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RESUMO

SANCHES, Mirza Nalesso Gomes. Metabdlitos Especiais Isolados da Madeira de Simira
grazielae (Rubiaceae) e Atividades Bioldgicas. 2013. 67p. Dissertagdo (Mestrado em
Quimica Organica, Quimica de Produtos Naturais). Programa de Pos-graduacdo em Quimica
(PPGQ) Departamento de Quimica (DEQUIM) Instituto de Ciéncias Exatas (ICE),
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ, 2013.

Este trabalho descreve o isolamento e a determinacao estrutural de metabolitos especiais de
Simira grazielae, familia Rubiaceae. Este é o primeiro estudo fitoquimico dessa espécie. O
material para o estudo foi coletado na Reserva Florestal do Vale do Rio Doce, Linhares- ES.
As substancias descritas nesta investigacdo fitoquimica foram isoladas através de particdo
com solventes organicos n-hexano (CeHis), diclorometano (CH,Cl;) e acetato de etila
(AcOEt) e técnicas cromatogréficas classicas do extrato metanol (MeOH) obtido através de
maceracdo a frio. O fracionamento cromatografico e analise das fragdes conduziram ao
isolamento e identificagdo de 18 substancias e 1 derivado. Dentre os metabdlitos especiais
foram isoladas uma mistura de hidrocarbonetos, mistura de hidrocarboneto insaturado,
mistura dos esteroides p-sitosterol e estigmasterol, 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol; o
aldeido siringaldeido; o composto fendlico 3,4,5-trimetoxifenol e 6’-O-vaniloiltachioside; a
lignana siringaresinol; as cumarinas isofraxidina (7-hidroxi-6,8-dimetoxicumarina),
escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina), 7-hidroxi-8-metoxicumarina, umbeliferona (7-
hidroxicumarina),  trimetoxcumarina, 5,7-dimetoxcumarina; o alcaloide -carbolinico
harmana (1-metil-9H-pirido[3,4-B]indol), marcador quimiotaxondbmico do género, 0S
alcaloides ofiorina e N-acetil-serotonina. Na determinacdo estrutural foram utilizadas
técnicas de RMN'H e RMN*C (1D e 2D), ESI-HRMS e CG-EM. O extrato MeOH e as
fracbes obtidas por particdes com solventes organicos foram submetidas a avaliagdo de
atividade antioxidante com DPPH e potencial antinociceptiva, verificando-se elevadas
atividades.

Palavras-chave: Simira grazielae, Rubiaceae, alcaloides, lignana, cumarinas, dados
espectrais



ABSTRACT

SANCHES, Mirza Nalesso Gomes. Phytochemical Study of Simira grazielae (Rubiaceae),
and Biological Activities. 2013. 67p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Organica, Quimica
de Produtos Naturais). Programa de Pos-graduacdo em Quimica (PPGQ). Departamento de
Quimica (DEQUIM). Instituto de Ciéncias Exatas (ICE), Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ, 2013.

This work describes the isolation and structural determination of special metabolites isolated
from of the wood of Simira grazielae species (Rubiaceae). This is the first phytochemical
study of a specimen of S. grazielae. The material for study was collected in the Reserva
Florestal do Vale do Rio Doce, Linhares- ES. The compounds described in this phytochemistry
investigation were isolated by solvents partition with n-hexane (C¢Hi4), dichloromethane
(CH,CI,) and ethyl acetate (EtAcO) and classical chromatographyc techniques of the extracts
obtained by maceration at room temperature with methanol. Chromatographic fractionation
and analysis of the fractions led to the isolation and identification of 18 substances and 1
derivative. Among the special metabolites are isolated: a mixture of hydrocarbons; a mixture
of unsaturated hydrocarbons, a mixture of p-stosterol and stigmasterol, 3-O-B-D-
glucopyranosyl sitosterol; the phenolic compound 3,4,5-trimetoxifenol and -6'-O-
vaniloiltachioside; the aldeide syringaldehyde; the lignan syringaresinol; the coumarins
isofraxidine (7-hydroxy-6,8-dimethoxycoumarin), escopoletina (7-hydroxy-6-
methoxycoumarin), umbelliferone (7-hydroxycoumarin), trimethoxycoumarin and 5,7-
dimethoxycoumarin and the alkaloids g—carboline harman (1-methyl-9H-pyrido[3,4-B]indole,
chemotaxonomic character of the genus), ofiorine alkaloids and N-acetyl serotonin . The
structural determination was based on the *H and **C NMR (1D and 2C) and ESI-HRMS and
GC-MS analysis. The MeOH extract and fractions obtained by partition with organic solvents
were submitted to evaluation of antioxidant activity with DPPH and potential antinociceptive,
revealing expressive activities.

Keywords: Simira grazielae, Rubiaceae, alkaloids, lignan, coumarin, spectral data
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentadvel de um pais depende essencialmente de uma politica
consistente de educacdo, ciéncia, tecnologia e inovacdo, sustentada na preservacdo da
natureza, na biodiversidade e na exploracdo racional de fontes naturais necessérias para
alimentacéo, avanco social e econébmico, num cenario que assegura a manutencdo da saude e
a cura de doengas (BRAZ-FILHO, 2010). Atividades fitoquimicas podem contribuir
significativamente para a concretizacdo de tal programacéo através da investigacédo da flora e
seu quimismo, da divulgacdo e geracdo de novos conhecimentos e da formagdo de recursos
humanos qualificados, onde se dedica principalmente a caracterizacdo estrutural, avaliacédo de
propriedades e investigaches biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo
metabolismo especial de organismos vivos (TORSSEL, 1997).

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas
substancias, aplicadas em varias areas. Podem ser utilizadas diretamente como agentes
medicinais, como fonte de farmacos e protétipos, servindo de modelo para modificacdes
estruturais, otimizacdo das propriedades farmacoldgicas e bioguimicas (ALVES, 2010), na
agroquimica pelo fornecimento de fungicidas e inseticidas naturais como as rotenonas;
alimenticias, para a obtencdo de substancias naturais usadas para sabor e cor dos alimentos
como o mentol e acido benzoico, também sdo aplicadas em cosméticos, pela necessidade de
perfumes naturais como a canfora, cumarina e linalol (BRAZ-FILHO, 1994).

Podem ser utilizados como marcadores para classificacdo (sistematica quimica,
aliando-se a morfologica), para investigacdo de processos evolutivos (evolucdo quimica) e
para compreensdo da convivéncia no sistema ambiental (ecologia quimica) dos organismos
vivos (BRAZ-FILHO, 2007). Além disso, elas sdo inspiracGes para 0S quimicos organicos,
estimulando-os a enfrentar desafios na construcdo sintética de novas arquiteturas moleculares
naturais (BRAZ-FILHO, 2010) (Esquema 1).

Substancias bioorganicas
e areas relacionadas

|
: oo ' ' ! ’

Sistemética Evolucéo Ecologia Substéncias Matéria Novos modelos Biotecnologia
quimica quimica quimica com atividade prima para sintese
biolégica (precursor

de produto .
bioativo) Novas reacoes

l Novos reagentes

Testes de reagentes

Farchéyticos Preparaga}o (_je
Medicinais produtos Uteis

Defensivos agricolas

Esquema 1. Importancia e interdisciplinaridade de substancias bioorganicas produzidas pelo
metabolismo secundério.



Estima-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial empregam
frequentemente as medicinas indigenas ou tradicionais em suas necessidades primarias de
salde, especialmente aquelas que se utilizam de terapias que envolvem o uso de fitoterapicos
(BAGETTA et al., 2010).

Podem ser citadas diferentes classes de substancias que resultaram na descoberta de
importantes farmacos de distintas categorias terapéuticas. A quinina, principal componente da
casca de Cinchona officinalis, que inspirou a sintese de diversos derivados antimalaricos do
grupo das aminoquinolinas; a vincristina e a vimblastina (Figura 1), alcaloides indol-
monoterpénicos isolados de Catharanthus roseus, empregados no tratamento de linfomas e
leucemia infantil; a papaverina, largamente utilizada como vasodilatador cerebral, isolada de
Papaver somniferum; como fonte dos hipnoanalgésicos tem-se a morfina isolada de Papaver
somniferum e codeina; e o taxol, uma das mais importantes descobertas, para o tratamento de
neoplasias malignas (WALL; WANI, 1996); digitoxigenina, um cardiotonico isolado de
espécies de Digitalis; a atropina, espasmolitica, isolada de Atropa belladonna com atividade
antitumoral (HOSTETTMANN et al., 2003).

CeHs
H
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H /\/<
""" — NN
NS one OH
Vincristina R=CHo R HO CO.Me Taxol  HCg

Vimblastina R=Me
Figura 1. Estrutura dos metabolitos especiais vincristina, vimblastina e taxol.

A descoberta de novas substancias com atividades biolégicas através do estudo
fitoquimico constitui uma necessidade urgente, pois o aparecimento de resisténcia a
antibidticos e outras drogas tém sido um dos grandes problemas da medicina. Por isso, ha
justificativas para o desenvolvimento desse trabalho, sendo conduzindo por isolamento,
purificacdo, determinacdo estrutural e avaliacdo da atividade bioldgica da espécie de Simira
grazielae, familia Rubiaceae.



2. OBJETIVOS

o Isolar, purificar e identificar metabdlitos especiais presentes no extrato organico da
madeira de Simira grazielae, pela utilizacdo de técnicas cromatogréficas e métodos
espectrométricos de RMN *H e *C (1D e 2D), de espectrometria de massas (EM).

o Contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica da familia Rubiaceae e do
género Simira.
o Avaliar preliminarmente atividades bioldgicas (atividade antinociceptiva e

antioxidante).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Rubiaceae

Entre as Angiospermas, a mais representativa é a familia Rubiaceae, sendo a quarta
maior familia botanica (CONSOLARO, 2008) depois de Orchidaceae, Asteraceae e
Leguminosae. Segundo Govaerts et al. (2007), através de uma lista mundial relatou a
existéncia de 611géneros e 13.100 espécies. Suas espécies sdo encontradas em regides
tropicais e subtropicais, e também pode atingir as regides temperadas e frias da Europa e do
norte do Canadd. Nas Américas, a familia Rubiaceae é representada por 217 géneros e 5.000
espéecies (PESSOA, 2009) e, no Brasil tem-se cerca de 118 géneros e 1347 espécies,
correspondendo a uma das principais familias de nossa flora porém, um grande namero de
espécies ainda permanece sem quaisquer estudos quimico e bioldgico (BARBOSA et al.,
2012).

Esta familia estd presente em quase todas as formac6es naturais: Floresta, Cerrado,
Caatinga, banco de areia, floresta tropical, altitude da montanha, bandeijas, dunas e campos
abertos (PINA, 2012). Os principais ecossistemas de Rubiacea no Brasil estdo na Amazénia,
Cerrado e Floresta Atlantica (BOLZANI et al., 2001). A ¢ se destaca entre as mais
diversificadas do Nordeste brasileiro, com 66 géneros e cerca de 310 espécies (BARBOSA et
al., 2011). Pode ser encontrada em todos os tipos de habitos, como ervas, arbustos, cipos, e
arvores que tem suas dimens@es variando de 5 mm de altura (Spermacoce spp.) a 55 m de
altura (Chimarrhis spp.) (DELPRETE; JARDIM, 2012). Muitas sdo cultivadas por suas
madeiras leves (PEREIRA, 2006), sendo que 80% dos seus géneros sdo constituidos por
espécies lenhosas (CALLADO; NETTO, 2003).

Durante os dltimos 15 anos, muitos estudos filogenéticos moleculares foram
publicados com a intencdo de esclarecer a subfamilia, tribos e géneros de Rubiaceae,
chegando hoje com base na filogenia publicada por Bremer e Eriksson (2009) a divisdo em
trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae e 44 tribos, onde a subfamilia
Antirheoideae foi retirada da classificacdo (DELPRETE; JARDIM, 2012).

A familia tem importancia econdmica expressiva, decorrente de suas espécies
empregadas na area alimentar como o Coffea arabica (café), uma das bebidas mais apreciadas
e consumidas em todo mundo, produzidas a partir de seus frutos. O jenipapeiro (Genipa
americana L.) também muito usado, com o qual se faz doce, compotas e licores, consumo do
fruto fresco (ARAUJO, 2013) ou ainda como corantes, através da extracdo dos seus frutos
imaturos (NASCIMENTO; DAMIAO-FILHO, 1998). A espécie Psycothria viridis & muito
difundida entre os indigenas e os adeptos do movimento religioso Santo Daime, quando
utilizada em associa¢do com o cipé malpighiaceo Banisteriopsis caapi, obtém-se uma bebida
conhecida como ayahuasca, sendo um alucindégeno consumido em seus rituais (ARAUJO,
2013). Suas plantas sdo empregadas também em ornamentacdo como a
Gardenia, Rubia, Mitchella, coprosma (WATSON; DALLWITZ, 1992), por suas folhas
serem decorativas e as flores perfumadas. LORENZI (2002) cita em sua publicacdo algumas
especies de Rubiaceae que podem ser utilizadas para exploracdo da madeira, como a Amaioua
guianensis na construcdo civil e fabricacdo de moveis e a Calycophyllum multiflorum
empregadas na construcao de pecas flexiveis e vergadas.

Apesar de grande parte das espécies dessa familia apresentarem toxidez e
frequentemente causarem intoxicacOes ao gado, como a Ixora conhecida como erva-de-rato,
entre outras (WATSON; DALLWITZ, 1992), elas sdo amplamente utilizadas na medicina
popular e na fabricacdo de fitofa&rmacos e fitoterdpicos como por exemplo a Uncaria
tomentosa conhecida como unha de gato (OLIVEIRA, 2009). Plantas do género Diodia séo
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empregadas na medicina popular e tradicional como agente antirreumatico, antidiarréico,
antiofidico, laxativo e emético, e também no tratamento de Ulceras gastricas, urticarias, dores
de ouvido, dores abdominais e gastrites (MOURA et al., 2006). A espécie Uncaria quianensis
é uma planta que tem sido usada pelos indigenas peruanos e brasileiros ha centenas de anos,
com relatos de suas curas nos Ultimos trinta anos onde sao indicadas popularmente como
imuno-estimulantes e anti-inflamatdrios (SILVA et al., 2002 apud PEREIRA et al., 2006).
Atualmente, essa espécie vem sendo submetida a extracdo indiscriminada e intensiva, o que
poderd leva-la a diminuicdo da variabilidade genética ou até mesmo a sua extingdo
(PEREIRA et al., 2006).

Assim, plantas da familia Rubiaceae revelaram atividades biolégicas com
propriedades analgésicas e anti-inflamatorias, usadas comumente no tratamento de
reumatismo, propriedades antinociceptiva e antitussigena (GAZDA, 2004), hipotensora
(SIMOES et al., 2004), hipoglicemiante (GUERRERO-ANALCO et al., 2007), fototoxica
(CASTANEDA et al., 1991), antimalarica (SUN et al., 2008), antioxidante (FRAGOSO et al.,
2008), antiviral e efeitos em doencas vasculares (HEITZMM, 2005), do sistema nervoso
central (DECIGA-CAMPOS et al., 2006), atividade antimicrobiana (JAYASINGHE et al.,
2002) e atividade analgésica (ALVES et al., 2001).

Mesmo apresentando uma grande quantidade de géneros e espécies, essa familia
possui uma composi¢do quimica pouco variavel, destacando-se os iridoides, as antraquinonas
e os alcaloides ind6licos considerados marcadores quimiotaxonémicos de Rubiaceae e que se
apresentam sob um perfil quimico diferente e tipico para cada subfamilia (GAZDA, 2004;
CARDOQOSO et al., 2008). Os triterpenos também sdo frequentes em diversas espécies, porém,
ainda nao sdo considerados como marcadores taxonémicos (CARDOSO et al., 2008).
Diversos constituintes quimicos como flavonoides e outros derivados fenolicos e terpenoides
(diterpenos) sdo encontrados nesta familia (BOLZANI et al., 2001). Algumas substancias
isoladas de espécies de Rubiaceae estdo descritas na Figura 2, p. 5-6.
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Figura 2. Metabolitos especiais isolados das espécies da familia Rubiaceae (Continua).



Figura 2. Continuacéo.

Os iridoides sdo descritos como marcadores guimiotaxonémicos exclusivos na
subfamilia Ixoroideae, os alcaloides inddlicos em Cinchonoideae e as antraguinomas na
Rubioideae. (BOLZANI et al., 2001).

3.2. Género Simira

O género Simira, foi classificado com base em dados morfoldgicos na subfamilia
Cinchonoideae e na tribo Rondeletieae (Robbrecht em 1988 apud MORAES, 2009) e mais
recentemente foi inserido na tribo Simireae dentro da subfamilia Ixoroideae para atender
resultados de estudo na filogenética molecular, (Rova et al., 2002). Este género envolve 41
especies distribuidas pela regido neotropical, das quais 16 ocorrem no Brasil habitando os
estados do Amazonas, Pard, Goias, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina e inseridas também na Mata Atlantica (SILVA NETO, 2000). No Brasil, espécies de
Simira sdo conhecidas como arariba, arariba-vermelha, arariba-rosa, arariba-branca, quina-
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rosa, canela-samambaia, maiate e marfim e caracteriza-se por apresentar cerne marrom ou
acinzentado, alburno amarelado ou acinzentado quando recém cortado, adquirindo geralmente
coloracdo vermelha, résea ou violacea quando exposto ao ar e/ou a luminosidade
(MAINIERI; CHIMELO, 1989) e que desaparece alguns meses apos a coleta (CALLADO;
NETO, 2003).

O género possui arvores de pequeno a grande porte (PEIXOTO, 1982), com espécies
de interesse econémico, reconhecidas pelo valor tintorial, madeireiro, artesanal e paisagistico
para a arborizagdo de ruas (CORREA, 1978). Seu estudo vem despertando interesse
principalmente devido as suas atividades bioldgicas, sendo usadas como ténicas, fototoxicas e
antifebris com base em resultados farmacoldgicos apresentadas por alguns metabolitos
especiais isolados (ALVES, et al., 2001), e pelas informacdes etnomédicas sobre o tratamento
de manchas na cavidade oral e dentaria com cascas frescas de S. rubescens (LEWIS, 1984).

Silva (2001) em um estudo sobre medicina popular em mercados do Rio de Janeiro
identificou a espécie de Simira glaziovvi, com o nome popular de quina-rosa, sendo utilizada
como cha através da fervura das suas cascas em agua. Sendo utilizadas principalmente em
problemas relacionados ao sangue: “combate a anemia”, “limpar o sangue” e também para
“inflamagdes” e “queda de cabelo”. Sao aplicadas também a inflamagdes em geral,
impoténcia, bem como para o sangue.

Espécies deste género sdo caracterizadas do ponto de vista fitoquimico pela
bioproducdo de alcaloides, triterpenos, esteroides, esteroides glicosilados, policetideos, e
outros metabdlitos especiais, sendo os alcaloides p-cabolinico harmana, maxonina e
estrictosamida 0os mais comuns no género Simira (BASTOS et al., 2002). Alguns de seus
metabolitos sdo fototoxicas, atuando também no sistema nervoso central, contribuem para o
mecanismo de defesa da planta e causam fotodermatites em humanos e animais (ARNASON
et al.,, 1983). H& uma procura significativa pelas cascas de espécies do género, devido
principalmente a problemas relacionados ao sangue: “combate a anemia”, “limpar o sangue”,
“queda-de-cabelo”, para inflamagdes em geral e impoténcia. Apresentam também atividades
como tonicos (fortificantes), antifebris, antifebrifugo e antimalarico (SILVA, 2001).

No ambito fitoquimico, até 0 momento apenas as espécies S. maxonii (HASBUN et
al., 1989; CASTRO; LOPEZ, 1986), S. mexicana (CASTANEDA et al, 1991), S.
salvadorensis (ARNASON et al., 1983), S. rubra (ARNASON et al., 1983), S. glaziovii
(BASTOS et al., 2002; ALVES et al., 2001; ARAUJO, 2011) e S. eliezeriana (ARAUJO,
2011) foram estudadas (Quadro 1 e Figura 3, p.8).

Quadro 1. Espécies de Simira com estudo fitoquimico.

Espécies Material Substancia

S. maxonii Raiz 7,8

S. salvadorensis Casca da madeira 7

S. glaziovii Casca da madeira 7,9-19
Madeira 1-6, 20-22, 28-30

S. eliezeriana Madeira 7, 20-27
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3.3. Simira grazielae

O nome especifico (grazielae) da Simira grazielae (Figura 4) representa homenagem
a boténica brasileira Graziela Maciel Barroso. Esta espécie € encontrada em floresta alta de
terra firme (PEIXOTO, 1982), distribuida geograficamente no Brasil nas regides nordeste
(Bahia) e sudeste (Espirito Santo) (BARBOSA, 2010), aparecendo como arvores em floresta
estacional semidecidual (BARBOSA, 2013).

Figura 4. Imagem de espécie de Simira grazielae
Fonte: ZipcodeZoo.com, 2012.

Essa espécie é popularmente conhecida como arariba-vermelha (PEIXOTO, 1982).
Este € o primeiro estudo fitoquimico envolvendo esta espécie, verificando-se também
relativa escassez de trabalhos em outras areas da ciéncia. Tal situacdo serviu como estimulo

adicional para a investigacdo fitoquimica desta espécie.
A classificacdo taxondmica da espécie encontra-se resumida no Quadro 2.

Quadro 2. Classificacdo botanica da espécie de S. grazielae (Public Data Portal).

Reino Plantae
Filo Magnoliofita
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Cinchonoideae
Género Simira

Espécie Simira grazielae




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes e equipamentos

Solventes de grau P.A. das marcas Isofar e Vetec foram utilizados.

A destilacdo dos solventes dos extratos foi efetuada em pressdo reduzida usando-se
evaporadores rotativos Blichi B-480 e Fisatom 802.

Para cromatografia em coluna a pressdo normal utilizou-se como fase estacionaria gel
de silica (70-230 mesh) e para coluna rapida (flash) gel de silica 230-400 mesh, ambas das
marcas Vetec e Silicycle e Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich.

Utilizou-se como agente dessecante: Na,SO, anidro Vetec.

Nas analises comparativas atraves de cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) utilizou-se cromatofolhas de aluminio 20x20 cm com 60 F,s4 Merck e 60 Fos4
Marcherey-nagel. Como método de revelacdo ndo destrutivo das amostras analisadas nas
CCDA foi utilizada irradiacdo com a lampada ultravioleta nos comprimentos de onda de Amax
254 e 356 nm. Como métodos de revelacdo destrutivos das amostras analisadas por CCDA
foram utilizados reagentes cromogénicos: Solucdo de vanilina sulfarica (1% de vanilina em
solugcdo com 45 mL de agua, 45 mL de etanol e 10 mL acido sulfurico) (MATOS, 1997) e
vapores de iodo.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de
Carbono (RMN 23C), incluindo experimentos em 2D (‘H-'H-COSY, 'H-"*C-COSY- "Jcn,
n=2 - HSQC, e n=3 — HMBC) foram obtidos em espectrébmetros Bruker Advance Il 9,4 T
(400 MHz para 'H e 100 MHz para **C), 11,5 T (500 MHz para 'H e 125 MHz para *C). A
escolha dos solventes deuterados baseou-se na solubilidade das amostras: CDCl3 (cloroférmio
deuterado), MeOD, (metanol deuterado) e D3CCOD3C (acetona deuterada). O TSM
(tetrametilsilano) foi usado como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (8) foram
indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

O programa ACD/Labs (versdo 12.0) foi utilizado para processamento da maioria dos
dados obtidos nos experimentos de RMN. Os espectros de RMN 'H e 13C gerados para
comparacdo com valores de deslocamentos quimicos, foram registrados no programa
ChemDraw Ultra.

As analises CG/EM (cromatografo a gas, acoplado a um espectrébmetro de massas)
foram registradas com analisador de ions quadrupolo e com modo de ionizag¢do por impacto
de elétrons (70 eV) em um aparelho CG-EM da Varian Saturn 2000 e Shimadzu QP2010
Plus. A analise em CL-EM-IES (cromatdgrafo liquido acoplado a um espectrometro de
massas equipado com fonte de ionizacdo de elétron-spray) foi realizada na USP de Ribeirdo
Preto em um aparelho da Bruker Daltonics. Os espectros de massas foram postulado pela
biblioteca GCMS Postrun Analysis da Shimadzu.

As leituras da atividade antioxidante foram realizadas no aparelho UV mini 1240 (UV-
Vis spectrophotometer, Shimadzu). O programa de estatistica foi o POLO PC.

A leitura do desvio da luz polarizada foi obtida em um polarimetro Perkin-Elmer 343.

4.2. Coleta e identificacdo do material vegetal
A madeira de Simira grazielae foi coletada na reserva florestal da Companhia Vale do

Rio Doce CVRD, em Linhares-ES, em novembro de 2007. O reconhecimento botanico foi
realizado através de comparagdo com exsicata n° 357 arquivada no herbério da companhia
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com a colaboracdo do identificador botanico Domingos Antdnio Folli, funcionario da
companhia.

4.3. Preparacéo e fracionamento dos extratos brutos de Simira grazielae
O material (Quadro 3) de Simira grazielae foi seco em temperatura ambiente, triturado
em liquidificador caseiro e em seguida submetido a processo de extracdo por maceracao

exaustiva com MeOH em temperatura ambiente (27°C). O solvente foi destilado em um
evaporador rotatério a 40°C, sob pressdo reduzida, obtendo-se 271,63 g de residuo.

Quadro 3. Material vegetal de Simira grazielae

Espécie Material Vegetal = Massa do Material  Massa total
vegetal (Kg) de residuo (g)
Simira grazielae Madeira 4,500 271,63

O residuo obtido do extrato MeOH (235,13 g) da madeira de S. grazielae foi
solubilizado em MeOH/H,0 (7:3) e a solucdo submetida a extragdes sucessivas em funil de
decantacdo com os solventes n-CgHi4 (n-hexano), CH,Cl,, AcOEt e n-BuOH (Esquema 2),
obtendo-se 5 fragdes (Quadro 4, p.12).

[ Extrato Metanélico] MeOH/H,0 (7:3)

Hexano

Fracéo em hexano [Residuo da 1@ extragéo]
(5,349)

CH,Cl,

Fracdo em CH,ClI, [ Residuo da 22 extrac;éo]
(11,449)

AcOEt

| |
[ Fracdo em ACOEt ] [Residuo da 32 extrag:éo]

12,44
(12.449) n-BuOH
| |
Fraco em n- ButOH Residuo da 42 extracd
: (42,259) ] (102,329g)

Esquema 2. Fracionamento do extrato metanélico do material vegetal.
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Quadro 4. Fragdes obtidas do extrato metanolico do material vegetal da madeira de
Simira grazielae.

Simira grazielae

Material Fracoes Cadigo Massa ()
N-CeHi4 SGMH 5,34
CH.CI, SGMD 11,44
Madeira AcOEt SGMA 12,44
n-BuOH SGMB 42,25
Residuo metandlico SGMR 102,32

SGMH-Simira grazielae Madeira Hexano, SGMD-Simira grazielae Madeira
Diclorometano, SGMAc-Simira grazielae Madeira Acetato de Etila, SGMB-Simira
grazielae Madeira n-Butanol, SGMR-Simira grazielae Madeira Residuo.

4.4. lsolamento e purificacdo dos constituintes quimicos

Apos o fracionamento, as fragdes foram analisadas atraves da CCDA (cromatografia
de camada delgada analitica) para identificar as que possuiam maior diversidade de
substancias. O conjunto de informacdes obtido nesta etapa orientou a iniciacdo do
fracionamento cromatografico das fracbes: SGMH, SGMD e SGMAc.

4.4.1. Estudo fitoquimico da fracédo n-hexanica da madeira de Simira grazielae

Da fracdo SGMH (Simira grazielae Madeira Hexano) foram separados 2,0 g para
andlises bioldgicas e o restante submetido a cromatografica classica em coluna usando gel de
silica como fase estacionaria e eluicdo com gradiente de polaridade. Utilizou-se hexano como
eluente inicial, aumentando-se gradativamente a polaridade dos solventes, passando por
CH,Cl,, AcOEt, e MeOH (n-C¢H14/AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH/H,0), fornecendo 60
fracdes de 40 mL cada. Os solventes foram removidos através da destilacdo a pressao
reduzida e os residuos obtidos analisadas em CCDA, reunidas com base no perfil
cromatografico e submetidas a técnicas adicionais de purificacao.

A fracdo n-CgH14/AcELO (9:1) de 1-3 (50 mg) obtida da eluicdo, apresentou-se como
um soélido branco de aspecto resinoso. A analise por CCDA desta fracdo exibiu um perfil
cromatografico que indicou metabdlitos de baixa polaridade. Também exibiu uma mancha
caracteristica (arroxeada quando revelada com vanilina sulfdrica) que ao ser comparado com
um padrdo de mistura de esteroides exibiu mesmo perfil. Desta forma, foi determinada
juntamente com a técnica de RMN *H e 3C, uma mistura dos esteroides, p-sitosterol (SGMH-
1A) e estigmasterol (SGMH-1B).

A fracdo n-CgHi4/AcEtO (8:2) 4 (15 mg) com aspecto relativamente oleoso de
coloracdo amarelada foi submentida a técnica de RMN *H e BC-DEPTQ, fornecendo sinais
com indicacdo da presenca de um hidrocarboneto insaturado (SGMH-2).

A fracdo n-CgH14/ACEtO (2:8) 10 (10 mg) apds analise por CCDA mostrou-se com
pequenas impurezas e, consequentemente, foi submetida a processo de purificagdo em gel de
silica fornecendo a substancia saponina, B-sitosterol-glicosilado (SGMH-3).

A fracdo n-CgH14/AcOEL (2:8) 25 (20 mg) apresentou-se pura pela analise de CCDA,
sendo submetida a analise por técnicas de RMN!H e 13C (1D e 2D) e ESI-MS, que permitiram
a caracterizagéo estrutural como o alcaloide ofiorina (SGMH-4).
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4.4.2. Estudo fitoquimico da fracdo em CH,Cl, da madeira de Simira grazielae

Da fracdo SGMD (Simira grazielae Madeira Diclorometano) separou-se 3,0 g para
andlises bioldgicas e o restante foi submetida a coluna cromatogréfica classica usando gel de
silica como fase estacionaria e eluida com gradiente de polaridade n-CgH14/AcOEL,
ACOEt/MeOH e MeOH/H,0. Foram coletadas 130 fragfes de 50 mL e numeradas de acordo
com o gradiente de solvente utilizado. Os solventes foram retirados por rota-vapor a pressao
reduzida e os materiais analisadas em CCDA e reunidos com base na comparagéo dos perfis
cromatograficos.

A fragcdo n-CgH14/AcOEL (8:2) de 1-5 (15 mg) apresentou-se como material oleoso de
baixa polaridade. A anélise por RMN 'H e 33C revelou somente sinais caracteristicos de
substancias alifaticas (hidrocarbonetos, SGMD-1). Assim, esta fracdo ndo foi submetida a
estudo adicional.

A fracdo n-CgHi14 /AcOEL (7:3) 1 (30 mg) foi solubilizada em MeOH e submetida a
peneiramento molecular em coluna por exclusdo (Sephadex LH-20) e, forneceu uma mistura
das cumarinas (0,13 mg) umbeliferona (SDMD-3A), trimetox-cumarina (SGMD-3B), 5,7-
dimetox-cumarina (SGMD-3C), isofraxidina (SGMD-3D), trimetox-fenol (SGMD-6A) e
aldeido sirigico (SGMD-6B) caracterizadas pela analise por CG-EM auxiliada por RMN tH
e 13C (1D e 2D).

A fracdo CgH14/AOCEL (7:3) de 16-20 (60mg) foi submetida a purificacdo em coluna
cromatografica usando gel de silica como fase estacionaria e como fase movel n-
CeHas/acetato de etila (9:1), fornecendo 12 mg de cumarina denominada escopoletina (7-
hidrox-11-metoxcumarina) (SGMD-2A) e seu isdmero, 7-hidroxi-8-metoxicumarina
(SGMD-2B).

A fracdo n-CgH14/AcEtO (6:4) de 21-28 (31mg) foi purificada pelo fracionamento em
coluna por exclusdo (Sephadex LH-20) usando metanol como eluente, fornecendo 15 mg de
um solido amarelado, que através das técnicas analiticas e pela derivatizagdo por acetilacao,
caracterizada como a lignana siringaresinol (SGMD-4).

A fracdo n-CgH14/AcOEL (6:4) de 29-62 (52mg) apresentou duas manchas na analise
por CCDA e foi submetida ao fracionamento em coluna por exclusdo (Sephadex LH-20),
sendo solubilizada e eluida em metanol, fornecendo o alcaloide harmana (SGMD-5, 25mg) de
aspecto amarelo caramelizado.

A fragdo n-CgHis /ACOEt (7:3) de 1-10 (20mg) foi solubilizada em metanol e
submetida ao fracionamento em coluna por exclusdo (Sephadex LH-20) usando metanol como
eluente, fornecendo a mistura contendo o trimetox-fenol (SGMD-6A) e o aldeido sirigico
(SGMD-6B) (15mg).

4.4.3. Estudo fitoquimico da fracdo em acetato de etila da madeira de Simira grazielae

Da fracdo SGMAC (Simira grazielae Madeira Acetao de Etila) foram separados 3,0 g
para andlises bioldgicas o restante foi submetida a coluna cromatografica usando gel de silica
como fase estacionéria e como eluentes n-CgHi4, CH,Cl,, ACOEt e MeOH/H,O com eluigdo
em modo gradiente de polaridade. Foram coletadas 45 fragcdes de 50 mL, onde os solventes
foram removidos através de destilacdo a pressdo reduzida e analisadas em CCDA e através do
perfil cromatogréafico as fragdes foram reunidas.

A fracdo n-CgHi4 /ACOEL (7:3) de 1-10 (30 mg) de aspecto sélido foi analisada por
CCDA e mostrou-se com impurezas, sendo assim submetida a processo de purificagdo em
Sephadex LH-20 fornecendo a mistura de N-acetil-serotonina SGMACc-1A e 6’-O-
vaniloiltachiosideo (SGMACc-1B) (15mg).
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4.5. Preparacao de derivado

4.5.1. Acetilacdo de SGMD-4 com anidrido acético na presenca de piridina

A substancia SGMD-4 (10 mg) foi tratada com uma solucdo anidrido acético e
piridina na proporcéo de 1:1 e mantida em agitag&o e refluxo por 24 horas. Apos esse periodo
adicionou-se agua destilada gelada até o turvamento e em seguida foi realizada a extracéo
com CHCI; (3 vezes), esta fase orgénica (solugdo cloroférmica) foi lavada com HCI (10%)
até o total desaparecimento do odor de piridina. Depois o material foi seco com sulfato de
sodio anidro e teve o solvente retirado em rota vapor sob vacuo. Foi submentida a técnicas de
analise que confirmou a acetilacdo do siringaresinol (SGMD-4a). A proposta do mecanismo
da reacdo de acetilagao de SGMD-4 esté esquematizada no Esquema 3.

SGMD-4a

Mecanismo :

Esquema 3. Proposta do mecanismo da reacédo de acetilacdo de SGMD-4.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato em MeOH da madeira de S. grazielae através de
fracionamento com hexano, CH,Cl,, e AcOEt resultou no isolamento e na caracterizacdo de
18 substancias e 1 derivado (Esquema 4, Quadro 5, p.16). Para a discussdo da elucidacéo
estrutural, as substancias foram divididas de acordo com a classe de metabdlito especial em
que se enquadram, onde foram apresentadas também as propostas de biossintese.

Extrato

metandlico
| |
Parti¢do Hexanica Particdo acetato
de etila
1 I | 1 Fragdo 1-10
Fracdo 1-3 Fracao 4 Fragao 10 Fragao 25 I—
I— SGMACc-1A+B
SGMH-2 (15mg) SGMH-3 (10mg) SGMH-4 (20mg)
Particao
Diclorometano
| | 1 | 1
Fragdo 1-5 Fragdo 1 Fragdo 16-20 Fragdo 21-28 Fragdo 29-62
|- SGMD-1 (15mg) L SGMD-3A+B+C+D SGMD-2A+B |— SGMD-4 (15mg) |— SGMD-5 (25mg)
+SGMD6-A+B (12meg)
Fragdo 1-10
SGMD-6A+B
(15mg)

Esquema 4. Resultados obtidos do fracionamento de S. grazielae.
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Quadro 5. Constituintes quimicos isolados da madeira de Simira grazielae.
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5.1. Andlise estrutural da amostra SGMD-1

A amostra SGMD-1 (10 mg), apresentou-se como um sélido marrom soltvel em
CHCI3. Os componentes hidrocarbonetos, desta mistura foram revelados através da analise
dos espectros de RMN tH (Espectro 1, Vol.2, p.1), RMN*C-DEPTQ (Espectro 2, Vol.2, p.2)

e CG-EM.
\\//\\/E§${/\\//\\

(SGMD-1)

O cromatograma da andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas (CG-EM) exibiu picos majoritarios com tempo de retencdo (Tr, em minutos) 19.627,
20.249, 20.920, 21.685 e 22.563 (Espectro 3, Vol.2, p.3). O espectro de massas de cada pico
mostrou correspondéncia a fragmentacédo caracteristica de hidrocarboneto de cadeia longa néo
ramificada, apresentando-se como um padrédo identificavel com relativa facilidade, com pico
representante do ion molecular ausente ou com reduzida abundancia (Espectro 4, Vol.2, p.3).

5.2. Determinagao estrutural da substancia SGMH-2

A substancia SGMH-2 (10 mg) apresentou-se como um 6leo pastoso amarelo soluvel
em CHCI; e foi identificada através da analise dos espectros de RMN H, RMN13C-DEPTQ,
envolvendo comparacdo com valores de deslocamentos quimicos registrados no programa
ChemDraw Ultra (Espectro 6 e 8, Vol.2, p.6), como um hidrocarboneto insaturado (SGMH-
2).

m+3

3 n+2

SGMH-2

O espectro de RMN'H (Espectro 5, Vol.2, p.4) da substancia apresentou multipletos,
um em oy 5.35 (J= 7.8 Hz, o que lhe confere a configuracdo cis) (ligacdo dupla sem
localizacdo definida), atribuido aos hidrogénios dos carbonos olefinicos, e outro em &y 2.00
referente aos hidrogénios dos carbonos metilénicos alilicos (2H(n+1/2H(n+4))) e os demais
pelo sinal intenso em &4 1,25 (m). O tripleto em &y 0.88 foi correlacionado com o0s
hidrogénios metilicos (3H-1/3H(m+3)). Os demais sinais observados, de menor intensidade,
que estéo relacionados a impureza.

O espectro de RMN™C-DEPTQ (Espectro 6, Vol.2, p.5 ) da amostra apresentou sinais
de deslocamentos quimicos em oc 130.33 e oc 128.19 correspondentes aos carbonos
olefinicos CH-(n+2) e CH-(n+3), 32.20 (CH,-3/CH,-(m+1), 27,10 (CH,-(n+1);CH,-(n+4),
22.44 (CH,-2/CH,-(m+2) e entre 29,61 — 29,17 ([CH,]/[ CH2]m). O sinal de carbono
metilico em &c¢ 13.87 foi atribuido CH3-1/CH3-(m+3).
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5.3. Determinacao estrutural dos esteroides

Os esteroides constituem um grupo de produtos naturais de origem vegetal ou animal.
Estes organismos possuem capacidade metabdlica para produzir uma variedade de substancias
naturais, tais como esterois, acidos biliares, sapogeninas, horménios sexuais e adrenocordical,
alguns alcaloides e outros grupos de substancias.

A diversidade das substancias naturais incluidas neste grupo resulta principalmente da
variacdo dos seus constituintes laterais, em segundo lugar, das diferentes substitui¢des nuclear
e do grau de insaturacdo (GROS et al., 1985).

Biogeneticamente tais substancias sdo bioproduzidas via pirofosfato de isopentanila
originando o esqualeno, estrutura que contém duas unidades de farnesil pirofosfato ligadas
cauda-cauda. O esqualeno epoxidado (6xido de esqueleno) assume forma cadeira-bote-
cadeira-bote para ciclizacdo, ap0s varios rearranjos do tipo 1,2, forma o lanosterol, triterpeno
com estrutura contendo 30 atomos de carbono. O lanosterol apos a clivagem oxidativa com
eliminacdo dos grupos metilicos dos carbonos C-4 e C-14 fornece o colesterol como esqueleto
bésico dos esteroides (DEWICK, 1998.) (Esquema 5).

Os esteroides mais comuns, B-sitosterol, campesterol e estigmasterol, podem ocorrer
na forma livre, esterificada ou glicosilada. (MANN, 1994).

HO
H}?‘:&SVUH [1-1*Clglucose
OH
¥ N
DXP MVA
j\{k 'c') F 2 C?
" S © E@ et -)\coc'? = .)J\scm
\ G-3-P pyruvate ) acetyl CoA
e
A W

A/. isoprene unit A./
=

Y i phytosterol biosynthetic pathway §

p-sitosterol
C22=023 stigmasterol

Esquema 5. Proposta biossintética dos esteroides (KONGDUANG et al., 2008).
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Devido as suas propriedades quimicas e fisicas, muito semelhantes, tais esteroides
revelam dificuldades de purificagdo durante os processos de separacao.

O estudo fitoquimico da fragdo hexanica resultou no isolamento e identificacdo de dois
esteroides (SGMH-1 A e B) e um esteroide glicosilado (SGMH-3).

5.3.1. Determinacéo estrutura da mistura de SGMH-1

A mistura das substancias SHMH-1 A e SGMH-1B (20 mg), apresentou-se como um
solido branco soltvel em CHCI3 e os seus componentes foram identificados como [-sitosterol
(SGMH-1A) e estigmasterol (SGMH-1B) através da andlise dos espectros de RMN 'H e
RMN™C-DEPTQ e comparacio com dados descritos na literatura (KOJIMA et al., 1990).

15

SGMH-1 A SGMH-1 B

O espectro de RMN'H (Espectro 9, Vol.2, p.7) da amostra apresentou um multipleto
em &y 3.55 atribuido ao hidrogénio do carbono carbindlico H-3 e em 64 5.35 um singleto
largo referente ao hidrogénio olefinico H-6 dos dois componentes da mistura. Os diversos
sinais presentes na regido de &y (0.68 a 2.26 ppm) foram atribuidos aos hidrogénios dos
grupos metilicos, metilénicos e metinicos do esqueleto esteroidal, incluindo os sinais de
hidrogénios alilicos. Os dois duplos dupletos em &y 5.03 (dd, J=14.8 e 8.7 Hz) e 5.15 (dd,
J=14.8 e 8.5 Hz) como representantes H-22 e H-23 respectivamente, ligados aos carbonos
olefinicos da cadeia lateral da estrutura do estigmasterol (SGMH-1B). A relacédo trans destes
dois atomos hidrogénio foi indicada pela constante de acoplamento J=14.8 Hz.

Os espectros de RMN C- DEPTQ da mistura (Espectros 10-12, Vol.2, p.8-10)
(Tabela 1, p.20), apresentou sinais para o p-sitosterol (SGMH-1A) e estigmasterol (SGMH-
1B) em J¢c 121.46 (CH-6) e 140.46 (C-5) correspondentes aos carbonos olefinicos CH-6 e C-5
e em J¢ 71.55 foi assinalado ao carbono carbindlico metinico CH-3. A diferenciacdo entre as
duas substancias destaca-se pela ligacdo dupla entre CH-22 (dc 138.06) e CH-23 (J¢c 128.98,
revelando efeito y dos trés grupos metilicos CH3-26, CH3-27 e CH3-29) pertencentes ao
estigmasterol. Enquanto no B—sitosterol os sinais dos grupos metilénicos CH,-22 e CH»-23
foram observados em oc 33.43 e 25.75 (SEO et al., 1988).

Estudos indicam que o estigmasterol pode ser Gtil na prevencdo de certos cancros,
incluindo os do ovario, da préstata, da mama e do célon. Possui também propriedades anti-
inflamatdrias, anti-catabolico (GBAY, 2010), inibitoria da tireoide e de insulina (PANDA et
al., 2009). Em termos gerais, B-sitosterol € usado como antioxidante e antidiabético (KARAN
et al., 2012), é usado no tratamento de alargamento da prostata (DUFOOUR, 1984).
Apresenta também atividades anti-inflamatério e antipirético (GUPTA et al.,, 1980),
desempenha também um papel importante em vérias fases no tratamento do HIV e regulagdo
do sistema imunoldgico (KOTWAL, 2008).
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Tabela 1. Dados de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, em CDCls) da mistura das substancias
SGMH-1A e SGMH-1B comparados com dados da literatura para o p-sitosterol e
o estigmasterol (KOJIMA et al., 1990). Deslocamentos quimicos em 6C (ppm).

Substancias Literatura
SGMH-1A SGMH-1B B-Sitosterol Estigmasterol
C o o (&) (&)
5 140.46 140.46 140.7 140.7
10 36.22 36.22 36.5 36.5
13 * * 42.3 42.2
CH
3 77.55 71.55 71.8 71.8
6 121.46 121.46 121.7 121.47
8 31.61 31.61 31.9 31.9
9 49.84 49.84 50.1 50.1
14 55.65 55.99 56.3 56.8
17 56.58 56.48 56.0 55.9
20 35.88 40.24 36.1 40.5
22 - 138.06 - 138.3
23 - 128.98 - 129.2
24 45.54 50.93 45.8 51.2
25 28.84 31.61 29.1 31.9
CH,
1 36.97 36.97 37.2 37.2
2 31.25 31.25 31.6 31.6
4 42.00 42.00 42.3 42.3
7 31.69 31.69 31.9 31.9
11 20.80 20.80 21.1 21.1
12 39.40 39.40 39.8 39.7
15 24.03 24.03 24.3 24.4
16 27.98 27.98 28.2 28.9
22 33.43 - 33.9 -
23 25.75 - 26.0 -
28 22.77 25.15 23.0 25.4
CHs
18 11.58 11.77 11.9 12.0
19 19,26 19,26 194 194
21 17.97 19.56 18.8 21.2
26 19.13 20.95 19.8 21.1
27 18.50 18.50 19.0 19.0
29 11.99 11.71 12.0 12.3

* Sinais ndo observados. Para observa-los seria necessario maior tempo de maquina
registrando

5.3.2. Determinacdo estrutural da substancia SGMH-3

A substancia SGMH-3 (9 mg) apresentou-se como um sélido branco, solivel em uma
mistura de MeOH/CHClI; e foi identificada através da analise dos espectros de RMN 1H e
RMN®C-DEPTQ como 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol, envolvendo também comparagdo
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dos valores de deslocamentos quimicos com dados descritos na literatura (KOJIMA et al.,
1990).

HO—S8 o
Ho” RN
- o
3 OH 2 6 (SGMH-3)

O espectro de RMN tH (Espectro 13, Vol.2, p.11) apresentou sinais caracteristicos
com perfil de esteroide. A presenca do singleto em &y 0.69 e um sinal o4 0.80 foram
atribuidos aos hidrogénios 3H-29 e 3H-18, respectivamente. A série de sinais entre 0.69 e
2.84 caracterizam os hidrogénios ligados a carbonos metilicos e metilénicos do esqueleto
esteroidal. A presenca do sinal simples em &y 5.35 (3.8Hz) foi atribuida ao hidrogénio
olefinico H-6. A comparacdo com os dados dos espectros da mistura dos esteroides SGMH-1
(Tabela 1, p.20), (revelando a auséncia dos dois sinais em oy 5.0-5.1 correspondentes aos
hidrogénios da ligagdo dupla entre os carbonos CH-22 e CH-23 do estigmasterol) foi usada
para confirmacdo da presenca do B-sitosterol na estrutura.

Os sinais entre oy 3.15-4.40 indicam a presenca de hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos caracteristicos de glicosideo. O sinal em 6y 4.37 foi atribuido ao hidrogénio do
carbono anomeérico (H-1") e os sinais com deslocamentos em &y 3.35, 3.34, 3.26, 3.84 e 3.67
foram correlacionados aos hidrogénios H-3°, H-4’, H-5’, H-6’a e H-6’b, respectivamente da
unidade glicosidica.

O espectro de RMN*C-DEPTQ (Espectros 14 e 15, Vol.2, p. 12 e 13; Tabela 2, p. 22)
mostrou sinais em ¢ 139.96 e & 121.18 correspondentes aos carbonos olefinicos C-5 e CH-6
da unidade agliconica esteroidal. O sinal em d¢ 78.21 foi atribuido ao carbono carbinélico
CH-3 e d¢ 100.64 ao carbono anomérico da unidade glicopiranosila ligada ao CH-3. A
confirmacdo da unidade glicopiranosila foi obtida pelos deslocamentos quimicos dos sinais
dos carbonos metinicos em d¢ 76.19 (CH-3"), 75.80 (CH-5"), 73.20 (CH-2"), 69.78 (CH-4’) e
o metilénco em dc 61.03 (CH,-6’). A analise dos demais sinais do espectro de RMN Bc.
DEPTQ e a comparagdo com dados da literatura, inclusive a observagdo do deslocamento do
carbono CH-3 (8¢ 78.21) decorrente do efeito £ justificando a ligagdo com a unidade de
acucar (sendo em torno 6¢c 71 com OH livre) e a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos
quimicos dos carbonos e hidrogénios da substancia realizada atraves da analise do espectro de
correlacdo heteronuclear a uma ligagdo HSQC (Espectro 16, Vol.2, p. 14) permitiram
identificar a SGMH-3 como 3-O-B-D-glicopiranosil-p-sitosterol.

Pode-se citar a atuagdo do 3-O-p-D-glicopiranosil-p-sitosterol, no combate de tumores
(GURVANA et al., 1999).
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Tabela 2. Dados de RMN BC-DEPTQ (125 MHz) em CDCls/ MeOD de SGMH-3
comparados com dados da literatura para o 3-O-B-D-glicopiranosil-B-sitosterol
(KOJIMA et al., 1990).

SGMH-3 Literatura*
C dc dc
5 139.96 140.0
10 36.10 37.0
13 41.71 42.6
CH
3 78.21 78.3
6 121.18 122.0
8 31.39 32.1
9 49.79 50.4
14 56.29 57.0
17 55.56 56.3
20 35.60 36.5
24 45.39 46.1
25 28.53 29.5
CH,
1 36.74 37.6
2 29.02 30.3
4 37.97 39.4
7 31.30 32.2
11 20.43 21.4
12 39.28 40.0
15 23.58 24.6
16 27.59 28.7
22 33.32 34.3
23 25.36 26.4
28 22.39 23.4
CH;
18 10.82 12.0
19 18.31 19.3
21 17.78 19.1
26 18.68 19.5
27 17.89 20.1
29 10.82 12.2
Gli
I 100.64 102.6
2 73.20 75.4
3 75.88 78.7
4 69.78 71.7
5 76.19 78.5
6’ 61.03 62.9

*100MHz, DsNs
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5.4. Determinacdo estrutural das cumarinas

As cumarinas destacam-se como substancias amplamente distribuidas no reino
vegetal, podendo também ser encontradas em fungos e bacteérias, ja foram identificadas mais
de 1300 estruturas (HOULT et al., 1988). Classificadas em benzo-a-pironas, podem ter
origem natural ou sintética.

Foram primeiramente isoladas de uma espécie de feijdo em 1820, combinadas com
glicose, sendo que a primeira sintese foi realizada em 1868, pelo quimico inglés Sir William
Henry Perkin (MIRANDA, 2001).

As cumarinas sdo biossintetizadas de &cidos cinamicos e seus derivados (DEWICK,
2009) através da oxidacdo (hidroxilacdo) do &cido cindmico ou derivados em orto, seguido de
diversas sequéncias reacionais até a formacdo de um anel & lactdnicoe,f-insaturado
(ARAUJO, 2011) (Esquema 6).

. -COH ~_COH N N
. —_—
LOa
OH 0O [0}
cinnamic acid 2-coumaric acid . coumarin
frans—cis lactone
0, El isomerization formation
NADPH
CO,H 2 - COH N
— — —
B2 0,H
HO OH HO HO 0 (0]
4-coumaric acid 2 4-dihydroxy- umbelliferone
cinnamic acid
MeO N MeO HO x
- -
GlcO 0 0 HO 0 0
El: cinnamate 4-hydroxylase scopolin scopoletin aesculetin
E2: cinnamate/coumarate 2-hydroxylase

Esquema 6. Proposta biossintética das cumarinas (DEWICK, 2009).

As cumarinas sdo muito utilizadas, devido principalmente ao seu grande potencial de
atividade bioldgica. Suas caracteristicas odoriferas promovem o uso na fabricacdo de
perfumes e agentes flavorizantes, bem como repelente de insetos. Atuam na inibicdo da
germinacdo de alguns tipos de sementes (MIRANDA, 2001). Respondem por uma grande
variedade de atividades bioldgicas, como a acdo antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria,
antiespasmadica, antitumoral e antioxidante, dentre outras (HOULT et al., 1988). Em
aplicacdes tecnologicas, podem ser utilizadas para aumentar a aparéncia branca dos tecidos e
algodao na industria téxtil. Ha evidéncias de que algumas cumarinas respondem por efeito
carcinogénico (MIRANDA, 2001 e ROBERTS, 1965) e potencial hepatotdxico. Assim, as
aplicacdes desses compostos estdo superando 0s aspectos negativos.

Esta classe de metabdlito especial possui mais uma caracteristica importante: na sua
identificagcdo cromatografica observa-se forte fluorescéncia azul quando analisadas por CCDA
e exposta a luz ultravioleta (Amax254 nm) (MULSEN, 1970).

O estudo fitoquimico da fracdo em diclorometano (SGMD) resultou no isolamento e
identificacdo das cumarinas codificadas como SGMD-2A, SGMD-2B, SGMD-3A, SGMD-
3B, SDMD-3C e SGMD-3D.
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5.4.1. Determinacao estrutural da mistura de SGMD-2
A mistura de SGMD-2A e SGMD-2B, foi isolada como solido cristalino amarelado (9

mg), solivel em CHCI; e identificada através da analise dos espectros de RMN 1D e 2D e
CG-EM, como escopoletina e 7-hidroxi-8-metoxi-cumarina, respectivamente.

/3

HyC-0"° ¢!
11
SGMD-2A SGMD-28

O espectro de RMN'H (Espectros 17 e 18, Vol. 2, p. 15 e 16) apresentou sinais dos
hidrogénios em &y 6.28 (d, J=9.4 Hz, H-3A) e 7.62 (d, J=9.4 Hz, H-4A) da insaturagédo
conjugada com carbonila, sendo o valor da constante acoplamento (d, J=9.4 Hz) observado
nos dois dupletos indicativo da relacdo cis entre eles. A conjugacdo da ligacdo dupla com a
carbonila gera um efeito mesomérico apresentando uma estrutura candnica que deixa o
hidrogénio ligado ao carbono-£ desprotegido (H-4A); este efeito produz um sinal em
frequéncias mais altas que o hidrogénio ligado ao carbono-a (H-3A). A integracdo de trés
hidrogénios do singleto em oy 3.98 representa a presenca de apenas uma metoxila.

O espectro de correlacdo homonuclear, COSY (Espectros 20 e 21, Vol.2, p.18 e 19),
revelou claramente o acoplamento entre os hidrogénios H-3A e H-4A.

O espectro de RMN*™C- DEPTQ (Espectro 19, Vol.2, p.17) apresentou sinal com
deslocamento quimico em &¢ 161.76 referente ao carbono carbonilico da lactona (C-2A). A
metoxila foi confirmada pelo sinal em 8¢ 56.64. Os demais sinais estdo descritos na Tabela 3,
p.25.

O espectro bidimensional (2D) HSQC de correlacdo heteronuclear de carbono e
hidrogénio através de uma ligacdo (*Jcn) (Espectro 22, Vol.2, p.20) auxiliou na atribuicdo
inequivoca dos deslocamentos quimicos, assim observados, dos carbonos e respectivos
hidrogénios na estrutura.

O espectro HMBC de correlagdo heteronuclear através de duas e trés ("Jcy, N=2 e 3)
ligacOes, (Espectros 23 e 24, Vol.2, p. 21 e 22) possibilitou atribuicdo também dos
deslocamentos quimico de carbonos ndo hidrogenados da substancia, auxiliou na
confirmacéo da posicdo da MeO (CHs-11A), através do acoplamento J® H-11A/C-6A além de
confirmar outros deslocamentos quimicos dos carbonos na substancia.

Adicionalmente, o espectro de massas obtido a 70 eV (Espectro 25, Vol.2, p.23),
registrou o ion molecular ([M*]), em m/z 192 D com tempo de retencdo no cromatograma
(Espectro 26, Vol.2, p.23) em Tr 14,228 minutos e 86.50 % de &rea relativa, verificando-se
uma diferenca de 46 D em relacdo a cumarina (C9HgO,), 0 que levou a confirmacdo da
presenca dos grupos OH e OCHj3; no anel aromatico e definiu a formula molecular C1oHgO4
para 0 composto, escopoletina (7-hidrox-6-metox-cumarina) (SGMD-2A). Os picos
relativamente intenso em m/z 177 e 164 foram atribuidos aos fragmentos formados pela
eliminacdo de radical metila (CH3) e mondxido de carbono (CO), respectivamente, onde
esses sdo fragmentos mais comuns para essa classe de metabolito especial (BUDZIKIEWICZ
et al., 1964). As propostas de fragmentacdo para justificar os principais picos observados no
EM foram resumidas no Esquema 7, p.26. O cromatograma registrou também um segundo
pico com 13.50% e Tr 15.107, com espectro de massas (Espectro 27, Vol.2, p. 23) com um
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outro fon molecular ([(M*]) em m/z 192 D, apresentando a maioria dos picos correspondentes
aos fragmentos semelhantes da cumarina ja proposta, porém com intensidades diferentes, o
que pode ser justificado como sendo um isémero de posicdo da escopoletina, as
fragmentacdes estéo ilustradas no Esquema 8, p.26. Os sinais em &y em torno de 7.28 (d, H-
5B) e 6.81 (H-6B) observados nos espectros de RMNH 1D (Espectro 18, Vol.2, p. 16) e 2D
(*H-'H-COSY, Espectro 21, VVol.2, p. 19) e em torno de 8¢ 127.63 (CH-5B), 115.50 (CH-6B)
e 61.59 (MeO-11B, metoxila impedida estericamente) no espectro de RMN*C (Espectro 19,
Vol.2, p.17) permitiram cogitar a 7-hidroxi-8-metoxicumarina (SGMD-2B). Nao foi possivel
avancar além desta deducéao devido a baixa intensidade dos sinais observados nos espectros de
RMN1D e 2D como consequéncia da quantidade relativamente pequena.

Estudos indicaram que escopoletina possui muitos efeitos bioldgicos, tais como no
tratamento de artrite reumatica, inibicdo da funcédo da tireoide (hipertiroismo) e hiperglicemia
sem causar hepatotoxicidade, apresenta atividade anti-oxidante (PANDA, 2006), atividade
hiperuricémico (DING et al., 2005), antiinflamatoria (SILVAN et al., 1996) e causa inibicao
da proliferacdo de células da préstata humana (LIU, 2002). A substancia 7-hidroxi-8-metoxi-
cumarina, apesar de pouco estudada ja vem apresentando atividades como a antifibrotica
(SHIN et al.,, 2011).

= 3
6 10
H3%~O £

SGMD-2A

Tabela 3. Dados espectrais de RMN'H (500 MHz) e RMN**C-DEPTQ (125 MHz) inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC da substancia de SGMD-2A, em CDClj,
comparados com valores da literatura COSTA et al. 2012. Deslocamentos (On
[mult., J (Hz)] e ¢, ppm).

SGMD-22 Literatura

C 3¢ Sy 2JenH 3JeH 3¢ dn

2 161.76 - H-3 H-4 161.40 -

6 144.23 - H-8; H-11 144.10 -

7 150.45 - H-8 H-5 150.37 -

9 149.92 - H-8 H-5; H-4 149.82 -

10 111.72 - H-3; H-8 111.56 -
CH

3 113.60 6.28 (d, 9.4 Hz) 113.48 6.25 (d, 9.5Hz)
4 143.59 7.62 (d, 9.4 Hz) H-5 143.26  7.58 (d, 9.5 Hz)
5 107.69 6.85 (s) H-4 107.68 6.84 (s)

8 103.41 6.92 (s) 103.28 6.91 (s)

OCH;

11 56.64 3.96 (s) 56.49 3.96 ()
OH - 6.18 () - 6.17 (s)
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Esquema 7. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-2A, com as abundancias relativas.

+ CO ‘CH3 Co
X _| *
|_L R |l, R |
(0] HO 9
(0]

O
e
OMe H
C10HgO4 CgHs0
m/z 192 CoHgOs s C/Hs0,
(60%) m/z 164 (100%) m/z 121
(40%) (80%)

Esquema 8. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-2B, com as abundancias relativas.

5.4.2. Determinacdo estrutural da mistura de SGMD-3

Uma mistura (13 mg) das substancias SGMD-3A, SGMD-3B, SGMD-3C, SGMD-
3D, apresentou-se como solido cristalino, soltvel em acetona. Foi observado também nesta
amostra sinais que correspondem as substancias SGMD-6A e SGMD-6B, que serdo descrita
nas paginas seguintes, e a SGMD-2A ja determinada (Tabela 3, p. 25). As substancias foram
identificadas através da analise dos espectros de RMN H, RMN**C-DEPTQ e CG-EM como
as cumarinas umbeliferona (SGMD-3A), 5,7-dimetoxcumarina (SGMD-3B), trimetox-
cumarina (SGMD-3C), onde n&o foi possivel determinar as reais posi¢es das metoxilas e a
isofraxidina (SGMD-3D).

A mistura de cumarinas (SGMD-3) foi analisada principalmente pela analise por CG-
EM, que apresenta maior sensibilidade, sendo detectado no RMN (*H e 3C-DEPTQ) apenas
as cumarinas SGMD-3A e SGMD-3B o trimetoxfenol SGMD-6A e o aldeido SGMD-6B.
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O espectro de RMN'H (Espectros 28 e 29, Vol. 2, p. 24-25) da SGMD-3A apresentou
dupletos em oy 6.16 e 7.85 (J=9.5 Hz, acoplamento cis) referente ao H-3A e H-4A,
respectivamente, que através do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear, COSY
(Espectros 32 e 33, Vol.2, p.28 e 29), observou-se o acoplamento entre si; também foi
evidenciado o acoplamento dos dupletos em oy 7.52 (J=8.3 Hz, H-5A) e 6.84 (J=8.3 Hz, H-
6A). O singleto em &y 6.74, foi atribuido ao H-8. A confirmacéo da atribui¢cdo dos sinais
(Tabela 4, p.28) apresentados pelo espectro de RMN'*C- DEPTQ (Espectros 30 e 31, Vol.2,
p.26 e 27) foi feita através do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a uma
ligacdo, HSQC (Espectros 34 e 35, Vol.2, p.30 e 31). Os sinais dos carbonos quaternarios nao
foram observados, provavelmente pela pequena massa da amostra, visto que o tempo de
relaxacdo desses carbonos exigem maiores tempos de acumulacdo para que se tenha uma boa
visualizacdo de seus sinais em pequenas quantidades de amostras.

Os pontos de ligacdo de cada grupo na molécula foram confirmados através da
interpretagédo do espectro bidimensional HMBC de correlagdo heteronuclear a longa distancia,
a duas (3Jcn) e trés ((Jcn) ligagdes (Espectros 36-38, Vol.2, p. 32-34).

Adicionalmente, o espectro de massas obtido a 70 eV (Espectro 45, Vol.2, p. 37),
registrou o ion molecular ([M*]), em m/z 162 D com tempo de retencdo no cromatograma
(Espectro 39, Vol.2, p.35) em Tr 13.281 minutos e 48.47% de érea relativa, confirmando a
formula molecular CoHgO3 para o composto umbeliferona (7-hidroxi-cumarina). As propostas
de fragmentacdo foram resumidas no Esquema 9, p.30, justificando-se 0s principais picos
observados nos espectro de massa da substancia.

A umbeliferona é conhecida por ter um amplo efeito farmacéutico, incluindo
antioxidante (HOULT; PAYA, 1996), antidiabético, anti-hiperglicemiante e anti-inflamatorias
(RAMESH; PUGALENDI, 2006). E utilizada na sintese de medicamentos, especialmente em
medicamentos anticancerigenos, no tratamento de alergias e asma, atua também como sonda
fluorescente (KOTWAL, 2008).
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SGMD-3A

Tabela 4. Dados espectrais de RMN'H (500 MHz) e RMN*C -DEPTQ (125 MHz) inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC da substancia SGMD-3A, em
Ds;CCOCD;, comparados com valores da literatura (ZOLEK, et al., 2003; LIU, et
al., 2004). Deslocamentos (6 [mult., J (Hz)] e 8¢, ppm).

SGMD-3A Literatura
C oc OH 2JeH 3JecH oc OH
2 ~162 - 165.1 -
7 * - 162.8 -
9 ~155 - H-8 H-4; H-5 154.6 -
10 * - H-5 H-4; H-8 110.2 -
CH
3 11334 6.15(d, 9.5) H-4 111.8 6.14 (d, 9.2)
4 145.18 7.85(d, 9.5) H-5 147.4 7.85(d, 9.2)
5 130.91 7.50(d, 8.3) H-4 130.5 7.48 (d, 8.4)
6 114.25 6.84(d, 8.3) H-8 101.7 6.82(dd, 8.4¢ 2.3)
8 103.75 6.74 () H-6 101.7 6.73 (d, 2.3)

O espectro de RMN'H (Espectros 28 e 29, Vol. 2, p. 24 e 25) SGMD-3B, apresentou
sinais dos hidrogénios em 6y 6.05 (d, H-3B) e 7.98 (d, H-4B) da ligacéo dupla conjugada com
carbonila como dupletos (d, J=9.8 Hz), indicando uma relagdo cis correspondente ao
acoplamento existente entre esses dois hidrogénios, que foi confirmada pelo espectro
bidimensional de correlagdo homonuclear, COSY (Espectros 32 e 33, Vol.2, p.28 e 29). O
singleto em Jy 6.40 e 6.34 foram atribuidos aos hidrogénios H-8B e H-6B respectivamente. A
auséncia de demais acoplamentos no espectro do COSY justifica juntamente com o espectro
de HMBC as posic@es das metoxilas.

O espectro de RMN®C-DEPTQ (Espectros 30 e 31, Vol.2, p.26 e 27) contribuiu com
os deslocamentos quimicos do CH-3B (6¢ 111.25), CH-4B (&¢ 139.79) CH-8B e CH-6B (d¢c
96.34) e OCHg3 (56.99 e 57.12) (Tabela 5, p.29). O espectro de massas obtido a 70 eV
(Espectro 46, VVol.2, p.37), registrou o ion molecular ((M]), em m/z 206 ([M]" D com tempo
de retencdo Tr.14.07 min no cromatograma e 5.71% de area relativa, confirmando a férmula
molecular C13H1004 para 0 composto, 5,7-dimetox-cumarina (citropten). As propostas de
fragmentacdo estdo ilustradas no Esquema 10, p.30, justificando os principais picos
observados no espectro de massas da substancia. Essa cumarina vem sendo utilizada em
produtos cosméticos de bronzeamento (MAKKI, 1991), também possui propriedades
antifangica (SIMONSEN et al., 2004), antibacteriana, anticoogulante (ROSSELLI et al.,
2007) e apresenta uma poténcia fotomutagénica (RAQUET et al., 2009).

As demais substancias foram evidenciadas pela analise por CG-EM, onde SGMD-6A,
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apresentou Tr 10.02 min e area 3.42% e espectro de massas com ion molecular em m/z 184
(IM]™)(CgH1204) (Espectro 40, Vol.2, p.35), que foi comparada com dados da biblioteca
GCMS Postrun Alalysis (Espectro 41, Vol.2, p.35), SGMD-6B apresentou Tr 10.53 min e
area 10.33% e espectro de massas com fon molecular em m/z 182 ([M]")(CeHgO4) (Espectro
42, Vol.2, p.36), que foi comparada com dados da biblioteca GCMS Postrun Alalysis
(Espectro 43, p.36). SGMD-2A revelou o Tr 15.78 min, &rea 14.66 % e EM com m/z 192
(IM]")(C10HsO4)(Espectro 44, Vol.2, p. 36). A substancia SGMD-3C revelou Tr 14,52 min,
area 2.29%, e espectro de massas com pico em m/z 236 ([M]™)(C12H120s)(Espectro 47,
Vol.2, p.38). SGMD-3D revelou o Tr 14.23 min, area 2.99% e espectro de massas com pico
em m/z 222 ([M]™)(C11H100s) (Espectro 48, Vol.2, p. 38). As propostas de fragmentacéo que
justificam as possiveis estruturas deduzidas e condizentes com as formulas moleculares de
SGMD-3C e SGMD-3D foram resumidas no Esquema 11, p.31 e Esquema 12, p.31,
respectivamente.

SGMD-3B

Tabela 5. Dados espectrais de RMNH (500 MHz) e RMN*C -DEPTQ (125 MHz) inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC da substancia de SGMD-3B, em
D;CCOCD;, comparados com valores da literatura JEREZANO et. al., 2011.
Deslocamentos (64 [mult., J (Hz)] e &¢, ppm).

SGMD-3B Literatura
C d¢c OH 2JcH 3JcH d¢c OH
2 ~161 - H-3 161.5 -
7 - 163.7 -
9 ~154 - H-4 156.8 -
5 - 157.0 -
10 - H-4 * -
CH
3 111.25 6.05 (d, H-2 110.9 6.14 (d, 10.0)
9.7)
4 139.79 7.98 (d, 138.7 7.95 (dd, 10.0)
9.7)
6 96.34 6.34 (s) H-8 94.8 6.29 (d, 2.4)
8 96.34 6.40 (s) H-6 92.8 6.42 (d, 2.4)
OCH;
5 57.12 3.91 (s) 55.9 3.88 (s)
7 56.99 3.73 (s) 55.8 3.85 (s)

29



\_| + CO

H o

CoHgO3
m/z 162
(70%)

O

CgHgO>
m/z 134
(100%)

ey

C7/Hs0
m/z 105

1 l (40%)
H
oy A
O/ O+
co A\
o)
H

C;Hs50
m/z 106
(15%)

Esquema 9. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-3A, com as abundancias relativas.
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Esquema 10. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-3B, com as abundancias relativas.
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Esquema 11. Proposta de fragmentagdo usando como exemplo a 5,6,7- trimetox-cumarina
para justificar os principais picos no EMBR da substancia SGMD-3C, com as

abundancias relativas.
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Esquema 12. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-3D, com as abundancias relativas.
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5.5. Determinacao estrutural de lignanas

As lignanas sdo definidas como dimeros formados por unidades C¢C3; de alcodis
arilpropanoides. Inicialmente verifica-se o acoplamento oxidativo entre os carbonos (CH-8)
das unidades monomeéricas, sendo 0s precursores mais importantes os alcodis 4-hidroxi-
cinamoil (alcool p-cumarico (1)), o coniferil (2) e o sinapil (3) (DEWICK, 2009).

OH
CH, OH

/ S
/

OH

O / HO

HO

“cH,  (3)
HO
0 2
“CH,

Lignanas podem variar substancialmente em nivel de oxidacdo, padréo de substituicdo,
bem como a estrutura quimica de sua estrutura basica de carbono. Além de uma diversidade
estrutural, esses metabdlitos mostram uma consideravel diversidade em termos de composicédo
enatiomérica, biossintese e distribuicéo filogenética (UMEZAWA, 2003).

A diversidade estrutural das lignanas se deve principalmente a formacdo de anéis
tetrahidronaftalenos e os diferentes graus de oxidagdo dos trés carbonos da cadeia, que
permite formar heterociclos oxigenados (GROS et al., 1985). Um ataque nucleofilico de
ambos grupos hidroxil promove a ciclizagdo produzindo estruturas diversificadas (Esquema
13, p.33). Esse tipo de ciclizacdo conduz a estruturas furanicas, que podem ser determinadas
através do espectro de RMN *H por exibirem sinais de hidrogénios ligados a carbonos
oximetinicos e oximetilénicos na regido de oy 3.5-4.5 ppm, além da presenca de dois
hidrogénios metinicos na regido de &4 2.9-3.1 ppm, provenientes dos hidrogénios ligados aos
carbonos que compde a ponte entre os dois anéis furanicos. Os anéis aromaticos podem
apresentar trés padrGes de substituicdo formando os sistemas AA’BB’, ABC ou AB, o que
torna a elucidagao destas substancias menos laboriosa (ARAUJO, 2011).

Nos vegetais as lignanas podem ser encontradas acumuladas em madeiras como
resposta a ferimentos mecéanicos ou a invasao de fungos ou bactérias. Estudos relatam vérias
propriedades benéficas das lignanas, incluindo tripanocida (BASTOS et al., 1999), analgésica,
anti-inflamatoria (BASTOS et al., 2001), leishmanicidas (BODIWALA et al. 2007; BARATA
et al., 2000) e anti-proliferativa (YAM et al., 2008), antiflingica (ZACCHINO et al., 1997),
antioxidante (KONYA et al., 2001) esquistossomicida (ALVES et al., 1998), malaria
(SILVA FILHO et al., 2001), inseticida (CHAURET et al., 1996), antitumoral e atividade
antimicrobiana (SOUZA et al., 2012).
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Esquema 13. Proposta biossintética dos metabdlitos especiais C¢C3 (DEWICK, 2009).
O estudo fitoquimico da fracdo em diclorometano (SGMD) resultou no isolamento e
identificacdo da lignana codificada em SGMD-4.
5.5.1. Determinacéo estrutural da substancia SGMD- 4
A substancia SGMD-4 (15 mg) apresentou-se em forma de cristais amarelo, soltvel

em cloroférmio. A substancia foi identificada através da analise dos espectros de RMN (1D e
2D) e de CG-EM como a lignana siringaresinol.
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O espectro de RMN'H (Espectro 49, Vol.2, p.39) apresentou sinais com
deslocamentos quimicos das unidades furofuranicas em &y 4.74 (sl, H-7/H-7"), 4.29 (dd, H-
9a/H-9a’), sinal encoberto em torno de 3.91(dd, H-9b/H-9b’) e 3.10 (m, H-8/H-8"). O singleto
intenso em &y 3.90, revelando integracdo compativel com 12 hidrogénios, conduziu a
determinacdo de quatro grupos metoxila. A semelhanga dos sinais dos hidrogénios do anel
aromatico, apresentando apenas um singleto em oy 6.59 foi usada para postular a presenca de
um plano de simetria na molécula. O espectro bidimensional de correlagdo homonuclear H-
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1H COSY (Espectro 51, Vol.2, p.41), confirmou a unidade furofuranica pelos acoplamentos
de H-8/H-8’ com ambos H-7/H-7 e 2H-9/2H-9°.

O espectro de RMN-"*C-DEPTQ (Espectro 50, Vol.2, p.40), apresentou-se bastante
simples, revelando apenas oito sinais, cada um correspondendo a dois carbonos, devido a
simetria da molécula. A comparacdo dos deslocamentos quimicos (Tabela 6) com os dados
descritos na literatura conduziu a férmula estrutural da siringaresinol, lignana proveniente do
acoplamento oxidativo entre duas unidades C¢C3 do alcool sinapil (MONTEIRO et al., 2007).
A atribuicdo inequivoca de cada deslocamento quimico foi completada apds anélise dos
espectros bidimensionais HSQC (YJc, de correlacéo através de uma ligagdo (Espectro 52,
Vol.2, p. 42) e HMBC (YJch e %Jch, correlacdo a longa distancia).

A posicdo de ligacdo de cada grupo funcional na molécula foram determinados
também através da interpretacdo do espectro bidimensional HMBC de correlagdo
heteronuclear a longa distancia, a duas (*Jcy) e trés (3Jcp) ligacdes (Espectro 53, Vol.2, p. 43),
sendo possivel identificar principalmente a posicdo dos grupos metoxilas, 0 que corroborou
com a andlise dos espectros de RMN-"*C-DEPTQ e de *H.

A anélise por cromatografia gasosa apresentou um cromatograma com impurezas
(ftalatos) e um sinal de maior porcentagem, com 31.85 % de area, com pico de Tr 33.65
minutos (Espectro 54, Vol.2, p.44). O espectro de massas (70 eV, Espectro 55, Vol.2, p. 44),
apresentou pico do ion molecular em m/z 418 (M™), compativel com a férmula molecular
C22H260s.. As propostas de fragmentacdo (Esquema 14, p. 35) justificaram os principais picos
observados no espectro de massas da lignana SGMD-4.

A presenga de carbono quiral na substancia conduziu a andlise do desvio da luz
polarizada que apresentou [o]p? = +0,0071 (MeOH).

Vérias atividades biologicas foram relatadas para o siringaresinol, como atividades
antifungicas (MONTEIRO et al., 2007), antiinflamatoria e antinocipeptiva (JUNG et al.,
2003). Park et al. (2008) evidenciaram a atuacdo da lignana na regulacéo do ciclo celular em
células de HL-60 de leucemia, e sugerem que essa possui um grande potencial de agente
quimioterapéutico para o tratamento de cancro.

Tabela 6. Dados de RMN'H (500 MHz) e de RMN®C-DEPTQ (125 MHz), inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC, da substancia SGMD-4, em CDClj,
comparados com valores da literatura (MONTEIRO et al., 2007). Deslocamentos
(6n [mult., J (Hz)] e d¢c, ppm).

SGMD-4 Literatura
C o oY “Jen Jen oc lo¥
1/1° 132.01 - 134.7 -
3/3°5/5° 147.09 - H-10/10’; 147.9 -
OH
4/4° 134.19 - OH-4/4° H-2/2’; H-6/6> 131.4 -
CH
2/2°/6/6° 102.59 6.59 (s) H-7/7° 103.6 6.59 (s)
77 86.04 4.74(d, 5.0) H-6/6’; H-2/2>  85.3 4.61(d, 4)
8/8’ 54.29 3.10 (m) H-7/7° 53.6 3.04 (m)
CH,
9a/9a’ 71.76 4.29 (dd) H-7/7° 71.0 4.15(dd,5e7)
9b/9b’ 71.76 3.77(dd, 3.5e 7)
MeO
10/10°/11/11° 56.02 3.90 (s) 56.6 3.89 (s)
OH
4/4° - 5.55 (s) - 8.23
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Esquema 14. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-4, com as abundancias relativas.

5.5.2. Derivado acetilado do siringaresinol SGMD-4a

O derivado SGMD-4a (10mg), obtido por reacdo da SGMD-4 com anidrido acético na
presenca de piridina, apresentou-se em forma semelhante a substancia original SGMD-4, com
solubilidade em cloroférmio. O derivado acetilado confirmou a estrutura da substancia
através da anélise dos espectros de RMN 'H, RMN*C-DEPTQ e HMBC.

SGMD-4a

Os espectros de RMN tH e 13C-DEPTQ apresentaram o perfil semelhante ao SGMD-
4, exceto pela presenca do sinal do grupamento acetato que foi incorporado na substéncia e a
auséncia do singleto largo em 6y 5.5 referente a hidroxila na posicdo 4/4°.

O espectro de RMN'H (Espectro 56 e 57, Vol.2, p.45 e 46), além dos sinais
caracteristicos do siringaresinol, apresentou um singleto em &y 2.39 (3H-13/13°) com
integracdo para seis hidrogénios, conferindo a presenca de duas metilas ligadas as carbonilas
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(C=0) do grupo acetato. A presenca das carbonilas (C-12/12’) foi confirmada pelo espectro
de RMN-'*C-DEPTQ (Espectro 58, Vol.2, p.47) através dos deslocamentos quimicos em &
168.87, valor tipico de carbonilas de ésteres, aparecendo o sinal das metilas (CH3-13/13”) em
oc 20.48, A comparacdo dos demais sinais do derivado e do siringaresinol encontram-se
descritos na Tabela 7.

A posicdo de ligacdo de cada grupo na molécula foi confirmada através da
interpretacdo dos espectros bidimensionais HSQC (YJcn) e HMBC (“Jcn e *Jch, Espectro 59
Vol.z, p. 48), corroborando também para anélise correta dos espectros de RMN-C-DEPTQ e
de "H.

Como esperado, a acetilacao dos hidroxilicos localizadas nos atomos de carbono 4 ¢ 4’
atenua a capacidade de doacéo de elétrons nos atomos de carbono orto e para como se pode
observar na Tabela 7.

Tabela 7. Dados de RMN'H (500 MHz) e de RMN-*C-DEPTQ (125 MHz), inclusive
resultados obtidos por HMBC, do derivado SGMD-4a, em CDCl3, comparados
com valores do siringaresinol (SGMD-4). Deslocamentos (dy [mult., J (Hz)] e

¢, ppm).
SGMD-4a SGMD-4
C & Y “Jon “Jon & Y
1/1° 139.57 - H-2/2°/6/6’ 132.01 -
3/3°5/5° 152.23 - H-2/2°/6/6’ H- 147.09 -
10/10°/11/11°
4/4° 127.80 H-2/2°/6/6’ 134.19 -
12/12° 168.87 - H-13/13° - -
CH
2/2°/6/6°  102.62 6.60 (s) H-7/7 102.59 6.59 (s)
77 85.81 4.79 (d, 4.1) H-2/2°/6/6>  86.04  4.74(d, 5.0)
8/8’ 54.36 3.10 (m) H- 54.29 3.10 (m)
9a/a’/9b/b’;
H-7/7°
CH,
9a/9a’ 72.07 4.32(dd) 71.76 4.29
9b/9b’ 72.07 3.96 (dd) 71.76
MeO
10/10°/11/11°  56.19 3.84 (s) 56.02  3.90 (5)
CH;
13/13’ 20.48 2.35 () - -
OH
4/4° - - - 5.555)

5.6. Determinacéao estrutural do alcaloide

Os alcaloides sdo compostos naturais contendo nitrogénios encontrados
principalmente em vegetais, mas também, em menor grau, em microorganismos e animais;
mais de 27000 estruturas diferentes de alcaloides foram caracterizados, sendo 21000 a partir
de plantas (DEWICK, 2009). Apresentam propriedade alcalina devido a presenca do
nitrogénio aminico e importantes atividades quimicas e farmacologicas (GROS et al., 1985).
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Os alcaloides p-carbolinicos sdo substancias oriundas da via metabolica do
chiguimato, que utilizam como precursor o acido antranilico. Este, apds sucessivas etapas
reacionais, gera o aminoacido triptofano que ird dar origem aos diversos alcaloides B-
carbolinicos (Esquema 15) (DEWICK, 1998).

Os alcaloides p-carbolinicos sdo baseados em um sistema p-carbolina, também
conhecidos como alcaloides do tipo harmano. Possuem o anel indolico derivado do triptofano
e sdo considerados alcaloides ind6licos simples. S&o moléculas triciclicas que compreendem
outro atomo nitrogénio em um de seus ciclos laterais de seis membros normalmente
substituidos com uma metila (DEWICK, 1998; MACHADO, 2006).

A presenca dos alcaloides S-carbolinicos pode ser visualizada pela fluorescéncia de
coloracdo azul intensa quando analisada por CCDA submetida a radiacdo UV a 254 nm. Nas
analises por RMN'H apresentam sinais na regido de hidrogénios arométicos entre & 7.20-
8.50 com diferenciacdo na multiplicidade de acordo com o padrdo de substituicdo do anel
benzénico. A presenga de sinais entre &y 2.40-2.80 é caracteristico das metilas dos alcaloides
S-carbolinicos simples e um sinal simples, pouco intenso em &y 9.00-9.80, é atribuido ao
hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio de alcaloides que ndo se apresentam como aminas
terciarias (ARAUJO, 2011).

A diversidade de atividades apresentadas por esses tipos de metabolitos especiais é
extensa, tendo uma importancia significativa na descoberta de fArmacos. Pode ser citados as:
Quinina (antimalario), Papaverina (antidisfunsdo erétil), Reserpina (antiarritimico),
Vincristina (anticancer) e Galantamina (AntiAlzheimer) (BARREIROS e BOLZAN, 2009)
dentre outros.

Mannich-like reaction oxidative
using keto acid decarboxylation reduction
\ NH, NH '
N E > \ COH —™* -
o >—C03H N N
H H
/ clacaonmc
[\H
/
-—
MeO MeO N
harmine harmaline tctrahydrohannmc harman

Esquema 15. Proposta biossintética de alcaloides indolicos (DEWICK, 2009).

O estudo fitoquimico da fracdo em hexano (SGMH) e diclorometano (SGMD)
resultaram no isolamento e identificagéo dos alcaloides SGMH-4, SGMD-4 e SGMACc1-A.

5.6.1Determinacédo estrutural da substancia SGMD-5

A substancia SGMD-5 apresentou-se como um sélido amarelado cristalino (25 mg),
soluvel em metanol. A substancia foi identificada como o alcaloide B-carbolinico, harmana
(SGMD-5) através da anélise dos espectros de RMN H, RMN*C-DEPTQ e de CG-EM
envolvendo consulta na Library Nist 08 acoplada ao aparelho da Shimadzu.
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O espectro de RMN'H (Espectro 60-62, Vol.2, p. 49-51), apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios ligados ao anel aromético entre &y 7.14-8.02. Os sinais de
hidrogénio foram atribuidos com auxilio do espectro de RMN 2D (*H-tH-COSY) (Espectro
64 e 65, Vol.2, p.53 e 54), que permitiu identificar as interacbes de acoplamento entre o
tripleto em &y 7.14 (H-10) com os sinais em oy 7.44 (H-11, t) e &y 7.95 (H-9, d) e do
acoplamento entre si dos dupletos em &y 8.02 (H-5, J=5.4) e &4 7.68 (H-6, J=5.4). O singleto
largo de pouca intensidade foi observado em &y 11.05 caracterizando a presenca de uma
ligacdo (N-H) do esqueleto inddlico. Os hidrogénios do grupo metila ligado ao anel piridinico
foi exibido em um singleto intenso em &y 2.68.

O espectro de RMN **C-DEPTQ (Espectro 63, VVol.2, p.52), exibiu sinais em & 20.12
justificando a metila ligada ao anel piridinico, seis sinais na regido de oc 113.23-138.01,
atribuidos aos carbonos sp” metinicos, sendo os sinais em & 138.01 e 114.42 correspondentes
aos carbonos do anel piridinico CH-5 e CH-6, respectivamente. Os demais sinais de carbonos
sp® metinicos foram assinalados para os carbonos do anel aromético dissubstituido da unidade
inddlica. Os sinais em fase negativa situados entre &c 122.97 a 143.27 estdo relacionados aos
carbonos ndo hidrogenados (Tabela 8, p.39). A analise inequivoca dos sinais foi realizada
através da analise dos espectros de correlagbes (Jt) HSQC (Espectro 66, Vol.2. p.55) e (J2 e
J3) HMBC (Espectro 67 e 68, Vol.2, p.56 e 57.).

O cromatograma (CG) (Espectro 69, p.58) com tempo de retencdo em Tr.13.58 e area
de 100%, revelou o grau de pureza dessa amostra. O espectro de massas (70 eV, Espectro 70,
p. 58 forneceu o pico do ion molecular em m/z 182 ([M].+), compativel com a férmula
molecular Ci,HioN2. As propostas de fragmentacdo para justificar os principais picos
observados no EM foram resumidas no Esquema 16, p.39.

A analise do conjunto de dados comparados com a literatura conduziu a identificacdo
da substéancia SGMD-5 como alcaloide harmana sendo este 0 marcador quimiotaxondmico
encontrado nas espécies estudadas do género e em grandes quantidades (BASTOS, et. al.,
2002).

Trabalhos demonstraram que a harmana atua na reversdo de quadros de estresse
(ABELAIRA, et. al, 2013), apresenta atividade antioxidante (SUSANNA et al., 1991),
antiviral, antigfingicas (CANCAO et al., 2014), antidepressivo (FARZIN; MANSOURI,
2006). Estudos comportamentais documentaram uma série de efeitos diversos para a
harmana, como convulsiva ou anticonvulsivante, tremorogenesis (BAHR; CHEMLI, 1910).
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Tabela 8. Dados de RMN'H (500 MHz) e de RMN-*C-DEPTQ (125 MHz), inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC, da substancia SGMD-5, em MEOD,
comparados com valores da literatura (BASTOS, 2001). Deslocamentos (ou
[mult., J (Hz)] e &¢c ppm).

Substancia SGMD-5 Literatura

C oc O ?Jen *Jen oc bt

2 136.54 - H-6;H-14 134.7 -

3 143.27 - H-5;H-14 141.4 -

7 130.01 - H-5 128.3 -

8 122.97 - H-6;H-10;H-12 121.8 -

13 142.84 - H-12 H-9;H-11 140.8 -
CH

5 138.01 8.02 (d, 5.4) 138.3 8.25(d, 5.2)

6 114.42 7.68 (d, 5.4) H-5 1134 7.85(d, 5.2)

9 122.99 7.95 (d, 8.0) H-11 121.8 8.20 (d)
10 121.08 7.14 (t, 14.8) H-11 H-12 120.0 7.20 ()
11 129.72 7.44(t, 14.8) H-10 H-9 128.2 7.51 ()
12 113.23 7.48 (d, 8.2) H-10 111.6 7.59 (d)
CHs

14 20.13 2.68 (S) 20.3 2.77 (S)
NH

1 11.05 (s) 10.65

—\+
=
T’ . 'N
Ci2HioN, CHs "\I |CH
m/z 182 ClZHloNZ 2
(100%) miz 181

% (15%)
NHTS ol +
NH

C12H10N2 C1HaN

m/z 182
m/z 154
100%
(100%) (10%)

Esquema 16. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-5, com as abundancias relativas.

5.6.2. Determinacdo estrutural da substancia SGMH-4

A substancia SGMH-4 (20 mg) apresentou-se como um sélido caramelo, soltivel em
metanol. Esse metabolito especial foi identificado através da analise dos espectros de RMN
1H, RMN*C-DEPTQ (1D e 2D) e ESI-MS como o alcaloide ofiorina (SGMH-4).
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(SGMH-4)

O espectro de RMH *H (Espectro 71-74, Vol.2, p. 59-62) mostrou sinais de seis
hidrogénios na regido de aromaéticos referente a unidade [-carbolinica, que foram
confirmados pelas interacdes de acoplamento presentes no espectro de RMN 2D tH-1H-COSY
(Espectro  78-81, Vol.2, p.66-69). Picos transversais correspondéncia as interagdes
heteronucleares de atomos de carbono e hidrogénio observados nos 2D HSQC (Espectro 82 e
83, Vol.2,p. 70 e 71) e HMBC (Espectro 84 e 85, Vol.2, p. 72 e 73) permitiram identificar os
sinais dos carbonos hidrogenados e quaternarios desta unidade aromatica (C11HgN>), que se
assemelha com o alcaloide harmana (SGMD-5, Tabela 8, p.39) ja identificada neste
trabalho.

A anélise dos espectros de RMN *H e **C (Espectro 75-77, Vol.2 p.63-65)(1D e 2D)
conduziu a presenca do grupo vinila, reconhecida pelos sinais dos carbonos : metilénico CHo-
18 (8¢ 119.14 e 3y 5.35 e 5.32) e metinico CH-19 (8¢ 136.44 e 6y 5.96).

A unidade de glicose foi proposta através dos sinais dos atomos de carbono
oxigenados metinicos CH-1" [d¢ 96.16 e &4 4.80 (d, 9.8 Hz, H-1" em posi¢do axial)] carbono
anomérico, CH-2’ (8¢ 74.76 e oy 3.12), CH-3" (3¢ 77.98 e 6y 3.26), CH-4’ [6¢ 71.75 e oy
3.10 (m)] e CH-5" (6¢c 78.28 e 6y 3.01) e o carbono metilénico CH,-6’ [6¢ 62.75 e dy 3.60 e
Sy 3.36 (M)].

A comparacdo destes dados espectrometricos com valores registrados na literatura
(BASTOS et. al., 2002; AIMI et al., 1985) para alcaldides B-carbolinicos glicosilados
contendo grupo vinila, permitiu destacar a presenca de sinais remanescentes nos espectros de
RMN *3C referentes aos carbonos CH-20, CH-16 e CH-15 com deslocamentos quimicos em
d¢c 49.15, 47.93 e 31.99 respectivamente; foi observado também dois sinais de carbonos
carbindlicos CH-21 (8¢ 100.50, CH ligado a dois a&tomos de oxigénio = carbono cetélico),
CH-17 (8¢ 90.93, CH ligado a 4tomo de oxigénio e nitrogénio suportando carga positiva ) e
um sinal em 8¢ 174.53, assinalado a carbonila (C-13) e compativel para presenca de acido
carboxilico. Estes dados revelaram-se semelhantes aos deslocamentos quimicos descritos para
os alcaloides ofiorinas A e B (Tabela 9, p. 41).

O espectro ESI-HRMS permitiu deduzir o jon molecular m/z 512.1762 ([M]™) e a
formula molecular CysH2gN2Og através dos picos [M+H'] em m/z 513.1873 (CasH29N,0o,
calc. m/z 513.1873) (Espectro 86, Vol.2, p.74) e [M+Na'] em m/z 536.1729 (CysH29N>NaO,
calc. m/z 536.1771) (Espectro 87, Vol.2, p.74), em pleno acordo com a estrutura da ofiorina.
A representacéo da estrutura de SGMH-4 com os picos [M+H"] e [M+Na'] estdo no Esquema
17, p. 42.

Esse alcaloide glucoindole apresenta algumas atividades registradas na literatura
como: antiinflamatoria, antiespasmodico, analgésica (CAPASSO et al., 2002).
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SGMH-4

Tabela 9. Dados de RMN'H (400 MHz) e de RMN-"*C-DEPTQ (100 MHz), inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC, da substancia SGMH-4, em MeOD,
comparados com valores da literatura (BASTOS et al., 2002). Deslocamentos
quimicos em & (8y [mult., J (Hz)] € 3¢, ppm).

SGMH-4 Mo-01 Mo-02

C & Sy Jen Jo ot S dn

2 135.05 -- H-6; 2H-14 134.7 -- 135.9 --

3 140.00 - H-5 144.3 - 138.8 --

7 133.81 - H-5; H-9 1334 - 130.2 --

8 121.50 -- H-10; H-12 124.7 -- 119.2 --

13 145.89 -- H-9; H-11 140.7 -- 144.1 --

16 - - - 114.6 -- - --

22 174.53 -- 167.7 -- 175.6 --
CH -

5 134.86  8.55(d, 6.6 Hz) 143.1 8.56 (d, 4.8) 133.3 8.6 (d, 6.8)

6 117.60  8.50 (d, 6.6 Hz) 113.2 7.45(d, 4.8) 118.0 8.3(d, 6.8)

9 124.47 8.33(d, 8,3 Hz) H-11 120.8 7.99 (t, 8.0) 123.4 8.1(d, 8.0)
10 123.40 7.43 (t) H-12 124.6 7.44 (t, 8.0) 122.7 7.1(t,8.0)
11 133.37 7.77 (1) 130.2 7.61 (t, 8.0) 1326 7.4(t, 8.0)
12 114.04  7.70 (d, 8.5 Hz) H-10 1185 8.58 (1, 8.0) 113.3 7.6 (d, 8.0)
15 31.99 3.20 (m) 34.8 4,50 (ddd, 4.2, 3.2) 31.0 3.0 (m)

16 47.93 3.43 (m) - - 46.6 3.3

17 90.97 6.60 (sl) H-5 147.6 6.93 (d, 2.8) 89.0 6.6 (sl)

19 136.44 5.96 (m) 1315 5.42(ddd, 16.0,10.0,8.0)  134.7 5.7 (dd)
20 49.15 2.87 (m) H-1°; H-16 429 5.04 (dd, 8.0, 2.0) 47.6 2.8 (m)

21 100.50 4.43(d, 7.8 Hz) 95.5 2.97 (DM, 6.0) 94.2 4.6 (d, 9.6)
CH,

14 30.96 3.73 33.9 2.20 (m) 24.0 35

18 119.14 5.35 120.4 5.40 (m) 120.9 5.3(d, 17.2)

5.32 5.30 (dd, 16, 2.0) 5.2 (d, 10.8)
Acucar

r 96.16 4.80 (d, 9.8) H-21 95.8 4.96 (d, 8.0) 99.7 4.4(d, 8.8)
2’ 74.75 3.12 70.3 5.04 (t, 8.0) 735 2.9(t,8.8)
3’ 77.76 3.26 72.2 5.30 (t, 9.6) 76.6 3.1 (m)

4 71.75 3.10 68.2 5.13 (t, 9.0) 69.8 3.0(m)

5 78.28 3.01 (m) 72.3 3.80 (dd, 12.8, 2.4) 77.0 2.8(m)

6’a 62.75 3.60(m) 61.7 4.37 (dd, 12.8, 4.50) 60.6 3.5 (m)
6’b 62.75 3.36 (m) 61.7 4.30 (dd, 12.8, 2.4) 60.6 3.3(m)

CH;-C=0 6 20.9, 20.7, 20.6, 20.5, 17.8; 170.6, 170.0, 169,7, 169.5, 169.3

o4 2.36,2.23,2.10, 2.08, 1.84
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CagH28N;0q CagH20N;0g ¥ OHy 8
(calc m/z 512.1795) m/z 513.1873
(calc m/z 513.1873) Na*

HO—
HO4 Q ? CogHagNoNaOg
HO , 0\ m/z 535.1674 (~80 %)
3 2 oH 1 18 (calc m/z 535.1692)
CogH3oN,NaOg CysHpgN,NaOg
m/z 537.1758 miz 536.1729 (100 %) \
(CaIC m/z 5371849) (CaIC m/z 5361771) 10

HO
HO7'
HO >
3 OH 1 18
CoHagN,NaOg
m/z 535.1674 (~80 %)
(calc m/z 535.1692)

Esquema 17. Estruturas para os diferentes picos apresentados no ESI-MS, [M+Na'] e
[M+H"] da substancia SGMH-4.

5.6.3. Determinacao estrutural da mistura de SGMAc-1.

A mistura de SGMACc-1A e SGMACc-1B (10 mg) foi solavel em metanol. Tais
componentes foram identificados através da analise dos espectros 1D e 2D de RMN 1H,
RMN®C-DEPTQ, CG-EM e de ESI-MS como a N-acetil-serotonina e 6°-O-
vaniloiltachioside, respectivamente.
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5.6.3.1. Determinacao estrutural de SGMACc -1A

O espectro de RMH 'H (Espectro 88-90, Vol.2, p.75-77) mostrou sinais de
hidrogénios na regido de aromaticos constituindo um sistema ABC referente a unidade [3-
carbolinica, com a presenca de um singleto largo (sl) em &4 6.52 (CH-8A), 6.68 (dd, J=8.4 e
J=2.2, CH-10A) e 7.15(d, J= 8.4), que foram confirmados pelas interagcbes de acoplamento
reveladas pelo espectro de RMN 2D 'H-'H-COSY (Espectro 95-97, Vol.2, p. 82-84). Picos
transversais correspondéncia as interacfes heteronucleares de &tomos de carbono e hidrogénio
observados nos 2D HSQC (Espectro 98-100, Vol.2, p. 85-87) e HMBC (Espectro 101-103,
Vol.2, p. 88-90) permitiram identificar os sinais dos carbonos hidrogenados e quaternérios
desta unidade aromatica (Tabela 10, p. 44).

O singleto em &y 7.02 correlacionado com o carbono & 122.81 através do HSQC e o
carbono quaternario em & 112.61 foram atribuidos ao carbonos CH-2A e C-3A do anel
pirrolico.

Os carbonos metilenos CH2-4A e CH,-5A revelaram seus sinais em 64 2.87,t,J=7.2/
oc 26.36 e oy 3.26/6¢c 41.57, respectivamente. Suas posi¢es foram determinadas através do
espectro de RMN 2D 'H-1H-COSY, com acoplamento entre si, CH,-4A e CH,-5A, pela
multiplicidade do sinal e pelo espectro 2D HMBC, onde esse conferiu que CH»-4A, estava
ligada ao anel pirrélico na posicdo CH-3, através do acoplamento J? para C-3A/ 2H-4A e J° C-
3/2H-5A.

O grupamento amida, foi reconhecido pela presenca de um singleto em &4 1.87 € &
22.74 referente a metila (CH3-14A) e pelo sinal do carbono carbonilico em & 173.43 do
espectro de RMN-B3C-DEPTQ (Espectro 91-94, vol.2, p. 78-81)

O cromatograma (CG) (Espectro 104, p.91) apresentou dois picos com tempo de
retencdo Tr.18.174 e area de 81.76% (SGMAc-1A) e outro em Tr. 18.24, sendo uma
impureza(ftalato). O espectro de massas (70 eV, Espectro 105, p.91) forneceu o pico do ion
molecular em m/z 218 ([M].+), compativel com a férmula molecular C;2H14N,0,, em acordo
com a estrutura da N-acetil-serotonina. As propostas de fragmentacdo para justificar os
principais picos observados no EM foram resumidas no Esquema 18, p.44.
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Tabela 10. Dados de RMN'H (500 MHz) e de RMN-C-DEPTQ (125 MHz), inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC, da substancia SGMAc-1A, em MeQOD,
comparados com valores da literatura (GUERRIERO, et al., 1993).
Deslocamentos quimicos em 6 [dy [mult., J em Hz)] e o¢, (ppm).

SGMACcl-A Literatura

C oc oy “Jen Jen oc On

3 112.61 - H-4 H-5; H-8 114.06 -

7 129.58 - H-2; H-4; H-11 131.03 -

9 151.21 - H-11 152.69 -

12 133.20 - H-2; H-8; H-10 134.90 -

13 173.43 - H-14 2H-5 174.82 -
CH

2 122.81 7.02 (sl) H-4 125.74 7.01(s)

8 103.76 6.92(sl) H-10 105.02 6.91 (dd, 2.4 ¢ 0.6)

10 112.47 6.68 (dd,8.4, 2.2) H-8 113.90 6.65 (dd, 8.7 € 2.4)

11  112.80 7.15(d, 8.) 114.19 7.15 (dd, 8.7 € 0.6)
CH,

4 26.36 2.87 (t,7.2) H-5 27.8 2.85 (t, 7.5)

5 41.57 3.29 H-4 43.02 3.43 (t, 7.5)
CH;,

14 22.74 1.87 (s) 24.15 1.92 (s)

H —+
HO. ., ‘N _o

+
8 4 .
9 |3 ;6 ﬂ HO 7 \
9 3
10 N 2 14 | 5
12 HO
11 14 10 2
| 1 12
VN | N

SOMAG-IA N N OH H
6
3
Clﬁq'jzlﬁlzl\l%OZ McLafferty j{ C10HgN1O;
14 /z 159
15%) + "o
( o 7‘ (100%)
8 4
HO 7 =
9 3
10 ; -lN/ 2
11 I 1
CqHgN; 0,
m/z 146
(85%)

Esquema 18. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMAc-1A, com as abundéancias relativas.

44



5.6.3.2. Determinacao estrutural de SGMAc -1B

O espectro de RMN tH (Espectro 88-90, Vol.2, p.75-77) evidenciou a presenca de dois
anéis benzénicos 1,3,4-trissubstituido, com sinal (oy 6.55) revelando integracdo para 2
hidrogénios, atribuidos a H-12B e H-13B através da correlacdo heteronuclear no espectro 2D
HSQC (Espectro 98-100, Vol.2, p. 85-87 ) com 0s respectivos sinais dos atomos CH-12B (d¢c
116,03/6y4 6.55) e CH-13B (dc 110.13/0y 6.55). O sinal do H-9B apresentou-se como um
singleto largo (sl) em oy 7. 70 (CH-9B: (dc 104,15/6y 7,70). A atribuicdo inequivoca desses
carbonos se baseou também no espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC
("Jch, N=2 e 3) através do acoplamento J® H-9B/CH-13B (Espectro 101-103, Vol.2, p. 88-90).

O grupamento vaniloil foi deduzido pelo RMN*H: através dos dupletos em Jy 6.69
(J= 8.5 Hz, H-5b) e 7.57 (J=8.5, H-6B), que estdo acoplados orto entre si, interacdo
confirmada pelo espectro de correlacdo homonuclear, COSY (Espectro 95-97, Vol.2, p. 82-
84), além de um singleto largo em Jy 7.00 (H-2B). O espectro de RMN2C-DEPTQ
apresentou sinais de dois grupos metoxilicos em oc 56,41 (MeO-3B) e 56,56 (MeO-10B),
além de sinais em J¢ 116.11, 125.34, 148.91, 153.30, 122.51 e 168.06 CH-5B, CH-6B, C-4B,
C-3B, C-1B e C-7B (C=0). A presenca do grupo carboxilico (C-7B) responde pela maior
desprotecdo dos &tomos de hidrogénio H-2B e H-6B devido ao efeito anisotrépico da ligacdo
dupla da carbonila.

A unidade glicopiranosidica foi caracterizada pelos sinais de atomos de carbono
oxigenados, correlacionados com os respectivos atomos de hidrogénio no HSQC: CH-1B’
anomérico [6¢c 103.60/6y 4.78 (d, 7.55 Hz), H-1B’ em posicao axial)], CH-2B’ (8¢ 75.06/54
3.48), CH-3"B (8¢ 77.07/6y4 3.50), CH-4’B [6¢ 70.65/64 3.44 (m)], CH-5"B (8¢ 75.70/8y 3.73)
e CH,-6’B [d¢ 65.33/01 4.70 (d, 11.35) e 64 4.36 (dd, 11.7, 7.6).

A configuracdo anomérica S para a glicose foi deduzida com base no valor da
constante de acoplamento de valor J =7.5 Hz de CH-1’B. A ligacéo do grupo vaniloil, com a
unidade glicosidica foi confirmada pela correlacdo heteronuclear a longa distancia revelada
pelo HMBC (3Jcn) de 2H-6'B(d1 4.70 e 4.36) da glicose com C-7B (Jc 168.08).

A posicdo de ligacdo de cada grupo na molécula foi confirmada através da
interpretagdo dos espectros bidimensionais HSQC (YJci) e HMBC (2Jch e *Jcn) corroborando
também para anélise correta dos espectros de RMN-"*C-DEPTQ e de *H (Tabela 11, p.46).

O CG-EM ndo detectou essa substdncia, devido sua caracteristica polar
(provavelmente ndo saiu da coluna), ficando retida na coluna cromatogréafica, com isso ela foi
analisada por ESI-MS, e 0 espectro permitiu deduzir o fon molecular m/z 452.1311 ([M]*) e a
formula molecular Cy;H,4041 através do pico [M-H'] em m/z 451.1277 (C21H»3041, calc. m/z
451.1240) (Espectro 106, Vol.2, p.91), em pleno acordo com a estrutura do 6’-O-
vaniloiltachioside . A representacio da estrutura de SGMac-1B com o pico [M-H"] esta no
Esquema 19, p.46.

Dentre atividades bioldgicas relatadas para esse glucosideo, pode-se citar a de
antioxidante. (BAI, et al., 2012)

SGMAc-1B
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Tabela 11. Dados de RMN'H (500 MHz) e de RMN-*C-DEPTQ (125 MHz), inclusive
resultados obtidos por HSQC e HMBC, da substancia SGMAc-1B, em MeQOD,
2007). Deslocamentos

comparados com valores da literatura (YANG et al.,

quimicos em & (8n [mult., J (Hz)] € S¢, ppm).

SGMACc-1B Literatura
c % O ?JeH Jen & O
1 122.51 - H-5 122.1 -
3 148.91 - H-5: MeO-3 149.2 -
4 153.30 - H-5 H-2; H-6 152.5 -
7 168.06 - H-2; H-6, 2H-6’  167.9 -
8 152.12 - H-9; H-13 H-1°; H-12 152.5 -
10 149.31 - H-9 H-12; MeO-10  149.2 -
11 143.91 H-9; H-13 143.2 -
CH -
2 113.75 7.53(s) H-6 113.7 7.54 (s)
5 116.11 6.68 (d, 8.5) H-2 115.9 8.86 (d, 8.2)
6 125.34 7.57 (d, 8.5) 125.3 7.56 (d, 8.3)
9 104.15 6.70 (s) H-13 104.2 6.70 (s)
12 116.03 6.55 (d) H-13 115.9 6.55 (s)
13 110.13 6.55 (d) H-9 110.2 6.55 (s)
CH;
MeO-3 56.41 3.68 (s) 56.3 3.70 (s)
MeO-10 56.56 3.84 (s) 56.3 3.86 (s)
Acucar
I 103.60 4.78 (d, 7.55) 103.7 4.76 (d, 7.5)
2’ 75.06 3.48 75.0 3.42 (m)
3’ 77.07 3.50 77.9 3.46 (m)
4 70.65 3.44 72.1 3.39 (m)
5 75.70 3.73 75.6 3.73 (m)
6’a 65.33 4.70 (d, 11.35) 65.2 4.70 (d, 11.0)
6’b 65.33  4.36 (dd, 11.7, 7.6) 65.2  4.37dd, 11.6, 7.4)

O0=—

B C21H24011
m/z 452.1311
(calc m/z 452.1319)

7
(0] 10 ~OMe H O s 10~ OMe

C21H23011

m/z 451.1277
(calc m/z 451.1240)

Esquema 19. Espectro de massas de alta resolu¢do ESI-MS registrado no modo negativo
([M-H"]) da substancia SGMAc-1B.
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5.7. Determinacéo estrutural dos metabolitos C¢C;.

Os metabolitos com estrutura C¢C; sdo oriundos da degradacao da cadeia lateral dos
acidos cindmico ou p-cumérico, onde esses sdao formados pela via metabdlica dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina (com esqueleto C¢C3), sendo precursores de
uma série de metabdlitos especiais que usualmente possuem um padrdo de substitui¢do
caracteristico (principalmente p-hidroxi, 3,4-dihidréxi ou 3,4,5-trihidrdxi). A etapa inicial de
formacdo desses metabdlitos é a eliminacdo de amdnia gerando o &cido cindmico trans (E).
Quando o amino&cido de partida é a fenilalanina tera a formacdo do acido cindmico, porém,
se 0 aminoacido for a tirosina, a eliminacdo de aménia produzira o acido 4-hidréxi-cindmico
(&cido p-cumarico) (ARAUJO, 2010).

A formacéo dos aldeidos cindmicos se da com a substituicdo do grupo carboxilato
pelo grupo SCoA, que, em seguida, sofre uma reducdo por acdo de NADPH gerando aldeidos
cindmicos (TORSSELL, 1997; DEWICK, 2009) (Esquema 20).

O estudo fitoquimico da fracdo em diclorometano (SGMD) resultou no isolamento e
identificacdo de dois metabdlitos secundario denominadas SGMD-6A e SGMD-6B.

HO

H
PO o
2ok
0”7 TCcoH + S
2 0 OH _—S> o i

HO OH —
DH
FEF Eritrose4-fosfato

e 3-dehidroguinico Ac. d-n,ql,mlm}
Co.H
\'H 0.C CD H
§ - JL
o C0O:H
R L-A
c. am'zmm
R=H, cinimico F.=H, fenilalanina 1L{: codamico
B UH p-C‘me{:D B U‘H tirosina
C0.H COSCod

COSCGIL CHO
—)-—
_\ = MO OMe  MMe D Oh=  M=O Ohle
OH

Ae. arrL.llm} Ae mapm:u Sirinzaldsido

Esquema 20. Proposta biossintética dos metabolitos especiais CsC3 (DEWICK, 2009).

5.7.1 Determinacéo estrutural da mistura de SGMD-6

As substancias SGMD-6A e SGMD-6B apresentaram-se majoritariamente em uma
mistura (20 mg) de sélido amarelado, soltvel em acetona e foram identificadas como 3,4,5-
trimetox-fenol (SGMD-6A) e o siringaldeido (SGMD-6B). Nesta mistura em uma propor¢éo
menor, foi detectada através do cromatograma (Espectro 109, p.94), cumarinas que ja foram
relatadas neste trabalho. As determinac@es estruturais foram propostas através da analise dos
espectros de RMN 1H, RMN®C-DEPTQ e CG-EM.

47



OH

2 6

5

9
CHO™3 Y7 "OCH;,

OCHs
8

(SGMD6-A) (SGMD6-B)

5.7.1.1 Determinacéo estrutural de SGMD -6A

O espectro de RMN 'H SGMD-6A (Espectro 107, Vol.2, p.92) apresentou dois
singletos finos e intensos em dy 3.74 (MeO-7A e MeO-9A) e 3.91 (MeO-8A) caracteristicos
dos hidrogénios dos grupos metoxilas. O deslocamento quimico em &y 6.13 refere-se aos dois
hidrogénios do anel aromatico H-2A e H-6A (Tabela 12).

O espectro de RMN'C-DEPTQ (Espectro 108, Vol.2, p.93) possibilitou a
identificacdo dos valores de deslocamento quimico dos carbonos metinicos em Ocy 94.16
(CH-2A/CH-6A), metoxilicos em 6c 56.38 (MeO-7A e MeO-9A) e 60.85 (MeO-8A). A
comparacdo dos dados obtidos com valores da literatura (Tabela 12), permitiu a confirmagéo
da substancia como sendo o 3,4,5-trimetox-fenol (SGMD-6A).

No espectro de massas (70 eV, Espectro 110, VVol.2, p.94 ) observou-se o pico do ion
molecular em m/z 184 ([M]") correspondente a esse componente, com Tr 10.263 min.,
condizente com a férmula molecular C9H;,04. As propostas de fragmentagdo para justificar
0s principais picos observados no EM de baixa resolucdo foram resumidas no Esquema 21,
p.49.

Tabela 12. Dados de RMN*H (500 MHz) e de RMN-"*C-DEPTQ (125 MHz) da substancia
SGMD-6A, em CD3OCCD3; comparados com valores da literatura (PARAMAR,
et al., 1996). Deslocamentos quimicos em & (8y [mult.,] € Sc, ppm).

SGMD-6A Literatura

C oc OH oc OH

1 155.00 - 152.44
3/5 153.93 - 153.76 -

4 132.61 - 131.85 -
CH
2/6 94.16 6.13 (s) 93.04 6.10 (s)

OCH;

7/9 56.38 3.74 (s) 55.98 3.75

8 60.85 3.91(s) 61.03 3.75
OH

5.15 (s)
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Esquema 21. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos no EMBR da
substancia SGMD-6A, com as abundancias relativas.

5.7.1.2 Determinacéo estrutural da substéncia SGMD6-B

O espectro de RMN'H (Espectro 107, Vol.2, p.92) apresentou um singleto em 8 9.82
caracteristico do hidrogénio de aldeido. Outro singleto em &y 7.22 foi atribuido aos dois
hidrogénios do sistema do anel aromatico (H-2B/H-6B). Os hidrogénios dos grupos metoxilas
foram revelados também como um singleto em oy 3.61 (MeO-3B/MeO-5B). O aparecimento
de apenas trés sinais no espectro de RMN'H sugeriu um plano de simetria para justificar a
equivaléncia magnética dos hidrogénios do anel aroméatico e dos hidrogénios dos grupos
metoxilicos.

O espectro de RMN '*C- DEPTQ (Espectro 108, Vol.2, p.93) possibilitou a
identificacdo dos valores de deslocamento quimico dos carbonos metinicos em dcy 106.93,
metoxilicos em dcy 55.80 e da carbonila aldeidica em 6c em 190.05. A comparacao dos dados
espectrais discutidos com valores existentes na literatura (Tabela 13, p. 50), permitiram a
confirmacédo da substancia SGMD-6B, caracterizando-se como sendo o aldeido siringico (4-
didrox-3,5-dimetoxbenzaldeido) (PETTIT, 2009).

No espectro de massas (70 eV, Espectro 111, Vol.2, p.94) desta substancia (Tr 10,72
min) observou-se o pico correspondente ao ion molecular em m/z 182 ([M*], compativel com
a formula molecular CoH1004 . As propostas de fragmentacdo para justificar os principais
picos observados foram resumidas no Esquema 22, p.50.

Esse metabdlito especial apresenta atividade antiinflamatoria (HUANG, et al., 2013),
antioxidante, antibacteriana,, antialérgico e efeitos anticancer (LI, et al., 2013).
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(SGMD-6B)

Tabela 13. Dados de RMN*H (500 MHz) e de RMN-"*C-DEPTQ (125 MHz) da substancia
SGMD-6A, em CD30CCD3; comparados com valores da literatura (FIDELIS,
2011). Deslocamentos quimicos em & (dy [mult.,] € &¢c, ppm).

SGMD-6B Literatura*
C oc OH oc OH
1 - 128.,3 -
3/5 148.22 - 147.3 -
4 143.56 - 140.8 -
CH
2/6 106.93 7.22 (s) 106.6 7.15(s)
7 190.05 9.82 (s) 190.7 9.82 (s)
OCHjs
8/9 55.80 3.61(s) 56.4 3.97(s)
* CDCl;
MeO 2%
*H
) HO
O_W'L 4> OMe
CoHgO4
H m/z 181

(70%)
OMe co
CgH1004
m/z 182
(100%) . MeO,
CHO
4. o

OMe
CgHgO3
m/z 153
. (10%)
CHs o)

CgH704
m/z 167
(15%)

LA, SN y o C
HO? ’
€]
OMe

@
(0] Hoﬁ/ CHO
MeO

C7H703
m/z 139
(20%)

Esquema 22. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos observados
no EMBR da substancia SGMD-6B, com as abundancias relativas.
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6. ATIVIDADES BIOLOGICAS

A biodiversidade dos paises tropicais, um recurso valioso, com grande variedade de
espécies de plantas estd sendo pouco explorada. Informacgdes obtidas na medicina folclérica
(etnofarmacologia) vém contribuindo para a selecdo de plantas a serem estudadas, na busca de
extratos e metabdlitos especiais com potencial promissor para atuarem como fitoterapicos ou
fitofarmacos.

Diante desta situacdo, fitoquimicos trabalnham em conjunto com pesquisadores de
diversas areas da saude, visando a aplicabilidade dos metabdlitos isolados e extratos buscando
de forma incessante substancias que possam atuar de forma ativa a evolucdo genética dos
microrganismos.

O extrato e as partigdes de S. grazielae foram submetidos a ensaios biol6gicos, em
parceria com outros grupos de pesquisa da UFRRJ.

6.1. Atividade antinociceptiva

A dor é um sinal de alarme que o Sistema Nervoso Central utiliza para sinalizar um
processo de agressdo ao organismo, com risco para sua integridade fisica. Esse alarme
desencadeia um conjunto de reacfes de adaptacdo, de ordem sicofisioldgica, autbnoma e
motora, visando afastar o organismo do agente agressor. A percepcdo da dor também é
chamada de nocicep¢do, sendo um alerta individual de percepcdo ou sensacdo de dor
(CHAPMAN et al., 1999; GOZZANI, 2002).

Fisiopatologicamente, a dor também pode ser classificada em nociceptiva, neuropética
e idiopéatica. A dor nociceptiva é o resultado de um estimulo (p.ex., térmico, quimico) nos
receptores de dor, podendo ser somatica, se sua origem for a pele, ossos ou musculos, ou pode
ser visceral se for originada nos 6rgdos abdominais e toracicos. A dor neuropética resulta da
lesdo no sistema nervoso central ou periférico. Ja a dor idiopatica, € uma dor inespecifica de
origem desconhecida (GALLUZZI, 2007).

O teste da formalina é o modelo mais preditivo da dor ténica englobando mecanismos
inflamatdrios, neurogénicos e centrais de nocicepc¢do. A injecdo de formalina a 1% na pata do
camundongo é um evento bifasico. A primeira fase (dor neurogénica) é causada pela
estimulacdo quimica direta de nociceptores. A segunda fase (dor inflamatéria) é acionada por
uma combinacdo de estimulos, incluindo a inflamacdo dos tecidos periféricos. (YUVARAJ et
al., 2013).

Dessa forma, esse modelo representa uma ferramenta farmacoldgica muito
interessante para o estudo de novas drogas antinociceptivas. Além do mais, a dor induzida
pela formalina possui varios aspectos que a tornam de interesse, quando comparada com
outros modelos de dor, sendo o mais relevante, sua semelhanca com a dor clinica
(HUNSKAA; HOLE, 1987).

Visando identificar as particGes que possam ser potencialmente antinociceptivas e para
estudos de isolamento e identificacdo estrutural de substancias bioativas, fez-se 0 ensaio
antinociceptivo do extrato metanolico e das particGes da madeira de Simira grazielae, visto
que estudos de espécies da familia Rubiaceae tem conduzido a observacdo de propriedades
farmacoldgicas anti-inflamatdrias (GAZDA, 2004) e antinociceptivas (DECIGA-CAMPOS et
al., 2006).

6.1.1 Procedimento experimental

O procedimento experimental biolégico foi realizado no laboratério de Farmacologia
do Departamento de Ciéncias Fisiologicas- UFRRJ, sob orientagdo do professor Dr. Bruno
Guimarées Marinho.
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Animais

Foram utilizados camundongos sui¢cos machos, com peso de 20-24g. O protocolo para
este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Pesquisa (COMEP — UFRRJ) sob o
numero: 23083.005047/2011-53. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (22 + 1° C) e ciclo claro-escuro de 12h. Agua e alimentacdo foram mantidas a
disposicao dos animais ao longo do estudo, porém a alimentacdo foi retirada 8 h antes da
administracao oral dos compostos.

Teste da formalina

Este modelo é utilizado para avaliacdo da dor inflamatoria e ndo-inflamatoria
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). Injetou-se 0,02 ml de uma solugdo de formalina a 2,5% em
uma das patas traseiras dos camundongos. A morfina, o veiculo (solu¢do de DMSO a 5%) e o
extrato e as particbes foram administrados por via oral 1h antes da injecdo da solucdo de
formalina. Posteriormente, mediu-se o tempo (em segundos) que o animal permaneceu
lambendo a pata em que foi administrada a solu¢do. A medida do tempo foi feita em duas
fases: a primeira chamada neurogénica, entre 0 e 5 minutos apds a injecdo da formalina e a
segunda fase chamada inflamatdria, entre 15 e 30 minutos apds a injecao.

6.1.2. Resultados e discussao

A andlise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, concluiu que os
resultados obtidos para o extrato metandlico (SGM), particdo de acetato de etila (SGMAC),

e da morfina na fase do modelo 1, foram os que apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (* p < 0,05 e ** p < 0,01), no tempo de lambidas e/ou mordidas na pata injetada
em relagéo ao controle (Figura 5, p.53).

Na segunda fase do modelo de formalina, 0 SGM, SGMAc, morfina e SGMD, foram
que obtiveram melhores resultados estatisticamente (* p < 0,05 e ** p < 0,01) (Figura 6, p.
53). E importante também ressaltar que 0 SGM, SGMAc, diminuiram significativamente o
tempo de lambidas e/ou mordidas da pata injetada com formalina, tanto na fase neurogénica,
como na fase inflamatdria, o que demonstra claramente a existéncia de efeito analgésico.

O efeito antinociceptivo do extrato e partices pode estar associado a presenca de
classes de metabolitos especiais, como cumarinas (HOULT et al, 1988) e lignanas (BASTOS
et al., 2001) e os alcaloides (CARVALHO, 2008), que foram isolados nessa pesquisa, Visto
gue ha muitos relatos na literatura descrevendo tal acdo antinociceptiva.
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Figura 5. Efeito antinociceptivo do extrato e particdes da madeira de Simira grazielae na
dose de 100 mg/kg e morfina (3 mg/kg) na 1° fase do modelo de formalina. Os tratamentos
foram realizados por via oral. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do
tempo de lambedura. A significancia estatistica (* p < 0,05 e ** p < 0,01) foi calculada entre
0 grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina, extrato e particdes, por analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Bonferroni.
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Figura 6 - Efeito antinociceptivo do extrato e particdes da madeira de Simira grazielae na
dose de 100 mg/kg e morfina (3 mg/kg) na 2° fase do modelo de formalina. Os tratamentos
foram realizados por via oral. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do
tempo de lambedura. A significancia estatistica (* p < 0,05 e ** p < 0,01) foi calculada entre
0 grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina, extrato e parti¢des, por analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Bonferroni.
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6.2. Avaliacdo do potencial antioxidante

Atualmente existe um grande interesse no estudo das substancias com propriedades
antioxidantes, principalmente, as descobertas sobre os efeitos prejudiciais dos radicais livres
no organismo (ALVES, et. al., 2010), quando em excesso, esses radicais podem causar danos
no DNA, proteinas e organelas celulares e promovem a peroxidacdo dos lipidios de
membrana gerando artrite, envelhecimento precoce, choque hemorragico, doencas
cardiovasculares, catarata, disfun¢des cognitivas e cancer (BABIOR, 2000; BARREIROS et
al., 2006).

A oxidacéo é parte fundamental da vida aerébica e do metabolismo humano e, desse
modo, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo biologica.
Esses radicais livres possuem espécies que apresentam elétrons desemparelhados
principalmente nos atomos de oxigénio e nitrogénio sendo classificados pelas siglas ERO
(Espécies Reativas de Oxigénio) e ERN (Espécies Reativas de Nitrogénio) (BARREIROS et
al., 2006), que atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacdes
quimicas.

Uma proposta para a reducdo dos niveis excessivos de radicais livres no organismo € a
ingestdo de substancias antioxidantes que podem ser obtidas por alimentos em uma dieta.
Antioxidantes sdo substancias que atuam por mecanismos que dificultam ou retardam a
oxidacdo de outras substéncias, dificultando desse modo o inicio da propagacdo de reacGes
em cadeia. (BERGMAN, 2001). Esses mecanismos incluem: a complexacdo com metais; 0
sequestro de oxigénio; a decomposicdo de hidroperdxidos para formacdo de espécie ndo
radical e a absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacdo do oxigénio singlete
(RAMALHO; JORGE, 2006).

A molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um radical livre estavel devido a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizacdo é
responsavel pela coloracdo violeta (SALGUEIRO, 2012).

O método DPPH (BRAND-WILLIANS et.al., 1995) ¢é baseado na captura do radical
DPPH™ por antioxidantes que agem como doadores de hidrogénio, reduzindo-o a hidrazina
(Figura 7). Esse processo leva a um decréscimo da absorbancia a 520 nm causado pela
mudanca na coloracao de violeta a amarelo claro.

A atividade do antiradicalar expressa pelo parametro CEsy € definida como a
quantidade do antioxidante necessaria para diminuir 50 % da concentragdo do DPPH" inicial.

ON \©N02 O:N \©/N02

A

NO; NO;
DPPH DPPH-H
(purple, 517 nm) (colorless)

Figura 7. Estabilizacdo do radical livre do DPPH.

Estudos envolvendo relacdo estrutura vs atividade demonstram que o potencial
antioxidante é elevado quando as substancias oxidadas apresentam a capacidade de dispersao
do radical livre através de estruturas candnicas. A dispersdo do elétron desemparelhado
diminui a reatividade caracteristica dos radicais livres e desta forma, 0os mesmos sdo
excretados do organismo sem que ocorram reacdes de oxidacdo em substancias que compde o
sistema biolégico.
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Espécies de Rubiaceae vem apresentando potenciais antioxidantes significativos,
(FRAGOSO et al.,2008), inclusive o género Simira (ARAUJO, 2011), devido a presenca de
metabolitos especiais que apresentam tais efeitos nos radicas como sdo os exemplos das
cumarinas (HOULT et al, 1988), lignanas (KONYA et al., 2001) e alcaloides (SOARES, et
al., 2005).

6.2.1. Procedimento experimental

A analise foi realizada no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais (Fitoquimica)
e de Fotoquimica ambas na UFRRJ, com auxilio da doutoranda Ilzenayde de Aradjo Neves do
programa de pds-graduacéo desta instituicao.

A atividade sequestradora de radicais livres foi realizada com os extrato bruto
metanolico da madeira (SGM) e das particbes SGMH, SGMAc e SGMB onde foram
preparadas solucdes de cada material em metanol a 10 mg/mL Quantidades apropriadas (0,1 ;
3;125;50; 100; 200 ; 400 e 600 wL) destas particbes foram transferidas para vidros de
penicilina ambar contendo 1mL da solucdo de DPPH (0,3mM em MetOH) fornecendo as
concentrages finais . Cada concentracdo foi feita em triplicata. Apds 30 minutos a quantidade
de radicais de DPPH foi registrada em aparelho UV-Vis. no comprimento de onda de 518 nm
(SILVIA et. al., 2006). A percentagem da atividade sequestradora foi calculada pela equacéo:

%AA = 100- [(Absamostra'AbSbranco) x 100/ Abscontrole]

6.2.2. Resultados e discussao

Os resultados foram expressos através da CEsp (I.C. 95%) (I.C.= Intervalo de
confianca), que representa a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos
radicais DPPH (Tabela 14, Figura 8, p.56).

Tabela 14. Atividades antioxidantes do extrato metanolico e das particGes diclorometano,
acetato de etila e butanol da madeira de S. grazielae.

DPPH GL Equacao CExo X
(Mg/mL)

SGM 4 Y=4,3+1,0logx 21,6 5,7
SGMD 4 Y=4,6+1,0logx 11,0 7,9
SGMACc 4 Y=4,5+1,1logx 12,9 9,3
SGMB 3 Y=4,4+1,0logx 18,2 7,1
Acido 10 Y=6,2+1,4logx 7.1 5,0

Ascorbico

GL=Grau de liberdade; CE concentracéo efetiva; ¥2 chi-quadrado;

O extrato SGM apresentou atividade contra os radicais livres de DPPH com CEs de
21,6 pg/mL. Em geral as particdes apresentaram uma melhor atividade quando comparada
com o extrato bruto. Pode-se afirmar que as particbes que mais contribuiram para a
estabilizagéo dos radicais de DPPH foram as com diclorometano (11,0 ug/mL) e a de acetato
de etila (12,9 pg/mL), sequidas da particdo butanolica (18,2 pg/mL), porém ambas as
amostras testadas apresentaram CEso inferiores ao controle posito acido ascérbico (7,1
pg/mL), apesar disso pode-se considerar promissoras as que apresentaram concentracoes
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inferiores a 15,0 pg/mL devido a proximidade com o valor do controle. Os coeficientes
angulares (CA) (Tabela 14, p. 55) para a particdo acetato (1,1) foi maior que o do extrato
bruto, das particdos diclorometano e butanol (1,0). O valor maior do Coeficiente angular da
curva de concentracdo —% de inibicdo dos radicais de DPPH observado para a particdo
acetato, mesmo que ndo tao expressiva, indica um elevado grau de sensibilidade e correlagédo
entre a % de inibig&o de radicais DPPH e a concentragdo do produto. Os valores para SGMD
e SGMAC obtidos podem ser justificados pela presenca de substancias identificadas na fracao
(lignanas e cumarinas) que sdo substancias que possuem grupos fendlicos que ao serem
oxidados convertendo-se em radicais livres apresentam estabilidade pela conjugacdo que
apresentam no anel.

98

° % inibitério SGM ,
[©] % inibitorio SGMD v Y.

B v % inibitério SGMac é goa
A % inibitorio SGMB Oy

90 4———  Probit SGM
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— —— Probit SGMB
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Figura 8. Curva de concentracdo -% de inibicao dos radicais DPPH para o extrato SGM e das
particbes SGMD, SGMAc e SGMB de S. grazielae.

Esses resultados podem justificar a caracteristica de espécies do género Simira que
apresentam coloracdo vermelha intensa do cerne e da casca da madeira apds sofrerem injurias.
Esta caracteristica pode estar associada a acdo do ar em provocar oxidacdo dos metabdlitos
especiais. Este efeito produz substancias que apresentam transicGes eletrdnicas de menor
energia promovendo deslocamento batocromico. Este deslocamento promove a emissédo de
cor complementar que neste caso é a vermelha.
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7. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie S. grazielae permitiu o isolamento e identificacdo de
18 substancias sendo todas inéditas para essa espécie, algumas das quais estdo sendo relatadas
pela primeira vez no género. Este trabalho contribuiu significativamente para o conhecimento
e confirmacdo dos metabolitos especiais do género, assinalando a diversidade de metabdlitos
que 0 género possui.

O alcaloide harmana, isolado em grandes quantidades, e onipresente em todas as
fracOes de baixa e média polaridade, confirmou-se como marcador quimiotaxondémico do
género.

Os ensaios bioldgicos mostraram resultados bastante significativos que assinalaram as
fragdes mais promissoras para estudos futuros. Os resultados obtidos na avaliacdo do
potencial antioxidante podem ser atribuidos as substancias fenolicas (cumarinas, lignanas e
aldeidos) que possivelmente estdo associados a caracteristica das espécies que adquirem
coloracdo vermelho intenso quando o caule é cortado. O estudo do efeito antinociceptivo do
extrato e de algumas particbes mostram relevancia, isso pode ser justificado pela presenca de
alcaloides indolicos, que atuam no sistema nociceptivo. Tendo em vista que essa espéecie
apresentou essa classe de metabolito especial, outros testes sequenciais serdo realizados.

Dentre as técnicas espectroscopicas para elucidacgdo estrutural destaca-se a analise por
CG-EM, que possibilitou propor as estruturas da mistura de cumarinas, devido a sua alta
sensibilidade, e que foi facilitada pelo ao padréo de substituicdo dos compostos.

A fracdo em diclorometano foi a que apresentou maior diversidade de metabdlitos,
sendo assim um material interessante para realizacdo de varios testes bioldgicos, ja que
cumarinas e lignanas apresentam uma diversidade em relacdo a atividades bioldgicas na
literatura cientifica.

A caracteristica fitoquimica apresentada pela espécie vegetal S. grazielae, pode
favorecer a quem interesse a proposicdo de melhores técnicas de cultivo guiado resultando na
obtencdo de matéria-prima de qualidade e manejo sustentavel, favorecendo a preservacao
desta espécie e do meio ambiente.
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