posi¢des das
metilas no esqueleto quassolidano e dos hidrogénios metilicos em 61 0,94 (H-
4’) e 8n 1,17 (H-5) importantes para definicdo das metilas da cadeia lateral.
Correlagdes entre H-17/C-4 definiu a posicdo da metila no anel A e
correlagdes entre H-17/C-3, H-17/C-5, H-18/C-1 e H-18/C-9 mostraram a
proximidade entre os anéis A e B, além da correlagdo entre H-18/C-10 que
definiu a posicdo da metila na juncdo entre o anel A e B. A correlagéo entre
H-19/C-13 definiu a posi¢do da metila no anel C, além das correlacdes entre
H-19/C-12 e H-19/C-14 que mostraram a proximidade entre os anéis C e D
(lactdnico). As correlagbes entre H-4’/C-3’, H-4'/C-2’, H-5'/C-1’ e H-5/C-2’
mostraram a presenca da cadeia lateral proxima a carbonila em C-1' (dc
175,1) e entre e H-2’/C-15 mostrou que a cadeia lateral s6 poderia estar ligada
na posi¢cdo C-15 do esqueleto quassolidano de (23). Foram observadas
ainda, correlacgdes entre H-9/C-11 que mostrou a proximidade entre os anéis
B e C, correlagéo entre H-9/C-20 que mostrou a proximidade entre os anéis
B e E (furanico) e a correlacédo entre H-7/C-20, mostrou a proximidade dos

anéis B e D (lacténico) com o anel e E (furanico).

174



A A A
[ 35 26.5,1.17 H-5'C-3'
:W H-5'/C-2'
43.36, 1.93 E c 40.83, 1.17
= (=3 [
—— E e
H-17/C-5 F 25 R 523141
L e E 48
E 4753,1.16 FoE
E H-18/C-10 S
£ 50 ;56
TP E
200 195 19 18 B
E 64 - -
o i H-19/C-13
A E | 80.13, 1.41
3 E72 7]
123.99, 1.93 E =|H-18/C-1 3
E 120 W
H-17/C-3 45 8148, 1.16 3 1450 1.425 1.400 1.375
E R REEE S ppm
E140 E 120 115 110 o
E a ppm E
E 150 AN E
163.33, 1.93 E E ] E20
] E160 E 170 26.5, 0.94 E
] 3 - P || o DB
H-17/C-4 o E ] H-4'/C-3 E
ERLAR=aa e e aaas E 150 E
E E 30
ppm ] £ 160 E
AN 1 17511,1.17  F E 3
E E 170 40.83,094 £
1 2 ] H-a/C-2 £
H-5/C-1' F180 g A2
175.11, 2.44 ST £
— E Esen E5
H-2/C-1 E E 200 E
E — T T RRARREANENRRE RN RARR SRR
F o 1175 1150 1125
E ppm ppm
\H\\\\\\‘\\\\\H\\‘\\\\\: f/—\ k
2.45 2.40 E
ppm E
E 66
H-9/C-20 E
71.51, 2.27 £ 68
AN E
£ 7151,464 £ 70
a E
H-2'/C-15 S
67.13, 2.44 £ H-7/C-20 E 72
g E
o E
74.18,2.27 E
H-9/C-11 F74
— T < — T T T 1 ‘Huwu“mwu‘mmm‘mwm‘z 6
2.450 2.425 229 228 227 226 225 464 4.63 4.62
ppm ppm ppm

ppm

ppm

Figura 55 — Expansdes das principais correlages observadas no espectro de HMBC

de (23)
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As principais correla¢des observadas no experimento de HMBC de

(23) (ANEXO L) sdo esquematizadas na Figura 56 e mostradas na Tabela

30.

Figura 56 — Principais correlagbes observadas no mapa de contorno (HMBC) de (23)

Tabela 30 — CorrelagGes de 'H e *C observadas nos experimentos de COSY, HSQC
e HMBC de (23)

simalikalactona D (23)
RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCl;

ch| BH § °C COSY 234 | HSQC e HMBC 43¢
(ppm) (ppm)
C-18; C-9; C-5;
1 412 81,5 H-18 H-1/C-1 C10 O3 Cp
2 - 197,0 - - -
3 6,07 124,0 H-5; H-17 H-3/C-3 C-17,C5,C1
4 - 163,33 - - -
H-3; Ha-6; C-18; C-6; C-10;
5 2,90 434 Hg-6; H-17 H5C5 | cic7.c3.ca
Ha 2,34 He-6; H-5, H-7 | Ha-6/C-6 C-8,C-10,C-7
® Iheae | B | HesHsHT | Hesics | CHTIOCT
. C-9; C-5; C-§;
7 4,64 82,9 Ha-6; He-6 H-7/C-7 14 020
- 45,7 : - -
. C-18; C-5; C-8;
227 423 H-11; Ha-20 HOICO |10 O o1t G-t
10 - 475 - : -
] C-9; C-8; C-14;
11 | 4,60 74.2 H-9; H-12 H-11/C-11 19 13
C-19; C-9; C-14;
12 | 376 79.2 H-11/H-14 | H-12/C-12 o1t s
(continua)
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(continuacgéo)

simalikalactona D (23)

RMN H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCls

5H

513C

CIH COSY 23 HSQC 1 HMBC 24
(ppm) | (ppm) " QC Jre e
13 - 80,1 - - -
C-9; C-8; C-19;
14 2,42 52,3 H-15/H-12 H-14/C-14 | C-15; C-7; C-13;
C-1
15 6.14 67.1 H-14 H-15/C-15 -
16 - 167,5 - - -
17 1,93 224 H-3/H-5 H-17/C-17 | C-5,C3,C4
18 1,16 11,3 H-1 H-1sc18 | ©9 CC51 c10;
C-14; C-13;
19 1,41 22,8 - H-19/C-19 e
Ha 3,51 He-20;H-9 | Ha20ic20 | 9 C8CT
20 715 c-13
Ha: 4,59 Ha-20 He-20/c20 | C9 8 C14
c-13
T - 1751 - - -
, . , o C-4’; C-5'; C-3;
2 2,44 40,8 Ha-3’; Hg-3 H-2'/C-2 C-15; C-1’
Ha 1,49 Hed' H2; H4' | Hygic-s | O C8iC2
3 26,5 e
Hel,72 Hedi H2 He | Hedicy | O 3102
4 0,94 114 Ha3: He3 H-4'/C-4 C3.C2
5 1,17 16,2 H-2 H-5/C5 | C3,C1,C2
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Os dados de RMN de 'H e 33C publicados por Cabral e
colaboradores (1993) e Apers e colaboradores (2002) para a estrutura de (23)
e aqui comparados (Tabela 31), reforcam a defini¢cdo do isolado na amostra
FD2ES como sendo o quassinoide simalikalactona D (23).

Os valores dos deslocamentos quimicos de 3C dos carbonos
metilicos em C-18, C-19, e C-5’ e dos carbonos carbindlicos em C-11 e C-12
estdo invertidos no trabalho de Cabral de colaboradores (1993), sendo
confirmados aqui e pela correlagdo (HSQC) (ANEXO K) de H-18 (6 1,16)
com C-18 (8¢ 11,3), de H-19 (81 1,41) com C-19 (8¢ 22,8) e de H-5" (61 1,17)
com C-5’ (3¢ 16,2)

Os deslocamentos de quimicos '3C dos carbonos quaternarios em
C-8 (8¢ 47,5) e C-10 (3¢ 45,7) também estéo invertidos no trabalho de Cabral
de colaboradores (1993), podendo ser facilmente confirmado pela correlagéo
(HMBC) a 2Juc de H-1/C-10 (8w 4,12/8¢c 47,5) e de H-7/C-8 (81 4,64/3c 45,7)
(ANEXO L).

Para os dados de RMN publicados por Apers e colaboradores
(2002), os valores sao semelhantes aos mostrados aqui, corroborando assim
para definicdo da estrutura do quassinoide simalikalactona D (23).

Simalikalactona D (23) foi isolado pela primeira vez por Tresca e
colaboradores (1971) apud (ARISAWA et al.,, 1985) da raiz de Quassia
africana (sin. Simaba africana) (Simaroubaceae) e sua estrutura elucidada a
partir de espectroscopia de RMN e espectrometria de massas. No género
Simaba, diversos autores relatam a presenca de (23), conforme mostrado na
Tabela 1, (pag. 38).
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Tabela 31 — Dados de RMN de 'H e *C de (23) e comparag&o com a literatura

simalikalactona D (23)
RMN H (500 MHz) e
13C (125 MHz) em CDCly)

CABRAL et al., 1993
RMN H (300 MHz) e
13C (75 MHz) em CDCl;

APERS et al, 2002
RMN *H (400 MHz) e
13C (100 MHz) em CDCl;

cH | 3 18C 8 H (ppm); SBC | 8™ (ppm); 3BC | & 1H (ppm);
(ppm) m; J (Hz) (ppm) m; J (Hz) (ppm) m; J (Hz)
1 81,5 4,12; 1H; s 81,7 4,16; 1H, s 81,5 4,21; sl
2 197,0 - 197,2 - 1974 -
6,07; 1H; dd; . .
3 124,0 J=27e14 124,2 6,10; 1H, m 124,0 6,09; m
4 163,3 - 163,5 - 163,6 -
2,90; 1H; d; 2,94; 1H, L
5 43,4 1=12,2 43,5 dl, 1=12,0 43,3 |(2,95;d; J=12,4
Ha: 2,34; 1H;
6 28.1 dt; J=e124,77; 2,9 28.3 2,31; 1H; m 28.0 2,36; dl
Hg: 1,78; 1H; m 1,81; 1H; m 1,85 m
. 4,67; 1H; dd; .
7 82,9 4,64; 1H; sl 83,1 1=27e27 83,0 4,69; sl
45,7 - 47,7 () - 45,7 -
423 | PPTG | 4p5 | 2311Hm | 421 2,34
10 475 - 459 (3 - 47,6 -
11 | 742 | 460:1H:s | 794 () 3'77;(%"“ sl 741 463: m
12 | 792 | s7samsl | 7440) | YT 789 | a7ers
13 80,1 - 80,4 - 80,3
14 52,3 2,42; 1H; sl 52,4 2,37; 1H; m 52,2 2,40; dl
C1d ol 6,16; 1H; .
15 67,1 6,14; 1H; sl; 67,3 dl: J=12,0 67,3 6,20; dl
16 167,5 - 167,7 - 167,7 -
17 22,4 1,93; 3H; s 22,6 1,96; 3H, s 22,5 1,96; sl
18 11,3 1,16; 3H; s 22,9 () 1,18; 3H; s 11,2 1,17; sl
19 22,8 1,41; 3H; s 16,6 (°) | 1,43;3H;s 22,8 1,42;s
Ha: 3,51; 1H; A 3,52; d;
20 | 715 |dd;J=78e15| 71,7 | WM 415 J=15
Hg: 4,59; 1H; s 4,62; 1H; m 4,58, m
1’ 175,1 - 175,4 - 175,3 -
2 40,8 2,44; 1H; m 41,1 2,47, 1H; m 40,8 2,45 m
, Ha:1,49; 1H; m 1,50; 1H; m 1,53; m
3 26,5 Hg:1,72; 1H; m 26,5 1,74; 1H; m 26,5 1,74; m
, 0,94; 3H; t; 0,95; 3H; t; e
4 11,4 175 11,6 175 11,4 | 096;t;J=74
) 1,17; 3H; d; b 1,22; 3H; d; o
5 16,2 1=7.0 11,4 (®) 1=7.0 16,2 1,18; d; J=7,0

(¥ valores invertidos, confirmados por HMBC;
(®) valores invertidos, confirmados por HSQC.
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6.2.2.4 Identificag&o estrutural de FAC4E2

A amostra FAC4E2 (24,9 mg), obtida da fracdo acetato de etila do
EBHE, identificada como o quassinoide orinocinolida (37), apresentou-se
como precipitado branco, soltivel em MeOH e CHCls, PF = 219-221°C, [o]o%3=
+ 63,4° [lit= + 44,6° (Muhammad et al., 2004)]. Analisada em CCDA
apresentou auséncia de fluorescéncia quando revelada em UV (A=254 e 365
nm). Na presenca de reagente AS apresentou uma mancha de coloragdo
verde no visivel e no UV (A=365 nm).

A andlise por espectroscopia no IV de (37) (Figura 64) apresentou
bandas de absorgdo em 3425 e 3255 cm sugerindo a presenca de hidroxila
(vo-H) e entre 1095 e 1033 cm™ relacionadas ao estiramento (vc.o) de alcool;
bandas em 2970, 2939 e 2870 cm™ relacionadas aos estiramentos (vcsp3-H);
banda em 1743 cm relacionada ao estiramento (vc=0) de §-lactona; banda
em 1658 cm! relacionada ao estiramento (vc=c) e bandas em 1180 e 1157
relacionadas ao estiramento (vc-o). Os valores das bandas de absorc¢éo no IV
publicados por Muhammad e colaboradores (2004) para o quassinoide (37),

corroboram com a elucidagéo estrutural de orinocinolida (37).
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Figura 64 — Espectro de IV (KBr) de (37)
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A estrutura do quassinoide orinocinolida (37) difere
significativamente da estrutura de simalikalactona D (23) apenas na posi¢do
C-2, uma carbonila em (23) e um grupo hidroxi em (37), no anel A do

esqueleto quassolidano e na configuracéo do grupo hidroxi em C-12.

16,2
117=

40,822,44 1.4
1751 26, 0,94
1,49 1,72
0]
OH
78,613,56-359 22,3
1,40 155

@37)

O espectro de RMN de 'H (Figura 65 a Figura 68) revelou a
presenca de 5 hidrogénios metilicos, com integragdo para 3 hidrogénios. O
sinal de singleto com aspecto de dupleto em &n 1,67 foi atribuido ao H-17, os
sinais de singletos em &n 1,26 e 6+ 1,40 foram atribuidos ao H-18 e H-19,

respectivamente, no esqueleto quassolidano. Um sinal de tripleto em 81 1,00
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(J=7,5 Hz; H-4’) e um sinal de dupleto em 61 1,20 (J=7,0 Hz; H-5") foram
atribuidos aos hidrogénios metilicos da cadeia lateral esterificada em C-15.

Aos hidrogénios metilénicos diastereotépicos em H-6 no anel B,
foram atribuidos os sinais de dupleto de tripletos em 81 2,14 (1H; J=14,9 e
2,7 Hz; Ha-6) e tripleto de dupletos em 8n 1,81 (1H; J=14,9 e 2,7 Hz; Hs-6).
Aos hidrogénios diastereotdépicos em H-20 no anel E (furanico), foram
atribuidos os sinais de multipleto em 81 3,56-3,59 (1H; Ha-20) e de dupleto
em 8u 4,71 (1H; J=7,6 Hz; He-20). Aos hidrogénios diastereotépicos em H-3’
da cadeia lateral em C-15, foram atribuidos sinais de multipletos em 61 1,55
(1H; Ha-3’) e em 81 1,74 (1H; He-3’).

Foram observados sinais sobrepostos para os hidrogénios
metinicos em H-5, H-14 e H-2’ representados no espectro por um multipleto
(6w 2,43-2,50) com integracdo para 3 hidrogénios. O mesmo acontece com
os hidrogénios metinicos em H-1 e H-12 e pelo hidrogénio diastereotopico em
Ha-20, também representado por um multipleto (61 3,56-3,59; 3H). Foram
atribuidos aos demais hidrogénios metinicos de (37) os sinais em 844,01 (1H;
m; H-2) e 6n 5,42 (1H; m; H-3) no anel A, em &n 4,74 (1H; t; J=2,6 Hz; H-7) e
81 2,11 (1H; d; J=5,0 Hz; H-9) no anel B, em 6n 4,69 (1H; dd; J=5,0 e 0,6 Hz;
H-11) no anel C, e em 81 6,20 (1H; sl; H-15) no anel D lacténico.

O espectro de RMN de 13C de (37) (Figura 69 e Figura 70) revelou
a presenca de 25 sinais de carbonos, sendo 20 atribuidos aos carbonos do
esqueleto quassolidano e 5 sinais atribuidos aos carbonos da cadeia lateral
esterificada em C-15. Corroborado com o espectro de RMN de 'H (Figura
65), foram observados 3 sinais de carbonos metilicos em &c 19,7 (C-17), &c
10,8 (C-18) e 6c 22,3 (C-19) do esqueleto quassolidano, e 2 sinais em 8¢ 10,5
(C-4’) e 8¢ 15,5 (C-5) atribuidos aos carbonos da cadeia lateral esterificada.

Foram observados ainda, 3 sinais de carbonos metilénicos em 8¢
27,7 (C-6) no anel B; em &c 72,0 (C-20) no anel E (furénico) e em &c 26,5 (C-
3’) na cadeia lateral. O C-20 apresenta deslocamento maior que os demais

por estar ligado ao atomo eletronegativo de oxigénio do anel E (furanico).
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Os sinais de carbonos metinicos foram observados em 8¢ 81,4 (C-
1), 8¢ 72,7 (C-2), 8¢ 74,7 (C-11) e 6¢ 78,6 (C-12) todos carbonos carbindlicos.
O sinal em 8¢ 124,0 foi atribuido carbono olefinico em C-3. Os sinais em &c
84,7 (C-7) e 3c 67,8 (C-15) foram atribuidos aos carbonos oxigenados da
funcéo éster. Os sinais em &c 42,8 (C-5), 6c 42,4 (C-9), 6c 51,8 (C-14) e &c
41,0 (C-2’) foram atribuidos aos carbonos ndo oxigenados e néo olefinicos,
compativeis com o0 esqueleto quassolidano (CURCINO VIEIRA; BRAZ-
FILHO, 2006) e com a estrutura proposta por Muhammad e colaboradores
(2004) para o quassinoide (37).

Aos carbonos quaternarios foram atribuidos os sinais em &c 135,5
(C-4) de carbono olefinico da porgéo a,B-insaturada do anel A; em 8¢ 43,7 (C-
8) e 8c 46,1 (C-10) no anel B; em 8¢ 80,3 (C-13) de carbono oxigenado do
anel E (furdnico); em 8c 168,8 (C-16) da carbonila de lactona do anel D; e em

8¢ 175,4 (C-1’) da carbonila de éster da cadeia lateral em C-15.
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Todos os valores de deslocamentos quimicos de 'H e 13C de (37)
sdo compativeis com a estrutura do quassinoide simalikalactona D (23) ja
relatado aqui anteriormente na amostra FD2E5, exceto nos deslocamentos
dos carbonos C-2 (8¢ 72,7) e C-4 (8¢ 135,1), e dos hidrogénios H-2 (3n 4,01),
ausente em (23) e H-3 (6n 5,42). O valor menor observado em H-3 para (37),
¢ atribuido ao efeito protetor na posicéo a, exercido pela presenga do grupo
hidroxi em C-2, enguanto que em (23) a posi¢éo C-2 é ocupada por carbonila.

A carbonila em C-2 em (23) exerce um efeito desprotetor no H-3
(81 6,07) e no carbono B insaturado em C-4 (¢ 163,3), enquanto que em (37)
esse efeito é diminuido pela substituicdo da carbonila em C-2 pelo grupo
hidroxi, levando a diminuig&o dos valores de H-3 (61 5,42) e C-4 (8¢ 135,1).

A auséncia da carbonila em C-2 na estrutura de (37) foi confirmada
pelo valor do deslocamento quimico em &c 72,7 — caracteristico de carbono
oxigenado, enquanto que em (23), foi atribuido o valor de 8¢ 197,0, tipico de
carbonila de cetona.

Os experimentos de RMN de !'H e 3C bidimensionais s&o
necessarios para elucidagdo completa da estrutura, tendo em vista que em
(23) a hidroxila na posi¢édo C-12 esta orientada em o (120-OH) e na estrutura
de (37) proposta por Muhammad e colaboradores (2004), essa hidroxila esta
orientada em B (12B-OH). A orientagdo da hidroxila em 12-OH pode ser
confirmada na estrutura da amostra FAC4E2 proposta para (37) com o
experimento bidimensional de RMN de H (NOESY).

Os dados de RMN de 'H e 3C de (37) foram comparados com os
dados da literatura (MUHAMMAD et al., 2004) para o quassinoide

orinocinolida (Tabela 32).
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Tabela 32 — Dados de RMN de 'H e *C de (37) e comparag&o com a literatura

orinocinolida (37) MUHAMMAD et al, 2004
RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em RMN *H (400 MHz) e **C (100 MHz)
MeOD em CDCl;

C/H |5*C (ppm)| &'H (ppm); m; J (Hz) | &™C (ppm) | & 1H (ppm); m; J (H2)
1 81,4 3,56-3,59; 1H; m () 81,5 3,72; 1H; d; J=7,0
2 72,7 4,01; 1H; m 73,1 4,11; 1H; sl
3 124,0 5,42; 1H; m 123,6 5,40; 1H; sl
4 135,1 - 1354 -

5 42,8 2,43-2,50; 1H; m (°) 43,0 2,43; 1H; m
Ha: 2,14; 1H; dt; *
6 27.7 J=149e27 28,3
Hg: 1,81; 1H; td; 166: 1H: m
J=149e2,7 T '
7 84,7 4,74; 1H; t; J=2,6 84,3 4,57; 1H; sl
8 43,7 - 44,1 -
9 42,4 2,11; 1H; dl; J=5,0 42,2 2,20; 1H; s
10 46,1 - 46,5 -
4,69; 1H; dd; L.

11 74,7 J=5.0 € 0.6 74,7 4,70; 1H; sl
12 78,6 3,56-3,59; 1H; m (& 78,9 3,66; 1H; sl
13 80,3 - 80,9 -

14 51,8 2,43-2,50; 1H; m () 52,6 2,32; 1H; d; J=13,0
15 67,8 6,20; 1H; sl; 67,9 6,20; 1H; sl
16 168,8 - 167,7 -

17 19,7 1,67; 3H; sl 21,1 1,61; 1H; s
18 10,8 1,26; 3H; s 12,0 1,20; 3H; s
19 22,3 1,40; 3H; s 23,4 1,39; 1H; s
20 72,0 Ha: 3,56-3,59; 1H; m 72,7 Ha: 3,52; 1H; d; J=7,5

)
Hg: 4,71; 1H; d; J=7,6 Hg. 4,64; 1H; d; J=7,5
1’ 1754 - 175,7 -

2 41,0 2,43-2,50; 1H; m (®) 41,3 2,45; m

3 26,5 Ha: 1,55; 1H; m 27,0 1,51; 1H; m
Hg.1,74; 1H; m 1,75; 1H; m

4 10,5 1,00; 3H; t; J=7,5 11,9 0,96; 3H; t; J=7,5

5 15,5 1,20; 3H; d; J=7,0 16,7 1,18; 1H; d; J=7,0

(*) valor ndo atribuido por Muhammad et al., 2004.
® (°) sinais sobrepostos

O quassinoide orinocinolida (37) foi isolado pela primeira vez por
Muhammad e colaboradores (2004) da casca da raiz de Simaba orinocensis.
Esta é a segunda vez que (37) foi isolado em espécies vegetais, e somente
no género Simaba.

198



6.3 Inibicao da formacgéo de AGEs

Foram avaliados os efeitos inibitérios na formagdo de AGEs dos
extratos brutos, fragdes e isolados das raizes de Simaba trichilioides nos
periodos de 10, 20 e 30 dias de incubacéo.

Para avaliar a formacdo de AGEs foi utilizado o branco apenas
com BSA e o efeito da glicagdo com BSA + Glicose (controle negativo). O
efeito antiglicagdo (controle positivo) foi realizado com BSA + Glicose + AG
(2 mM). A formacéo de AGEs foi monitorada nos periodos acima, através da
medida de fluorescéncia. O aumento da intensidade representa a formacgdo
de AGEs e a diminuicéo representa a inibicdo da formacgdo de AGEs.

Na Figura 71, observou-se que com o aumento do periodo de
incubagédo, houve um aumento significativo da intensidade da fluorescéncia
pelo efeito da glicacdo BSA + glicose (controle negativo) e a diminui¢éo
significativa da fluorescéncia em cada periodo, na presenca de AG (controle
positivo) como mecanismo antiglicagéo.

O EBH néo foi efetivo em nenhuma das concentra¢des avaliadas
e em nenhum dos periodos de incubacdo, quando comparado a AG. No
entanto, houve uma pequena inibicdo da formagdo de AGEs quando
comparado ao controle positivo, na dose de 500 pg/mL com 10 dias de
incubacdo e nas doses de 500 e 250 pg/mL com 20 dias (sendo o efeito
dependente da dose). Com 30 dias de incubagdo, também houve pequena
inibicdo apenas na dose de 500 pg/mL comparadas ao controle positivo.

O EBHE foi efetivo nas avaliacbes aos 10, 20 e 30 dias de
incubacao em todas as concentragfes, exceto com 20 dias de incubagéo na
concentracdo de 62,5 pg/mL. A concentragdo mais efetiva foi de 500 pg/mL
no periodo de 10 dias de incubagéo, sendo os valores comparados a AG. Os
efeitos das concentragdes diferem significativamente entre si, exibindo um
efeito dependente da dose, exceto no periodo de 30 dias, nas concentragdes
de 250 e 500 ug/mL, onde nédo ha diferencga significativa nas doses.

A FA foi efetiva em todas as concentragfes e em todos os periodos

de incubagdo. Todas as concentracfes diferem entre si e apresentam um
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efeito dependente da dose, sendo as mais efetivas, as concentragdes de 500
e 250 pg/mL. Os efeitos da inibicdo da formagdo de AGEs na dose de 500
ug/mL sdo comparados aos da AG em todos os periodos de incubagao.

A FM também foi efetiva em todas as concentracdes e em todos
os periodos de incubacédo. Com 10 e 20 dias, a concentragéo de 500 ug/mL
foi tdo efetiva na inibicdo da formacéo de AGEs quanto a AG, e aos 30 dias
foi mais efetiva que AG. Com 10 dias de incubag&o houve um aumento da
inibicdo conforme aumentou-se a concentragdo, apresentando um efeito
dependente da dose. Com 20 e 30 dias as concentracdes de 125 e 62,5
ug/mL ndo apresentaram diferencas significativas entre si, sendo o efeito
independente da dose.

A FD foi avaliada, porém apresentou leituras insatisfatorias, ndo
sendo possivel relacionar as leituras com a atividade de inibicdo da formacéo
de AGEs.

Extrato bruto hexanico Extrato bruto hidroetanélico
= =
H [ BSA 2 [ BsA
% B BSA+Gli '.2 B BSA+G
s_ 09 AG 1mM 5 _ 3 AG 1mM
%3 B s0pgml 54 B 500 pgimL
83 EF)
= 0 250l g B 250 pgimL
3 3 125 pgimL lz': =1 125 pgimL
H [ 62,5 pg/mL § [ 62,5 pg/mL
£ E
K] -
2 O BsA § [ BsA
% Bl BSA+Gli E B BSA+Gli
s _ E9 AGImM  § =1 AG1 mM
= B 500ugml g B 500 pgimL
° 2 © 32
e B3 250pgiml & < B 250 pgimL.
.‘é 2 125 pgimL '!: = 125 gimL.
H O e25ugml  § [ 625 pgimL.
E E

Dias Dias

Figura 71 — Efeito dos extratos brutos e fragdes como agentes antiglicacao

Legenda: BSA — Albumina bovina sérica; Gli — glicose; AG — aminoguanidina; U.A. —
unidade arbitraria; os valores sdo expressos como médias DP (n=3) de trés
experimentos independentes. Letras diferentes apresentam diferencgas significativas
(p<0,05).
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Nos estagios iniciais da glicacédo as bases de Schiff (instaveis)
séo formadas e transformadas em produtos estaveis. Uma dessas bases,
a frutosamina, é usada como um indicador para controle de curto prazo
de aclcar no sangue de pacientes diabéticos (SHIELD et al., 1994;
ARDESTANI; YAZDANPARAST, 2007).

Nesse contexto, foram realizadas medidas para avaliar a
inibico da formacdo desse intermediario na glicacdo, utilizando os
extratos brutos e fracGes das raizes de Simaba trichilioides. As medidas
foram avaliadas pela diferenca da absorcdo total de BSA+Glicose
(controle negativo) e BSA+Glicose+AG (controle positivo), e a utilizacéo
dos extratos, fragdes e isolados em relagdo ao controle negativo.

A Figura 72 mostrou que na presenca do EBH na
concentragdo de 250 pg/mL houve uma inibicéo significativa na formacéo
de frutosamina a niveis comparados aos da AG. Em outras concentracdes
ndo houve inibicdo, mostrando que os efeitos do EBH s&o independentes
da dose.

O EBHE foi efetivo na inibi¢cdo da formacéo de frutosamina nas
concentragfes de 500, 250 e 125 pug/mL e ndo efetiva ha concentragao
de 62,5 pug/mL. Isso mostra que os efeitos sdo dependentes da dose,
sendo que a 500 e 250 pg/mL foram mais efetivas que o0s niveis
comparados a AG, e 125 ug/mL foi tdo efetiva quanto AG.

A FA mostrou-se efetivas nas concentragbes de 250, 125 e
62,5 pg/mL e ndo efetiva na concentragdo de 500 pg/mL, mostrando-se
um leve efeito dependente da dose. As concentragbes de 125 e 62,5
mg/mL foram tdo efetivas quanto a AG, e na concentrac¢édo de 250 mg/mL
foi mais efetiva que a AG.

A FM mostrou-se efetiva em todas as concentra¢des, no
entanto n&o diferem significativamente entre si nas doses de 500 e 250
mg/mL e nas doses de 125 e 62,5 mg/mL, sendo as maiores doses mais

efetivas que a AG, e as doses menores téo efetivas quanto a AG.
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Figura 72 — Efeito dos extratos brutos e fragdes como agentes inibidores da
formacao de frutosamina

Legenda: BSA — Albumina bovina sérica; Gli — glicose; AG — aminoguanidina; os
valores sao expressos como médias DP (n=3) de trés experimentos
independentes. Letras diferentes apresentam diferencas significativas (p<0,05).

Os efeitos antiglicacdo dos isolados simalikalactona (23) e
bruceina D (113) foram avaliados nas concentracdes de 125; 250 e 500
puM e os resultados sédo mostrados na Figura 73.

O quassinoide simalikalactona D (23) ndo demonstrou inibi¢cdo
em nenhuma concentragdo aos 10 dias de incubacao. Aos 20 dias de
incubacgédo apenas fraca inibicdo nas concentracdes de 250 e 125 uM e
aos 30 dias, demonstrou fraca inibicdo em todas as concentra¢des, sendo
mais efetiva na concentragéo de 250 pM.

O quassinoide bruceina D (113) demonstrou fraca inibicdo da

formacéo de AGEs apenas na concentragdo de 500 uM com 20 dias de
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incubacdo, ndo demonstrando atividade inibitéria nas outras

concentragdes e em nenhum outro periodo.

E O BsA g I BsA

: . BSA+ Gl g B BSA+ Gl
é . SIAGtmM 8 EJ AG1mM
83 msoM 83 500 M
E B 250 M g B 250 M
é A = 125uM
E E

Figura 73 — Efeito dos isolados (23) e (113) como agentes antiglicagao

Legenda: BSA — Albumina bovina sérica; Gli — glicose; AG —aminoguanidina; U.A.
— unidade arbitraria; os valores sdo expressos como médias DP (n=3) de trés
experimentos independentes. Letras diferentes apresentam diferencas
significativas (p<0,05).

Nenhuma das substancias isoladas tiveram valores
significativos de inibicdo da formagcédo de AGEs, comparados ao padréo
AG, apesar dos isolados bruceina D (113) e bruceina E (114), também
isolados das sementes Brucea javanica (Simaroubaceae), terem
reduzidos os niveis de glicose no sangue em ratos normoglicémicos e
diabéticos induzidos por streptozotocina, em niveis comparados a droga
glibenclamida (NOORSHAHIDA et al., 2009).

A formagédo de frutosamina também foi avaliada na presenca
das substancias isoladas (23) e (113) nas concentragdes de 125; 250 e
500 uM e os resultados sdo mostrados na Figura 74.

O quassinoide simalikalactona (23) inibiu fortemente a
formagéo de frutosamina, na concentracdo de 125 uM a niveis melhores
que o padréo AG. As concentragdes de 250 e 500 uM, ndo demonstraram
efeitos significativos.

O quassinoide bruceina D (113) também inibiu fortemente a

formagé&o de frutosamina em todas as concentracdes, sendo mais efetiva
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gue o padrao AG. Exibiu um efeito dependente da dose, sendo 500 uM a
dose mais efetiva.

23) (113)
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Figura 74 — Efeito dos isolados (23) e (113) como agentes inibidores da
formacao de frutosamina.

Legenda: BSA — Albumina bovina sérica; Gli — glicose; AG — aminoguanidina; os
valores sdo expressos como médias DP (n=3) de trés experimentos
independentes. Letras diferentes apresentam diferencas significativas (p<0,05).

Diversos autores observaram efeitos antiglicacdo e inibidores
da formagéo de frutosamina a partir de extratos obtidos de plantas, com
efeitos comparados ou melhores que o padrdo AG. Os autores sugerem
que alguns frutos dessas espécies podem ser utilizados como alimento
funcional no tratamento do diabetes e complicacdes relacionadas, bem
como na prevencao da formacdo de EROs (JARIYAPAMORNKOON et
al., 2013; CHOWDHURY et al., 2014; SIDDIQUI et al., 2016; HSIA et al.,
2016; AGAWANE et al., 2018).

Os estudos aqui apresentados para os extratos, fracdes e
isolados de Simaba trichilioides corroboram com estudos nesse sentido,
que utilizam plantas para avaliagdo do potencial antiglicacdo e as
relacionam com a prevencdo ou tratamento das complicagbes do
diabetes. A concentragcdo maxima utilizada neste trabalho foi de 500
ug/mL para extratos e fracdes e de 500 uM para os isolados, sendo

observado tanto a inibicdo da formacdo de AGEs quanto a inibicdo da
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formacé&o de frutosamina, um intermediario em todo processo de glicacéo
de proteinas.

N&o hé relatos na literatura de trabalhos envolvendo espécies
da familia Simaroubaceae como agentes antiglicacdo, tampouco com

quassinoides, sendo o primeiro estudo nesse sentido.
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7 CONCLUSAO

Foram isoladas 7 substancias a partir do fracionamento
cromatografico do EBHE das raizes de Simaba trichilioides
(Simaroubaceae), sendo 3 alcaloides cantinbnicos e 4 quassinoides,
identificados a partir de técnicas espectroscopicas e espectrométricas,
sendo o primeiro estudo quimico relacionado a essa espécie.

Os alcaloides 5-metoxicantin-6-ona (70) e 4-metoxicantin-6-
ona (83) e os quassinoides simalikalactona D (23) e orinocinolida (37) ja
foram relatados no género Simaba sendo importantes marcadores
quimiotaxondmicos para o género.

O alcaloide 11-hidroxicantin-6-ona (112) e os quassinoides
bruceina D (113) e bruceina E (114) foram isolados pela primeira vez no
género Simaba, sendo importantes marcadores quimiotaxondmicos para
a espécie Simaba trichilioides.

Outros alcaloides foram observados durante esse estudo,
porém de dificil isolamento e identificagdo. A presenca majoritaria de
quassinoides e de alcaloides cantinbnicos nesta espécie estdo de acordo
com relatado na literatura para a familia e para o género.

Na atividade antiglicacdo avaliada a partir da inibicdo da
formacéo de AGEs, o EBH foi pouco efetivo, entretanto, o EBHE, a FA e
a FM foram efetivas em todas as concentragBes avaliadas, a niveis
comparados ou melhores que o padrdo. A FD ndo apresentou leituras
satisfatérias, e os isolados (23) e (113) também n&o apresentaram
atividade.

Na inibicdo da formacdo de frutosamina, intermediario da
glicagéo proteica, o EBH demonstrou atividade significativa. O EBHE, a
FA e FM foram mais efetivas que o padrdo, e os isolados (23) e (113)
inibiram fortemente a formacédo desse intermediario, a niveis melhores

que o padréo.
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QOutros estudos devem ser realizados com os isolados a partir
do EBHE das raizes de Simaba trichilioides, para cada vez mais
referendar o uso popular desta espécie como antidiabético. A FM também
deve ser trabalhada, devido a sua forte atividade antiglicagéo
apresentada.

A partir desse estudo, é possivel ratificar o uso popular de
calunga como alternativa para o tratamento do diabetes, tendo em vista
os resultados aqui apresentados para os efeitos antiglicagdo, além da
presenca dos quassinoides bruceina D (113) e bruceina E (114), ja
relatados como hipoglicemiantes em ratos diabéticos.
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ANEXO A - Mapa de contorno (HMBC, 500/125 MHz, CDClIs) de (70)

Acquisition Time (sec) (0.0408, 0.3725) Comment Amostra: FD2C4 Cledson Experimento: HMBC Sol. CDCI3 Massa: 5.5 mg Temp. 25 °C
Date 21 Dec 2017 06:40:58 File Name C:\Users\cleds\OneDrive\FD2C4\6\pdata\1\2rr

Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 128
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Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (25125.63, 5498.53) Temperature (degree C) 25.155

MM MO M e e

113.87, 8.72

117:55, 8.09 11755, 770 117.51,7.53

122.8,7.71
] 124.91, 8.69 124.93, 8.09 124.91, 7.87 124.93, 7.53

126,02, 7.7
3 é Y ' ) - 127,53, 7.3
_ - I
126, 8.69 126, 8.09 131.08, 7.53 -
- ‘ﬂ = f 127.51, 7.87

£
130.2,8.72 131.06, 8.09 130.2, 7.3 s
139.38, 8.69 - -
4 J 136.02, 7.87 J 136.04, 7.3
136.02, 8.72 4/:
139.36, 8.09 139.36, 7.53
-
144.2,7.87
155.14, 7.3
155.02, 7.3
T T T T T T T T T e T T
8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 75 7.4 7.3 7.2
ppm
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ANEXO B — Espectro de RMN de *H de FD2D1B2 (500 MHz, CDCls) de (70)

Acquisition Time (sec) 3.2768 ‘ Comment Amostra: FD2D1B2 Cledson Experimento: 1H Sol. CDCI3 Massa: 4.8 mg
Date 11 Apr 2018 17:16:16 File Name D:\MESTRADO QUIMICA\RMN\FD2D1B2_002001r
Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H Number of Transients 32 ‘ Original Points Count 32768
Points Count 65536 Pulse Sequence 2930 Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 10000.00
Temperature (degree C) 25.128
CDCI3
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T T T T T T e e e e
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Chenmical Shift (ppm)
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ANEXO C — Espectro de RMN de °C de FD2D1B2 (125 MHz, CDCl3) de (70)

Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment Amostra: FD2D1B2 Cledson Experimento: 13C Sol. CDCI3 Massa: 4.8 mg | Date 12 Apr 2018 07:39:52
File Name C:\Users\Cledson\Dropbox\Cledson LPQPN\Analises\RMN\FD2D1B2_003001r Frequency (MHz) 125.76
Nucleus 13C ‘ Number of Transients 23821 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence 2gpg30 | Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.153
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T 8 107 X1 1 X g
c10 g [ T
~
9 13 15 N
c11 N N N c17
© 6. 4
=) 7 =
N
S c14 oF N7
g \ c12 ‘
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ANEXO D - Mapa de contorno (HMBC, 500/125 MHz, DMSO-dg) de (112)

Acquisition Time (sec) (0.0408, 0.3146) Comment Amostra: FD2F4C Cledson Experimento: HMBC Sol. DMSO Massa: 7.5 mg Temp. 25°C
Date 19 May 2017 12:37:06 File Name D:\MESTRADO QUIMICA\FD2F4C\6\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 128

Original Points Count

(1024, 2048)

Points Count

(1024, 2048)

Pulse Sequence hmbcgplpndgf

Solvent DMSO Sweep Width (Hz) (25125.63, 6510.42) Temperature (degree C) 25.154
107.03, 7.54 107.03, 6.98
— -
111.75, 8.75 111.73, 7.92 111.72, 7.54 111.72, 6.98
111.73, 8.05 11211, 7.54 112.13, 6.98
- 11213,7.92
117.93,8.75
128.73,8.75 128.73, 8.09 128.73, 6.98
: 3'- 130.97, 809, 132.2,7.92 - -
— - - 134.96, 6.94
_ 130.97, 8.7 130.97, 8.05
139.74, 6.94
134.96, 8.75 134.98, 8.05
= -
139.98, 7.92 139.96, 7.54 139.98, 6.98
e - -
145.97, 8.05
155.31, 7.92 155.31, 6.98
— #158.9, 8.09 158.88, 6.94
155.29, 7.54
LR E B L R B R R
89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 7 6. 68 6.7

ppm
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ANEXO E — Mapa de contorno (COSY, 500 MHz, DMSO-ds) de (113)

Acquisition Time (sec)

(0.3412, 0.3412) Comment

Amostra: FAE8 Cledson Experimento: Cosy Sol. DMSO Massa: 7.0 mg Temp. 25 °C

Date

31 Jul 2017 15:47:42 File Name

E:\RMN\FAE8\6\pdata\1\2rr

Frequency (MHz)

(500.13, 500.13)

Nucleus (1H, 1H) Number of Transients 128 ‘ Original Points Count (1024, 1024) Points Count (1024, 1024)
Pulse Sequence cosygpppgf Solvent DMSO ‘ Sweep Width (Hz) (3001.20, 3001.20) Temperature (degree C) 25.154
A JM\_LJUL A MLA M
1.05, 4.26 E
) '_.". - 1.0
1.68,4.92 1.68, 2.89 1.68,2.14 - E
1.89,5.99 A1 289 - Eis
2.14,4.92 e Ty £ 2.14,1.68 E
— : » > E
2.32,3.61 — £20
d - =
— |2.89, 5.99 = 2.89,1.89 2.89,1.68 s
2.32,4.39 ;2.5
- o E
ﬁ 3.54m4 39 - 3.61, 2.32 £so
3.68, 4.39 D £ E £
3 , —!7’ ._* * - £35 &
3.54,5.35 4.26,1.05
1 3.61,4.31 - 4.31,3.61 Fro
< 7 2 E
4.92,1.68 E45
426,525 4.39, 3.68 4.39, 3.54 4.39, 2.32 E
< - 50
E 297,534 @™ 492,214 e
534,497 525, 4.26 535 354 £5°
- E
£6.0
5.99, 2.89 5.99, 1.89 3
L B LA e T e B L LA e e B I L L L L e e e
20 0.5
ppm
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ANEXO F — Mapa de contorno (HMBC, 500/125 MHz, DMSO-ds) de (113)

Acquisition Time (sec)

(0.0387, 0.6824)

Comment

Amostra: FAE8 Cledson Experimento: HMBC Sol. DMSO Massa: 7.0 mg Temp. 25 °C

Date

31 Jul 2017 15:47:58

File Name

E:\RMN\FAE8\8\pdata\1\2rr

Frequency (MHz)

(125.76, 500.13)

Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 128 ‘ Original Points Count (1024, 2048) Points Count (1024, 2048)
Pulse Sequence hmbcgplpndgf Solvent DMSO ‘ Sweep Width (Hz) (26455.03, 3001.20) Temperature (degree C) 25.154
Y
| 2247,59 o 3
B 27.49, 4.92 27.49, 2.89 1131232 27.49, 1.89 o
44.06, 4.92 £
42.64, 5.99 49.08, 4.92 44,08, 3.54 42.64,2.32 42.64,1.89 4408 1.05 4264105
— 49.1,5.13 - o
) o ° 408, 361 Foo___R® 4264,168 3
68.86, 4.92 28.01, 4.26 S R 801,232 49.08 232 ) 2805 1.05 |
69.4, 5.13 291 361 9, £ - 69.4, 1.25 F 60
b 74.13,3.54 4803168 ——— | 80.21,125 E
9 4 79,361 - 79.02, 2.14 o
4 81.78, 5.99 812,43 o_81.78,1.05 £
83.46,3.54 68.86, 2.32 E
3 74.13,5.35 B_®"° 7413368 '\ o S35 74.13,2.32 [ 80
83.46,5.35 81.22,5.13 80.23, 4.39 80.23, 3.68 h & 81.76, 2.32 81.22,2.32 83.46, 1.25 E
81.78, 5.25 83.46, 4.39 79.02, 1.68 E
F100 §
E o
F 120
124.45,5.25 124.45, 4.26 124.45,2.89 124.45,1.89 ?
E 140
163.78, 2.14 E
E 160
163.76, 2.89 163.78, 1.89 163.78, 1.68 ?
174.15, 5.34 174.15, 4.97 174.15, 1.68 E 180
198.68, 5.25 198.66, 4.26 198.7, 1.89 E
200
L L B B o T N B L L e L B T LA B o o e A O B
35 0.5
ppm
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ANEXO G - Espectro de RMN de *C (DEPTQ-135, 125 MHz, CDs0D) de (114)

Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment Amostra: FAH6 Cledson Experimento: Deptq Sol. MeOD Massa: 7.2 mg
Date 05 Feb 2018 20:46:2 File Name H:\MESTRADO QUIMICA\RMN\FAH6\FAH6_005001r
Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C Number of Transients 7168 ‘ Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp.2 Solvent MeOD ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90
Temperature (degree C) 25.150
CDZ";OD
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o SN N oS @ 28 o
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i .8 1B
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e
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Chemical Shift (ppm)
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ANEXO H - Mapa de contorno (HSQC, 500/125 MHz, CD;0OD) de (114)

Acquisition Time (sec) (0.0408, 0.2048) Comment Amostra: FAH6 Cledson Experimento: HSQC Sol. MeOD Massa: 7.2 mg Temp. 25 °C
Date 05 Feb 2018 20:46:36 File Name H:\MESTRADO QUIMICA\RMN\FAHB\FAH6\7\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 256

Original Points Count

(1024, 1024)

Points Count

(1024, 1024) Pulse Sequence hsqcedetgpsisp2.3

Solvent MeOD Sweep Width (Hz) (25125.63, 5000.00) Temperature (degree C) 25.157
Y 'l .}{
B 16.88, 1.4
E 27.09,2.14 1066 122
E 423 230 q 1959, 1.65
47.46, 3.31 CD30D E— 27.09,1.68
69.02, 5.12 69.29. 3.8 4617, 206
. 72.63, 3.98
| B
3 7427, 457 !
79.7,3.73
81.23, 3.51
123.74, 5.39
P T T T T e e
9.0 75 7.0 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
ppm
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ANEXO | — Mapa de contorno (HMBC, 500/125 MHz, CD3;OD) de (114)

ppm

Acquisition Time (sec) (0.0408, 0.4096) Comment Amostra: FAH6 Cledson Experimento: HMBC Sol. MeOD Massa: 7.2 mg Temp. 25 °C
Date 05 Feb 2018 20:46:32 File Name H:AMESTRADO QUIMICA\RMN\FAHB6\FAH6\6\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 128
Original Points Count (1024, 2048) Points Count (1024, 2048) Pulse Sequence hmbcgplpndagf
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) (25125.63, 5000.00) Temperature (degree C) 25.155
MA P A
7 19,59, 5.39 169.374 it 27.11.24
B 107,352 10.72, 2.06
7 27.09,1.22
4521,5.12 42.28,2.06
:/w 423,505 4oy 457 4391457 o138 R332 am3gr3s 4394, 2.4 4 42.3,1.65 4391,1.22
3 49.41, 2.14. B
l 43.89, 5.05 - L 423,168
-89, 7521,46 44.04,38 521,374 1389, 1.65 B2 [
49.41,5.05 49.41,46 49.41,457 4943738 49.41,2.06 B 943,122
4519, 5.05
69.02, 2.06 69.31,1.22
i 726,352 72.63,1.65
El 79.72, 512 80.43, 4.6 79.7, 4.57 80.41,38 81.23,1.22
E 69.31,5.05 ;ﬁ; )%RW et 2;6 E\m P 742914
i Io 772,14
3810291“55'1329 w5 0946 SI2A AT BI213%W gy g7 009374 80.43,24 81.23,2.06 8041, 1.68 822 1A
116.3,5.23
12373, 398 12373, 1.65
7 f
13511, 3.98 3511, 24 13513, 214 3511, 165
174.91,5.12 174.89, 168
L s s e e e e e e e e e s s
45 4.0 35 25 2.0 15
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ANEXO J — Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCls) de (23) e expansdes

Acquisition Time (sec)

1.1010

‘ Comment

Amostra: FD2ES5 Cledson Experimento: 13C Sol. CDCI3 Massa: 8.2 mg

Chemical Shift (ppm)

Date 04 Apr 2017 00:50:16 File Name E:\FD2E5\FD2E5_003001r
Frequency (MHz) 125.76 ‘ Nucleus 13C Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30 ‘ Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 29761.90 ‘ Temperature (degree C) 25.614
. Me-3'
C13 Me-13 e
Chloroform-d Cc-12cC11 Me-4 Me-2! Me-10
o o . © I}
2 c2 & 28 < 83
c13 & c5 - 8 3 © SN
b 5 C-10 - ' 3 ~ S 5 g
< c-11 Cc-8 = N < o
e o LR 3 o Geo & T ¥ T 7
c7 . i ~ » 2 o VY ® N
[ - 8 8 c-15 14 S 3 B g
8 35 8¢ 2 8 s 8 5 93
8 5 99 N i I S 5 ¥ Ry T T T T T T T T T T T I e
o T 8% I 3 N g 20 18 16 14 12
© T ~ a ] Chemical Shift (ppm)
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T c5
T T T T T T T T T e e R e e e} c9 Me-2'
85 4 40 ! !
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0 )
S Me1z - Me10
g . 88
Cc-3 c8 o Me-4 & o
| C-20 i T
g i = % .g SES
2 ci | B e 3.38 FRY
3 . [ 3@ ERERER o
@ ) 33 S BRI <
~ © <o o PR
= o oo Ty wa/ IS
S I ~N &N
c-2 ¥ o o S5 P
i . < o ~ < |
s C‘16C4 o | SH
~ o o R
g : 3 g )
3 < *
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g 78 \ 3 Q
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b | S N
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ANEXO K — Mapa de contorno (HSQC, 500/125 MHz, CDCls) de (23) e expansdes

Amostra: FD2E5 Cledson Experimento: HSQC Sol. CDCI3 Massa: 8.2 mg Temp. 25°C

Date

Acquisition Time (sec) (0.0387, 0.2048) Comment
04 Apr 2017 00:50:18 File Name

E:\FD2E5\FD2E5\8\pdata\1\2rr

Nucleus

(13C, 1H)

Number of Transients

Frequency (MHz) (125.76, 500.13)

128 Original Points Count

(1024, 1024)

Points Count (1024, 1024)

ppm

Pulse Sequence hsqcedetgpsisp2.3 Solvent CDCI3 ‘ Sweep Width (Hz) (26455.03, 5000.00) Temperature (degree C) 30.151
A J\th A YN
1621, 1.17 b 0
— 22.42,1.93 228,141 E
= 1.4,0.94 Eoo
= - o E
434 29 4081 244 T E
e Sy 281,234 281,178 E
40
67.11, 6.14 F
74.18, 4.6 £ 60
79.22, 3.76 E
- E 80
/ 8288, 464 8L46 4.12 3
N B | I TN [ 10
| £ 120
123.99, 6.07 71.53, 4.59 1126116 114,094 3
.99, 6. .53, 4. B - £
74.18, 4.6 16.21, 1" - Fia0
=| 82.88, 4.64 22.42,1.93 22.8, 1.41 E
J B E 160
] 281,178 E
= 88 - - E
T 26.5,172 265, 1.49 £ 180
R T B TR B S e E
] 475 450 20 15 10 3
m  —
PP ppm F 200
L B N B LA B B T L LA I L o N IS S
7.5 7.0 6. 6.0 5 5 4.5 0 .5 3. 2.5 2 15
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ANEXO L — Mapa de contorno (HMBC, 500/125 MHz, CDClIs) de (23)

Acquisition Time (sec) (0.0387, 0.4096) Comment Amostra: FD2E5 Cledson Experimento: HMBC Sol. CDCI3 Massa: 8.2 mg Temp. 25°C
Date 04 Apr 2017 00:50:18 File Name E:\RMN\FD2E5\FD2E5\7\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 128
Original Points Count (1024, 2048) Points Count (1024, 2048) Pulse Sequence hmbcgplpndgf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (26455.03, 5000.00) Temperature (degree C) 30.155
16.19, 2.44 16.17,1.72 16.17, 1.49 £ 0
3 224,607 26.48, 2.44 B . 26.5, 1.17 3
B 113, 412 - 81,29 ST - 11.4;1.49= 2 st B
4 A - E
43.36, 6.07 42.33,4.6 42.31,4.12 42.33,3.51 40.83, 1.17 E
| 4751 227 523 141 - £
El -3 g E 40
43.36, 4.64 R L= 4/345 72,2.42 43 36, 1.93 / 3
4751, 4.12 47.53, 2.9 4753, 1.78 43.38, 1.16 47.53, 1.16F
5226,46  5226,459 2575 351 . Fe0
| 81.46, 6.07 80.11, 3.76 o 82.9,2.34 79.22,1.41 £
— \ —_— \ 9' E
3 7151, 4.64 ﬂ - J; -1 F 80
71.51, 2.27 E
80.13,459  80.13,4.6 86351 B80.1L35L 14650 80 13 1.41 8148, 116
F100 §
E o
i F 120
123.99, 4.12 123.99, 2.9 123.99, 1.93 E
E 140
175.11, 2.4 167.46, 1.78 E
E160
163.31, 2.9 E
163.33, 1.93 T
17511, 172 1511117 | 180
197.01, 4.12 | 20
TR AL L B B S L B T e AL B o o B e LA B L R B T
75 6.5 .0 5. 0 0 .5 .0 .
ppm
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