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RESUMO

ARAUJO, M.F. Metaboélitos Especiais Isolados da Madeira de Simira glaziovii e Simira
eliezeriana (Rubiaceae), das Folhas de Quratea parviflora (Ochnaceae) e Atividades
Biologicas. 2011. 168p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico das fra¢cdes em diclorometano do extrato
metandlico da madeira de duas espécies de Simira (S. eliezeriana e S. glaziovii), familia
Rubiaceae, além do extrato em diclorometano das folhas de Ouratea parviflora (Ochnaceae).
Este é o primeiro estudo de dmbito fitoquimico de um espécime de S. eliezeriana. Foram
isoladas e identificadas 17 substancias das duas espécies de Simira sendo trés inéditas na
literatura. No extrato em diclorometano das folhas de O. parviflora foram isoladas 6
substancias além da identificacdo por CLAE-EM de 15 compostos fendlicos de O. parviflora.
Dentre as substancias isoladas das espécies de Simira estdo: a mistura de esterdides sitosterol,
estigmasterol e campesterol, 3-O-glicopiranosil-(6—1)-acil-sitosterol; os triterpenos lupeol,
lupenona e 14,3 B-dihidréxiolean-12-eno (epimero do castanopsol) inédito na literatura; os
aldeidos coniferaldeido e siringaldeido; as lignanas siringaresinol e pinicebrina; as cumarinas
isofraxidina, escopoletina e dimetilfratexina; o alcaléde S-carbolinico harmana (marcador
quimiotaxondmico do género) e os diterpenos eritroxilenos inéditos na literatura,
(5R,6R,8R,9R,108S,118S,13S)-6/3,11 S-dihidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona denominado
de simirano A ¢ (5S,8R.9R,108S,118S,13S)-11B-hidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona
simirano B. O extrato em diclorometano das folhas de O. parviflora forneceu as substancias:
misturas de esterdides, o terpeno hidroquindnico a+tocoferol (vitamina E); friedelina;
biflavonéides amentoflavona, agatisflavona e 7°-Metil-O-agatisflavona e a proposta de outros
flavon6ides como componentes de mistura em duas fragdes analisadas por CLAE-EM. No
isolamento das substancias foram utilizadas técnicas cromatograficas cldssicas. Na
determina¢do estrutural foram utilizadas técnicas de RMN de 'H e de °C a uma e duas
dimensdes, espectrometria de massas de alta resolucao, CG-EM, infravermelho, ultravioleta e
dicroismo circular que foi usado na defini¢cdo da configuracdo absoluta dos diterpenos. As
fracdes das duas espécies de Simira foram submetidas a avaliacdo de toxidez frente a larvas
de Artemia salina além de avaliacdo do potencial antimicrobiano, antiviral e antioxidante. As
fracdes em média polaridade mostraram-se ativas para maioria dos microrganismos. As
fragdes de Simira e os flavondides de O. parviflora foram submetidos a avaliacdo do potencial
antiviral contra os virus da herpes simplex 1 e 2 mostrando elevada atividade.

Palavras-chave: Simira, Diterpenos eritroxilanos, Ouratea parviflora



ABSTRACT

ARAUJO, M.F. Special Metabolites Isolated from Wood of Simira glaziovii and Simira
eliezeriana (Rubiaceae), from Leaves of QOuratea parviflora (Ochnaceae) and Biological
Activities. 2011. 168p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

This work decribes the phytochemical study of the dichlorometane fractions of the
methanolic extract from the wood of two Simira species, S. eliezeriana and S. glaziovii
(Rubiaceae), and the dichlorometane extract of the leaves from Ouratea parviflora
(Ochnaceae). This is the first phytochemical study of the context of a specimen of S.
eliezeriana. It provided the isolation and identification of 17 from two Simira species with
three new in the literature. In the dichlorometane extratct of the leaves from O. parviflora
were isolated 6 compounds and identified 15 phenolic compounds by HPLC-MS. Among the
compounds isolated of Simira are: a mixture of stosterol, campesterol and stigmasterol, 3-O-
D-glucopiranosyl-(1—6)-acyl-sitosterol; the triterpenes lupeol, lupenone and 14,34
dihydroxyolean-12-ene (epimere of castanopsol) new in the literature; the aldeides
conferaldehyde and syringaldehyde; the lignans syringaresinol and pinocebrine; the
coumarins isofraxidine, escopoletine and dimethylfratexine; the S-carboline alkaloid harman
(Chemotaxonomic character of the genus) and the erythroxylenes diterpenes new in the
literature  (5R,6R,8R,9R,10S,11S,13S)-6/,11-dihydroxy-2,4(18),15-erythroxylatrien-1-one
simirane A and (5S,8R,9R,10S,11S,13S)-114-hydroxy-2,4(18),15-erythroxylatrien-1-one
simirane B. The dichlorometane extract from the leaves from O. parviflora provided the
compouds: mixture of steroids; the hidroquinonic terpenoid o~thocopherol (vitamin E),
friedelin; the biflavonoids amenthoflavone, agathisflavone and 7”-O-methyl-agathisflavone
and the other proposed of flavonoids as components of a mixture of two fractions analized on
HPLC-MS. In the isolation of the substances used were classical chromatographic techniques.
The structural determination was based on the 'H and "°C (1D and 2D) NMR, high-resolution
mass spectroscopy, GC-MS, infrared, ultravilolet and circular dichroism that was used to
define the absolute configuration of the diterpenes. The fractions of the two species of Simira
were toxicity evaluated against Artemia salina larvae as well as evaluation of potential
antimicrobial, antiviral and antioxidant. The fractions of polarity medium were actives. The
partitions and flavonoids from O. parviflora were evalueted the antiviral potential were very
active. The fractions of Simira and flavonoids of O. parviflora were submitted the evaluation
of the antiviral potential against simplex 1 and 2 virus showing high activity.

Key-words: Simira; erithroxylanes diterpenes; Ouratea parviflora
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1. INTRODUCAO

As plantas superiores tém sido uma rica fonte para obten¢do de substancias para serem
exploradas terapeuticamente. As técnicas de extragdo, isolamento, identificacio e
determinacdo estrutural de substincias oriundas do metabolismo especial de plantas
superiores tém sido a principal preocupagdo das dreas relacionadas as ciéncias quimicas,
farmacéuticas e outras areas de conhecimentos relacionadas a biodiversidade como
agronomia, meio ambiente, etc. As substancias produzidas pelo metabolismo especial como
acidos benzdicos simples, dcidos cindmicos, cumarinas, arilpropandides, lignanas,
neolignanas, flavondides, flavolignanas, xantonas, alcaldides, antraquinonas, terpendides sao
frequentemente caracteristicas de grupos bioldgicos, como familia ou género. Os caminhos
biossintéticos responsdveis pela génese dos metabdlitos secundarios como chiquimato, acetato
e mevalonato, envolvem um ndmero relativamente pequeno de bioreagdes conhecidas pelos
quimicos organicos. Como exemplos podem ser destacadas as reagdes de alquilagdo,
substituicdo e adicdo eletrofilica, rearranjo de Wagner-Meerwein, reacdes de condensacao
alddlica e de Claisen, reacao de Schiff e Mannich, transaminacdo, reacdes de carboxilagdo e
descarboxilacdo, reacdes de oxidagdo, (inclusive Baeyer-Villiger, reducdo, além de
acoplamento oxidativo e reacdes de glucosilagdo (TORSSELL, 1997 & DEWICK, 1998).

A quimica do metabolismo secunddrio € estudada pelos quimicos organicos,
frequentemente reconhecidos como quimicos de produtos naturais que se dedicam ao
isolamento, identificacdo, elucidacdo estrutural, além de explorar o entendimento da
biossintese e propriedades fisicas e quimicas desses metabodlitos. Este trabalho envolve
selecdo, coleta e classificacdo de plantas ou outras fontes naturais, a utilizacao de técnicas de
isolamento, determinagdo estrutural. Utilizam as informagdes da composi¢do quimica das
espécies procurando correlacio com a ecologia quimica, evolu¢do quimica, sistemadtica
bioquimica (quimiotaxonomia) e biossintese dos metabdlitos. Outra contribui¢do
extremamente relevante dos trabalhos desses profissionais € a criacdo de desafios para o
profissional que trabalha com sintese de substincias organicas e inorganicas que desenvolvem
metodologias para sintese ou semissinteses de substdncias com importdncia econdmica e
industrial, entre outras. Assim, a investigacdo dos produtos produzidos pelo metabolismo
secunddrio proporciona o surgimento de novos conhecimentos cientificos, descobertas de
substancias orgénicas inéditas, além de contribuir para o avanco de outras disciplinas como
botanica, ecologia, medicina humana e veterindria.

A razdo mais frequente usada na justificativa de desenvolvimento de trabalhos com
produtos naturais é a busca de substancias com atividades biol6gicas. No Brasil 20 % da
populacdo consomem 63 % dos medicamentos alopdticos, o restante encontra nos produtos de
origem natural, especialmente as plantas, uma fonte alternativa de medicacao (WHO, 2002).
Além de ser o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20% do
total mundial conhecido, com destaque para as plantas superiores, mais precisamente as
angiospermas, nas quais detém aproximadamente 20% da biodiversidade (LEWINSOHN &
PRADO, 2004). A relativa facilidade de coleta, o potencial para desenvolvimento sustentavel
e a diversidade estrutural de seus constituintes apontam as plantas terrestres como a principal
fonte renovavel para a descoberta e o desenvolvimento de novas drogas. Além de outros
bioprodutos que podem ser produzidos a partir dessas fontes como cosméticos, inseticidas,
fertilizantes, etc. As observagdes populares sobre o uso e a eficicia de plantas contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar da maioria ndo ter seus
constituintes quimicos isolados, identificados € muito menos o entendimento do mecanismo
de acdo da droga (MACIEL et al., 2002).



A descoberta de novas substincias com atividades bioldgicas constitui uma
necessidade urgente, pois o aparecimento de resisténcia a antibidticos e outras drogas tém
sido um dos grandes problemas da medicina, pois € causado pelo que ha de mais natural e
essencial para a origem e evolucdo dos microrganismos: ‘“mutacdo espontinea e
recombinacdo de genes (reproducdo), que criam variabilidade genética sobre a qual atua a
selecdo natural, dando vantagem aos mais aptos” (SOUZA, 1998). Dentre as principais drogas
de origem natural pode-se destacar a digitoxigenina, (1), um cardiotonico, isolado de espécies
de Digitalis; a morfina (2), analgésico, isolado de Papaver Somniferum; a quinina (3),
antimaldrico, isolado de espécies da Cinchona; a atropina (4), espasmolitica, isolada de
Atropa belladonna e a vimblastina e vincristina (5 e 6), antumorais, isoladas de Catharanthus
roseus (Figura 1) (HOSTETTMANN et al. 2003); entre outros.

FIGURA 1. Substancias naturais utilizadas como fitofarmacos.

As razdes relacionadas acima revelam alguns fatos importantes na justificativa do
desenvolvimento de trabalhos relacionados com o estudo fitoquimico de plantas. Neste
sentido, foram escolhidas algumas espécies para desenvolver estudo fitoquimico conduzindo
trabalhos de isolamento, purificacdo e determinacdo estrutural e avaliacdo da atividade
bioldgica como antioxidante, antimicrobiana e antiviral de extratos e substancias isoladas.
Utilizaram-se duas espécies do género Simira familia Rubiaceae, S. glaziovii e S.
elierezeriana, e uma espécie de Ochnaceae, O. parviflora.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae estd situada entre as quatro maiores familias angiospermas
perdendo apenas para as Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae (Leguminosae). Segundo
ROBBRECHT (1988 apud PEREIRA & BARBOSA, 2004), esta familia engloba cerca de
637 géneros e aproximadamente 10.700 espécies, classificadas em quatro subfamilias
(Antirheoideae, Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae) e 44 tribos essencialmente
tropicais. Na América, esta familia estd representa por aproximadamente 229 géneros e 520
espécies com ampla distribuicio geografica (DELPRETE, 1999).

Segundo TOMAZ e colaboradores (2008), espécies dessa importante familia tém sido
exploradas como alimento e também na inddstria farmacéutica. Apesar de algumas de suas
espécies serem mencionadas popularmente como téxicas sdo, as vezes incluidas na medicina
popular. Muitas sdo cultivadas pelos frutos comestiveis, para extragdao de tintura e de tanino,
como ornamentais. Muitas s@o cultivadas por suas madeiras leves (PEREIRA, 2006), sendo
que 80% dos seus géneros sdo constituidos por espécies lenhosas (CALLADO & NETO,
2003), ocorrendo como arvores e arbustos (MONGRAND et al., 2005).

Diversos géneros sao endémicos da regiao neotropical apresentando cerca de 4.555
espécies. O género Psychotria L. é o maior da familia, representado mundialmente por cerca
de 1.650 espécies (PEREIRA & BARBOSA, 2004).

No Brasil ainda sd@o poucos os tratamentos taxondmicos para a familia Rubiaceae,
sendo os mais completos aqueles elaborados para a Flora Brasiliensis, idealizada e
coordenada por Karl Friederich Philipp von Martius, sendo o maior projeto floristico
realizado no seu tempo, entre os anos de 1840 e 1906 (PEREIRA & BARBOSA, 2004). As
plantas dessa familia podem ser de porte arbéreo, arbusto, subarbusto ou ervas perenes ou
anuais, menos frequentemente lianas. Apresentam folhas simples, opostas ou verticiladas,
com estipulas interpecioladas (WATSON & DALLWITZ, 1992).

Entre suas espécies, encontra-se o café (Coffea arabica), com o qual se pode produzir
a partir de seus frutos uma das bebidas mais apreciadas no mundo; espécies ornamentais,
Ixora, Gardenia, Pentas, Mussaendas, espécies invasoras, Cephaelis ipecacuanha, e algumas
medicinais. Grande parte das espécies dessa familia apresenta toxidez e freqlientemente
causam intoxicagdes ao gado, como por exemplo, a Ixora conhecida como erva-de-rato, entre
outras (WATSON & DALLWITZ, 1992).

Esta vasta familia possui uma quimica pouco varidvel, mas com potencial
farmacoldgico muito significativo. Dentre essas classes destacam-se os iriddides, as
antraquinonas e os alcaldides inddlicos considerados marcadores quimiotaxondmicos de
Rubiaceae e que se apresentam sob um perfil quimico diferente e tipico para cada subfamilia
(GAZDA, 2004; CARDOSO et al., 2008). Os triterpenos também sdo frequentes em diversas
espécies, porém, ainda ndo sdo considerados como marcadores taxondomicos (CARDOSO et
al., 2008). Diversos constituintes quimicos como flavondides e outros derivados fendlicos e
terpendides (diterpenos), também sdo encontrados nesta familia, como mostra a Figura 2,
pagina 4 (BOLZANI et al., 2001).

Na subfamilia Ixoroideae, os iridoides sdo encontrados como marcadores
quimiotaxondmicos exclusivos, enquanto que em Cinchonoideae os alcaldides inddlicos sdo
predominantes e, em Rubioideae, as antraquinomas estdo presentes como a principal classe de
metabdlitos secunddrios. J4 na subfamilia Antirheoideae ndo hd a ocorréncia de nenhum
destes marcadores quimicos (BOLZANI et al., 2001).
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FIGURA 2. Distribui¢do dos principais constituintes quimicos nas quatro subfamilias:
Ixoroideae (IXO), Cinchonoideae (CIN), Rubioideac (RUB) e Antirheoideae (ANT)
pertencentes a familia Rubiaceae (BOLZANI et al., 2001).

No que se refere a distribuicao dos principais metabdlitos secunddrios em Rubiaceae,
0s alcaldides inddlicos foram 0s marcadores quimiotaxondmicos
mais intensamente estudados até agora. Foram encontrados estudos quimicos que revelaram
vdrias correlagdes entre tribos e subfamilias de Rubiaceae e a sua variabilidade estrutural e
distribuicao restrita (CARDOSO et al., 2008). Essa classe de metabdlitos especiais ativos,
muitas vezes respondem pelas propriedades analgésicas e antinflamatdrias, sendo usadas
comumente no tratamento de reumatismo (GAZDA, 2004), propriedades antinociceptiva e
antitussigena (MATSUMOTO et al., 1996 apud GAZDA, 2004; DECIGA-CAMPOS et al.,
2006) e hipotensora (SIMOES et al., 2004). A variedade de constituintes quimicos detectados
em espécies desta familia tem conduzido a observacdo de outras propriedades como:
hipoglicemiante (GUERRERO-ANALCO et al., 2007), fototoxica (CASTANEDA et al.,
1991; CASTRO & LOPEZ, 1986; MONTOYA et al., 2008), antimaldrica (SUN et al., 2008),
antioxidante (FRAGOSO et al.,2008), antiviral, antinflamatéria e efeitos em doencas
vasculares (HEITZMM, 2005), do sistema nervoso central (DECIGA—CAMPOS et al., 20006),
atividade antimicrobiana (JAYASINGHE et al., 2002) e atividade analgésica (ALVES et al.,
2001).

2.2. Género Simira

O género Simira pertencente a familia Rubiaceae, sub-familia Cinchonoideae, e
engloba aproximadamente 41 espécies distribuidas pela regido neotropical (SILVA NETO,
2000). O nome Simira é popular na Guiana. No Brasil, espécies desse género sdo conhecidas
como araribd, arariba-vermelha, arariba-rosa, araribd-branca, quina-rosa, canela-samambaia,
maiate e marfim, sendo representado por aproximadamente 16 espécies distribuidas entre os
estados do Amazonas, Pard, Goids, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa
Catarina, inseridas na Mata Atlantica (SILVA NETO, 2000). Quatro espécies do género sdo
conhecidas como “araribds” no Estado do Espirito Santo. Uma das caracteristicas que leva a
serem reconhecidas pelo mesmo nome popular “quineiras ou araribas” € o fato de seu cortex
tornar-se vermelho ou rosado quando exposto ao ar (PEIXOTO, 1982).

Outro aspecto que, também, deve ser levado em consideracdo é a associacdo das
propriedades assinaladas pela etnofarmacologia ao nome popular. Por exemplo, (RIZZINI &
MORS, 1995) afirmam que as propriedades amargas de uma casca sugerem, de modo geral,
ao homem leigo, supostas qualidades febrifugas e antimaléricas. Vem dai que muitos vegetais
amargos recebem o nome de quina, embora nao tenham sempre acdo antimaldrica. Estes
autores englobam sob a expressdo “falsa-quina” espécies de Coutarea, Randia e Remijia
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(Rubiaceae) bem como espécies de outras familias. HOEHNE (1920) tratando de pseudo-
quinas, menciona como tonicas (fortificantes) e antifebris as espécies brasileiras do género
Simira, conhecidas também, segundo ele, como araribds.

Em um levantamento sobre a etnobotanica e medicina popular em mercados na cidade
do Rio de Janeiro realizado por SILVA (2001), foi identificado uma espécie de Simira com
nome popular de quina-rosa. Este nome popular, apesar de estar relacionado principalmente
ao uso antifebrifugo e/ou antimaldrico, a procura pelas cascas de quina-rosa, identificada
como Simira glaziovii, deve-se principalmente a problemas relacionados ao sangue: “combate
a anemia”, “limpar o sangue” e também para “inflamacdes” e “queda-de-cabelo”. O modo de
preparo indicado para a quina-rosa € na forma de chd, colocando-se em fervura, em um litro
de dgua, por alguns minutos dois pedagos de casca de aproximadamente 10 cm. “Pode ser
tomado duas a trés vezes ao dia”. A espécie faz parte também de garrafadas, que sdo
preparadas e vendidas em mercados. Sdo utilizadas para inflamac¢des em geral, impoténcia,
bem como para o sangue e, neste caso, a inclusdo das cascas de Simira glaziovii é considerada
essencial (SILVA, 2001).

O género € representado por arvores de pequeno a grande porte, com espécies de
interesse econdmico reconhecidas pelo valor tintorial, madeireiro, artesanal e paisagistico
para arborizagdo de ruas (CORREA, 1978; PEIXOTO, 1982). E caracterizado por apresentar
cerne marrom ou acinzentado quando recém cortado, adquirindo colorag¢do vermelha, résea ou
violdceae quando exposto ao ar ou a luminosidade que desaparece apds alguns meses da
coleta (PEIXOTO, 1982).

Do ponto de vista fitoquimico, espécies do género sdo caracterizadas pela bioproducao
de alcaldides, triterpenos, esterdides glicosilados e outros metabdlitos especiais, sendo o
alcal6ide f-cabolinico harmana o mais comum no género. Até o momento apenas as espécies
S. maxonii, S. salvadorensis, S. rubra e S. glaziovii foram estudadas no ambito fitoquimico
(Quadro 1 e Figura 3, péaginas 5 e 6) (BASTOS et al., 2002; ALVES et al., 2001;
CASTANEDA et al., 1991; HASBUN et al., 1989; CASTRO & LOPEZ, 1986; ARNASON
et al., 1983). Como citado acima, esse género vém despertando interesse para estudo devido
as atividades farmacoldgicas encontradas em algumas espécies sendo usadas como tonicas,
fototéxicas, antifebris e também pelas informagdes etnomédicas de S. rubencens cujas cascas
sdo utilizadas no tratamento de manchas dentarias (ALVES ez al., 2001; LEWIS & ELVIN-
LEWIS, 1984).

Espécies Material Subst. Referéncias
S. maxonii Raiz 7,8 CASTRO & LOPEZ, 1986
HASBUN et al., 1989

S. salvadorensis Casca da 7 ARNASON et al., 1983
madeira

S. rubra Casca da 7 ARNASON et al., 1983
madeira

S. glaziovii Casca da 7,9-19 BASTOS et al., 2002
madeira ALVES et al., 2001

QUADRUO 1. Espécies de Simira com estudo fitoquimico.
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FIGURA 3. Metabdlitos especiais isolados de espécies do género Simira.

Um levantamento recente da composicao floristica e arbérea de um fragmento de
floresta da Mata Atlantica, situada na reserva florestal da companhia Vale do Rio Doce
(CVRD), em Linhares no Espirito Santo, indicou a presenga de quatro espécies do género
Simira em sua composi¢ao (Quadro 2) . www.cvrd.com.br(2007).

Nomes cientificos Nomes Uso popular ~ Registro no hebdrio
populares da CVRD
S. elierezeriana Peixoto Maiate Arborizagao, 5000
construcao
S. glaziovii (K. Schum.) Steyermark Arariba Arborizacao, 5004
construcao
S. grazielae A.L. Peixoto Arariba Arborizagao, 357
vermelha construgao
S. sampaioana (Standl.) Steyerm Arariba ovo Artesanato, 8610
arborizacao,
construcao

QUADRUO 2. Espécies de Simira situadas na floresta da CVRD.



2.3. As espécies Simira eliezeriana e glaziovii

O nome S. glaziovii € uma homenagem ao francés A. F. M. Glaziou que, na segunda
metade do século XIX, trabalhou como botanico paisagista no Brasil, tendo coletado o
material que serviu de base para a descri¢ao da espécie. No Brasil, a drea de ocorréncia desta
espécie, se resume aos estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Os termos
araiba (RJ, ES), quina-rosa (MQG), arariba-vermalha (RJ, ES, MG) sao nomes populares dados
a esta espécie. Apresenta sinonimia: Sickingia glaziovii e S. erytroxylon. Possuem até 30 m de
altura com diametro de caule de até 56 cm, ramos cilindricos, glabros. Floresce
predominantemente de dezembro a janeiro e frutifica cerca de seis meses apds a floragdo.
Destaca-se pela magnitude de exemplares arbéreos com ocorréncia em mata alta (PEIXOTO,
1982).

O nome especifico S. eliezeriana foi dado em homenagem a Eliezer Batista da Silva,
que foi uns dos primeiros incentivadores da criacdo da Reserva Florestal da Cia. Vale do Rio
Doce e que tém sido desde a criagdo dessa reserva, um dos incentivadores da sua preservagao.
Sdo arvores com até 8 m de altura com diametro de caule de até 15 cm, casca 4spera e cinza.
Floresce em novembro e dezembro e frutifica seis meses apds a floragdo. Destaca-se por ser
de menor porte e vegetar em terreno areno-argiloso, onde a vegetacdo é menos pujante.
Apresenta também folhas grandes e intenso perfume nas flores (PEIXOTO, 1982).

Sdo pertencentes a um género que apresenta como caracteristica a presenca de
alcaléides P-carbolinicos, que estdo presentes em plantas conhecidas por afetar o sistema
nervoso central. Outra caracteristica do género Simira € a presenga de substancias fototoxicas,
que funcionam como mecanismo de defesa para a planta, causando fotodermatites em
humanos e animais predadores. Esta propriedade confere uma vantagem evolutiva as plantas
que possuem essas substancias (ARNASON et al., 1983). A classificacdo taxondmica de
ambas as espécies estdo ilustradas no Quadro 3.

Reino Plantae
Classe Angiospermae
Subclasse Dicotiledoneae
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Cinchonoideae
Tribo Rondeletieae
Género Simira
Espécies S. eliezeriana Peixoto; S. glaziovii (K.Schum.) Steyerm.

QUADRO 3. Classificacdo botanica das espécies S. eliezeriana e S. glaziovii.



2.4. Familia Ochnaceae e o género Quratea

A familia Ochnaceae pertence a ordem Theales e compreende 27 géneros e cerca de
600 espécies, de ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. No
Brasil sdo encontrados 13 géneros com aproximadamente 120 espécies (BARROSO et al.,
2002; AMARAL, 1991; SOUZA & LORENZI, 2005). Sao plantas essencialmente arbdreas
ou arbustivas, raramente herbaceas (Sauvagesia), com folhas em geral simples, de
distribuicao alterna e com estipulas. Apresentam flores amarelas, alvas ou avermelhadas e
com sementes com ou sem albiumen. (BARROSO et al, 2002).

Estudos quimicos demonstram que espécies desta familia sdo capazes de biossintetizar
flavonoides e biflavondides, sendo os géneros Ochna, Lophira, Luxemburgia e Ouratea 0s
mais estudados. Investigacdes sobre a composi¢do quimica de espécies do género Ouratea,
levaram ao isolamento de vérios biflavondides. A freqiiéncia e a diversidade estrutural dos
biflavondides em espécies desses géneros permitem que sejam utilizados como marcadores
taxondmicos (SUZART et al., 2007).

O género Ouratea, endémico da regido neotropical, é o maior de familia com cerca de
120 espécies. Ocorre em todo territério Nacional, destacando-se no Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Paraiba, Bahia e Pernambuco. Algumas espécies do género Ouratea incluindo a O.
grandifolia, ocorrem na Restinga da Marambaia, Corcovado e Campo Grande (Limeirdao)/RJ.
(BARROSO et al., 2002).

As espécies de Ouratea sao caracterizadas pelas flores geralmente vistosas,
frequentemente de coloracdo amarela. No Nordeste as espécies de Ouratea sdo conhecidas
como batiputd, as sementes de batiputd fornecem a ‘“Manteiga de batiputd”, 6leo adocicado e
aromdtico, utilizado em conservas e temperos, tornando-se rangoso com facilidade. As
espécies de Ouratea espalhadas pelo pais recebem designagdes especificas como Angelim (O.
vaccinoides), Caju Bravo (O. floribunda e O. salicifolia) e Coragdo de Bugre (O. parviflora).
As O. floribunda e O. castanaefolia sao empregadas em ornamentacao urbana (SUZART et
al., 2007). Sao utilizadas na medicina popular como adstringentes, tOnicas, estomaquicas,
vermifugas (BRAGA, 1960), em distirbios gastricos e reumatismo (MBING et al., 2003) e
util na cura de paralisias, erisipela, feridas no utero e tlceras, distirbios gastricos e na
cicatrizacdo de feridas (BARROSO et al., 2002).

Entre os estudos com espécies do género Ouratea, podemos destacar os que
mostraram atividade antitumoral contra células do carcinoma Ehrlich (CARVALHO et al.,
2002), inibicdio das DNA topoisomerases (GRYNBERG er al., 2002), efeitos
antiproliferativos e ativagdo da apoptose em células de tumor Ehrlich (GRYNBERG et al.,
1998). O extrato hidroetandlico e a fracdo acetato de etila de Ouratea semisserrata
apresentaram efeito vasodilatador dependente do endotélio (CORTES et al., 2002) e atividade
anti-hipertensiva, inibindo a conversdo da enzima angiotensina I (ACE) (CASTRO et al.,
2000). Os extratos metandlicos de O. elongata, O. flava e O. sulcata, demostraram atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterococcus hirae e Candida
albicans (GANGOUE-PIEBOJI et al., 2006). Também apresentou atividade antimicrobiana o
6leo da fruta de O. parviflora Baill extraido com hexano (PAULO, et al., 1986). O extrato
metanodlico das folhas de O. cuspidata revelou atividade antiparasitdria frente a Leishmania
braziliensis, bioprote¢ao contra radicais livres e ac@o antinflamatoéria (SUZART, 2007).

Estudos quimicos realizados em espécies deste género revelaram que sdo
bioprodutores de flavondides sendo alguns glicosilados (SUZART et al, 2007) e
biflavonéides (SUZART et al., 2007; CARVALHO et al., 2008) (Quadro 4, paginas 9-11,
Figura 4, Paginas 12-14).



Espécie Material Flavonoide referéncia
estudado
O. castaneifolia Folhas Amentoflavona (20) NASCIMENTO et al., 2008
4’ 4 17,7 -tetrametoxiamentoflavona (21) NASCIMENTO et al., 2008
7,7’-dimet6éxiamentoflavona (22) NASCIMENTO et al., 2008
Heveaflavona (23) NASCIMENTO et al., 2008
5,7,4 -trimetéxiisoflavona (24) NASCIMENTO et al., 2008
Madeira 4’,5-dihidréxi-3°,5’,7-trimetoxiflavona (25) NASCIMENTO et al., 2008
0. elongata Folhas Podocarpusflavona A (26) NGONO BIKOBO et al., 2009
Bilobetina (27) NGONO BIKOBO et al., 2009
Sequoieflavona (28) NGONO BIKOBO et al., 2009
Lofirona A (29) NGONO BIKOBO et al., 2009
Amentoflavona (20) NGONO BIKOBO et al., 2009
0. flava Madeira Calodenina B (30) NGO MBING, et al., 2003
Calodenina C (31) NGO MBING, et al., 2003
Flavumona A (32) NGO MBING, et al., 2003
Flavumona B (33) NGO MBING, et al., 2003
Lofirona A (29) NGO MBING, et al., 2003
4’ 5-dimetéxi - 6,7- metilenodiéxi-isoflavona (34) NGO MBING, et al., 2003
0. gilgiana Folhas Amentoflavona (20) BA NJOCK et al., 2010
6”-0-acetilvitexina (35) BA NJOCK et al., 2010
O. hexasperma Casca da Hexaspermona B (36) MOREIRA, et al., 1994
madeira Hexaspermona C (37) MOREIRA, et al., 1994
4’5, 7-trimetéxiisoflavona (38) MOREIRA, et al., 1994
Raiz Hexaspermona A (39) MOREIRA, et al., 1994
Folhas 7”-metdxiagatisflavona (40) MOREIRA, et al., 2002

7,7’-dimetéxilanaraflavona (41)
7”-metoxiagastiflavona (40)
Agastiflavona (42)

Epicatequina (43)
6-C-glicopiranosil-luteolina (44)
3-0-glicopiranosil-quercetina (45)

DANIEL, et al., 2005
DANIEL, et al., 2005
DANIEL, et al., 2005
DANIEL, et al., 2005
DANIEL, et al., 2005
DANIEL, et al., 2005

QUADRO 4. Distribui¢do dos flavonoéides isolados nas partes das espécies de Ouratea



O. microdonta

O. multiflora

O. nigroviolacea

O. parviflora

0. semisserata

0. semisserata

O. spectabilis

Galhos

Folhas

Folhas

Folhas

Galhos
Folhas
Galhos

Folhas

Folhas e
galhos
Folhas

8-C-p-D-glicopiranosil 2"-O-f-D- glicopiranosil-luteolina (46)
7-0-p-D-glicopiranosil-6-(3-metilbut-2-enil)-5,4’-
dihidroéxiflavanonol (47)
7-0-p-D-glicopiranosil-6-(3-metilbut-2-enil)-3,5,4°-
trihidréxiflavona (48)

7”-metdxiagatisflavona (40)

Agatisflavona (42)

Amentoflavona (20)

Amentoflavona (20)
3-Hidréxi-4’,5,7-trimetéxiflavona-(6—8)-3"-hidroxi-3°",4",5”,77-
tetrametoxiflavona (49)

Heveaflavona (23)

7" 4""-dimetéxiamentoflavona (50)

Podocarpusflavona A (26)

Amentoflavona (20)

Ouratina A (51)

Ouratina B (52)

Agatisflavona (42)

7,7’ -dimetoxiagastiflavona (53)

Amentoflavona (20)
3°,6,8-Tricloro-4-,5-dihidréxi-7-metoxiisoflavona (54)
3-,5,6,8-Tetracloro-4°,5-dihidréxi-7-metdxiisoflavona (55)
5,7-Dihidréxiflavona-(4’—0—8)- 47,57, 7 -trihidroxiflavona (56)
5-Hidréxi-7-metéxiflavona-(4’—0—8)-4>,57,7-trihidréxiflavona
(37)

5-Hidréxi-7-metéxiflavona-(4’—0—8)-57,7-dihidréxi-4--
metoxiflavona (58)

Podocarpusflavona A (26)

Rutina (59)

Amentoflavona (20)

6,6"- Bigenkwanina (60)

DANIEL, et al., 2005
CARVALHO et al., 2008

CARVALHO et al., 2008

CARVALHO et al., 2008
CARVALHO et al., 2008
CARVALHO et al., 2008
FELICIO et al., 2001
FELICIO et al., 2001

CARBONEZI et al., 2007
CARBONEZI et al., 2007
CARBONEZI et al., 2007
CARBONEZI et al., 2007
NGO MBING et al., 2006
NGO MBING et al., 2006
NGO MBING et al., 2006
FELICIO et al., 2004
FELICIO et al., 2004
VELANDIA et al 2002
VELANDIA et al 2002
VELANDIA et al 2002
VELANDIA et al 2002

VELANDIA et al 2002
VELANDIA et al 2002
VELANDIA et al 2002
VELANDIA et al 2002

FELICIO et al., 2005
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O. staudtii

O. sulcata

O. turnerae

O. zenkeri

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

7,7"- dimetoxiagatisflavona (53)
Lofirona A (29)

Ochnaflavona (61)
Amentoflavona (20)

Bilobetina (27)
Podocarpusflavona A (26)
Agatisflavona (42)

Sulcatona A (62)
3-hidroxi-2,3-diidroapigenil-[I-4',0,II-3']-diidrokaempferol (62)
Agatisflavona (42)

Lofirona A (29)

Amentoflavona (20)

4' 5-dimetoxi-6,7-metilenedioxiisoflavona (34)
Lofirona A (29)

Lanceolona (64)
2"-0-acetil-7-O-metil vitexina
Amentoflavona (20)

Lofirona A (29)

Zenkerina A (65)

Zenkerina B (66)

Rusflavona (68)

FELICIO et al., 2008
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
PEGNYEMB et al., 2005
PEGNYEMB et al., 2005
PEGNYEMB et al., 2005
PEGNYEMB et al., 2005
PEGNYEMB et al., 2005
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009
NGO MBING et al., 2009

QUADRUO 4. Distribuicdo dos flavonédides isolados nas partes das espécies de Ouratea (continuagao).
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20: R1=Rp=R3=R4=R5=H
21: R1=R3=R4=R5=Me; Ro=H
22: R1=R4=Me; Ro»=R3=R5=H
23: R1=R4=R5=Me; R2=R3=H
26:R1=R»2=R3=R4=H; R5=Me
27: R1=Rp=R4=R5=H; R3=Me R
28: R1=Me; Rp=R3=R4=R5=H

32: R=H, R;=OH RO

FIGURA 4. Flavonéides isolados de espécies de Ouratea
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39: R=Me; R=H
40: R=R=H
42: R=H; R;= Me

43: R=H; R{=Me
45: R=R|=H
56: R=R1=Me

FIGURA 4. Flavonéides isolados de espécies de Quratea (continuagao)

13



OH

54: R=H E
55: R=Cl

OR, OH O 57: R=Me; R|=H
58: R=R ;=Me

51: R=R;=Me
52: R=Me; R;=H

FIGURA 4. Flavondéides isolados de espécies de Ouratea (continuacao)
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FIGURA 4. Flavonéides isolados de espécies de Ouratea (continuagio).
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Além de flavonéides e biflavondides, ocorrem no género outras classes de substancias
como norisoprendides (VELANDIA et al., 1998), diterpenos (VELANDIA et al., 1998;
FELICIO et al., 2004), triterpenos, (MBING er al., 2003; CARVALHO et al., 2008),
esterdides (CARVALHO et al., 2008), lignanas (VELANDIA et al., 1998), hidrocarbonetos e
ésteres alifaticos (MOREIRA et al., 1994; PAULO et al., 1986; ESTEVAM et al., 2005) além
de derivado do acido benzdico (CARVALHO et al., 2008).

2.5. A espécie Quratea parviflora

Esta espécie apresenta-se como 4rvore com 10 m de altura quando adulta. E conhecida
popularmente como ‘“‘coracdo de bugre e batiputd” apresenta folhas de comprimento maior
que trés vezes a largura. Ocorre nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e no
Sul do Brasil (GUIMARAES & PEREIRA, 1966; SALVADOR et al., 2005). Floresce quase
todos os meses (exceto novembro) sendo mais frequente no més de fevereiro, frutifica de
dezembro a agosto. A classificagdo taxondmica da espécie pertecente a familia Ochnaceae
estd ilustrada no Quadro 5. Existem relatos da utilizagdo do 6leo dos frutos no combate a
processos inflamatoérios e enfermidades localizadas na pele além de tonico e adstringente
(MARCAL et al., 1988; CORTES et al., 2002).

No ambito fitoquimico a espécie é caracterizada pela producdo de flavondides e
biflavondides sendo estes dltimos considerados como marcadores quimiotaxondmicos do
género, além de terpenéides e esterédes (FELICIO et al., 2004). O estudo fitoquimico desta
espécie desperta o interesse principalmente pelas propriedades bioldgicas encontradas em
extratos de representantes do género como: antimicrobiana (MARCAL et al., 1988),
antitumoral (GRYNBERG et al., 2002; CARVALHO et al., 2001), atividade inibitéria sobre
a enzima aldose redutase (FELICIO, et. al., 1995).

Reino Plantae
Classe Angiospermae
Subclasse Dicotiledoneae
Ordem Malpighiales
Familia Ochnaceae
Género Ouratea
Espécie Ouratea parviflora (DC.) Baill.

QUADRO 5. Classificacdo botanica de O. parviflora
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Equipamentos e reagentes

No processo de extragdo, fracionamento e purificacdo foram utilizados os seguintes
materiais:

Na etapa de extracdo bem como no fracionamento e purificacdo foram utilizados
solventes Synth e Vetec;
A evaporacdo por pressdo reduzida dos solventes dos extratos foi efetuada em
evaporadores rotativos, Biichi B-480 e Fisatom 802;
Nas etapas de fracionamento e purificacdo foram utilizados gel de silica 60G (0,063-
0,200 mm) Merck, gel de silica 60 (0,040-0,063 mm) e Sephadex LH-20 Pharmacia;
Utilizou como agente dessecante: Na,SO,4 anidro Vetec;
Nas andlises comparativas através de cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) utilizaram-se cromatofolhas de gel de silica 60 F,s4 € RP-18 Fys4 Merck;
A cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi feita sobre suporte de
vidro de 20x20 cm usando gel de silica 60 PF,ss, Merck e Vetec como fase
estacionaria;
Como método de revelacdo ndo destrutivo das amostras analisadas nas cromatografias
em camada delgada analitica foi utilizada irradiacdo na regido do ultravioleta (A= 254
e 356 nm);
Como métodos destrutivos das amostras analisadas nas cromatografias em camada
delgada analitica foram utilizados reagentes cromogénicos:
» Dragendorff (solu¢do de nitrato basico de bismuto Il em dcido acético
diluido com iodeto de potéssio), reagente para alcaldéides (MATOS,
1997);
= Liebermann Burchard (20 mL de anidrido acético e 20 mL de 4cido
sulfurico diluidos em 200 mL de etanol, em banho de gelo), seguido de
aquecimento, reagente para terpenos e esterdides (MATOS, 1997);
=  Solugdes de AICI;-EtOH (1%), seguido de aquecimento, reagente para
flavondides. (VENNAT et al., 1992);
= Solucdo de vanilina sulftrica (1% de vanilina em solu¢do com 45 mL
de 4gua, 45 mL de etanol e 10 mL 4cido sulfirico) (MATOS, 1997);

No processo de andlise espectroscépica das substancias isoladas foram utilizados os
seguintes materiais:

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento MEL-TEMP II,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar e em um equipamento Microquimica
MQRPF o qual utilizaram-se laminas de vidro, em ambos os valores foram obtidos
sem correcao;

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrofotometros Perkin-
Elmer 1600/1605 FT-IR e FT-IR modelo VERTEX 70 da Bruker em pastilhas de KBr;
Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear RMN de 'H e de °C (incluindo
experimentos em 2D), foram obtidos em espectrdmetros Bruker Advance I 9,4 T ('H:
400 e *C: 100 MHz), 11,5 T ("H: 500 MHz e "°C: 125 MHz) e Jeol Eclipsi 9,4 T ('H:
400 e C: 100 MHz). Como padrao interno foi usado tetrametilsilano;

Os programas Delta (versdao 4.3) do espectrometro Jeol Eclipse +400 e ACD/Labs
(versao 6.0) foram utilizados para processamento dos dados obtidos nos experimentos
de RMN;
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Os espectros de massas de baixa resolu¢do foram registrados em equipamentos de
cromatografia a gis que possuem como detector espectrometro de massas com
analisador de ions quadrupolo e com modo de ionizacdo por impacto de elétrons, 70
eV da Varian Saturn 2000 e CG/EM-QP2010 Plus da Shimadzu, ambos da UFRRIJ;

As andlises em CL-EM-IES foram realizadas na Universidade Federal do Cear4, no
Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste — LEMANOR, em aparelho
Shimadzu CL-EM-TOF (225-07100-34) equipado com fonte de ionizacdo de elétron-
spray;

Os espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos em espectropolarimetro J-815
Circular Dichroism da JASCO;

O desvio da luz polarizada foi obtido em um polarimetro Perkin-Elmer 343;

Os espectros de UV foram obtidos em espectrometro UV-1601 PC Shimadzu.

3.2. Coleta e identificacao do material vegetal

As espécies S. glaziovii e S. eliezeriana foram coletadas na reserva florestal da

Companhia Vale do Rio Doce CVRD, em Linhares-ES, em novembro de 2007. O
reconhecimento botanico foi realizado através de comparacdo com exsicatas presentes no
herbério da companhia com a colaboracao do identificador botanico, Domingos Antdnio Folli,
funcionario da companhia. As mesmas apresentam registro no herbdrio sob n® 5004 e 5000
respectivamente.

A espécie O. parviflora foi coletada em Ouro Preto, Minas Gerais. A identificacio

botanica foi realizada pela Dra. Elsie F. Guimardes. Uma exsicata do espécime foi depositada
no herbdrio do Jardim Boténico do Rio de Janeiro, JBRJ com registro sob n® RB 44334.

3.3. Preparacao dos extratos brutos

O material das espécies (Quadro 6), apds serem pulverizados e definidos as massas,

foram submetidos a processo de extracdo por macera¢ao exaustiva com metanol.

Espécies Material vegetal Massa de Massa total
material de extrato
vegetal (Kg) (Kg)
S. glaziovii (K. Schum.) Casca da madeira 3,700 0,3900
Steyermark Madeira 5,830 0,4300
Casca da madeira 1,920 0,3000
S. elierezeriana Peixoto Madeira 5,950 0,5000
Raiz 1,000 0,1300
Ouratea Parviflora Folhas 0,8210 0,3310

QUADRO 6. Material vegetal das espécies de Simira e Ouratea.
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Ap6s retirada do solvente por evaporacdo em um evaporador rotatério, metade da
massa de cada extrato, aproximadamente, foi solubilizada em MeOH/H,0 (8:2) e submetidas
a particdo com hexano, CH,Cl,, AcOEt e n-ButOH com excecdo a O. parviflora que os
extratos foram obtidos realizando-se primeiramente uma extracdo com CH,Cl, e posterior
extracdo com metanol. Em seguida este tltimo foi submetido a parti¢do de forma andloga aos
extratos de Simira utilizando apenas CH,Cl,, AcOEt (Equema 1).

Extrato
Metanélico| MEOH/HO (3:2)
CH,Cl,
Fracdo em Residuo da 1°
CH,Cl, extracao
AcOEt
Fragdo em Residuo da 2*
AcOEt extracao
n-ButOH
Fragao em Residuo da 3?
n-ButOH extra¢do

ESQUEMA 1. Parti¢do dos extratos metandlicos dos materiais vegetais.

A realizacdo da particdo dos extratos metandlicos dos materiais das trés espécies
forneceu 23 fracdes. A massa das mesmas estdo ilustradas no Quadro 7, pagina 20.
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Simira glaziovii

Material Fracoes Codigo Massa (g)
Diclorometano SGCD 28,6
Casca da madeira Acetato de etila SGCA 12,5
n-Butanol SGCB 30,2
Residuo metandlico SGCR 75,5
Diclorometano SGMD 10,3
Madeira Acetato de etila SGMA 5,90
n-Butanol SGMB 33,0
Residuo metandlico SGMR 70,3
Simira eliezeriana
Material Fracoes Caédigo Massa (g)
Diclorometano SECD 43,1
Casca da madeira Acetato de etila SECA 13,5
n-Butanol SECB 74,2
Residuo SECR 99,3
Diclorometano SEMD 24,5
Madeira Acetato de etila SEMA 4,62
n-Butanol SEMB 1,21
Residuo SEMR 23,0
Diclorometano SERD 2,27
Raiz Acetato de etila SERA 1,54
n-Butanol SERB 8,00
Residuo SERR 10,0
Ouratea parviflora
Material Fracoes Cédigo Massa (g)
Diclorometano OPFD 5,00
Diclorometano OPFM-D 7,50
Folhas .
Acetato de etila OPFM-A 31,87
Residuo OPFM-R 5,59

SGCMD-Simira glaziovii Casca da Madeira Diclorometano, SGCMA-Simira glaziovii Casca da
Madeira Acetato de etila, SGCMB-Simira glaziovii Casca da Madeira n-Butanol, SGCMR-Simira
glaziovii Casca da Madeira Residuo, SGMD-Simira glaziovii Madeira Diclorometano, SGMA-Simira
glaziovii Madeira Acetato de etila, SGMB-Simira glaziovii Madeira n-Butanol, SGMR-Simira
glaziovii Madeira Residuo, SECMD-Simira eliezeriana Casca da Madeira Diclorometano, SECMA-
Simira eliezeriana Casca da Madeira Acetato de etila, SECMB-Simira eliezeriana Casca da Madeira
n-Butanol, SECMR- Simira eliezeriana Casca da Madeira Residuo, SEMD-Simira eliezeriana
Madeira Diclorometano, SEMA-Simira eliezeriana Madeira Acetato de etila, SEMB-Simira
eliezeriana Madeira n-butanol, SEMR-Simira eliezeriana Madeira Residuo, SERD- Simira
eliezeriana Raiz Diclorometano, SERA-Simira eliezeriana Raiz Acetato de etila, SERB-Simira
eliezeriana Raiz n-Butanol, SERR-Simira eliezeriana Raiz Residuo, OPFD-Ouratea parviflora Folhas
Diclorometano, OPFM-D-Ouratea parviflora Folhas Metanol- Diclorometano, OPFM-A-Ouratea
parviflora Folhas Metanol-Acetato de etila OPFM-R-Ouratea parviflora Folhas Metanol-Residuo

QUADRUO 7. Parti¢des obtidas do extrato metandlico do material vegetal das trés espécies
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Apdés a obtencdo das fracdes, as mesmas foram analisadas primeiramente por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) para se identificar as particdes com
maior diversidade de substancias. Apés andlise por CCDA foi concluido que as fracdes de
baixa polaridade apresentaram maior diversidade. As fracOes de média e alta polaridade
apresentaram na CCDA pouca diversidade de substincias além de exigirem sistemas de
eluentes mais polares e fases estaciondrias como silica de fase reversa (C;g). O conjunto de
informacdes obtidos nesta etapa conduziu ao inicio do fracionamento cromatografico das
fracdes de baixa polaridade priorizando a espécie S. eliezeriana por ser o primeiro estudo de
ambito fitoquimico realizado.

3.4. Isolamento e purificacao dos constituintes quimicos

A andlise das fragdes possibilitou selecionar as que apresentaram maior diversidade de
substancias a serem submetidas ao estudo fitoquimico. Sendo assim, as fracdes trabalhadas
foram: S. eliezeriana (CH,Cly), S. glaziovii (CH,Cl;) ambas da madeira e O. parviflora
(CH,Cl,) folhas.

3.4.1. Estudo fitoquimico da fracao em CH,Cl, da madeira de Simira eliezeriana

Da fracdo SEMD (Simira eliezeriana Madeira Diclorometano) (24,5 g, Quadro 7,
pagina 21) foram separados aproximadamente (5,0 g) para andlises bioldgicas o restante foi
submetido a coluna cromatografica usando gel de silica como fase estaciondria e como
eluentes hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH com eluicio em modo gradiente de polaridade
fornecendo 29 fracdes de 100 mL. Os solventes foram removidos através de destilacdo a
pressao reduzida e analisadas em CCDA e através do perfil cromatogréafico foram reunidas na
seguinte ordem: 1-2 (2,67 g); 3-6 (4,20 g); 7-9 (1,67 g); 10-13 (3,02 g); 14-17 (2,16 g); 18-21
(1,54 g); 22-25 (2,00 g); 26-29 (1,09 g) (Esquema 2, pagina 22).

As fragoes 1-2 (2,67 g) e 3-6 (4,20 g), apresetaram-se como material oleoso que ao
serem analisadas por CCDA exibiram baixa polaridade. A andlise por RMN de 'H destas
exibiu sinais exclusivamente de substincias alinfaticas (alcodis, hidrocarbonetos e acidos
graxos), sendo assim, estas fracdes ndao foram subemtidas a fracionamento cromatografico.

A fracdo 7-9 (1,67 g) apresentou-se como um sélido amarelo de aspecto resinoso. A
andlise por CCDA desta exibiu um perfil cromatogrifico que indicou grande quantidade de
metabolitos de baixa polaridade andlogos as fragdes anteriores. Também exibiu uma mancha
que ao ser comparado com um padrdo de mistura de esterdides exibiu mesmo perfil. Baseado
nestas observagodes, as primeiras fracdes nao foram trabalhadas.

A fragao 10-13 (3,02 g) foi submetida a cromatografia em coluna usando como fase
estaciondria gel de silica e como eluentes hexano, CH,Cl, e AcOEt com elui¢io em modo
gradiente de polaridade até 100% de AcOEt obtendo assim, 34 sub-fragdes de 25 mL. Apds
andlise por CCDA as sub-fracdes foram reunidas de acordo com semelhanca do perfil
cromatografico resultando nas fracdes A-D: A (1,55 g), B (0,875 g), C (0,175 g) e D (0,264
g). A fracdao A (1,55 g) apds fracionamento em coluna com gel de silica forneceu um sélido
cristalino (100 mg) que apds andlise por CG-EM e RMN de 'H foi possivel determinar uma
mistura de trés substancias (SEMD-01+02+03), respectivamente, Esquema 2, pdgina 22.

A sub-fragdo B (0,875 g) foi submetida a cromatografia em coluna com gel de silica
resultando em 35 fracdes que foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico apos
andlise por CCDA recebendo os cdédigos B1 (0,205 g) e B2 (0,456 g). O tratamento
cromatografico em coluna de gel de silica “flash” da fracao B1 (0,205 g) usando éter de
petréleo/AcOEt (9:1) com elui¢@o em sistema isocratico resultou no isolamento de SEMD-04
(18 mg) e 100 mg de uma mistura (SEMD-04+05) (Esquema 2, pagina 22).
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A sub-fragao C (0,175 g) apos tratamento cromatografico em coluna com gel de silica
forneceu 28 fracdes. A avaliacdo do perfil cromatografico obtido em CCDA das fracdes
permitiu que as mesmas fossem reunidas em duas fragdes que receberam os cédigos C1
(0,100 g) e C2 (0,070 g). A fracdo C1 (0,100 g) foi cromatografada em coluna com gel de
silica usando como eluentes hexano e acetona com elui¢do em modo gradiente de polaridade
fornecendo 65 mg de um sélido amorfo (SEMD-06). A fracao C2 (0,070 g) foi submetida ao
mesmo procedimento descrito para a fracdo C1 fornecendo 25 mg de um material amarelo
oleoso (SEMD-07) (Esquema 2). O fracionamento cromatografico da sub-fracdo D (0,264 g)
em coluna aberta usando como fase estaciondria gel de silica e como fase moével hexano e
acetona em modo gradiente de eluicdo conduziu ao isolamento de uma substancia com (20
mg) de caracteristica fisica verde oleoso (SEMD-08) (Esquema 2).

Extrato
CH,Cl,
CC silica gel
12 36 79 | (10-13 | [ 14-17 | [(18-21 | [22-25 |[ 2629
267¢|| 120¢ || 1,67¢|| 320¢|| 206¢|| 1,542 || 200¢g || 1.09¢
|CC silica gel
R
[A (1,55 g)] B (0,875 g)] [C (0,175 g)] [D (0,264 g)]

CC silica gel | CC silica gel CC silica ge

HO.
X
SEMD-01+02+03 SEMD-08 o
H 100 mg B2 (0456 9] | sflica gel 20,0 mg
SEMD 02 R i 2.2 di B1 02059 [c1 <0 100 g) [C2 (o 070 g)
03: R= B 477 CC silica "flash! .. osH
1) SEMD 06 SEMD 07 HO
oo SEMD-04] [SEMD-04+05) | 65.0mg || 25,0mg | o N
= H1 18 mg 100 mg OH
HO O
SEMD-04 MeO " OMe
SEMD-07
HO MeO.
OMe
SEMD-05 HO

ESQUEMA 2. Isolamento dos constituintes da fracdo em CH,Cl, da madeira de S.
eliezeriana.

As fracoes 14-17 (2,16 g) e 18-21 (1,54 g) ap6s analisadas por CCDA e estas serem
submetidas a radiacdo UV a 254 nm exibiram florescéncia intensa. Ao borrifar reagente de
dragendorff (indicativo de alcaldide) exibiram cor de laranja. Porém, quando reveladas com
vanilina sulfurica, a CCDA, exibiu muitas impurezas logo, ndo foram trabalhadas.

A fracdo 22-25 (2,00 g) proveniente da fracdo em CH,Cl, foi submetida a
cromatografia em coluna usando como fase estaciondria gel de silica e como eluentes CH,Cl,,
AcOEt e MeOH com elui¢do em modo gradiente de polaridade até AcOEt/MeOH (90:10),
resultando em 30 fragdes. As mesmas foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com
o perfil cromatografico, (Esquema 3, pdgina 23). Dentre as sub-fracdes reunidas, a que
apresentou menos impurezas foi a sub-fracdo 90-107 (0,960 g). Esta foi seguidamente
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cromatografada em coluna com gel de silica até obten¢ao de um sélido cristalino (42 mg), que
apresentou cor de laranja em CCDA quando revelado com solu¢do de dragendorff. A apds
andlise por CG-EM, RMN de 'H e comparacdo com dados da literatura foi confirmado como
o alcaléide SEMD-09 (BASTOS et al., 2002) (Esquema 3). As demais fracdes exibiram
também a substancia, porém, com bastantes impurezas.

Fracao
CH,(Cl,

CC silica gel

1-2 3-6 7-9 10-13 || 14-17 | |18-21 | [22-25
2,67g| | 4.20g| | 1,67g | |3,02g ||2,16g | |1,54g | | 2,00g

CC silica gel

26-29
1,09¢

E (0.269) [F 0,282) G (0,39g) [H (0.96¢)
CC silica gell

= | SEMD-09
N 42 mg
NH N

SEMD-09 Cp,

ESQUEMA 3. Isolamento dos constituintes da fracdo em CH,Cl, da madeira de S.
eliezeriana.

A fracdo 26-29 (1,09 g) exibiu apenas impurezas em forma de rastro na CCDA e em
polaridade alta.

3.4.2. Estudo fitoquimico da fracao em CH,Cl, da madeira de Simira glaziovii

A fracdo SGMD (10,3 g) (Simira glaziovii Madeira Diclorometano) (Quadro 7,
pagina 20) foi submetida ao mesmo procedimento de SEMD. Antes do fracionamento
cromatografico, foi separado aproximadamente (3,5 g) para analises bioldgicas e o restante foi
submetido a fracionamento em coluna cromatogrifica usando gel de silica como fase
estaciondria e como eluentes hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH com eluicdo em modo
gradiente de polaridade fornecendo 25 fracdes de 100 mL. Apds evaporacdo a temperatura
ambiente, as fracOes foram analisadas por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) e reunidas de acordo com o perfil cromatografico em quatro fracdes denominadas de
Fr.A (1,6 g); Fr.B (1,2 g ); Fr. C (1,5 g) e Fr.D (1,9 g), Esquema 4, pagina 24.

O fracionamento de Fr.A (1,6 g) em coluna usando gel de silica como fase
estaciondria e como fase moével hexano/acetato de etila com eluicio em modo gradiente de
polaridade até 100% AcOEt forneceu 20 fracdes. As mesmas foram analisadas por CCDA e
reunidas por semelhanga cromatogréfica em Fr.A1 (0,45 g); Fr.A2 (0,25 g); Fr.A3 (0,65 g);
Fr.A4 (0,12 g) e Fr.AS (0,09 g) Esquema 4, pagina 24. A fracdo Fr.A1 (0,45 g) apresentou
grande concentracio de dcidos graxos.
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A fracdo Fr.A2 (0,25 g) foi submetida a coluna cromatografica usando gel de silica
tipo “flash” e como fase modvel hexano/acetona (9:1) em modo de eluicdo isocrético
fornecendo as substancias SGMD-01+02+03 (80 mg) e SGMD-04 (70 mg) Esquema 4.

A fracdo Fr.A3 (0,65 g) foi solubilizada em CH,Cl, e uma aliquota foi submetida a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) usando como eluente hexano/acetona
(9,5:05) fornecendo a substancia SGMD-05 (20 mg) (Esquema 4). As fracdes Fr.A4 (0,12 g)
e Fr.AS (0,09 g) nao foram trabalhadas devido apresentarem semelhanga cromatografica com
as demais sendo estas apresentando grande concentragdo de impurezas.

A fracdo Fr.B (1,2 g) apds ser submetida a fracionamento cromatografico usando
silica comum como fase estaciondria e hexano/acetato como fase mével em modo gradiente
forneceu 30 fracoes de 100 mL. Apds as mesmas serem evaporadas foram analisadas por
CCDA que conduziu a reunir as fracdes de acordo com o perfil cromatografico resultando em
quatro sub-fracdes Fr. B1 (0,3 g); Fr. B2 (0,45 g); Fr. B3 (0,27 g) e Fr. B4 (0,12 g).

A sub-fracdo Fr. B2 (0,45 g) apds sucessivos fracionamentos em coluna aberta usando
gel de silica conduziu ao isolamento das substancias SGMD-06 (22,5 mg) e SGMD-07 (15
mg). A andlise da sub-fracdo Fr. B3 (0,27 g) por CCDA visando escolha de eluentes para
fracionamento cromatografico apresentou como melhor sistema hexano/acetona (9:1). Este,
conduziu para utilizacdo de fase estaciondria gel de silica “flash”, técnica que prioriza sistema
de elui¢do isocrdtico e trabalha-se sobre pressdo superior a atmosférica. Deste modo, o
fracionamento possibilitou isolar as substancias SGMD-08 (25 mg) e SGMD-09 (7,0 mg)
Esquema 4.

Fracao
CH,(Cl,
CC silica gel
Fr.B Fr.C Fr.D
1,20 g 1,50 g 1,90 g
CC silica gel
Fr. Al Fr. A2 Fr. A3 Fr. A4 Fr. AS OMe
045 g) 0,25 g) 065g)| |(012g)| |(0,09g) MeO o
CCDPI CC silica ge
CC silica "flash’ SGMD-05 | | | MeO Z
| | 20 mg SGMD-09
Fr. B1 Fr. B2 Fr.B3 Fr. B4

SGMD-01+02+03 SGMD-04 032 | (0459 (027 2| |(0,129)
70 m; —
80 mg | g | CC sitica gel | |cc sitica "flash oMo

( | |

SGMD-08 | | SGMD-09
25,0 mg 7,0 mg

SGMD-06] |SGMD-07 ‘
22,5 mg 15,0 mg

01: R= Me; 22-23-diidro
SGMD 02: R= Et; 22-23-diidro
03: R=Et; A7

SGMD-07

* SGMD-05
HO” ¢
% SGMD-06

HO SGMD-04

ESQUEMA 4. Isolamento dos contituintes das fracdes Fr. A e Fr. B.
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A fragao Fr. C (1,5 g) apds fracionamento em coluna com gel de silica usando como
eluentes hexano/acetona com eluicio em modo gradiente de polaridade até 100% de acetona
forneceu 40 fragdes de 50 mL as quais foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com
o perfil cromatogréfico em cinco grupos Fr. C1 (0,3 g); Fr. C2 (0,45 g); Fr. C3 (0,23 g); Fr.
C4 (0,15 g) e Fr. C5 (0,28 g). O fracionamento cromatografico de Fr. C2 (0,45 g) em coluna
com gel de silica tipo “flash” eluida em hexano/acetona (9:1) forneceu as substancias SGMD-
10+11 (8,00 mg). A fracao Fr. C3 (0,15 g) apds andlise por CCDA mostrou-se com pequenas
impurezas e sendo assim, uma aliquota desta fracdo (60,0 mg) foi submetida a processo de
purificagdo em gel de silica fornecendo a substancia SGMD-12 (40 mg) (Esquema 5).

A frac¢do Fr. D quando analisada por CCDA e submetida a revelacdo com reagente de
Dragendorff apresentou indicativo de alcaléide. A comparacdo por CCDA com o alcaldide
isolado na fracdo trabalhada de S. eliezeriana mostrando mesmo perfil confirmando a
presenca deste alcal6ide neste extrato.

Ap6s a confirmagdo do alcaldide nesta fracdo, as demais fracOes foram analisadas
confirmando a onipresenga com exce¢ao dos residuos.

Fracao
CH,Cl,

CC silica gel

Fr. A Fr.B Fr.C Fr.D
1,60 g 1,20 g 1,50 g 1,90 g

CCsilica gel

HO o. _0O ,
m Fr.C1 Fr.C2 Fr.C3 Fr.C4 Fr. C5
MeO = 0,3 g) (0,45 g) 023¢g)| [(0,15g)| |[(0,28¢)

SGMD-10 ] L

CC silica "flash"| CC silica gel
H,CO, o. _0

3 [ SGMD- 10+11 SGMD-12

8,00 mg 40,0 mg
= M

SGMD-11
OCH,Z
g% SGMD-12

ESQUEMA 5. Isolamento dos constituintes da fracdo Fr. C.
3.4.3. Estudo fitoquimico do extrato em CH,Cl, das folhas de Quratea parviflora

O extrato OPFD (5,00 g; Quadro 7, péagina 20) (Quratea parviflora Folhas
Diclorometano), apds reservar aproximadamente (1,30 g) do extrato para ensaios biologicos o
mesmo foi analisado por CCDA e em seguida submetido a cromatografia em coluna usando
gel de silica eluida inicialmente com hexano e aumento gradativo da polaridade até¢ 100%
metanol. Foram coletadas 44 fracdes de aproximadamente 50 mL, que foram reunidas por
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semelhanga de perfil cromatografico segundo andlise em CCDA, obtendo-se desta forma, as
seguintes subfracdes: Fr.1 (1,03 g); Fr.2 (371,0 mg); Fr.3 (480,0 mg); Fr.4 (363,0 mg); Fr.5
(565,0 mg) e Fr.6 (780,5 mg) Esquema 6.

A sub-fracdo Fr.1 (1,03 g), apés andlise por CCDA, por espectroscopia no
infravermelho e cromatografia a gds acoplada a detector de espectrometria de massas CG-EM
foi possivel identificar grande quantidade de 4cidos graxos, alcodis alinfaticos e clorofila e
sendo assim, a mesma nao foi submetida a processo de isolamento e purificagao.

A andlise da sub-fracdo Fr.2 (371,0 mg) por CCDA com diversos sistemas de eluentes
possibilitou chegar ao sistema hexano/AcOEt (4:1) sendo este o que proporcionou melhor
fator de separacdo e sendo assim, uma aliquota desta subfra¢do foi submetida a CCDP,
resultando no isolamento da substancia OPFD-01 (50 mg).

Uma aliquota da sub-fracdo Fr.3 foi submetida a processo de recristalizagdo com
acetona fornecendo grande quantidade de cristais. Estes apds anélises por CCDA e por CG-
EM possibilitaram identificar a substancia OPFD-01.

A sub-fracdo Fr.4 (363,0 mg) apds ser cromatografada em coluna usando gel de silica
usando como eluentes em hexano, CH,Cl, e AcOEt com eluicio em modo gradiente de
polaridade até 100% AcOEt forneceu a mistura de substancias OPFD-02+03+04 (23,0 mg)
Esquema 6.

A sub-fracdo Fr.5 (565,0 mg) foi submetida a coluna usando gel de silica como fase
estaciondria eluida com hexando/AcOEt em modo gradiente até 100% AcOEt este
procedimento forneceu a substancia OPFD-05 (22,5 mg) Esquema 6.

A andlise do perfil cromatogrifico em CCDA das demais fracdes e comparagdo com
as substancias isoladas indicou-se como substincias majoritarias OPFD-01 e a mistura
OPFD-02+03+04 além de grande quantidade de clorofila e dcidos graxos, sendo assim, as
mesmas ndo foram trabalhadas.

Extrato
CH,Cl,
(4,002)
CC silica gel
Fr.1 Fr.3 Fr.4
1,03 ¢ 0,480 g 0,363 g
recristalizagﬁo| CC silica ge1| CC silica ge

CCDA, 1V, CG-EM

acidos graxos,
alcoois alinfaticos,
clorofila

50,0 mg

OPFD-01
50,0 mg

OPFD-01 | | OPFD-02+03+04
23 mg

OH OPFD-05
O
OPFD-01 HO

02: R= Me; 22-23-diidro

OPFD 03: R=Et; 22-23-diidro
04: R= Et; A2

ESQUEMA 6. Isolamento dos constituintes do extrato em CH,Cl, das folhas de O.
parviflora.
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3.4.4. Estudo fitoquimico do extrato em metanol das folhas de Quratea parviflora

Uma aliquota do extrato metandlico das folhas OPFM (50,0 g) foi solubilizado em
MeOH/H,0 (80:20) e submetido a particdo liquido-liquido com diclometano e AcOEt. A
fracdo em CH,Cl, OPFM-D foi obtido uma massa de (7,50 g; Quadro 7, pagina 23). Apds
separar aproximadamente (0,50 g) para ensaios bioldgicos, o restante da fracdo foi submetido
ao mesmo procedimento cromatografico aplicado ao extrato em diclorometano OPFD. As
fragdes obtidas nesta etapa foram analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com a
semelhanga do perfil cromatografico em cinco sub-fragdes denominadas: F-1 (0,50 g), F-2
(0,90 g), F-3 (2,50 g), F-4 (2,10 g ) e F-5 (0,80 g).

A filtracdo em Sephadex LH20 usando MeOH com fase mével da fracao F-2 (0,9 g)
resultou no isolamento de duas substancias OPFM-D-01 (35,0 mg) e OPFM-D-02 (38,5 mg),
Esquema 7.

O fracionamento cromatografico da fragdo F-3 (2,5 g) em coluna aberta usando como
fase estaciondria gel de silica e como eluentes CH,Cl,/MeOH com elui¢ao em modo gradiente
de polaridade forneceu a substancia OPFM-D-03 (40,0 mg) além das substancias OPFM-D-
01 (10,0 mg) e OPFM-D-02 (7,0 mg), Esquema 7.

A andlise das fracoes F-4 e F-5 por CLAE UV-DAD-EM possibilitou identificar as
substancias fendlicas ja isoladas e também propor a estrutura para mais 12 substancias
fendlicas. As estruturas foram propostas baseado nas substincias ja isoladas do género
Ouratea. As estruturas destas substancias estao ilustradas no Quadro 11, pagina 30.

Fragﬁo
CH,Cl,
(7,50g)

CC silica gel

F-2 F-3 F-4 F-5
09¢g 25¢g 2,1¢g 0,8¢g
Sephadex LH2 CC silica ge /

| CLAE-EM
OPFM-D-01 OPFM-D-02
35,0 mg 38,5 mg
OH | | OH
OPFM-D-01] | OPFM-D-02 | | OPFM-D-03
10,0 mg 7,0 mg

OPFM-D-02
OH

ESQUEMA 7. Isolamento dos constituintes da fracdio em CH,Cl, do extrato metandlico das
folhas de O. parviflora.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das fracdes em CH,Cl, da madeira de S. eliezeriana, S. glaziovii
e do extrato em CH,Cl, e da fracio em CH,Cl, do extrato em MeOH das folhas de O.
parviflora resultou no isolamento e na identificacio de 22 substancias sendo destas, trés
inéditas na literatura, Qudros 8-10, paginas 29 e 30. A andlise de duas fracdes ricas em
substancias fendlicas provenientes da fracdo em CH,Cl, de O. parviflora por CLAE-EM
posibilitou, através do conhecimento dos metabdlitos especiais desta classe juntamente com
andlise dos espectros de massas, propor a estrutura de 15 substincias fendlicas sendo 14
flavondides (Quadro 11, pagina 31). Para a discussao da elucidagdo estrutural, as substancias
foram divididas de acordo com a classe de metabolito especial em que se enquadram. De
acordo com o cédigo da fragdo que forneceu a substancia, pode-se identificar de qual espécie
a substancia foi isolada SEMD (Simira eliezeriana Madeira Diclorometano), SGMD
(Simira glaziovii Madeira Diclorometano), OPFD (OQuratea parviflora Folhas
Diclorometano) e OPFM-D (Ouratea parviflora Folhas Metanol-Diclorometano).

o (0}
MeO MeO u
X H
HO
HO MeO.

OMe
SEMD-04 SEMD-05
01: R= Me; 22-23-diidro HO SEMD-06
SEMD 02: R= Et; 22-23-diidro
03: R= Et; A7

HO
o N OHO N
~ I
N
NH TN
OH CH3

SEMD-07 SEMD-09
SEMD-08

QUADRO 8. Constituintes quimicos isolados da madeira de S. eliezeriana.
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01: R= Me; 22-23-diidro
SGMD 02: R= Et; 22-23-diidro
03: R= Et; A%

OMe
MeO, o__o0 H 0 ©
=
=
MeO MeO™  SGMD-10
SGMD-09
H;CO o_ _O
HO =
OCH;
SGMD-11
SGMD-12
QUADRO 9. Constituintes quimicos isolados da madeira de S. glaziovii.
OPFD-01 HO

02: R= Me; 22-23-diidro OH

OPFD 03: R= Et; 22-23-diidro

04: R= Et; A%

OH O OPFM-D-03

QUADRO 10. Constituintes quimicos isolados das folhas de O. parviflora.

29



OH

(o)
HO. 0. HO.
‘ Ci5H140, ‘ ~NoH .

22627 OH OH

226.099379 OH O OH O OH OH CarHy305
C5H,405 C 6H,,05 CoH;405 403.40
270.24 284.26 375.35 403.139292
270.052823 284.068473 375.107992

OH
HO o ‘
HO

OH
HO Q HO
HO. of OH HO,
OH OH QH
OH OQH Q
CoiHp30y,
Ca1Hp309 451.40 CHp30y,
419.40 451.124036 OH OH 463.41
419.134207 CyHy30g 463.124036

453.55
453227714

HsCO

C23H2701()
463.46 Ca4Hp7049 OH 0O
463.160422 475.47 on CoyHp5019
475.160422 476.48 C0H 905
476.168247 507.47
507.107992

552.49 oH
552.105647
C30H190y m/z 552 [M-H]
539.47
539.097822

QUADRUO 11. Propostas de féormulas estruturais de substincias fendlicas como constituintes
das folhas de O. parviflora. Fragdes analisadas por CLAE-EM.
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4.1. Determinacao estrutural dos fitosterois

O fitosterol é, no reino vegetal, o equivalente ao colesterol entre mamiferos. Portanto,
sdo substincias derivadas alcodlicas do ciclopentanoperhidrofenantreno, essenciais na
formacdo e estabilizacdo da estrutura da membrana celular dos vegetais (MORAIS & BRAZ-
FILHO, 2007). Sdo distribuidos em trés categorias: 4-desmetilesterdis, 4-monometilesterdis e
4,4-dimetilesteréis (IFST, 2001). Os fitosterdéis mais encontrados sdo os 4-desmetilesterois
denominados, sitosterol, campesterol e estigmasterol (Quadro 12). Podem ocorrer na forma
livre, esterificada ou glicosilada (MANN, 1994).

Oxido de Esqualeno Esqualeno

s
Neo

Cétion proto%tenla

oo
£
Y{/\/ Y(/VH Y[/VH Yi/\/ Campesro
eSS o< = <

Emgmaqterol HO Sitosterol

QUADRO 12. Proposta biossintética dos fitosterdis (DEWICK, 1998).

Assim como os dcidos graxos, eles também aparecem em mistura de dificil separacao,
pois apresentam propriedades quimicas e fisicas, inclusive espectroscépicas, muito
semelhantes.

Misturas contendo estigmasterol sdo facilmente identificadas nos espectros de RMN
de 'H, pelos sinais referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos olefinicos (H-22 e H-23)
que apresentam sinais com multiplicidade de dois duplos dupletos entre &y 5,00-5,20 ppm. Na

determina¢do do nimero de fitosteréis em uma mistura, bem como na identificacdo, a técnica
de CG-EM ¢ mais adequada.

31



4.1.1. Sitosterol, estigmasterol e campesterol

A andlise por CG de um material cristalino presente em todos os extratos trabalhados
das trés espécies apresentou cromatograma com trés sinais (Figura 5) que ao serem analisados
por EM apresentaram como ion molecular m/z 400, 412 e 414 sendo estes atribuidos aos
fitosterdis campesterol, estigmasterol e sitosterol respectivamente (Figuras 6, 7 e 8, pédginas
32-34).

Esta afirmacio foi sustentada pela andlise do espectro de RMN de 'H do material, que
apresentou um sinal largo em &y 3,52 ppm atribuido ao hidrogénio do carbono carbinélico H-
3 e em &y 5,34 ppm referente ao hidrogénio olefinico H-6 (Figura 9, pagina 35). Os diversos
sinais presentes na regido de oy (0,67 a 2,27 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 & 5,01 (dd, J= 8,08; 14,5 Hz, H-22) e 5,15
(dd, J= 8,4; 14,8 Hz, H-23) foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos olefinicos
da cadeia lateral da estrutura do estigmasterol.

O espectro de RMN de "“C-APT da mistura (Figuras 10-11, péginas 36-37),
possibilitou distinguir entre os fitosterdis sitosterol e estigmasterol através dos sinais em d¢
(121,80 e 140,83) (CH-6 e CH-5) presentes no sitosterol e no estigmasterol e Joc (129,35 e
138,41) (CH-23 e CH-22), presente apenas no estigmasterol (SEO et al., 1988).

O outro esterdide detectado na mistura, o campesterol, que apresentou grande
semelhanga com o sitosterol, com a excec¢do da auséncia de um grupo metilénico em CH,-24
na cadeia lateral, o que torna praticamente indistinguivel do sitosterol no espectro de RMN de
'H. A distincdo entre as substincias foi feita principalmente pela andlise por CG e dos
espectros de massas, cujas propostas de fragmentacao estao ilustradas nos esquemas 8, 9 e 10,
paginas 33 e 34. Com isso, foi possivel determinar estes fitosterdis nas trés espécies com 0s
c6digos de SEMD-01+02+03; SGMD-01+02+03 ¢ OPFD-02+03+04.

qTIC

7500e33 estigmastero ;
] g N sitosterol
5000e33 campesterol [ n
2500e34
L T T é T T T T 1 0 T T T T 1 5 T T T T 2|0 T T T 2|5 T T T T ‘;|0 T T T T 3|5 T T t(lrnin)

FIGURA 5. Cromatograma CG da mistura de esterdides.
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FIGURA 6. Espectro de massas 70 eV do campesterol.
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ESQUEMA 8. Propostas de fragmentacido do campesterol.
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FIGURA 7. Espectro de massas 70 eV do estigmasterol.
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HO
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HO
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ESQUEMA 9. Propostas de fragmentacdo do estigmasterol.
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FIGURA 8. Espectro de massas 70 eV do sitosterol.
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CH, H,0
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HO
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ESQUEMA 10. Propostas de fragmentacdo do sitosterol.
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4.1.2. 3-O-glicopiranosil-(6—1)-acil-sitosterol

O tratamento cromatografico da fracao Fr. C3 (0,15 g) do extrato em diclorometano
da madeira de S. glaziovii forneceu a substancia SGMD-12 (40 mg) (Esquema 5, pagina 26).
Um sélido branco amorfo soldvel em metanol.

O espectro no IV (Figura 12, pagina 40) mostrou bandas caracteristicas de
estiramentos de grupos hidrocarbonetos em vcys 2935, 1454 veyp 2875, uma banda aguda
atribuida a hidroxilas livres em vog 3580 cm’'. A banda intensa em Vce=o 1687 foi atribuida ao
grupo carbonila de éster e a banda em v 1045 cm’! atribuida ao estiramento de ligacdo C-O
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN de 'H (Figura 13, pdgina 41) apresentou sinais caracteristicos com
perfil de fitoesterdis. A comparacdo deste com o espectro da mistura de fitoesterdis (Figura 9,
pagina 36) possibilitou atribuir alguns sinais, sendo dois simpletos em &y 0,66 ¢ 0,98
atribuidos aos hidrogénios 3H-18 e 3H-19 respectivamente. A sobreposi¢do de sinais entre
esses dois simpletos caracterizam os hidrogénios ligados a carbonos metilicos e metilénicos
do esqueleto esteroidal. A presenca do sinal simples em dy 5,35 atribuido ao hidrogénio H-6 e
auséncia dos sinais em 5,0-5,1 ppm confirmam a estrutura do sitosterol.

Os sinais entre &y 3,32-4,37 indicam a presenca de hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos caracteristicos de glicosideo. O dupleto em &y 4,37 (d, 8,2 Hz) foi atribuido ao
hidrogénio do carbono anomérico da unidade glicosidica. O valor observado da constante de
acoplamento indica que esta unidade estd em conformacgido S (LAMBERT et al., 1987). Os
sinais em &y 2,32 (¢, 7,6 Hz), 1,60 e 1,24-1,29 ppm foram assinalados para uma unidade acila
presente na molécula.

A andlise do espectro de RMN de "*C (Figura 14, pdgina 42) contribuiu para a
elucidacdo da estrutura da substancia sustentando a proposta baseada nos espectros de IV e
RMN de 'H com sinais em: & 174,57 atribuido a carbonila da unidade acila, em & 101,29 do
carbono anomérico da unidade glicosidica, além dos demais sinais mostrando feicdo do
sitosterol glicosilado ligado a uma unidade acila pelo carbono metilénico da glicose CH,-6’,
justificando o valor dcpp 63,49. Esta proposta é sustentada através da comparagao dos dados
obtidos da literatura, mostrando uma variacdao do deslocamento quimico do carbono metinico
da glicose CH-5" &y 73,94 quando a unidade glicosidica esta acilada, concluindo que ocorre
um efeito y-gauche que promove uma prote¢do deste carbono (MIZUSHINA et al., 2006)
(Figurals, pagina 42). Também € observado um deslocamento para frequéncia alta do
carbono CH-3 da aglicona decorrente do efeito £, o que justifica a ligagdo com a unidade de
acucar.

A atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios da
substancia foi realizada com a andlise do mapa de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo
HMQC (Figura 16, pagina 43) e os dados estdo ilustrados na Tabela 1, pagina 39.

O mapa de correlagdo heteronuclear a duas e trés ligacoes HMBC corrobora a
proposta estrutural para a substincia com as correlagdes entre H-1" dy 4,36 (d, 8,2 Hz) e CH-3
& 79,75 e entre 2H-2” em &4 2,32 (1, 7,6 Hz) ¢ C-1” em & 174,47 ppm. As demais
correlagdes observadas estdo ilustradas na Figura 17, pdgina 44.

A andlise do conjunto de dados juntamente com comparacdo dos mesmos com a
literatura conduziu a determinacdo estrutural de SGMD-12 como sendo 3-O-glicopiranosil-
(6—1)-acil-sitosterol, citado pela primeira vez no género Simira.
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TABELA 1. Dados espectrais de RMN de "°C e de 'H da substincia SGMD-12 em CDCl.
Deslocamentos quimico em ppm

SGMD-12

HMQC MIZUSHINA et JUNG et al.,
al., 2006 2005
C & o8 & &
5 140,39 - 140,96 140,4
8 31,95 - 32,10 31,9
10 36,80 - 36,97 36,2
13 42,41 - 42,53 42,3
CH
3 79,72 78,16 79,8
6 122,21 5,35 (s]) 121,96 122,0
9 50,25 50,39 50,1
14 56,85 56,87 56,8
17 56,19 56,29 56,2
20 36,80 36,43 36,7
24 45,92 46,09 45,8
25 29,25 29,51 26,2
CH,
1 37,36 37,52 37,3
2 28,33 30,30 29,7
4 38,97 39,39 39,0
7 34,03 32,22 31,9
11 21,16 21,33 21,0
12 39,85 39,99 39,8
15 24,38 24,55 24,3
16 27,29 28,58
22 34,03 34,26 34,0
23 26,21 26,44
28 23,15 23,44 23,0
CH3;
18 11,94 0,66 (s) 12,02 11,8
19 19,44 0,98 (s) 19,26 19,4
21 18,87 0,91 19,05 19,0
26 19,90 0,87-0,79 19,46 18,8
27 19,11 0,87-0,79 20,02 19,8
29 12,06 0,87-0,79 12,20 11,9
I’ 101,29 4,36 (d, 8,2) 102,62 101,3
2 73,63 3,34 (¢, 8,8) 75,38 73,3
3 76,21 3,94 78,65 76,3
4 70,32 3,36 (¢,9,4) 71,75 70,5
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FIGURA 12. Espectro no infravermelho da substancia SGMD-12.
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4.2. Determinacao estrutural dos triterpenos

Sao metabdlitos especiais de ocorréncia na flora e fauna terrestre e marinha. Podem
ser encontrados na forma livre bem como na forma de éteres, ésteres ou glicosideos. Utiliza
como precursores cinco unidades isoprénicas gerando um total de trinta dtomos de carbono
formando estruturas que podem ser aciclica, mono, di, tri, tetra ou pentaciclica (Quadro 13).
Os triterpenos pentaciclicos sdo os constituintes dominantes desta classe sendo amplamente
investigada (MAHATO et al., 1994).

Oxido Cition \ 0" X
de damarenila Cation Cation ~ Lupeol
esqualeno bacanerila lupenila L0

Cation

T Saponina
RO oleanila

triterpenoidal
T \ R=Glc-Rha
OH

HOzc\)v
OH

Ac. melavonico

Cation . Taraxasterol

taraxaterila

HO

QUADRUO 13. Proposta biossintética dos triterpenos pentaciclicos (DEWICK, 1998).

O estudo fitoquimico das espécies S. glaziovii e O. parviflora possibilitaram o
isolamento de quatro triterpenos pentaciclicos: lupeol (SGMD-04), lupenona (SGMD-05),
18,3 f-dihidroxi-olean-12-eno (SGMD-06) ¢ friedelina (OPFM-01).

4.2.1. Lupeol

O tratamento cromatografico da fracao Fr.A2 (Esquema 4, pagina 24) de S. glaziovii
resultou no isolamento de um sélido branco amorfo, solivel em CHCl;. A comparagdo por
perfil cromatografico em CCDA desta com padrdes de triterpenos e fosterdis possibilitou
identificar semelhanca com o triterpeno lupeol. A andlise por cromatografia gasosa resultou
em um cromatograma que apresentou um sinal majoritdrio com tempo de retencdao de 27,7
minutos (Figura 18, pagina 46). O espectro de massas 70 eV (Figura 19, pigina 46) exibiu
como fon molecular o pico M™ 426 compativel com a férmula molecular C3oHsoO. A andlise
dos demais sinais e propostas de fragmentacdes (Esquema 11, pdgina 46) compativeis com a
literatura, conduziu a estrutura do triterpeno lupeol (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 20, pagina 47) possibilitou identificar a
presenca de simpletos na regido de oy 0,78-1,70 atribuidos aos hidrogénios de carbonos
metilicos caracteristicos deste triterpeno. Além desses, foi observado a presenca dos sinais em
du 3,18 (m, H-3) atribuido ao hidrogénio ligado a carbono carbindlico; 4,55 (sl, H-29b) e 4,67
(sl, H-29a) devido aos hidrogénios de carbono de uma vinilidina e o sinal em Oy 1,67
correspondente a metila ligada a dupla ligacdo. A comparacdo destes dados com os dados de

lupeol isolados de outras espécies confirma SGMD-04 como sendo o triterpeno lupeol
(ARAUIJO, 2007; QUEIROZ, 2008).
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FIGURA 18. Cromatograma CG da substancia SGMD-04, ™™
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FIGURA 19. Espectro de massas 70 eV da substancia SGMD-04.
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ESQUEMA 11. Propostas de fragmentacdo da substancia SGMD-04.
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4.2.2. Lupen-3-ona

O tratamento cromatografico da fracdo Fr.A3 do extrato em diclorometano de S.
glaziovii (Esquema 4, pdgina 24), resultou no isolamento de um sdélido branco amorfo e
solivel em CHCls. A andlise realizada em cromatografia a gds exibiu um cromatograma com
pequenas impurezas € um sinal muito intenso em 27,30 minutos (Figura 21). O espectro de
massas 70 eV deste sinal em 27,30 minutos exibiu como fon molecular o sinal em M* 424 D,
compativel com a férmula molecular C3;pHssO (Figura 22). A comparacdo deste com a
literatura apontou para estrutura do triterpeno lupe-3-ona (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).

O espectro de RMN de 'H (Figura 23, pagina 50), mostrou bastante semelhanca com o
espectro do lupeol com excecao do sinal referente ao hidrogénio do carbono carbinélico (H-
3).

O espectro de RMN de "*C (Figura 24, pagina 51), apresentou sinais que justificam a
proposta estrutural da lupe-3-ona para SGMD-05. A presenca dos sinais em & 218,23 C-3, &
150,92 C-20 e &cnz 109,49 CH,-29 sdo caracteristicos do esqueleto lupano com carbonila em
C-3 (MAHATO et al.,, 1994). Observa-se um efeito £ nos carbonos a-carbonila, quando
comparados com os dados do lupeol contribuindo para elucidagdo da estrutura (Tabela 2,
pagina 49) MAHATO et al., 1994).

A andlise deste conjunto de dados conduziu a confirmacdo de SGMD-05 como o
triterpeno lupe-3-ona, citado pela primeira vez no género.
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FIGURA 21. Cromatograma CG da substancia SGMD-05.
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FIGURA 22. Espectro de massas 70 eV da substancia SGMD-05.



% SGMD-05
24 23

TABELA 2. Dados espectrais de RMN de "°C e de 'H da substancia SGMD-05 em CDCls.
Deslocamentos quimico em ppm.

C &-I &f &f literatura* &f literatura™®* Efeito ﬂ de lupe'?)_
ona para lupeol

3 ] 21824 217,90 78,9
4 - 47,42 47,24 38,8 +8,62
8 : 40,88 40,73 40,7
10 - 36,98 36,83 37,1
14 : 43,08 42,84 42,7
17 ; 43,09 42,93 42,9
20 : 150,92 150,70 150,8

CH
5 55,03 54,88 55,2
9 49,89 49,75 50,3
13 38,27 38,14 38,0
18 48,35 4821 48,2
19 48,05 47,89 47,9

CH,

1 1,91-1,85 (m) 39,71 39,56 38,6

2 2,47-2,36 (m) 34,23 34,07 27,3 +6,93
6 19,78 19,63 18,2

7 33,67 33,53 34,2

11 21,57 21,43 20,9

12 25,25 25,12 25,0

15 27,79 27,39 27.4

16 35,62 35,48 35,5

21 29,92 29,79 29,8

22 40,08 39,93 39,9

29 4,68 (sI); 4,56 (sI) 109,49 109,36 109,3

CH;

23 1,25 (s) 26,63 26,61 27,9

24 1,06 (s) 21,13 20,98 15,3 +5,80
25 0,92 (s) 16,05 15,90 16,1
26 1,02 (s) 15,88 15,74 15,9
27 0,95 (s) 14,57 14,43 14,5
28 0,79 (s) 18,10 17,97 17,9
30 1,67 (s) 19,40 19,27 19,2

*Dados de RMN "°C da Lupen-3-ona. **Dados de RMN "C do Lupeol (MAHATO et al., 1994).
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4.2.3. 14, 3f-hidroxi-olean-12-eno

O tratamento cromatografico da sub-fracdo Fr. B2 (Esquema 4, pédgina 24) de S.
glaziovii resultou no isolamento de um sélido branco amorfo, solivel em CHCl;.

A andlise por cromatografia a gis exibiu um cromatograma com apenas um sinal em
25,30 minutos o que garantiu o grau de pureza da amostra (Figura 25, pagina 54).

O espectro no infravermelho (Figura 26, pdgina 54) apresentou bandas que foram
atribuidas a estiramento OH em ligacdo de hidrogénio voy 3437 cm'l, estiramento simétrico e
assimétrico de grupos metilicos e metilénicos em Ve 2854 € 2923 cm'l, sendo confirmada
pela absor¢dao em 1382 cm’'. Uma banda em Vens 1462 cm’! foi atribuida aos grupos metila
presentes na molécula. O estiramento Ve—c 1639 cm™ foi atribuido a dupla ligagdo presente na
substancia (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN de 'H (Figura 27, pagina 55) apresentou sinais simples na regido
de &y 0,77-1,24 que caracteriza a natureza triterpénica da molécula. A presenga do sinal em
ou 5,17 (¢ 7,6 Hz; H-12) foi atribuido ao hidrogénio ligado a carbono spz. Os sinais em oy
3,43 (dd 11,7; 5,8 Hz) e 3,29 (dd 12,3; 6,2 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios ligados a
carbonos carbindlicos, justificando os dados obtidos na interpretagao do espectro no IV.

A anélise do mapa de correlagdo homonuclear 'H-'H COSsY (Figura 28, pagina 56)
possibilitou identificar os principais acoplamentos entre H-3 &y 3,43 (dd 11,6; 4,8 Hz) e &4
1,58 (m) H-2b e 1,73 (m) H-2a ¢ entre H-1 0y 3,27 (dd 12,4; 5,2 Hz) e os hidrogénios H-2a e
H-2b, assinalando a possivel posi¢do dos carbonos carbindlicos na substancia.

A andlise do espectro de RMN de "°C (Figuras 29-30, pdgina 57) comparada com a
literatura confirma a estrutura de um triterpeno da classe dos oleananos (MAHATO et al.,
1994). A presenca dos sinais em J&cy 122,22 CH-12 e 144,44 C-13 de dupla trissubstituida,
sinais de grupos metilicos juntamente com dcy 75,93 e 79,57 de carbonos carbinélicos CH-3 e
CH-1 apresentam semelhanga com o triterpeno castanopsol (PLANT & RASTOGI, 1977). A
comparacio dos dados de RMN de "’C da substancia com a f-amirina apontam um efeito 7y
sobre a metila CH3-25 dcys 11,2 com (Adcpus= -4,1 ppm) e um efeito fem C-10 oc 43,0 com
(Ad¢c= +6,0 ppm) (Quadro 14, Tabela 3, pagina 53).

O mapa de correlacao heteronuclear a uma ligacdo, HSQC (Figuras 31-32, pagina 58),
auxiliou na atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos, assim observados, dos
carbonos e respectivos hidrogénios na estrutura.

O mapa de correlacdo heteronuclear a duas e trés ligacoes HMBC auxiliou na
determinacdo dos pontos de ligacdo na substdncia, principalmente na posicdo dos grupos
hidroxila em 3H-25 &4 0,98 (s) com CH-1 &y 80,3 além das correlagdes de CH3-23 &y 0,77
(s) e CH3-24 &cn3 0,98 (s) com CH-3 76,1 confirmando a presenga das hidroxilas em CH-1 e
CH-3. As demais correlagdes estdo ilustradas nas Figuras 33 e 34, pagina 59 e na Tabela 3,
pagina 53.

O espectro de massas 70 eV da substincia exibiu como fon molecular M™ 424,
condizente com a perda de H,O na molécula (Figura 35, pagina 60). As propostas de
fragmentacdo que justificam os sinais apresentados no espectro estio ilustradas no Esquema
12, pagina 60.

A presenca de NOE entre H-3 e H-5; entre H-1 e H-3; em H-1 e H-2a e entre H-3 e H-
2a sugere a conformagdo [ para ambos grupos hidroxilas foi proposta apds andlise do
experimento de NOEDIFF, (Figura 36, pagina 61). Assim, ao irradiar em H-3 foi observado
NOE em H-1, 3H-23 e H-5 e quando irradiado em H-3 foi observado NOE em H-3, H-2a, e
H-5.
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A andlise do conjunto de dados aliada a comparacdo com a literatura conduziu para
proposta estrutural da substancia SGMD-06 como sendo a 15,3 -dihidroxi-olean-12-eno um
epimero do triterpeno castanopsol relatado pela primeira vez na literatura.

SGMD-06 Mo-1 Mo-2

QUADRO 14. Comparagdo de modelos da literatura com a substancia SGMD-06

TABELA 3. Dados espectrais de RMN de "°C e de 'H da substancia SGMD-06 em CDCls.
Deslocamentos quimico em ppm.

C HSQC HMBC Mo-1%* Mo-2*
S¢ oY “Jc *Juc o oc
1 79,6 3.43(dd, 11,6; 4,8) 3H-25 75,7 33,0
2 38,7 1,73(m); 1,58 (m) 25,2 39,0
3 75,9 3,27 (dd 12,4, 5,2) 3H-23; 3H-24 76,2 79,5
4 37,6 - 3H-23; 3H-24 37,4 38,4
5 52,9 0,61 (d, 10,8) 3H-23; 3H-24; 3H-25 48,9 53,4
6 18,0 18,3 18,0
7 32,5 32,5 34,6
8 41,4 - 3H-26 3H-27 40,0 41,4
9 48,4 3H-25; 3H-26 47,4 52,4
10 43,0 - 3H-25 37,0 43,8
11 22,7 23,4 23.9
12 1222 5,17 (¢, 7,6) 121,8 26,2
13 1444 - 3H-27 145,2 38,1
14 40,3 - 3H-27 41,8 43,5
15 25,9 3H-27 26,1 27,5
16 27,5 3H-28 26,9 37,8
17 31,0 - 3H-28 32,5 34,4
18 46,7 2,36-2,30 (m) 3H-28 47,2 142,7
19 46,9 3H-29; 3H-30 46,8 129,7
20 29,7 - 3H-29; 3H-30 31,3 32,4
21 34,8 3H-29; 3H-30 34,7 33,5
22 37,1 3H-28 37,2 37,5
23 279 0,98 (s) 3H-24 28,3 28,0
24 15,2 0,77 (s) 3H-23 22,3 16,5
25 11,2 0,98 (s) 15,3 12,7
26 17,0 0,99 (s) 16,8 16,2
27 259 1,13 (s) 26,1 14,5
28 23,6 0,83 (s) 28,4 25,3
29 32,6 0,87 (s) 3H-30 33,3 31,3
30 28,3 0,87 (s) 3H-29 23,7 29,3

*Dados de RMN *C de Mo-1 ¢ Mo-2 (MAHATO et al., 1994).
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FIGURA 35. Espectro de massas 70 eV da substancia SGMD-06.
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4.2.4. Friedelina

O tratamento cromatografico, CCDP hexano/AcOEt (4:1), da fracdo Fr.2 proveniente
do extrato em CH,Cl, das folhas de O. parviflora (Esquema 6, pagina 27) conduziu ao
isolamento de um sélido branco cristalino, Pf (240-242 °C), soldvel em CHCls.

A anélise por CCDA da substancia mostrou mesmo perfil cromatografico com padrao
do triterpeno friedelina. O cromatograma obtido através da anélise por CG apresentou um
sinal majoritdrio em 54,3 minutos (figura 37). O espectro de massas 70 eV (figura 38) deste
sinal exibiu como pico fon molecular M™ 426, compativel com a férmula molecular C3oHs0O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 39, pagina 64) exibiu sinais com feicdo de
triterpeno apresentando seis simpletos na regido entre dy 0,73-1,18 atribuidos aos hidrogénios
ligados a carbonos metilicos, além de um tripleto em oy 2,27 (¢, 6,0 Hz) condizente com a
ressonancia de hidrogénios em posi¢do a~carbonila (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN de Be (Figuras 40-41, pédginas 64-65), apresentou 30 sinais
confirmando a natureza triterpénica da substincia. As atribuicdes dos sinais estdo
apresentadas na Tabela 4, pagina 63. A andlise dos espectros aliados a compara¢gdo com dados
da literatura conduziu a elucidacao estrutural da substancia como sendo o triterpeno friedelina
(MAHATO et al., 1994). Os sinais em & 213,4 C-3, ocms 6,84 CH3-23, além dos demais
sinais confirmam a proposta estabelecida da amostra OPFM-01 como sendo o triterpeno
friedelina.
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FIGURA 37. Cromatograma CG da substancia OPFM-01.
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FIGURA 38. Espectro de massas 70 eV da substancia OPFM-01.
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TABELA 4. Dados espectrais de RMN de "°C e de 'H da substancia OPFM-01 em CDCl;

OPFD-01

Friedelina (OPFM-01) Literatura*

C du e d¢

1 22,3 22,3
2 2,27 (¢, 6,0) 41,5 41,6
3 - 213,3 213,0
4 58,2 58,3
5 - 42,1 42,2
6 41,3 41,3
7 18,2 18,2
8 53,1 53,1
9 - 374 37,5
10 59,4 59,5
11 35,6 35,7
12 30,5 30,5
13 - 39,7 38,2
14 - 38,3 38,3
15 324 32,4
16 36,0 36,0
17 - 29,9 30,0
18 42,7 42,8
19 353 354
20 - 28,2 28,2
21 32,7 32,7
22 39,2 39,3
23 0,87 6,84 6,90
24 0,73 (s) 14,6 14,6
25 0,96 (s) 17,9 18,2
26 1,01 (s) 20,2 20,3
27 1,01 (s) 18,6 18,7
28 1,18 (s) 32,1 32,2
29 1,05 (s) 35,0 354
30 1,05 (s) 31,8 31,8

Deslocamentos quimicos em ppm. (MAHATO et al., 1994)*
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4.3. Determinacao estrutural dos metabdlitos C¢C; e C¢C;.

Oriundos da via metabdlica dos aminodcidos arométicos fenilalanina e tirosina sdo
caracterizados por apresentarem um esqueleto Ce¢Cs, sendo precursores de uma série de
metabolitos especiais que usualmente possuem um padrdo de substituicao caracteristico (p-
hidréxi, 3,4-dihidréxi ou 3,4,5-trihidroxi). A etapa inicial de formacgdo desses metabdlitos € a
eliminacdo de amonia gerando o 4cido cinamico trans (E). Sendo a fenilalanina o aminoécido
de partida, ird formar o 4cido cinamico, no entanto, se for a tirosina o aminodcido de partida, a
eliminacdo de amodnia produzird o dcido 4-hidréxi-cindmico (dcido p-cumdrico). Os
metabodlitos com estrutura C¢C; sdo derivados desta rota sendo formados via degradaciao da
cadeia lateral dos 4cidos cindmico ou p-cumarico (Quadro 15, pagina 67).

Os aldeidos sao formados em uma etapa de substituicdo do grupo carboxilato pelo
grupo SCoA que, em seguida, sofre uma reducdo por acdo de NADPH gerando aldeidos
cinamicos (TORSSELL, 1997 & DEWICK, 1998) (Quadro 15, pagina 67).

As estruturas dos aldeidos C¢C; sdo facilmente determinadas por RMN de 'H por
apresentarem um sistema de acoplamento AMX entre o hidrogénio do grupo aldeido,
apresentando um dupleto na regido de &y 9,55-9,65, com constante de acoplamento (J) entre
7,5-8,0 Hz. Os hidrogénios ligados a carbonos olefinicos com geometria trans geram dois
sinais, um na regido de ¢y 6,3-6,7 apresentado como duplo dupleto, com J= 7,5 ¢ 15 Hz
aproximadamente. O terceiro sinal apresenta-se como dupleto em dy 7,3-7,5 com constante de
acoplamento J= 15-17 Hz, que caracteriza a conformagao dos grupos ligados aos carbonos
olefinicos em trans.

Por apresentar um padrao de substitui¢do pouco variado, o anel aromadtico dessas
substancias exibe sinais com perfis bem caracteristicos, geralmente apresentando sistema de
acoplamento AA’BB’, ABC ou A,.

O estudo fitoquimico da madeira de S. eliezeriana conduziu ao isolamento de dois
aldeidos provenientes da rota metabdlica C¢Cs (coniferaldeido-SEMD-04) e C¢C,
(siringaldeido-SEMD-05) Quadro 15, pagina 67.
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QUADRO 15. Proposta biossintética dos metabdlitos especiais C¢C; e C¢C3 (DEWICK,
1998).

4.3.1. Coniferaldeido

A andlise por CCDA possibilitou identificar o isolamento de um sélido amarelo
amorfo proveniente do tratamento cromatografico da fracdo B1 do extrato em CH,Cl, de S.
eliezeriana (Esquema 2, pagina 22).

O espectro de RMN de 'H do material (Figura 42, pigina 68) exibiu um perfil
caracteristico de arilpropandides (C¢C3) com um dupleto em Jy 9,64 (d, 7,6 Hz, H-9)
caracteristico de hidrogénio de grupo aldeido acoplado a hidrogénio apresentando um duplo
dupleto em 0y 6,59 (dd, 16,0 e 8,0 Hz, H-8) e este acoplado com outro hidrogénio
apresentando um dupleto em oy 7,40 (d, 16,0 Hz, H-7). As multiplicidades dos sinais
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juntamente com os valores de constante de acoplamento sugerem um acoplamento do
hidrogénio do grupo aldeido com hidrogénios olefinicos em conformacgdo frans gerando um
sistema AMX.

Os sinais em oy 6,95 (d, 8,0 Hz, H-6); 7,06 (s) H-2 e 7,12 (d, 8,0 Hz, H-5) foram
atribuidos aos hidrogénios do anel aromdtico em um sistema ABC, condizente com um
padrao de substitui¢do 3,4 oxidados caracteristico da biogénese desses metabdlitos. O sinal
simples e intenso em Jy 3,94 apds ser integrado apresentou propor¢do para trés hidrogénios,
quando comparado com os demais sinais. Esta andlise juntamente com o deslocamento
caracteristico possibilitou a atribui¢do a um grupo metoxila na substancia.

O espectro de massas 70 eV (Figura 43, pagina 69) apresentou ion molecular m/z
179 [M+1] e como pico base M* 178, condizente com a férmula molecular (C;oH;¢0O3). Os
demais sinais observados no espectro sao justificados pelas propostas de fragmentagdes que
estdo ilustradas no Esquema 13, pagina 69. O conjunto de dados obtidos e analisados
juntamente com compara¢do com dados da literatura (SY & BROWN, 1999), conduziu a
identificacdo estrutural da substancia SEMD-04 como o coniferaldeido isolado pela primeira
vez no género Simira.
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ESQUEMA 13. Proposta de fragmentacdo para substancia SEMD-04.
4.3.2. Coniferaldeido + Siringaldeido

O tratamento cromatografico da fracdo B1 (Esquema 2, pagina 22), além de fornecer o
conferaldeido resultou no isolamento de um sélido verde amorfo solivel em CHCls.

O espectro de RMN de 'H (Figura 44, pdgina 70) da amostra apresentou sinais
semelhantes aos da substincia SEMD-04 que evidenciou a presenca desta na amostra. A
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substancia SEMD-05 foi elucidada por exclusido dos sinais do coniferaldeido, restando um
sinal simples em dy 7,06 atribuido aos hidrogénios do anel aromético, um sinal simples em
On 9,94 caracteristico de hidrogénio de grupo aldeido e o sinal intenso em Jdy 3,94 que foi
atribuido a presenca de dois grupos metoxila. O assinalamento de apenas trés sinais para os
hidrogénios da substancia foi auxiliado pela integracdo dos sinais que resultou na propor¢ao
de 1:2:6 respectivamente. Esta observacdo mostra a presenca de um plano de simetria na
substancia o que indica a equivaléncia magnética dos hidrogénios do anel aromdtico e dos
hidrogénios dos grupos metoxila justificando a presenca de apenas dois sinais (Figura 45,
pagina 71).

A andlise da amostra por CG-EM apresentou dois sinais majoritrios no cromatograma
(Figura 46, pagina 71). Os respectivos espectros de massas apresentaram como ion molecular
m/z 183 [M+1] e m/z 179 [M+1] (Figura 47, pagina 71). O fon molecular m/z 183 e a andlise
dos dados do espectro de RMN de 'H sustentam a proposta de férmula estrutural atribuida a
substancia SEMD-05. As propostas de fragmentacdo da substancia SEMD-05 estdo ilustradas
no Esquema 14, pagina 72. O conjunto de dados analisados e comparados com a literatura
(CARVALHO et al., 2011) conduziu a determinacdo estrutural de SEMD-05 identificado
como 4-Hidroxi-3,5-dimetoxibezaldeido, conhecido com siringaldeido, isolado pela primeira
vez do género Simira.
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ESQUEMA 14. Proposta de fragmentacdo para substancia SEMD-05.

4.3.3. Tocoferol

Outros derivados da via do chiquimato sdo os tocoferdis. Metabdlitos especiais
formados por um fragmento oriundo da via do chiquimato e outra do mevalonato (Quadro
16). Sao frequentemente encontrados em plantas, especificamente nos cloroplastos sendo
também conhecidos como vitaminas E. Apresentam fun¢des bioquimicas importantes como o
integrante do sistema de transporte de elétrons para a fotossintese (TORSSELL, 1997 &
DEWICK, 1998).

CO,H
(0] OH H OH OH
PPO/\)\/M/
0, Fitil PP 3
SAM
R —
S ~ CO,H Y
CO, CO, | |
~ OH ~ OH OH H OH H
Ac. 4-hidréxi- Ac. homogenistico 3 3

fenilpirdvico

R=R,=Me, a-Tocoferol
R;=H, R,=Me, B-Tocoferol
R;=Me, Ry=H, y-Tocoferol
R;=R,=H, §-Tocoferol

QUADRUO 16. Proposta biossintética dos tocoferéis (DEWICK, 1998).

O tratamento cromatogréfico da subfracdo Fr.5 proveniente do extrato em CH,Cl, das
folhas de O. parviflora (Esquema 6, pagina 27), forneceu 22,5 mg de um 6leo amarelo solivel
em CH,Cl,. A andlise por CG-EM apresentou cromatograma com um sinal majoritdrio
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(Figura 48). O espectro de massas (EM) deste sinal apresentou fon molecular [M+1] 431D e
ao ser comparado com a biblioteca do equipamento mostrou semelhanca com o tocoferol
C20H500; (Figura 49). As propostas de fragmentacdo para a substancia estdo ilustradas no
Esquema 15, pagina 74.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais caracteristicos de um o+tocoferol com trés
simpletos em &y 1,98; 2,02; e 2,10 atribuidos as metilas ligadas ao anel hidroquindnico. Os
sinais entre oy 0,84-0,90 sdo caracteristicos dos grupos metilas da cadeia lateral. O tripleto em
du 2,60 (¢, 6,0 Hz) foi atribuido aos hidrogénios do carbono metilénico do anel cromano
ligado ao anel hidroquindnico (Figura 50, pagina 74).

O espectro de RMN de Be apresentou sinais que fortalecem a proposta do a~tocoferol
para a substancia. Os sinais em J&c 143,3; 140,5; 126,7; 124,9; 122,9 ¢ 117,3 foram atribuidos
ao anel hidroquindnico. O sinal em ¢& 75,0 foi atribuido ao carbono oxidado do anel
cromoOnico (Figura 51, pagina 75).

O espectro de RMN DEPT 135 apresentou de forma didética os sinais dos carbonos
metilicos e metinicos em fase positiva e os metilénicos em fase negativa podendo assim,
assinalar os sinais em Jcys 11,8; 12,1 e 12,9 para os carbonos metilicos ligados ao anel
hidroquinonico, além das metilas da cadeia lateral (Figura 52, pagina 75). O conjunto de
dados analisados e comparados com a literatura conduziu a elucidagao estrutural de OPFD-05
como sendo o a+tocoferol.
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FIGURA 49. Espectro de massas 70 eV da substancia OPFD-05.

73



C1oH1302
m/z 165

ESQUEMA 15. Proposta de fragmentacdo para substancia OPFD-05.
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4.4. Determinacao estrutural das lignanas.

Definidas como dimeros formados por unidades C¢Cs de alcodis de arilpropandides, as
lignanas sdo formadas inicialmente por acoplamento oxidativo entre os carbonos (CH-8) das
unidades monoméricas sendo estas mais importantes os alcoois 4-hidréxi-cinamoil (4lcool p-

cumadrico), o coniferil e o sinapil (Figura 53).

oCH,OH CH,OH CH,OH
= = =
7
3 5
H;CO H;CO OCH;
OH OH OH
Alcool p-cumdrico Alcool coniferil Alcool sinapil

FIGURA 53. Alco6is monoméricos C¢Cj precursores das lignanas.

Um ataque nucleofilico de ambos grupos hidroxil promove a ciclizacdo produzindo
estruturas diversificadas (Quadro 17). Esse tipo de ciclizagdo conduz a estruturas furanicas
que podem ser determinadas através do espectro de RMN de 'H por exibirem sinais de
hidrogénios ligados a carbonos oximetinicos e oximetilénicos na regido de dy 3,5-4,5 ppm
além da presenca de dois hidrogénios metinicos na regiao de ¢4 2,9-3,1 ppm, provenientes dos
carbonos que compde a ponte entre os dois anéis furanicos. Os anéis aromdticos podem
apresentar trés padroes de substituicdo com os sistemas AA’BB’, ABC ou AB, o que torna a

elucidacdo destas substancias menos laboriosa.

CO,H COSCoA CH,OH

OH

R;=H; R,= OMe, Pinoresinol
R;=R,=0OMe, Siringaresinol

=
HSCOA NADPH NADPH _
Ry Ry Ry

CH,OH

QUADRO 17. Proposta biossintética das lignanas (DEWICK, 1998).
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O estudo fitoquimico do extrato em CH,Cl, da madeira de S. eliezeriana e glaziovii
conduziu ao isolamento de duas lignanas conhecidas pinoresinol (SEMD-06) e pinocebrina
(SGMD-08).

4.4.1. Pinoresinol

O tratamento cromatografico em coluna de gel de silica da fracio C1 (110 mg)
proveniente da sub-fracdo C (0,175 g) do extrato em CH,Cl, de S. eliezeriana forneceu (65,0
mg) de um s6lido amarelo amorfo (Esquema 2, pagina 22).

O espectro de RMN de "H exibiu um dupleto em &y 4,77 (d, 3,5 Hz) correspondente
aos hidrogénios oximetinicos H-7/7’dos anéis furanicos (Figura 55, pagina 78). A semelhanca
magnética destes hidrogénios confirma a orientagdo conformacional dos grupos fenilicos, pois
apresentando orientacdo distinta os mesmos apresentardo deslocamentos quimicos diferentes

(Figura 54) (GREGER & HOFER, 1980).
/)4,75 (d, 4,4 Hz)
H

4,44 (d, 7,0 Hz)

FIGURA 54. Configuragdes possiveis do C-7 e 7’ do sistema furofuranico de
lignanas.

A presencga dos sinais em &y 4,27 (2H-9, d, 7,0 Hz) ¢ 3,97 (2H-9’, d, 8,8 Hz) e 3,13
(sl) preenchem as demais atribuicdes referentes aos hidrogénios dos sistemas furofuranico
(VIEIRA, 1995). Os simpletos em ¢y 3,92 e 5,72 confirmam a presenca de grupos metoxila e
hidroxila. Os sinais em &y 6,91 (2H-2/2’, ), 6,89 (2H-5/5, d, 8,0 Hz) e 6,69 (2H-6/6’, d, 8,0
Hz) referentes a hidrogénios dos anéis aromaticos indicam um sistema AA’B em ambos anéis
(Figura 55, pagina 78). Este padrdo de substituicdo dos anéis justifica, inclusive, um plano de
simetria para a molécula.

A andlise do espectro de RMN de '°C sustenta esta proposta de simetria para a
molécula devido a presenca de apenas dez sinais (Figura 56, pagina 79). O espectro de RMN
de '°C DEPT 135 (Figura 57, pagina 79) indicou a presenca de um carbono metilénico, cinco
carbonos metinicos e um carbono metillico (Tabela 5, pdgina 78). A atribuicdo inequivoca dos
sinais foi realizada através da andlise dos mapas de correlacdes (IJ) HSQC e (2J e 3J) HMBC.
Os dados estdo apresentados na Tabela 5, Figuras 58 e 59, paginas 78, 80-81.

A andlise por cromatografia gasosa exibiu um cromatograma com pequenas impurezas
e com um sinal intenso em 21,51 minutos (Figura 60, pagina 82). O espectro de massas 70 eV
apresentou como fon molecular o pico M" 358 D consistente com a férmula molecular
C0H2,0¢ (Figura 61, pagina 82). As propostas de fragmentagdo para justificar os valores dos
sinais observados no espectro estao ilustradas no Esquema 16, pagina 83.

A interpretacdo de todos os dados em conjunto e comparados a literatura (GREGER &
HOFER, 1980; VIEIRA, 1995), conduziu a confirmacdo estrutural da lignana conhecida
como pinoresinol para a substancia SEMD-06, descrita pela primeira vez no género Simira.
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TABELA 5. Dados espectrais de RMN °C e 'H da substincia SEMD-06 em CDCl;

HSQC HMBC Literatura*®
C & S “Jen “Jen &
1/17° 132,89 - H-2/H-2’; H-6/H-6’ H-5/H-5° 133,3
3/3’ 146,72 - H-5/H-5"; MeO-3/MeO-3’ 147,1
4/4° 145,25 - HO-4/HO-4’ H-2/H-2’; H-6/H-6’ 145,6
CH
2/2° 108,62 6,92 H-6/H-6’ 109,0
5/5° 114,29 6,91 HO-4/HO-4’ 114,7
6/6’° 118,97 6,84 H-2/H-2’ 119.4
717 85,88 4,76 H-2/H-2’; H-6/H-6’; 2H- 86,3
9/2H-9’

8/8’ 54,15 3,13 54,5
CH,
9/9° 71,66 4,26; 4,11 H-7/H-T° 72,1
CH;

(MeO),- 55,96 3,93 (s) 56,3
3/3’

(HO),-4/4° - 5,70 (s)

Deslocamentos quimicos em ppm. *(VIEIRA, 1995)
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FIGURA 55. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da substancia SEMD-06.
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ESQUEMA 16. Proposta de fragmentacio da substancia SEMD-06.
4.4.2. Siringaresinol

A substancia SGMD-08 foi isolada da fracio em CH,Cl, da madeira de S. glaziovii
apos o tratamento cromatografico de Fr. B3 com gel de silica para cromatografia tipo flash. A
substancia apresentou-se como um sélido amorfo de coloracdo vermelho claro e com
solubilidade em CHCIl, (Esquema 4, pagina 24).

A andlise por cromatografia gasosa apresentou um cromatograma com pequenas
impurezas e um sinal intenso em 32,6 minutos (Figura 62, pagina 84).

O espectro de RMN de 'H (Figura 63, pagina 85), exibiu sinais com perfil muito
semelhante aos do pinoresinol, principalmente os sinais atribuidos aos hidrogénios dos anéis
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furdnicos em &4 5,50 (sl, 2H-7/77), 4,73 (sl, 2H-9a/9’a), 4,28 (sl, 2H-9b/9°b) e 3,09 (sl, 2H-
8a/8’). O simpleto em dy 3,89 integrado para 12 hidrogénios conduziu a determinagdo de
quatro grupos metoxila. A semelhanca magnética observada para os hidrogénios do anel
aromdtico apresentando apenas um sinal em &y 6,58 (s) indica a presenca de um plano de
simetria na molécula.

O espectro de RMN de Be (Figura 64, pagina 85), apresentou-se bastante simples,
com apenas oito sinais semelhantes aos observados para pinoresinol (Figura 56, pagina 79). A
comparacao dos deslocamentos quimicos com os observados na literatura conduziu a férmula
estrutural da siringaresinol, lignana proveniente do acoplamento oxidativo entre duas
unidades C¢C3 do dlcool sinapil (FERREIRA et al., 2009) (Figura 53, pagina 76).

A atribuicdo inequivoca de cada deslocamento quimico foi determinada apds andlise
do mapa de correlagdo a uma ligagdo HMQC (Figura 65, pdgina 86).

Os pontos de ligacdo de cada grupo na molécula foram determinados através da
interpretacdo do mapa de correlagdo heteronuclear a duas e trés ligagdes HMBC, sendo
possivel indentificar principalmente a posicdo dos grupos metoxilas, o que corrobora a anélise
dos espectros de RMN 1D de °C e de 'H (Figura 66, pagina 87).

O espectro de massas 70 eV (Figura 67, pdgina 87 ) exibiu como fon molecular M™
418 D sugerindo a férmula molecular C»,H,¢0g compativel com a proposta de estrutura para a
substancia. As propostas de fragmentacao que justificam os sinais no espectro de massas estao
ilustradas no Esquema 17, p4gina 88.

O conjunto de dados analisados e comparados com a literatura (MONTEIRO et al.,
2007), conduziu a determinacdo estrutural de SGMD-08, identificando-a como a lignana
siringaresinol, isolada pela primeira vez no género Simira.
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FIGURA 62. Cromatograma de CG da substancia SGMD-08.
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FIGURA 65. Espectro HMQC da substancia SGMD-08.
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4.5. Determinacao estrutural das camarinas

Sao substancias de ampla ocorréncia no reino vegetal. Assim como as lignanas, as
cumarinas apresentam como precursores o dcido cindmico e derivados (DEWICK, 1998).
Uma proposta plausivel de formacdo destas substancias € iniciada pela oxidagdo
(hidroxila¢do) do 4cido cindmico ou derivados em orfo, seguido de diversas sequéncias
reacionais até a formag@o de um anel &lactdnico @ S-insaturado (Quadro 18).

R3 NN COQH R3 NN COzH R3 AN R3 N
—_—> —_—> —_—
CO,H
R, Ry OH R, OH Ry o X¢
Ry Ry Ry R,

R;=R3=H; R,=0OH; Umbeliferona

R;=H; R,=0H; R3=0OMe; Escopoletina
R;=R,=R3=0Me, 6,7,8-Trimetéxicumarin:
R;=R3=0Me; R,=0H; Isofraxidina

QUADRUO 18. Proposta biossintética das cumarinas (DEWICK, 1998).

Uma caracteristica importante na identificacio cromatografica desta classe de
metabdlito especial € a forte fluorescéncia azul quando analisadas por CCDA e exposta a luz
ultravioleta (254 nm) (MULSEN, 1970).

No espectro de RMN de 'H apesar de se apresentar bastante semelhante aos dos
arilpronandides, pode ser observadas algumas caracteristicas importantes como:

i. Sinais dos hidrogénios da insaturacdo na cadeia lateral, sendo esta com junc¢do cis, exibem
dupletos com constante de acoplamento (J= 9-12 Hz);

ii. A conjugacdo da ligacdo dupla com a carbonila gera um efeito mesomérico apresentando
uma estrutura candnica que deixa o hidrogénio ligado ao carbono-£ desprotegido, este efeito
produz um sinal em frequéncias mais altas que o hidrogénio ligado ao carbono-¢;

iii. Em cumarinas que apresentam o carbono-« oxidado, o hidrogénio ligado ao carbono-f
apresenta sinal em frequéncia mais elevada entre Jdy 8,00-8,50, decorrente do efeito
anisiotropico proveniente da ligacdo (C-O) e também devido ao efeito de compressao estérica
(MURRAY et al., 1982).

No espectro na reagido do IV observam-se absorcdes em 1710-1715 e 1620-1630 cm™
que caracterizam o anel J-lacténico a,f-insaturado (MURRAY et al., 1982).

O estudo fitoquimico da fracdo em diclorometano resultou no isolamento e
identificacdo de trés cumarinas conhecidas como dimetilfratexina SGMD-09, escopoletina
SGMD-10 e isofraxidina SGMD-11, relatadas pela primeira vez no género Simira.

4.5.1. 6,7,8-Trimetoxicumarina

O tratamento cromatografico da sub-fracdo Fr. B3 conduziu ao isolamento de 7,00 mg
de um solido cristalino, solivel em CHCls, que foi denominada de SGMD-09 (Esquema 4,
pagina 24). O cromatograma obtido por CG (Figura 68, pagina 90) ilustra o grau de pureza da
substancia.

O espectro de RMN de 'H (Figura 69, pagina 91) da amostra apresentou apenas cinco
sinais: dois dupletos em &y 7,97 (d, 9,9 Hz) e 6,16 (d, 9,9 Hz) e um simpleto em &y 6,33,
compativeis com absorcdes de hidrogénios ligados a carbonos sp®. A integracdo dos sinais
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possibilitou atribuir para os sinais em &y 3,96 (s) e 3,91 (s) trés e seis hidrogénios
respectivamente, indicando a presenga de trés grupos metoxila.

O mapa de correlacdo heteronuclear a duas e trés ligagcdes, HMBC, possibilitou
atribuir identificar os pontos de ligacdo na substancia, além de fornecer os deslocamentos
quimicos dos carbonos na substincia, que comparados com a literatura (VIEIRA, 1995;
ESHIETT & TAYLOR, 1968), conduziram a estrutura de uma cumarina trimetoxilada em C-
6, 7 e 8 Figura 70, pagina 92.

O espectro de massas 70 eV (Figura 71, pdgina 92), apresentou como ion molecular
M™ 236 D, condizente com a férmula molecular C;;H;,O0s. As propostas de fragmentagio
representando os principais sinais estio ilustradas no Esquema 18, pagina 93. Nesta classe de
metabodlito especial os fragmentos mais comuns sdo devidos a perda de metilas (CHj3) e
perdas de (CO) (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).

A interpretacdo dos dados obtidos, juntamente com comparacdo com a literatura,
(VIEIRA, 1995; ESHIETT & TAYLOR, 1968) conduziu a elucidagdo estrutural de SGMD-
09 como sendo a cumarina conhecida dimetilfratexina, relatada pela primeira vez no género
Simira.
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FIGURA 68. Cromatograma CG da SGMD-09.
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ESQUEMA 18. Proposta de fragmentacdo da substancia SGMD-09.
4.5.2. Escopoletina+isofraxidina

O tratamento cromatografico da fracdo Fr C2 de S. glaziovii forneceu (8,00 mg) de um
solido verde solivel em CHCI; (Esquema 5, pdgina 25). A andlise do material por CCDA e
exposi¢do em luz ultravioleta (254 nm) apresentou duas manchas fluorescentes de coloracdo
azul intensa caracteristica de cumarinas.

Devido a pequena quantidade em massa, a amostra ndo foi submetida a técnicas
classicas de isolamento e purificacdo. A amostra foi submetida a andlise por CG-EM,
apresentando dois sinais no cromatograma com tempos de retencdo de 12,83 e 14,18 minutos
(Figura 72). O espectro de massas 70 eV de cada sinal apresentou como ion molecular M™
192 e 222 D, condizentes com as férmulas moleculares C;oH;;04 € C;;H;¢Os respectivamente
(Figuras 73 e 74, paginas 94 e 95). A comparacao destes dados com a literatura (VUL’FSON
et al., 1963), possibilitou propor as fragmentagdes que justificam a férmula molecular e
elaboracdo da estrutura para as substancias (Esquemas 19 e 20, paginas 94 e 95). Como
relatado anteriormente, esta classe de metabdlito especial apresenta propostas de
fragmentacdo bastante comuns como devido a perda de metilas (CHs) e perda de (CO)
(BUDZIKIEWICZ et al., 1964). Desta forma foi possivel identificar na amostra a mistura de
cumarinas SGMD-11+12 conhecidas na literatura como escopoletina e isofraxidina relatadas
pela primeira no género Simira.
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FIGURA 72. Cromatograma CG das substancias SGMD-10 e 11.
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4.6. Determinacao estrutural dos flavonéides

E uma das classes de metabdlitos especiais com maior diversidade estrutural,
ocupando uma posi¢do proeminente entre as substancias fendlicas de origem natural. A ampla
distribuicao nas plantas, além de sua alta estabilidade quimica e facilidade de ser identificada,
tém atribuido a esta classe de substdncia o papel de marcador quimiotaxondémico na
classificacao de plantas (AGRAWAL et al., 1989).

Sdo metabolitos biossintetisados por duas via metabdlicas distintas: chiquimato
(fenilalanina) e acetato. A via metabdlica do acetato participa com a condensacdo de Claysen
de trés unidades de malonil-CoA seguidas de descarboxilagdes gerando o anel A. A via
metabdlica do chiquimato contribui para a formacao destas substancias, com o éster p-cumaril
CoA formando o anel B. A juncdo das duas unidades se da pela substitui¢cdo nucleofilica a
carbonila na unidade p-cumaril CoA através de um enolato formado no anel A. Esta juncdo
gera a primeira sub-classe de flavondides denominada de chalconas. A adi¢do de Michael 1,4
ao carbono do sistema carbonilico @,/ insaturado gera a segunda sub-classe, as flavanonas
com formagao do anel C. Sucessivas reacdes produzem a demais sub-classes relatadas na
literatura (DEWICK, 1998; AGRAWAL et al., 1989) (Quadro 19).

OH

(0}
via metabdlica 5 . 1
- via metabdlica
do acetato OJA/‘E\LO + (o) < do chiquimato (fenilalanina)
ll SCoA

OH
OH
OH
@ | HO 0
—. I
OH O OH O

Chacona OH O

o |
OH OH
(0] ‘ OH O
OH
HO ‘ o Flavonol
Aurona
OH

OH OH
Leucoantocianidina

Flavona

Flavanona

OH
Antocianidina

QUADRO 19. Proposta biossintética das sub-classes dos flavonéides (AGRAWAL et al.,
1989).
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A proposta de formacdo dos bis e biflavondides pode ser comparada ao processo
mecanistico de formacdo das flavolignanas, que é decorrente de acoplamento oxidativo
formando ligacdes C-C ou C-O.

A juncdo destas duas unidades gerando os anéis A, B e C formam substincias com um
sistema de conjugacdo que € facilmente caracterizado por espectroscopia na regidao do
ultravioleta. Esse apresenta duas bandas de absorcao em 240-285 nm denominada de banda
II, atribuida a absorcdo do anel A, e 300-550 nm denominada de banda I sendo atribuida a
absor¢do do anel B (Figura 75). Os comprimentos de onda referentes a absor¢do maxima de
ambas as bandas estdo atribuidas aos grupos funcionais presentes na estrutura base da
substiancia (AGRAWAL et al., 1989).

o
0

Banda II | Banda I
(240-285 nm)l (300-550 nm)

FIGURA 75. Bandas de absor¢do do esqueleto flavonoidico.

A utilizacdo de reagentes de deslocamento como acetato de sdédio, dcido bdrico,
cloreto de aluminio, 4cido cloridrico, metéxido de sédio auxiliam na determinacdo de
hidroxilagdo em posi¢Oes distintas da biogé€nesse das substancias com o deslocamento do
comprimento de onda da substancia (AGRAWAL et al., 1989).

A espectroscopia de massas tem sido uma grande ferramenta para determinacdo
estrutural destas substancias. Por apresentarem uma estrutura base com 15 dtomos de carbono
e basicamente cinco pontos de oxidacdo € possivel se deduzir a massa molecular de acordo
com a sub-classe do flavondide. Um dos fragmentos caracteristicos envolve a ruptura dos
anéis A e B através de uma reacdo de retro-Diels Alder (AGRAWAL et al., 1989) (Figura

76).
oH I

FIGURA 76. Ruptura do anel A e B por fragmentacao do tipo retro-Diels Alder.
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A andlise por RMN de 'H é um dos grandes recursos para a determinacio estrutural
destas substancias. Como ja relatado, conhecendo a biogé€nesse destas substancias pode-se
prever o perfil dos sinais. Observam-se dois sinais em &y 6,7-7,2 e 7,8-8,5 atribuidos aos
hidrogénios do anel B ¢ em & 6,0-6,5 referentes aos hidrogénios do anel A e C. A
multiplicidade dos sinais bem como a constante de acoplamento determina o padrdo de
substituicdo principalmente do anel B. Os sinais em frequéncias menores sdo atribuidos a
presenca ou nio de oxidacdo (insaturagdo) no anel C, sendo determinante para identificar a
sub-classe de flavondide (AGRAWAL et al., 1989).

O estudo fitoquimico da fracdo em diclorometano do extrato metandlico das folhas de
O. parviflora resultou no isolamento de trés biflavondides: agatisflavona, 7”-metdxi-
agatisflavona e amentoflavona (Quadro 10, pagina 29). A férmula estrutural das substincias
foram propostas baseado principalmente na andlise de espectros de RMN de 'H e por
espectrometria de massas de alta resolu¢do que possibilitou também, apds andlise de duas
fracdes ricas em compostos fendlicos, propor a estrutura de outros doze flavondides em
mistura com base no M" detectado com sistema CLAE-EM (Quadro 11, pégina 30). Os
biflavonéides isolados sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos do género Ouratea.

4.6.1. Agatisflavona

O tratamento cromatografico, filtracio em sephadex LH20, da fracdo F-2 (0,9 g)
resultou no isolamento de um sélido amarelo soltivel em metanol que teve o cédigo OPFM-
D-01 (35,0 mg) (Esquema 7, pagina 28).

A anélise por CCDA usando sistema de eluentes CHCl;:MeOH 5% e comparado com
padrdo dos biflavondides agatisflavona, amentoflavona e 7”-metdxi-agatisflavona apresentou
mesmo perfil cromatografico da agatisflavona e da amentoflavona.

O espectro de RMN de 'H (Figura 77 e 78, pagina 99) da amostra apresentou sinais
em oy 7,98 (d, 8 Hz), 7,67 (d, 8 Hz), 7,05 (d, 8 Hz), 6,84 (d, 8 Hz) caracteristicos sistemas
AA’BB’, atribuidos a dois sistemas parasubstituidos. Os simpletos em &y 6,38 ¢ 6,63 foram
atribuidos aos hidrogénios H-3" e H-3 respectivamente. Os demais simpletos foram atribuidos
aos hidrogénios H-6" &y 6,69 ¢ H-8 &y 6,74. A andlise destes dados juntamente com
comparacdo com a literatura resultou na elucidacdo da substincia OPFM-D-01 como o
biflavonédide agatisflavona (MABRY, ef al., 1970, FERNANDES, 2008).
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FIGURA 77. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) da substincia OPFM-
D-01.
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FIGURA 78. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia OPFM-D-01.
(Regido de 6,0 a 8,5 ppm)

4.6.2. 7’-Metoxi-agatisflavona

O mesmo procedimento cromatografico que resultou no isolamento da agatisflavona,
filtracdo em sephadex LH20 da fracao F-2 (0,9 g), conduziu também ao isolamento de outra
substancia de cor amarela e solivel em acetona (Esquema 7, pagina 28).

A substancia foi submetida a andlise por CCDA com os mesmos padrdes que a
agatisflavona e apresentou perfil cromatografico idéntico ao da 7”-metdxi-agatisflavona.

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figuras 79 e 80, pagina 100) da substancia
comparado com o espectro da agatisflavona possibilitou identificar os sinais referentes a
aglicona da agatisflavona, porém, com um sinal em J&; 3,88 (s) atribuido ao grupo metoxila. A
confirmacao da estrutura foi estabelecida apds andlise do mapa de interac@o espacial NOESY,
que exibiu NOE entre os hidrogénios do grupo metila com o hidrogénio H-6" (Figura 81,
pagina 101).

As informagdes obtidas e analisadas juntamente com comparacdo com a literatura,
conduziu a elucidacdo da estrutura da substincia OPFM-D-02 como a 7”’-metoxi-
agatisflavona (MABRY, et al., 1970, FERNANDES, 2008).
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FIGURA 81. Espectro de RMN de 'H-'"H NOESY da substincia OPFM-D-02.
4.6.3. Amentoflavona

O tratamento cromatogrifico da fracdo F-3 (2,5 g) em coluna com gel de silica
forneceu a substancia OPFM-D-03 (40,0 mg) (Esquema 7, pagina 28). A anélise por CCDA
utilizando padrdoes dos biflavondides ja relatados (pagina 98), exibiu mesmo perfil
cromatografico da amentoflavona.

O espectro de RMN de 'H (Figura 82, pagina 102) apresentou um perfil caracteristico
do biflavondide amentoflavona, marcador quimiotaxondmico do género, com um sistema
AA’BB’ em &y 8,05 (d, 8,8 Hz) e 7,13 (d, 8,8 Hz) e um sistema ABC em &y 7,26 (d, 8,4 Hz)
e 7,88 (d, 1,2 Hz) atribuidos ao sistema de substituicdo dos anéis B da substancia. Os
simpletos em ¢y 6,24 (H-6), 6,26 (H-3), 6,54 (H-3"), 6,69 (H-8) e 6,71 (H-6") foram
atribuidos a aos hidrogénios dos anéis A e C da substancia. A comparac¢do dos dados com a
literatura conduziu a identificacdo de OPFM-D-03 como sendo a ametoflavona.
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FIGURA 82. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) da substancia OPFM-
D-03.

4.6.4. Identificacao de flavonoides com Analise por CLAE DAD-EM-EM

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma das técnicas de separacio
mais importantes e aplicadas na separacdo de componentes em pequenas quantidades de
misturas complexas. A alta press@o associada a colunas cromatograficas empacotadas com
fase estaciondria com granulometria extremamente pequena garante um alto poder de
separacdo, além da vantagem de ndo necessitar de grandes quantidades de amostras. Uma
das grandes vantagens que esta apresenta, comparada com as técnicas cromatogréficas
classicas, € a possibilidade de utilizar métodos analiticos hifenados que ddo informacgdes a
composi¢ao quimica da mistura além de dados espectroscOpicos de andlise organica das
substancias que foram separadas. Dentre as técnicas de determinagdo estrutural que sdo
hifenadas ao CLAE, destacam-se a espectroscopia na regido do ultravioleta especificamente
com arranjos de fotodiodos (DAD). Esta é usada especificamente para amostras que
apresentam um grupo cromoéforo.  Também usa-se, espectrometria de massas de alta
resolucdo, infravermelho, dicroismo circular e a mais recente com ressonancia magnética
nuclear (RMN). Alguns equipamentos apresentam mais de uma técnica hifenada, facilitando a
determinacdo estrutural das substancias detectadas, sendo elas conhecidas ou desconhecidas
podendo, assim, abrir mao do uso de padrdes para comparacdo cromatogréafica se o objetivo é
apenas a determinacdo estrutural.
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Ao realizar o estudo fitoquimico de O. parvilfora utilizando técnicas cromatograficas
classicas foram identificados componentes em pequena quantidade sendo de dificil separacdo
e andlise com os métodos fisicos para propor as estruturas. Sendo assim, algumas fracdes
foram pré-purificadas e submetidas a andlise cromatogréficas utilizando CLAE-DAD-EM
para identificar os componentes em menores quantidades.

Foram selecionadas duas fracdes ricas em flavondides para fazer andlise com CLAE
para tentar identificar os componentes presentes sem o processo de isolamento. Considerando
os flavondides ja isolados de espécies de Ouratea pode-se, com base nas informagdes dos
espectros de massas, sugerir a presenga do flavondide. Ficando, certamente, a necessidade de
andlises adicionais como a comparacdo com padrdes para certificagdo da proposta, ji que
neste processo foi utilizado apenas uma técnica para determinacao estrutural.

Os cromatogramas obtidos das duas fragdes estdo ilustrados nas Figuras 83 e 89,
paginas 103 e de acordo com ions moleculares detectados. As propostas de fragmentacdo que
justificam os picos no espectro de massas MS-2, constituem um argumento a mais para a
indicacdo da possivel presenca dos constituintes propostos (Quadro 11, péagina 30).
Propuseram-se as biflavonas: amentoflavona [M+1] m/z 539,0975 (calc. 539,0978; A=0,003)
e 7”-Metoxi-agatisflavona [M+1] 553,1136 (calc. 553,1135; A= 0,001) além da flavona
apigenina que exibiu ion molecular tanto em modo positivo [M+1] em m/z 271,0614 (calc.
271,0606, A=0,008). No modo negativo [M-H] detectou-se o m/z 269.0456 (calc. 269,0450,
A=0,006). O espectro MS-2 exibiu picos caracteristicos de fragmentacdo de flavonas com
Retro-Diels Alder (AGRAWAL et al., 1989). Além das trés propostas citadas acima foi
possivel sugerir algumas estruturas de acordo com os valores dos fons moleculares e incluir
propostas de fragmentacdes compativeis aos espectros de massas (MS2) (Quadro 20).

Fracdo Tempo de retencdo  Modo de ionizacdo Ton molecular
11,40 min. Positivo 284.3316
20,0 min. Positivo 419.2769
4,20 min. Positivo 453.3362
20,0 min. Positivo 463.3034
F-4 4,20 min. Positivo 476,3286
2,40 min. Positivo 507,3287
10,70 min. Positivo 539.0980
12,60 min. Positivo 553.1136
10,00 min. Negativo 269.0456
10,00 min. Positivo 271.0614
8,90 min. Positivo 375.3373
10,40 min. Positivo 403.3689
F-5 4,70 min. Positivo 475.3262
10,70 min. Positivo 539.0975
10,90 min. Positivo 569.1079
10,00 min. Negativo 269.0454

QUADRO 20. Ions de possiveis flavondides detectado na anélise por CLAE-MS.
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FIGURA 83. Cromatograma CLAE-EM da fracdo F-4.
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FIGURA 84. Espectro de massas (EM?2 ion 284,3316)
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FIGURA 85. Espectro de massas (EM2 ion 419,2768).
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FIGURA 86. Espectro de massas (EM2 ion 553,1136).
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FIGURA 87. Espectro de massas (EM2 ion 453,3362).
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FIGURA 88. Espectro de massas (EM2 ion 463,3034).
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107




(x1,000,000)

1.641271.0614 (1.00)

91:303.0515 (1.00)

15913753373 (1.00)

11:403.3689 (1.00) ﬂ

1.41:425.2877 (1.00)

1.331:507.3287 (1.00)

41:539.0975 (1.00)

1.271:569.1079 (1.00)

0.6
0.5]

0.4] 1

0.1 M

0.0

108

1.192:301.0364 (1.00) I
1.0 h H
1 “ Y

. j

0.74 i

0.31 J \ﬂMM
o \

t
1:475.3262 (1.00) }
|

J oM

0.0 25 5.0 7.5

FIGURA 89. Cromatograma CLAE-EM da fracdo F-5.

B e B L s By
10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Inten{x100,000)
5.0- 153.0182
4.0

3.0

] 119.0501
0.07 ] ﬁ)\ﬂ a3

100

i atadt

‘ T T ‘ T T ‘ T
200 300 400 500

FIGURA 90. Espectro de massas (EM2 ion 271,0614).

m/z

25.0

(min)



HO o

Cs -
OH Q
C;H504
calc. m/z 153,0187
m/z 153,0182
OH Q.
OH O H OH,
C,sH,405 Cy5Hy,05 .
m/z 270.0528 calc. m/z 271,0606
’ m/z 271,0614 _
= CgH,0
calc. m/z 119,0496
C,H0 m/z 119,0501
HO 0 O
C| |
OH Q.
C13Hg04
calc. m/z 229,0501
m/z 229, 0494
ESQUEMA 26. Proposta de estrutura e fragmentacdo para fon M™ 271,0614D
Inten(x1,000,000)
1 _0(}: 240.2310
0.75-
0.50-
0.25-
0.00 | T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘
100 200 300 400 500 m/z

FIGURA 91. Espectro de massas (EM2 ion 375,3373).
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FIGURA 92. Espectro de massas (EM2 ion 403.3689).
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ESQUEMA 28. Proposta de estrutura e fragmentagdo para fon M™ 403,3689D.
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FIGURA 93. Espectro de massas (EM2 ion 539,0975).
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FIGURA 95. Algumas propostas estruturais de possiveis flavondides para os ions detectados
na andlise das fracdes com CLAE-EM.
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4.7. Alcaléide S-carbolinico

Os alcaloides f-cabolinicos sdo substincias oriundas da via metabdlica do chiquimato
que utilizam como precursor o dcido antranilico. Este, apds sucessivas etapas reacionais, gera
o aminoécido triptofano que ird dar origem aos diversos alcal6ides B-carbolinicos (Quadro
21) (DEWICK, 1998).

O triptofano é descarboxilado pela enzima triptofano-descarboxilase (TDC) formando
a triptamina, atuando dessa forma, como um precursor de uma gama de alcaldides inddlicos
(SOUZA, 2008).

CO,H CO,H CO,H

NH,
— L UL
CO,H 0~ COo,H

Ac. 2-amino-2-deoxi
Ac. chlqulmlco Ac corismico l isocorismico
CO,H
COZH
; 2 NH,
©/
Harmana Tr1pt0fan0 Ac. antranilico

QUADRO 21. Proposta biossintética dos alcaléides inddlicos (DEWICK, 1998).

Os alcaldides f-carbolinicos sdo baseados em um sistema f-carbolina, também
conhecidos como alcal6ides do tipo harmano. Possuem o anel inddlico derivado do triptofano
e sdo considerados alcaléides inddlicos simples. Sao moléculas triciclicas que compreendem
outro dtomo nitrogénio em um de seus ciclos laterais de seis membros (DEWICK, 1998;
MACHADO, 2006), normalmente, substituidos com uma metila.

Segundo GLENNON e colaboradores (2000) e MOURA e colaboradores (2006), os
alcaldides p-carbolinicos simples podem ser divididos estruturalmente em trés grupos,
dependendo do grau de saturacdo do anel (Quadro 22, pagina 114):

(a) derivados aromadticos similares ao harmana, ou seja, aqueles com um anel
piridinico (harmana, harmol, harmina);

(b) os dihidro ou derivados harmalano (harmalol, hamalina), e

(c) os derivados tetrahidro, como por exemplo, a tetraidropentoxilina.
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Alcaléides indolicos | |
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N CH;
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O
NH
/N
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R= OH, Harmalol R= OCH3, Harmina
/ \ R= OCH3, Harmalina ’
vy CO-H
NH
NH2 HO 2
A\ A\
NH NH
Triptamina Serotonina
Tetrahidropentoxilina

QUADRO 22. Divisao estrutural dos alcal6ides B-carbolinicos.

Esses alcaléides, [-carbolinicos, apresentam como caracteristica principal a
fluorescéncia de colorac@o azul intensa quando analisada por CCDA e submetida a radiagcdo
UV a 254 nm. Outra caracteristica, porém, nao seletiva, mas, que confirma a substancia
isolada como sendo um alcaldide € a utilizacdo de reagente revelador Dragendorff para
CCDA. Quando analisado por RMN de 'H apresentam sinais na regido de hidrogénios
aromadticos entre oy 7,20-8,50 que diferenciam a multiplicidade de acordo com o padrdo de
substituicdo do anel benzénico. Outro sinal caracteristico que o espectro apresenta para
alcal6ides p-carbolinicos simples é o atribuido a metila entre &y 2,40-2,80. Outro sinal
caracteristico, porém, a todos os alcaldides que ndo apresentam como aminas tercidrias, € um
sinal simples, pouco intenso em &y 9,00-9,80 atribuido ao hidrogénio ligado ao dtomo de
nitrogénio.

4.7.1. Harmana

O tratamento cromatografico da fragdo 22-25 proveniente da fracdo em diclorometano
de S. eliezeriana (Esquema 3, pdgina 23), forneceu um sélido amarelo cristalino de P.f. 230-
231 °C, soluvel em diclorometano e quando analisado por CCDA e submetido a radiacdo UV
254 nm e revelado com reagente de Dragendorff apresentou coloracdo azul florescente intensa
e cor de laranja respectivamente. Esta substancia foi identificada com o c6digo SEMD-09.

O espectro de massas 70 eV (Figura 96, pigina 115), forneceu como ion molecular
M™ 182, compativel com a férmula molecular C;,H oN,. As propostas de fragmentacio estio
ilustradas no esquema 31, pagina 115.

O espectro de RMN de 'H (Figura 97, pagina 116), exibiu sinais entre dy 7,20-8,40
caracteristicos de hidrogénios ligados a anel aromatico. O simpleto largo em &y 9,10
caracteriza a presen¢a de uma ligacao (N-H) do esqueleto inddlico. O sinal simples e intenso
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em oy 2,80, caracteristicos dos hidrogénios do grupo metila ligado ao anel piridinico,
confirma a proposta de estrutura do alcaléide harmana para a amostra. A atribui¢ao dos sinais
foi realizada de forma menos laboriosa ao se analisar o mapa de correlagio homonuclear 'H-
'H COSY que mostrou os acoplamentos entre os sinais (Figura 98, pagina 116).

O espectro de RMN de BC-APT da amostra (Figura 99, pagina 117), sustenta a
proposta de estrutura com sinais de carbonos metilicos e metinicos em fase negativa e
metilénicos e ndo hidrogenados em fase positiva, apresentando doze sinais. O sinal em Jcns
20,0 foi atribuido a metila ligada ao anel piridinico. Os seis sinais na regido de dcy 112,0-
138,0 em fase negativa foram atribuidos aos carbonos metinicos, sendo os sinais em d&cy
138,0 e 112,0 atribuidos aos carbonos do anel piridinico. Os demais sinais foram assinalados
para os carbonos do anel inddlico. Os sinais em fase positiva situados entre & 122,0 a 142,0
foram assinalados para os carbonos ndo hidrogenados.

A andlise do conjunto de dados comparados com a literatura conduziu a identificacao
da substancia SEMD-09 como o alcaléide harmana sendo este marcador quimiotaxondmico

encontrado nas espécies estudadas do género e em grandes quantidades (BASTOS, et. al.,
2002).
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FIGURA 96. Espectro de massas 70 eV da substincia SEMD-09.

/ 6H5N
N —
NH X
NH

CoH N, CHs CioHioNy  CHy CH
m/z 182 m/z 182 CHN

}} m/z 91

X NH2
NH N N | d \N
+
NH X A
CioHoN, CH, C12H10N2 CH, CHgN
m/z 182 m/z 182 m/z 166

A, -
CiH oN, C,;HgN
m/z 182 m/z 154

ESQUEMA 31. Proposta de estrutura para a substancia SEMD-09.
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4.8. Diterpenos

E uma classe de terpenos de grupos amplamente variados que sdo formados pela fusdo
de quatro grupos isoprenos. Devido as elevadas temperaturas de ebulicio, ndo sao
considerados 6leos essenciais. Em vez disso, sdo classicamente considerados como resinas.
Sdo formados através da reacdo de substituicdo nucleofilica unimolecular seguida de
eliminacdo de préton entre uma unidade de franesil difosfato e isoprenil difosfato. Esta reacao
gera o geranil geraniol difosfato que € um precursor para a sintese das diversas classes de
diterpenos como os (labdanos, clerodanos, abietanos, pimaranos, cauranos e eritroxilanos),
existentes em organismos vegetais e marinhos. A formacgdo destes sdo mediante formacado de

carbocéation do geranil geraniol seguido de diversos rearranjos de Wagner-Meerwein (Quadro
23).

X X X"Sopp + )\/\OPP

Farnesil difosfato Isoprenil difosfato OPP

ul N

NN NN AN N OPP —_—
—

Geranil Geranil difosfato

Q%@t%@*

Labdano Pimarano Caurano

Clerodano

Abietano

Eritroxilano

QUADRO 23. Proposta biossintética dos diterpenos (DEWICK, 1998).
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4.8.1. Diterpenos eritroxilenos

A proposta de biogénese de substincias desta classe encontrada na literatura utiliza
como precursor o fon pimaren-1-ila, um cation proveniente do esqueleto pimarano, que sofre
uma série de rearranjos de Wagner- Meerwein até chegar as estruturas destes diterpenos
(Quadro 24).Trata-se de uma classe pouco conhecida apresentando poucas substincias
relatadas na literatura (GRACE, et al.,, 2006; KREBS, et al, 2004; NAGAHAMA &
TAJIMA, 1996).

A identificacdo estrutural destas substincias por RMN de 'H apresenta como sinais
caracteristicos um sistema vinilico, dois sinais referentes aos hidrogénios vicinais ligados ao
carbono (CH»-18), que é sp?, além da presenca de apenas trés simpletos referentes aos grupos

e

Copalil difosfato fon pimaren-8-ila fon rosen-10-ila

X
H
R=0OH, Simirano A R=0H, Givotina A
R=H, Simirano B R=H, Givotina B

QUADRO 24. Proposta biossintética dos diterpenos eritroxilenos (GRACE, et al., 2006;
KREBS, et al., 2004; NAGAHAMA & TAJIMA, 1996)

4.8.2. 114hidroxi-2,4(18), 15-eritroxilatrien-1-ona

O procedimento cromatografico cldssico para isolamento e purificagdo de metabdlitos
especiais em que foi submetido a fracdo C2 (0,070 g) da fracdo em diclorometano da madeira
de S. eliezeriana, conduziu ao isolamento 25 mg de um 6leo amarelo solivel em CH,Cl, que
foi atribuido o c6digo SEMD-07 Esquema 2, pagina 22.

O espectro na regidao do IV do material (Figura 100, pagina 122) exibiu bandas que
foram atribuidas a estiramento de grupos metilénicos Vcpy 2923 cm’' e metinicos Vcu 2854
cm'l, além de uma banda intensa atribuida a grupo hidroxila em voy 3446 cm™. A banda larga
e intensa em Vc—o 1641 cm™ foi atribuida ao grupo carbonila a, f-insaturado. O perfil desta
sugere a sobreposicdo da banda que justifica a presenca de ligacdes duplas na substancia. A
banda em vcs 1463 cm’! foi atribuida ao estiramento simétrico de grupo metila.
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A anélise por CG-EM apresentou um cromatograma com um sinal intenso juntamente
com pequenas impurezas (Figura 101, pdgina 122). O espectro de massas 70 eV (Figura 102,
pagina 123) referente a este sinal exibiu como fon molecular M™ 300 D, compativel com a
férmula molecular C,oH»505.

O espectro de RMN de 'H (Figura 103, pdgina 123) exibiu sinais caracteristicos de
diterpenos da classe eritroxileno com trés simpletos em &y 1,04 (3H-17); 1,13 (3H-20) e 1,21
(3H-19) atribuidos aos hidrogénios dos grupos metila. Os sinais dos hidrogénios do sistema
vinilico da cadeia lateral em &y 5,78 (H-15; dd, 17,4; 10,4 Hz); 4,94 (H-16b; d, 17,4 Hz) e
4,87 (H-16a; d, 10,4 Hz) e os dois simpletos largos em ody 5,29 (H-18b) e 5,28 (H-18a)
caracterizam o esqueleto eritroxileno (KREBS, er al., 2004; NAGAHAMA & TAJIMA,
1996). O tripleto em &y 3,49 (f, 7,6 Hz) foi atribuido a um hidrogénio ligado a carbono
carbindlico. A presenca de outra insaturagdo na molécula foi determinada pela presenca dos
sinais em &y 6,95 (d, 10 Hz) € 5,95 (d, 10 Hz). A presenca do sinal simples em &y 2,58 sugere
a presenc¢a de um hidrogénio ligado a um carbono adjacente a uma carbonila.

O mapa de correlacio homonuclear 'H-'H COSY auxiliou na identificacio dos
acoplamentos entre os hidrogénios que confirmam os sinais do esqueleto eritroxileno (Figura
104, pagina 124).

O espectro de RMN de C (Figura 105, pégina 125) apresentou vinte sinais
justificando a proposta de um diterpeno. A classe da substancia como eritroxileno foi
confirmada pela presenca dos sinais de trés grupos metila em &z 9,04 (CH;3-20); 23,93
(CH3-17) e 24,68 (CH3-19). O sistema vinilico da cadeia lateral com sinais em Jcy 149,93
(CH-15) € dcu 109,28 (CH,-16); além dos carbonos vinilicos em &cpp 117,50 (CH-18) e &
154,57 (C-4). O sinal em & 205,84 indica a presenga de um carbono carbonilico que sustenta
a presenga do sinal em o&cy 64,61 atribuido a carbono a-carbonila (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000). A presenga de um carbono carbinélico foi confirma pelo sinal em &y
76,66. O sistema carbonilico ¢, f-insaturado foi confirmado pela presenca dos sinais em &y
128,05 e 149,93.

A atribui¢do dos deslocamentos quimicos dos dtomos na substincia foi estabelecida
através da andlise do mapa de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo HMQC (Figura 106,
pagina 126). Os pontos de ligacdo na substincia foram estabelecidos de forma inequivoca
apo6s andlise do mapa de correlagdo heteronuclear a duas e trés ligacdoes HMBC (Figuras 107 e
108, paginas 126 e 127) que possibilitou a identificar da posi¢do da carbonila ¢,f-insaturada
em C-1, a insaturacdo entre CH-2 e CH-3 conjugada com C-4 e CH,-18 e o carbono
carbindlico em CH-11. As demais correlagdes estdo assinaladas na Tabela 6, pagina 121.

Outra andlise que sustenta a proposta molecular foi o resultado obtido no espectro de
massas de alta resolugio HRMS-ESI (Figura 109, pagina 127) que exibiu como fon molecular
M+Na 323,1947 (calc. 323,1987), apresentando erro sistematico de A= 4 ppm. Este resultado
aponta para féormula molecular Cy)Hy30, compativel com o que estd sendo sugerido. As
propostas de fragmentacao estdo ilustradas no Esquema 32, pagina 128.

A configuracdo relativa dos carbonos quirais foi estabelecida ap6s andlise do espectro
de NOEDIFF (Figura 110, pagina 129). Ao irradiar nos hidrogénios do grupo metila 3H-19
foi observado NOE em 3H-20, H-12b. Também foi observado NOE em 3H-19, H-12b ao
irradiar nos hidrogénios do grupo metila 3H-20. As demais interacdes estdo ilustradas na
Tabela 6, pagina 121. Esta andlise sugere a configuragao relativa com o grupo hidroxila em
conformacdo beta (/) Figura 111, pagina 129.

O conjunto de dados analisado juntamente com compara¢do de modelos andlogos na
literatura conduziu, inicialmente, a determinagdo estrutural do diterpeno da classe
eritroxileno, inédito na literatura, como rel-114hidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona ou
rael (5R,8R,9R,10S,11S,13S)-114-hidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona, denominado como
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Simirano B. Para elucidar a estrutura, decidiu-se definir sua estereoquimica absoluta através
da andlise das propridades quirdpticas, que serd discutido no item 4.9 (pagina 139), deste
diterpeno e do simirano A, discutido a seguir.

TABELA 6. Dados de RMN de "*C (100 MHz) e de 'H (400 MHz) do diterpeno Simirano B
em CDCls. Deslocamentos quimicos em ppm.

HSQC HMBC

& S (J em Hz) 2 oo, 37 e NOEDIFF
C -
1 205,85 - - - -
4 154,57 - - - -
5 43,34 - - - -
9 43,55 - - - -
13 39,07 - - - -
CH
2 128,05 5,95 (d, 10) - 4 -
3 145,59 6,95 (d, 10) - 1,5,18 -
8 41,12 1,88 (m) - - -
10 64,61 2,58 (s) 1,9 19, 20 -
11 76,66 3,49 (t,7.6) - 10, 20 H-10, 3H-17
15 149,93 5,79 (dd, 17,2; 10,8) - - -
CH, -
6 37,92 1,38; 1,41 7 8 -
7 24,71 1,20-1,00 (m) - - -
12 41,48 1,54 (d, 7,6) 11 9,14, 17 -
14 36,45 1,41 (¢, 12,3) - - -
16 109,28 4,90 (d, 17,2); 4,85 (d, 10,8) - 13 -
18 117,50 5,29 (s); 5,28 (s) - - -
CH; -
17 23,93 1,03 (s) 13 14, 15 H-8, H-12a, H-11
19 24,68 1,21 (s) 5 4,6, 10 3H-20
20 9,04 1,13 (s) 9 8,10, 11 3H-19, H-12b
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ESQUEMA 32. Proposta de fragmentacdo para a substincia SEMD-07.
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FIGURA 111. Interagdo espacial dos nicleos de hidrogénio observado nos espectro de
NOEDIFF do Simirano B. Atomos em negrito foram irradiados.
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4.8.3. 6, 115-dihidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona

O tratamento cromatografico o qual a sub-fracao D (264,0 mg), proveniente da fracao
em diclorometano da madeira de S. eliezeriana (Esquema 2, pagina 22), foi submetido
forneceu um 6leo de coloracdo verde (20,0 mg), solivel em diclorometano que foi atribuido o
codigo SEMD-08.

O espectro na regido do IV (Figura 112, pigina 131) exibiu perfil semelhante ao
diterpeno SEMD-07 com uma banda de absor¢do larga em voy 3410 cm™ atribuida a grupo
hidroxila, estiramentos atribuidos a grupos metilénicos e metinicos em Ve 2972 € vy 2927
cm’ respectivamente. A presenca de uma banda em Ve_o 1649 cm™ foi atribuida a presencga
de um grupo carbonila a@,f-insaturada. O perfil desta indica a possivel sobreposicdo com a
banda que representa o estiramento das ligacdes duplas na substincia. As bandas em Vcpp
1465, veus 1380 cm’! foram atribuidas aos dobramentos dos grupos metilénicos e metilicos e
Ve.o 1130 e 1161 cm™ atribuidos a estiramentos de ligacdo C-O.

A andlise por CG-EM forneceu um cromatograma um sinal intenso em 12,95 min e
pequenas impurezas (Figura 113, pagina 131). O espectro de massas 70 eV (Figura 114,
pagina 133), referente a esse sinal forneceu como fon molecular M* 316 D e como pico base
M* 299 D, sugerindo a perda de um grupo hidroxila. Esta e as demais propostas de
fragmentacao estao ilustradas no Esquema 33, pagina 133.

O espectro de massas de alta resolucdo HRMS-ESI (Figura 115, pdgina 134) exibiu
como fon molecular M-H 315,1931 (calc. 315,1987) apresentando erro sistemdtico de A= 4
ppm. Este resultado aponta para férmula molecular CoH;50,.

O espectro de RMN de 'H (Figura 116, pagina 134) mostrou muita semelhanca com o
obtido para o diterpeno SEMD-07, confirmando principalmente a classe eritroxileno. A
principal diferenga foi a presenga de um sinal em &y 4,16 (dd, 11,8; 4,8 Hz) caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono carbindlico, justificando o acréscimo de 16 unidades, no ion
molecular observado no espectro de massas. Os valores de deslocamento quimico bem como
as multiplicidades dos demais sinais estdo ilustrados na Tabela 7, pagina 132.

O mapa de correlacio homonuclear 'H-"H COSY confirmou a semelhanca observada
no espectro de RMN de "H com o diterpeno SEMD-07, exibindo mesmos acoplamentos entre
os nucleos (Figura 117, pagina 135).

A andlise do espectro de RMN de '>C (Figura 118, pagina 136) foi fundamental para a
determinacgdo estrutural desta substancia. Ao comparar este espectro com o de SEMD-07 foi
confirmado a estrutura de um diterpeno eritroxileno semelhante. A comparac¢do dos espectros
das substancias mostrou uma diminui¢ao do deslocamento quimico da metila CH3-17 em Jcus
17,46 (Acns -7,11) possivelmente atribuida ao efeito j~gauche proveniente do grupo hidroxila,
que nesta situagao estaria posicionada no carbono C-6.

O mapa de correlacdo heteronuclear a uma ligacao, HSQC, (Figura 119, pdgina 137)
auxiliou na atribuicdo inequivoca dos sinais aos respectivos dtomos na substancia podendo
verificar principalmente a atribui¢do dos hidrogénios carbindlicos em oy 4,16 (dd, 11,8; 4,8
Hz) ligado ao carbono em dcy 73,95 € oy 3,46 (dd, 10,0; 6,2 Hz) ligado ao carbono em o&cy
76,64 as demais atribuicdes estdo ilustradas na Tabela 7, pagina 132.

A anélise do mapa de correlacdo heteronuclear a duas e trés ligagdes, HMBC, (Figuras
120 e 121, paginas 138 e 139) possibilitou identificar os pontos de ligacdo na substincia e
estabelecer a formula estrutural de forma inequivoca. Desta forma, foi possivel propor uma
estrutura semelhante ao diterpeno SEMD-07 com a adi¢cdo de um grupo hidroxila em CH-6. A
posicdo deste grupo foi confirmada com a correl¢do entre CH-6 em ocy 73,94 € 3H-19 em oy
1,22. As demais correlagdes estdo ilustradas na Tabela 7, pagina 132.
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O experimento de NOEDIFF (Figura 122, péagina 140) possibilitou atribuir a
configurac@o relativa a substancia, pois, ao irradiar em H-11 &4 3,46 (dd, 10,0; 6,2 Hz) foi
observado NOE em H-10 &4 2,62 (s), 3H-17 &4 1,03 (s) e H-8 &y 1,58. Ao irradiar em H-10
M 2,62 (s) observou-se NOE em H-6 &y 4,16 (dd, 11,8; 4,8 Hz), H-11 &y 3,46 (dd, 10,0; 6,2
Hz), e H-8 &y 1,58. Estes resultados conduziram a atribui¢do da conformacéo beta (/) para os
grupos hidroxilas situados em CH-6 e CH-11 (Figura 123, pdgina 140).

A andlise do conjunto de dados juntamente com a comparacdo de informagdes obtidas
na literatura, conduziu a elucidagdo estrutural de SEMD-08 como um diterpeno eritroxileno
rel-6f, 11[-dihidroxi-2,4(18),15-eritroxilatrien-1-ona inédito na literatura sendo atribuido o
nome de Simirano A.
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FIGURA 112. Espectro de infravermelho da substancia SEMD-08.
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TABELA 7. Dados de RMN de "*C (100 MHz) e de 'H (400 MHz) do diterpeno Simirano A
em CDCls. Deslocamentos quimicos em ppm.

HSQC HMBC NOEDIFF Simirano B

C & M Juoe  Juoc & O

1 204,54 - - - 205,85 -

4 151,97 - - - 154,57 -

5 48,67 - - - 43,34 -

9 43.47 - - - 43,55 -

13 39,58 - - - 39,07 -
CH

2 128,19 5,95 (d, 10,0) 3 - 128,05 5,95 (d, 10)

3 147,14 6,94 (d, 10,0) 4 - 145,59 6,95 (d, 10)

6 73,94 4,16 (dd, 11,8; 4,8) - -

8 37,96 1,58 - 41,12 1,88 (m)

10 65,02 2,62 1,5,9 4,6, H-11, 6, 12a 64,61 2,58 (s)

19, 20

11 75,19 3,46 (dd, 10,0; 6,2 ) - 20 H-10, 12a, 17 76,66 3,49 (¢,7.6)
15 149,14 5,77 (dd, 17,2; 10,8) 13 - 149,93 5,79 (dd, 17,2; 10,8)
CH,

6 - - - - 37,92 1,38; 1,41

7 38,60 1,14; 1,24 6,8 5,9 24,71 1,20-1,00 (m)
12 41,99 1,05; 1,60 7,11, - 41,48 1,54 (d, 7,6)

14
14 3474 1,75; 1,60 36,45 1,41 (¢, 12,3)
16 109,61 4,94 (d, 17,2); 4,88 (d, - - 109,28 4,90 (d, 17,2); 4,85 (d,
10,8) 10,8)

18 120,39 5,37 (5); 5,29 (s) - 3,5 117,50 5,29 (s); 5,28 (s)
CH;

17 23,78 1,03 (s) - - H-11, 12 23,93 1,03 (s)

19 1746 1,22 (s) - - 24,68 1,21 (s)

20 8,92 1,12 (s) - - 3H-19 9,04 1,13 (s)
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FIGURA 115. Espectro de massas de alta resolu¢do da substancia SEMD-08.
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FIGURA 123. Interacio espacial dos niicleos de hidrogénio observado nos espectros NOEDIFF da substincia SEMD-08. Atomos em negrito

140

19
CH3 0O

foram irradiados.




4.9. Propriedades quirdpticas

Propriedade quirdpticas de uma substancia provém das interagdes ndo destrutivas
com a radiacdo anisotrdpica (luz polarizada), que podem diferenciar duas substancias que sao
enantiomeros. O termo foi introduzido por Lord Kelvin em 1894, que engloba as
manifestagdes espectroscopicas cldssicas de quiralidade que sdo: atividade Optica, que ndo
necessita da presenca de cromdéforo na molécula, dispersdo Optica rotatéria e dicroismo
circular cujos efeitos sdo percebidos com a presenca de croméforo e com um centro
assimétrico vizinho ao mesmo.

4.9.1. Natureza da luz

A luz possui propriedades corpusculares e ondulatdrias sendo constituida por ondas
eletromagnéticas que oscilam por todos os planos do espaco. Uma onda eletromagnética
possui dois campos: campo elétrico e o campo magnético. Estes campos flutuam em planos
perpendiculares um em relacdo ao outro e em direcdo a propagacao do feixe de luz (Figura
124). Nas espectroscopias relatadas acima, leva-se em consideragdo apenas os efeitos
associados com a componente elétrica da radiacao (plano vertical) (ELIEL & WILEN, 1994).

et Bléhico

FIGURA 124. Natureza ondulatéria da luz.

Sabe-se que a luz é composta de diferentes comprimentos de onda vibrantes em
muitos planos diferentes. A absor¢do de luz monocromadtica em um determinado comprimento
de onda por uma substancia produz transi¢des eletrOnicas em grupos na substdncia que
apresentam como resposta uma curva de absorc¢do vesus comprimento de onda, denominado
espectro de absor¢do no ultravioleta.

Com a utilizagdo de um filtro polarizador € possivel selecionar ondas que oscilam em
um unico plano, conhecidas como luz plano-polarizada (Figura 125).

1_

-1 -

FIGURA 125. Luz plano polarizada: campo elétrico (E) em funcio do tempo (t).
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A polarizagdo circular da luz resulta da sobreposi¢do de duas ondas com a mesma
amplitude, linearmente polarizadas, em planos perpendiculares, com diferenca de fase entre si
de 90° ou -90° (Figura 126).

Diferenca de fase de 90°

FIGURA 126. Luz circularmente polarizada a direita (Ed) e a esquerda (Ee).

Os enantidmeros possuem a propriedade de interagir de formas diferenciadas a luz
circularmente polarizada a esquerda e a luz circularmente polarizada a direita. Se um feixe de
luz plano-polarizada incidir sobre uma molécula que possui um centro opticamente ativo
(quiral), os &tomos ou grupos ligados a este centro que apresentam maior polarizabilidade irdo
promover uma variagdo da velocidade com que os componentes vetoriais atravessam 0 meio.
A esta propriedade dd-se o nome de birrefrigeréncia circular. O angulo de rotacdo é obtido
pela equacdo de Fresnel, onde ngq € n. sdao os indices de refracdo do meio em relagdo aos
componentes vetoriais dextrégiro (direita) e levdgiro (esquerda) e A é o comprimento de onda
empregado na andlise. Se ng # n. a molécula exibe atividade 6ptica (Figura 127) (ELIEL &
WILEN, 1994).

o :ik (ng - ne)

FIGURA 127. Equacdo de Fresnel.

Ou seja, ao incidir luz circular polarizada sobre um enantidomero e este promover o
retardamento da componente vetorial, por exemplo, da esquerda mais que da direita, este
enantidmero serd definido como dextrégiro.

Se a substancia opticamente ativa apresenta na estrutura um grupo cromoforico, esta é
capaz de absorver luz circular polarizada e, sendo assim, ird produzir uma absorc¢io desigual
dos componentes vetoriais. O vetor resultante descrevera uma elipse alargada e se diz que a
luz emergente esta elipticamente polarizada (Figura 128, pdgina 143). O valor medido de
absor¢do de luz elipticamente polarizada dextrégira (Aq) ou levégira (A.) é conhecido como
dicroismo circular (DC).
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FIGURA 128. Polarizagao eliptica da luz devido a refrag¢@o e a absorc¢ao distintas dos
componentes vetoriais.

O valor de DC ¢ calculado pela diferenca de absor¢do entre a luz elipticamente
polarizada a esquerda (A.) e a elipticamente polarizada a direita (A4) em certo comprimento
de onda (Figura 129) (ZHANG et al., 2004).

AA=AE -AD A = absorbancia
&= Absortividade molar;
Ae=¢g,- ;= AA ¢ = concentragdo molar da amostra (mol.L1)
; ! = comprimento do caminho dtico da cela (cm)

FIGURA 129. Diferenca de absorcao da luz circularmente polarizada — Dicroismo
Circular.

4.9.2. Dicroismo circular

A origem da palavra dicroismo vem do grego dikhroos, cor-de-dois, e refere-se a
qualquer dispositivo 6tico que possa dividir um feixe de luz em dois feixes com diferentes
comprimentos de onda. Esse fendmeno foi inicialmente observado pelo austriaco Wilhelm
Carl Ritter von Haidinger em 1847 em cristais de quartzo ametista. Posteriormente, esse
fendmeno foi observado em substincias opticamente ativas, mais especificamente em
solucdes de tartarato de cobre e cromo, pelo francés Aimé Cotton (BEROVA et al., 2000).

O espectro de DC de uma molécula quiral € representado pela Ae em funcdo do
comprimento de onda (A; Figura 130). As bandas mdximas e minimas de absor¢do sdo
conhecidas como efeito Cotton (EC). A intensidade € o A das bandas sdo caracteristicos para
cada enantiomero (BEROVA et al., 2000). O sinal de Ae¢ define o sinal do DC.

Aesquelda
L 4

Adilena
‘-

FIGURA 130. Espectro de dicroismo circular (DC).
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A principal aplicagao do dicroismo circular (DC) ou dispersao 6ptica rotatéria (DOR)

€ o assinalamento da configuragdo absoluta de um centro quiral vizinho a um croméforo ou da
conformagdo de um sistema bicromoférico que gera anomalia na curva ou diferenca de
absor¢do das componentes apenas pela atropoisomeria. H4d duas maneiras de fazer estas
andlises. Uma maneira € utilizar regras empiricas que se baseiam na comparacdo de sinal do
efeito de padrdes cromofdricos através de propostas de disposicdo espacial que normatize a
definicdo de centros quirais vizinhos aos cromoéforos. A disposicdo espacial dos centros
estereogénicos vizinhos ao croméforo pode conduzir a previsdo do sinal a ser proposto para
substancias capaz de se locarem na regra. Podem ser usados para determinar a configuragao
absoluta se a configuracao relativa da molécula € conhecida.

a)

Exemplos:

Regra do octante. Baseia-se na disposi¢do do grupo carbonila em um sistema de oito
areas (octantes). De acordo com a disposicdo dos grupos em relagao a esta projecao do
grupo carbonila, pode haver interferéncia no valor do efeito Cotton para mais (+) ou
menor (-). Para isso, o espaco ao redor do grupo carbonila se divide em oito partes
considerando os eixos X, Y e Z (Figura 131a). O plano A intersecciona o dtomo de
oxigénio da carbonila e os carbonos 1 e 4. O plano B € perpendicular ao plano A e
intersecciona o dtomo de oxigénio e os carbonos 1, 2 e 6. O plano C € perpendicular a
ambos os planos A e B e intersecciona a dupla ligacdo. Os trés planos dividem o
espaco circundante do cromoéforo carbonila em oito partes (octantes), a Figura 131b
ilustra a atribui¢ao dos sinais nos octantes da parte frontal e de trds. O octante ocupado
pelo grupo que promove a perturbacdo € que ird determinar o sinal da rotacdo da luz
circular polarizada proveniente da transicao n—n* (BEROVA et al., 2000). Grupos
que estdao sobre os planos, bem como grupos que se apresentam em lados opostos dos
planos de simetria de um octante, ndo contribuem para o efeito observado no espectro.

Sinal de
contribuicio

+| -

-1+

Octante de tras

Sinal de
contribuicio

-1+
- \
Octante frontal

(a) (b)

=) Piano A (+)

FIGURA 131. (a) Orientacdo da ciclohexanona no diagrama do octante; (b) regrado

octante para a carbonila e sinais de contribuicdo de cada face do octante (BEROVA et al.,

2000).
b)
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Regra do quadrante para aromatico. Esta regra tem como base a simetria do
sistema rigico e plano sob interferéncia de um centro quiral. DE ANGELIS e




WILDMAN (1977) usaram exemplos de alcaléides como derivados da morfina,
benzilisoquinolinicos e etanofeantridinicos. Como exemplo de aplicacdo da regra do
quadrante para aromdtico estd ilutrado na Figura 132 a projecdo da codeina com
configuracdo R no carbono benzilico. Nesta representacdo verifica-se a localizacao
dos grupos nos quadrantes contribuindo para efeito Cotton (EC) positivo em 240 nm
como descrito por DE ANGELIS e WILDMAN (1977). A Figura 133 exibe algumas
projecdes mostrando as disposi¢cdes dos grupos do sistema nos quadrantes cujos EC
previsto pela regra do quadrante estdo de acordo com os observados em 240 nm.
Atomos no 1° e 4° quadrantes contribuem para efeito Cotton positivo e os outros para

sinal negativo.
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FIGURA 132. Projecdes do quadrante para aromdtico da codeina e espectros de DC.
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c) Sistemas rigidos de enonas: Neste caso hd interacdo de dois croméforos aquirais

alqueno e carbonila. Desta interacdo resulta um cromoéforo inerentemente quiral. A
regra do octante ndo serve para este caso, pois ela € aplicada a cromdéforo
inerentemente aquiral (carbonila). No sistema endnico pode-se considerar as €élices de
cada croméforo isolado. Fazendo a projecdo da carbonila na horizontal, de acordo com
a posi¢do da dupla, as hélices podem se encontrar no sendido horario ou anti-hordrio.
Sendo a transi¢cdo n—7* com EC (+) para a hélice no sentido horario, como

representado na Figura 134.

C
) ) n—on* [EC (+)] - E——0--
- - —CCr—ﬁ - C” «/ nomtEC O

FIGURA 133. Projecdo de enonas.

4.9.3. Determinacao da configuracio absoluta dos diterpenos

O espectro na regido do ultravioleta de ambas as substancias apresentou dois maximos

de absorc@o em referentes as transi¢des T—7* e n—7* que foram atribuidos aos grupos dieno
e carbonila respectivamente (Figura 135).
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FIGURA 134. Espectros UV dos diterpenos Simirano A e B.

A presenca de carbonos quirais nas substancias conduziu a anélise do desvio da

luz polarizada que apresentaram [0!]1)25 = +1,7 (CHCl3, ¢ 0,25) Simirano A e [cr]D25 = +6,2
(CHCls, ¢ 0,25) Simirano B. A presenca de um grupo croméforo proximo aos carbonos
quirais nas substincias motivou a submeter as substancias a andlise por dicroismo circular
para determinar a configuracdo absoluta destes centros quirais.

de

Os espectros de DC de ambas as substancias exibiram curva dicrdica com trés bandas

absorcio  Amax  nm(®): [Olr6+1569 , [O]ago +4240 , [O]330 —2259 Simirano A e

[@l232 42941, [@®]273 +3819, [O]3220 —2974 Simirano B (Figura 136, pagina 147).
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FIGURA 135. Espectros de DC dos diterpenos Simirano A e B.

Considerando os EC em 280 e 273 nm responsaveis pela transi¢do T—7* e em 330 e
322 nm pesponsdveis pela transicdo n—7* nas respectivas substancias, pode-se definir a
configuracdo absoluta do C-5 alilico em relagdo ao dieno e do C-10 a carbonila. Seria
suficiente a comparacdo destas curvas com os respectivos EC de um croméforo idéntico
contendo a enona com extensdo de conjugacdo com uma vinilidina. Entretanto, ndo h4 na
literatura este tipo de cromdforo com andlise quirdptica, dai ndo foi possivel este tipo de
andlise. Desta forma, tivemos que definir a configuracdo absoluta pela primeira vez com este
cromoforo contido nos diterpenos simiranos A e B. Neste caso a maneira de criar a primeira
defini¢do estereoquimica do croméforo foi aplicando pardmetros empiricos. Para este caso
especifico ndo hd uma regra empirica de projecio para a definicio da configuracio (ARAUJO
et al, 2011).

Essas regras sdo sempre usadas para criar coeréncias nas definicdes futuras para
substancias semelhantes. Sendo assim, considerou-se oportuna uma adequacdo da regra do
quadrante para aromatico, que considera um sistema plano com um carbono benzilico quiral
contendo um grupo em axial no plano vertical da projecdo (Figuras 132 e 133, pagina 145).
Nestes casos onde ndo ha modelos na literatura para simples comparacao das curvas obtidas
no espectro de DC, a adequacao com qualquer regra empirica para determinar a configuragdo
absoluta, se torna fundamental a determinac¢ao da configuracao relativa. Desta forma, pode-se
introduzir a conformacao a regra empirica e determinar a configuracdo absoluta.

Supondo o plano do dieno na frente do C-5 (R) com a metila em axial no plano
vertical (Figura 137a e 137b) tem-se um sistema semelhante para aplicacdo da regra do
quadrante para aromadtico. As projecdes das substancias sobre o quadrante permitiu verificar
que had predomindncia de grupos que contribuem para EC positivo. Sendo definida
configuragdo relativa de C-5, através da interpretacao do espectro de NOEDIFF (Figuras 110,
111, 122 e 123, paginas 129 e 140), foi possivel concluir as estereoquimica dos demais
centros quirais para ambas as substancias. Ao fazer uma proje¢cdo em um plano horizontal da
ligacao C2-C1=0 (Figuras 137a, b, ¢), verifica-se que a ligacdo dupla a~carbonila C2-C3 se
posiciona abaixo deste o que revela uma contribui¢do para EC negativo, observado pela
transi¢cdo n—7* em 320 nm. Desta forma foi possivel determinar a configuracdo absoluta para
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todos os centros quirais em ambas as substincias e baseado nesta andlise obteve-se 0 nome
sistemdtico das substincias como (5R,6R,8R,9R,108S,11S,13S5)-64,11 S-dihidroxi-2,4(18),15-
eritroxilatrien-1-ona  (Simirano A) e (5S,8R,9R,10S,11S,13S)-11/-hidroxi-2,4(18),15-
eritroxilatrien-1-ona (Simirano B).

(@) (b)

)

FIGURA 136. a,b) Proje¢des no modelo quandrante do anel aromatico. ¢) Projecao da
carbonila dos diterpenos Simirano A e B.

5. ENSAIOS BIOLOGICOS

A biodiversidade dos paises tropicais do terceiro mundo, um recurso valioso, com
grande variedade de espécies de plantas estd sendo pouco explorada. Informagdes obtidas na
medicina folcldrica (etnofarmacologia) vém contribuindo para a selecdo de plantas a serem
estudadas buscando extratos e metabdlitos especiais com potencial promissor para atuarem
como extratos fitoterdpicos, substancias fitofirmacos e até mesmo modelos para
desenvolvimento de farmacos.

Diante desta situacdo, um dos objetivos de muitos fitoquimicos das nagdes do terceiro
mundo € trabalhar em conjunto com pesquisadores de areas diversas da saide visando a
aplicabilidade dos metabdlitos isolados e extratos buscando de forma incessante substancias
que possam atuar de forma ativa a evolugdo genética dos microrganismos.

O emprego de bioensaios sensiveis para estudar, fracionar e isolar novos protétipos de
farmacos € um dos objetivos do quimico de produtos naturais da atualidade, o qual combina
trés técnicas essenciais para este trabalho que sdo: técnicas de separagdo (cromatografia),
métodos de elucidagdo estrutural e bioensaios simples.

Com o objetivo de identificar extratos e substancias isoladas com atividade bioldgica
realizou-se ensaios quimico e bioldgico paralelo ao estudo fitoquimico das espécies S.
glaziovii, S. eliezeriana e O. parviflora.
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5.1. Avaliacao do potencial antioxidante

O uso de plantas com fins terapéuticos parece ser tdo antigo quanto a préopria espécie
humana. Entretanto, o conhecimento de suas propriedades antioxidantes é relativamente
recente, especialmente nas ultimas décadas, observou-se um grande interesse no estudo dos
antioxidantes devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo.

A oxidagdo € parte fundamental da vida aerébica e do metabolismo humano e, desse
modo, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo bioldgica.
Esses radicais livres possuem espécies que apresentam elétrons desemparelhados
principalmente nos dtomos de oxigénio e nitrogénio sendo classificados pelas siglas ERO
(Espécies Reativas de Oxigénio) e ERN (Espécies Reativas de Nitrogénio) (BARREIROS et
al., 2006).

Essas espécies apresentam diversas fun¢des bioquimicas como a produgdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias bioldgicas. Porém, a
producdo excessiva de radicais livres apresenta efeitos prejudiciais, tais como: peroxidacao de
lipidios de membranas, de enzimas, carboidratos e DNA. A ocorréncia desses efeitos acarreta
vdrias patologias tais como: artrite, choque hemorrdgico, doengas cardiovasculares, catarata,
disfunc¢des cognitivas e cancer (BABIOR, 2000; BARREIROS et al., 2006).

Uma proposta para a reduc¢do dos niveis excessivos de radicais livres no organismo ¢é a
ingestdo de substincias antioxidantes que podem ser obtidas por alimentos em uma dieta.
Antioxidantes s@o substancias que dificultam ou retardam a oxidag@o de outras substancias,
dificultando desse modo o inicio da propagacdo de reacdes em cadeia. Constituem uma larga
gama de substancias incluindo nitrogenadas, fendis, carotendides, terpendides, entre outras.
Existem vdrios relatos sobre a correlagdo de substincias antioxidantes com outros efeitos
biolégicos como: acdo antibacteriana, preven¢do a doencgas coronarianas, antiviral,
envelhecimento precoce (BERGMAN, 2001; YUNES & CALIXTO, 2001).

A técnica para avaliacdo do potencial antioxidante, que utiliza o DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazil) como radical livre, baseia-se em um ensaio qualitativo e quantitativo do grau
da atividade antioxidante e na habilidade das substancias de agirem como sequestrantes de
radicais livres. O DPPH é um radical livre estdvel a temperatura ambiente com producdo de
uma solu¢do de coloracdo violeta em etanol (MENSOR et al., 2001). Devido ao seu elétron
impar, a solugdo etandlica de DPPH exibe uma forte banda de absor¢do na faixa de 515-518
nm. A funcao deste radical livre no ensaio € a captura de elétrons promovendo a oxidagao de
substancias estdveis. O percentual de atividade antioxidante € avaliado relacionando a
estabilidade da substancia que sofreu oxidacao (Quadro 25).

NO; NO,
. _Ph b m
ON NN + ROH —> O,N NN 4 RO
Ph °* \Ph
NO, NO,

QUADRO 25. Mecanismo de acdo do DPPH frente a substancias fendlicas.

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
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diminui a reatividade caracteristica dos radicais livres e desta forma, os mesmos sio
excretados do organismo sem que ocorram reacdes de oxidacdo em substancias que compde o
sistema bioldgico (Quadro 26).

pe HO
<_HO 0 ‘

Ro¢

R=H,R=0H

QUADRO 26. Relacdo estrutura versus atividade antioxidante de flavondides.
5.1.1. Procedimento experimental

As andlises foram realizadas no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
(Fitoquimica) e Quimica Analitica LCQUI-UENF.

Uma solugdo estoque de concentracdo 1,0 mg/mL foi preparada com 10,0 mg de
amostra em 10,0 mL de etanol, a qual foi submetida a uma série de dilui¢des de: 25,0; 50,0;
125 e 250 pg/mL. A andlise foi realizada reagindo-se 1,00 mL de uma solucédo etandlica 0,30
mM de DPPH com 2,50 mL de cada concentracdo das amostras em triplicata. Ap6s 30
minutos, fez-se a leitura em um espectrofotdmetro de luz ultravioleta a 518 mn (Esquema 34,
pagina 151).

Os valores das absorbancias foram convertidos para porcentagem de Atividade
Antioxidante (AA%) usando a seguinte férmula:

AA%=100 - { [(Absamostra - Absbranco) X 100]/ Abscontrole negativo}

O valor da concentracao efetiva necessaria para reduzir 50% do radical livre (CEs) foi
obtido através de uma regressdo linear para cada extrato, onde a abscissa representa as
concentracdes das amostras e a ordenada a porcentagem de Atividade Antioxidante (AA%).

Como controle positivo utilizou-se o flavondide rutina Merk®, substincia com elevado
potencial antioxidante, que foi submetido a0 mesmo procedimento realizado para as amostras.
O valor de CEsy obtido para o flavondide sera comparado com os resultados das amostras.
Desta forma, obtém-se um valor parametro que ird indicar as amostras com maior € menor
potencial antioxidante. Quanto menor for a CEs(, maior serd o potencial antioxidante.

O controle negativo foi 1,0 mL de solu¢do de DPPH e 2,5 mL de etanol. A leitura do
branco foi feita com 2,5 mL de cada diluicdo das amostras acrescida de 1,0 mL de etanol.
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Estoque 1 mg/mL £ i ﬂ g

Diluicoes 125 25 ug/mL

25mL | 25mL |

ﬁ g -
|

Solugao DPPH 0,3 mM |
Apds 30 min., fazer as leituras
no espectrofotdbmetro a 518 nm

ESQUEMA 34. Procedimento experimental da avaliagdo do potencial antioxidante.
5.1.2. Resultados e Discussao

A andlise de variancia ANOVA seguido do teste de f-student, concluiu que os
resultados obtidos de CEsy para as particoes nao apresentaram diferenga estatisticamente
significativa a um nivel de 95% (p<0,05) quando comparado com o controle positivo. Foram
considerados para obter os valores CEsy apenas regressdoes que apresentaram coeficiente de
correlacdo (%) de até 0,8500.

Dentre as 15 fragdes analisadas, apenas cinco apresentaram concentragdes efetivas
inferiores ao controle positivo com destaque para a fracdo em acetato de etila da casca da
madeira de S. eliezeriana CEsy 12,03+ 0,07 ug/mL (Tabela 8, pagina 152). Dentre as fra¢des
que foram submetidas ao estudo fitoquimico (SEMD e SGMD), apenas a ultima apresentou
resultado inferior ao controle positivo CEsy 23,91+ 0,15 pug/mL. Este valor obtido pode ser
justificado pela presenca de substancias identificadas na fracao (lignanas e cumarinas) que sao
substancias que possuem grupos fendlicos que ao serem oxidados convertendo-se em radicais
livres apresentam estabilidade pela conjugacdo que apresentam no anel. Apesar das demais
fracdes ndo apresentarem CEsg inferiores ao controle positivo pode-se considerar promissoras
as que apresentaram concentragdes inferiores a 30,0 wg/mL devido a proximidade com o valor
do controle. Em geral os resultados foram satisfatorios, pois apenas um extrato apresentou
CEsp acima de 100 pg/mL. Esses resultados justificam a caracteristica de espécies do género
Simira de 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 oxidacao
dos metabdlitos especiais. Este efeito produz substancias que apresentam transi¢oes
eletronicas de menor energia promovendo deslocamento batocromico. Este deslocamento
promove a emissao de cor complementar que neste caso € a vermelha.
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Tabela 8. Porcentagens de Atividade Antioxidante (%AAQ) e CEs das fragdes da casca da

madeira e madeira das espécies de Simira

Simira glaziovii
Porcentagens de Atividade Atioxidante (%AAQ)
Concentragdes
(ug/mL) 250 125 50 25 CEso (g/mL)
Fracoes
SGCMD 76,75£0,80 62,04+ 1,20  49,41+0,84 44,13+ 0,67 23,42+ 0,30
Cascada SGCMA 81,37+ 3,15 64,73+ 1,92 48,70+ 1,63 22,71+ 1,68 38,67+ 0,75
Madeira ~ SGCMB 93,00+ 0,29  71,49+0,98  52,57+£0,73 45,72+ 1,84 28,88+ 0,10
I SGCMR  66.06+0,80  53,08+038 43404070  40,19:0.64  2148+030
SGMD 90,93+ 0,54 75,60+ 0,11 61,83+045 50,37+ 0,24 23,91+ 0,15
Madeira SGMA 49,56+ 0,21 49,13+ 1,49 36,29+ 0,20 20,88+ 1,22 302,6+ 0,11
SGMB 94,28+ 0,08 56,43+ 234  3459+227 38,65+ 1,83 40,60+ 0,05
Particoes Simira eliezeriana
SECMD 71,52+ 1,50  39,72+3,70 20,93+ 3,17 11,6+ 4,47 55,19+ 1,60
Cascada SECMA 88,26+ 0,94 87,890+ 3,46  81,91£0,36 68,73+ 2,20 12,03+ 0,07
Madeira ~ SECMB 80,50+ 0,25 87,15+£4,51 75,78+ 4,23 40,19+ 3,94 26,45+ 1,05
_SECMR 7161180 5622£336 3921147 3221£6,05 28574208
SEMD 37,92+ 3,61 17,64+ 1,58 10,30+ 4,61 8,36+ 4,19 58,5+ 9,16
Madeira SEMA 83,88+ 0,78 70,61+ 2,11 33,01£0,92  27,53+1,93 40,35+ 0,41
SEMB 72,98+346  4420+4,88  20,51+£5,76  22,81+£6,16 47,86+ 2,88
S SEMRM 68,05+ 157  38.93% 141  22.58+087  1958+093 4532+ 145
Controle Rutina 62,53+0,40  60,09+0,16  55,53+0,80 25,36+ 3,36 26,96 +0,19

SGCMD-Simira glaziovii Casca da Madeira Diclorometano, SGCMA-Simira glaziovii Casca da Madeira Acetato de
etila, SGCMB-Simira glaziovii Casca da Madeira n-Butanol, SGCMR-Simira glaziovii Casca da Madeira Residuo,
SGMD-Simira glaziovii Madeira Diclorometano, SGMA-Simira glaziovii Madeira Acetato de etila, SGMB-Simira
glaziovii Madeira n-Butanol, SECMD-Simira eliezeriana Casca da Madeira Diclorometano, SECMA-Simira
eliezeriana Casca da Madeira Acetato de etila, SECMB-Simira eliezeriana Casca da Madeira n-Butanol, SECMR-
Simira eliezeriana Casca da Madeira Residuo, SEMD-Simira eliezeriana Madeira Diclorometano, SEMA-Simira
eliezeriana Madeira Acetato de etila, SEMB-Simira eliezeriana Madeira n-butanol, SEMR-Simira eliezeriana
Madeira Residuo

5.2. Bioensaio de letalidade contra as larvas de 477emzia salina leach

A. salina € um microcrustidceo de dgua salgada que é utilizado como alimento para
peixes. Em lojas de piscicultura podem-se obter os ovos e também as larvas, porém, ja mortas.
Este bioensaio foi proposto por McLaughlin e utiliza os ovos de A. salina que sdo eclodidos
em dgua salgada avaliando-se a DLsy (Dose Letal para 50% da populagdo de larvas
submetidas ao ensaio em pg/mL). E caracterizado como um bioensaio simples para
determinar o nivel de toxidez para substincias puras e extratos. (MCLAUGHLIN et al.,
1995).

A praticidade e simplicidade que envolve o bioensaio favorecem sua utilizagdo
sistematica dentro de um laboratério de pesquisa. A técnica tem a vantagem de apresentar
baixo custo, rapidez e ndo exigir técnicas assépticas (MEYER et al., 1982).

O teste baseia-se no principio de que substincias e extratos apresentem nivel de
toxidez em pequenas doses. Deste modo, a mortalidade in vivo de organismo de maior
simplicidade na escala zooldgica pode indicar a bioatividade do material analisado. Na
literatura ha varios trabalhos que relacionam a toxidez sobre as larvas de A. salina com
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atividades bioldgicas, tais como: antifingica, viruscida, antimicrobiana e parasiticida
(SIQUEIRA et al., 1998).

A literatura também mostra a correlagdo existente entre a toxicidade sobre o crustaceo
e a citotoxicidade para células cancerosas do tipo P-388 (MEYER er al, 1982). Segundo
McLaughlin, valores de DLsy < 1000 pg/mL sao considerados ativos para extratos brutos e
DLso <30 pg/mL, ativos para substancias puras.

Entdo, com o objetivo de se avaliar o nivel de toxidez, as particdes das espécies de
Simira foram submetidas ao bioensaio frente as larvas de A. salina.

5.2.1. Procedimento Experimental

As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
(Fitoquimica) LCQUI-UENF.

Na andlise foram utilizados 50 mg de cada fracdo que foram diluidos em um volume
de 5 mL no seguinte sistema de solventes: [H,O:DMSO (3:2)], formando solu¢des estoque de
10 mg/mL.

Foram adicionados em tubos de ensaio aliquotas de: 50, 100, 200, 300 e 500 pL que
foram diluidas a um volume final de 5 mL com 4gua do mar artificial. As concentrag¢des finais
das aliquotas foram de: 100, 200, 400, 600 e 1000 pg/mL. O teste foi realizado em triplicata.

Em cada tubo foram adicionadas 15 larvas de A. salina juntamente com as dilui¢des
descritas acima e apds 24 horas em presenca de luz foi realizada a contagem dos individuos
vivos e mortos. A quantificacao dos resultados foi obtida através do método estatistico Finey
Probit que forneceu a DLs, de cada fragcdo analisada.

O controle positivo utilizado foi uma solu¢do de dicromato de potéssio (K,Cr,07), nas
mesmas concentracdes das fracdes. No controle negativo foi utilizado o sistema de solventes
H,O/DMSO (3:2) a uma concentracao de 1000 pg/mL.

5.2.2. Resultados e discussao

Segundo McLaughlin, valores de DLsy < 10° pg/mL sdo considerados ativos para
extratos brutos e fragdes. Os resultados obtidos no ensaio estdo ilustrados na Tabela 9, pagina
154 e dentre as 15 fracdes analisadas apenas quatro apresentaram valores de DLsy abaixo de
1000 pg/mL.

As fracdes em diclorometano de ambas as partes das plantas apresentaram atividade,
com destaque para as fracdes da casca da madeira e madeira de S. eliezeriana (SECMD, DLs
= 169,71 pg/mL) e (SEMD, DLsy = 203,64 pg/mL). O alto nivel de toxidez pode estar
associado a presenca de classes de metabdlitos especiais como cumarinas e terpendides
isolados das fragdes trabalhadas, além do alcaléide f-carbolinico harmana, presente nessas
fracdes. Metabdlitos especiais destas classes apresentam elevado potencial antitumoral,
larvicida, antimicrobiano relatado na literatura (SIQUEIRA et al., 1998).

Estes resultados justificam a implantagdo deste ensaio simples, rdpido e de baixo custo
como um teste preliminar de extratos que pode direcionar posteriormente para avaliagdo de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas mais especificas.
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TABELA 9. Nivel de toxidez das fracdes de S. glaziovii e S. eliezeriana frente as larvas de A.

salina
Material Simira glaziovii
vegetal Fragoes DLs, (Lg/mL) Limite de Confianca a 95%
SGCMD 561,4 398,3-860,3
Casca da SGCMA >1000 -
Madeira SGCMB >1000 -
_____________________ SGCMR  >1000
SGMD 330,9 232,4-503,1
Madeira SGMA >1000 -
SGMB >1000 -
Simira eliezeriana
SECMD 169,71 (115,42 - 265,60)
Casca da SECMA > 1000 -
Madeira SECMB > 1000 -
_____________________ SECMR 98744 (59816-2023)
SEMD 203,64 (156,33 - 267,82)
Madeira SEMA > 1000 -
SEMB > 1000 -
SEMR > 1000 -

SGCMD-Simira glaziovii Casca da Madeira Diclorometano, SGCMA-Simira glaziovii Casca da
Madeira Acetato de etila, SGCMB-Simira glaziovii Casca da Madeira n-Butanol, SGCMR-Simira
glaziovii Casca da Madeira Residuo, SGMD-Simira glaziovii Madeira Diclorometano, SGMA-
Simira glaziovii Madeira Acetato de etila, SGMB-Simira glaziovii Madeira n-Butanol, SECMD-
Simira eliezeriana Casca da Madeira Diclorometano, SECMA-Simira eliezeriana Casca da
Madeira Acetato de etila, SECMB-Simira eliezeriana Casca da Madeira n-Butanol, SECMR-
Simira eliezeriana Casca da Madeira Residuo, SEMD-Simira eliezeriana Madeira Diclorometano,
SEMA-Simira eliezeriana Madeira Acetato de etila, SEMB-Simira eliezeriana Madeira n-butanol,
SEMR-Simira eliezeriana Madeira Residuo

5.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Nas dltimas duas décadas houve um considerdvel aumento nos casos de infeccdes
causadas por microrganismos, que pode ser associado a imunodefici€éncias causadas pelo
HIV, quimioterapias e transplantes. Diversos microrganismos sdo patdgenos aos seres vivos.
Nos homens, esses microrganismos causam varias doengas e até mesmo pode levar a ébito.

A descoberta de novas substancias com atividade antimicrobiana constitui uma
necessidade urgente devido ao aumento da incidéncia de enfermidades infecciosas novas e re-
emergentes e também, devido a alta capacidade dos microrganismos de desenvolverem
resisténcia aos antibidticos usados clinicamente (MALLAVARAPU, 2001). Um relatério de
1994 do Centers for Disease Control, EUA, salienta a preocupacdo ndo sé sobre a
possibilidade de uma "época probidtica", mas também, a nossa fraca capacidade de detectar,
conter e prevenir as doencas emergentes. Além da resisténcia aos antibidticos, a incidéncia de
infec¢des oportunistas continua a aumentar rapidamente devido ao crescente nimero de
pacientes imunocomprometidos, e isso tem criado necessidade de uma terapia mais eficaz
para esses patdgenos.

O surgimento de micrébios com progressiva resisténcia aos antibidticos estabelecidos
promove um grande incentivo para a descoberta de novos agentes antimicrobianos,
enfatizando aqueles de origem vegetal, uma vez que o Brasil apresenta a maior parcela da
biodiversidade do planeta. A utilizacdo de plantas como recurso a busca de novas substancias
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mais eficazes € uma das mais antigas armas empregadas. Dados da Organizacdo Mundial de
Saide mostram que cerca de 80% da populacdo mundial faz uso de algum tipo de planta na
busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel (WHO, 2002).

Dentre uma classe de substancias que confirmadamente apresenta atividade
antimicrobiana estio os fendis. E uma classe de substincias que se caracteriza como anti-
sépticos pelo fato de lesionarem as células microbianas pela alteracdo da permeabilidade
seletiva da membrana citoplasmética, causando o extravasamento das substancias
intracelulares vitais (PELCZAR et al., 1997) (Tabela 10).

TABELA 10. Atividade antimicrobiana do fenol e derivados (coeficiente fendlico)

Microrganismos/substancias Salmonela typhy S. aureus C. albicans
Fenol 1,0 1,0 1,0
0-Cresol 2,3 2,3 2,0
m-Cresol 2.3 2.3 2.0
p-Cresol 2,3 2,3 2,0
Etilfenol 6,3 6,3 7.8
2,4-Dimetilfenol 5,0 4.4 5,0

5.3.1. Procedimento Experimental

As andlises foram realizadas no Laboratério de Sanidade Animal LSA-UENF sob
supervisdo do professor Olney Vieira da Motta.

Para a realizacdo deste ensaio, foi empregada a técnica de difusdo em &gar
(HADACECK & GREGER, 2000).

Como meio de cultura para as leveduras foi utilizado o Agar Sabouraud dextrose e
para as bactérias foi utilizado dgar Mueller Hinton ambos da (Acumedia, EUA) que foram
adicionados em placas de Petri de 14 cm de diametro até atingir uma espessura de 5 mm de
meio de cultura. Com o auxilio de um suabe foi semeada sobre o meio uma alicota de 100puL
do inoculo dos microrganismos (Tabela 11, pagina 156) previamente preparada com uma
suspensao de células em solucao salina NaCl 0,89% (m/v) e padronizadas pelo Densimat (Bio
Meérieux) na Escala de McFarland n° 0,5 (1,5)(108 células/mL).

Apés a semeadura do microrganismo, foram feitas perfuragdes (pocos no meio de
cultura), que receberam um volume de 50 pLL das amostras analisadas. Foi utilizada uma
concentracdo de 25 mg/mL para cada fracao.

Como controle positivo foi utilizada uma solu¢do 20 pg/mL de Nitrato de Miconazol
(Vod01® lote 606401, Unido Quimica, Brasil) para as leveduras e o antibitico gentamicina
(Sigma cell cuture) para as bactérias. O controle negativo foi apenas o solvente utilizado para
solubilizar as amostras DMSO 2% (v/v) em édgua.

Ap6s aplicacdo das amostras e dos controles, as placas foram incubadas em estufa por
um periodo de 24-36 h a 37 °C.

Uma distancia de aproximadamente 1,5 cm foi mantida para que ndo ocorresse
sobreposicdo dos halos. A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o didmetro dos
halos de inibi¢do. O ensaio foi realizado em triplicata.
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TABELA 11. Microrganimos utilizados no ensaio

Espécies Descricdo
Candida albicans ATCC 36802
Candida inconspicua ATCC 16783
Candida glabrata ATCC 2001
Candida tropicalis ATCC 13803
Candida krusei ATCC 34135
Candida guilliermondii ATCC 6260
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida lusitaniae ATCC 34449
Candida spp. ATCC 34147
Staphylococus aureus ATCC 25932
Staphylococus aureus ATCC 10832
Staphylococus aureus RN6390B
Staphylococus intermedius goia -
Staphylococus aureus leite
Staphylococus aureus humanos pele
Staphylococus aureus 381

S. epidermidis ATCC1228
Enterococcus faecalis ATTC29212
Enterococcus Folha 78
Escherichia coli ATCC25922

Pseudomonas Lazy

5.3.2. Resultados e discussao

Os resultados obtidos no ensaio estao listados nas Tabelas 12 e 13 paginas 157 e 158.
Das 17 fracdes testadas, apenas sete apresentaram inibicdo para pelo menos um
microrganismo. Destacam-se as particoes de S. glaziovii inibi¢do frente a maioria dos
microrganismos submetidos ao ensaio.

Dentre os resultados obtidos para as fragdes da casca da madeira de S. glaziovii os que
apresentaram maiores halos de inibicdo de crescimento quando comparados com o controle
positivo gentamicina, foram as fracdes em acetato de etila (22+ 0,6 mm) e diclorometano
(21£ 1,6 mm) para a cepa Staphylococcus intermedius géia. Nas fracdes da madeira de S.
glaziovii, a fracdo em acetato de etila foi o que apresentou maior atividade (17+ 0,6 mm)
frente a cepa Staphylococcus aureus RN6390B (Tabela 13, pdgina 158).

O potencial inibitério das fracdes da casca da madeira e madeira de S. eliezeriana,
mostrou a cepa de Escherichia coli como a mais sensivel a fracdo em diclorometano da casca
da madeira (14+ 0,6 mm) e a Staphylococcus aureus ATCC10832 foi mais sensivel a fracdo
em acetato de etila da madeira (17+ 0,6 mm).

Foi observado que dentre as 12 cepas submetidas a andlise que as dos gé€neros
Staphylococcus e Escherichia foram as mais susceptiveis as fragdes, enquanto as cepas de
Enterococcus e Pseudomonas foram resistentes.

Ao se analisar o comportamento inibitério das fragdes frente as cepas de leveduras do
género Candida, observa-se grande resisténcia das cepas na concentracdo testada. Destacam-
se as fracdes em diclorometano e acetato de etila da madeira de S. glaziovii. As demais ndo
apresentaram inibi¢do do crescimento das leveduras. Dentre as nove cepas testadas destacam-
se a suscetibilidade de C. inconspicua frente a ambas as fracdes (Tabela 12, pagina 157).
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TABELA 12. Resultados do teste antifiingico

Simira glaziovii Controle
Bactérias Madeira positivo

SGMD SGMA Nitrato de

miconazol
Candida guilliermondii 12+ 0,04 - 39+ 0,3
Candida lusitaniae 10+ 0,06 13+ 0,5 424 0,2
Candida parapsilosis - - 37+ 0,6
Candida krusei 10+ 0,06 - 24+ 0,06
Candida spp. - - 33+ 0,01
Candida inconspicua 17+ 0,06 20+ 0,1 37+ 0,3
Candida glabrata 10+ 0,01 10+0,01 33+0,3
Candida tropicalis 14+ 0,1 - 27+0,2
Candida albicans 10+ 0,3 10+ 0,1 39+ 0,2

SGMD-Simira glaziovii Madeira Diclorometano, SGMA-Simira glaziovii Madeira
Acetato de etila

Halos de inibi¢do em milimetros
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TABELA 13. Resultados do teste antibacteriano.

Simira glaziovii Simira eliezeriana Controle
Bactérias Casca da Madeira Madeira Casca da Madeira Madeira positivo
SGCMD SGCMA SGMD SECMD SECMA SEMA SEMB Gentamicina
S. aureus ATCC 25932 14,0+ 0,6 - - - - 14,0+£0,01 10,0+ 0,01 26,0+ 0,01
S. aureus ATCC 10832 20,0+ 0,01 14,0+ 0,6 12,0+ 0,6 - 14,0+ 0,01 17,0+ 0,6 - 37,0+ 0,6
S. aureus RN6390B 13,0+ 0,6 - 13,0+ 1,5 - 17,0+ 0,6 8,00+ 0,6 - 27,0+0,6
S. intermedius goia 21,0+ 1,6 22,0+ 0,6 10,0+ 0,01 - 13,0+ 0,6 10,0+ 1,5 12,0+ 1,0 36,0+ 1,0
S. aureus leite 16,0+ 0,6 14,0+ 0,01 10,0£0,6 | 11,0£1,6 10,0+0,6 - - 34,0+ 0,01
S.aureus humanos pele 15,0+ 0,6 15,0+ 0,6 10,0+ 0,6 - 11,0+ 0,01 10,0+ 1,0 - 33,0+ 1,0
S. aureus 381 16,0+ 0,01 11,0+ 1,6 10,0+ 0,6 - 11,0+ 0,6 - - 31,0+ 1,0
S. epidermidis ATCC1228 17,0+ 0,6 12,0+ 0,6 10,0+ 0,01 - 11,0+ 0,6 - - 30,0+ 1,0
Enterococcus faecalis ATTC29212 - - - - - - - 25,0+ 0,01
Enterococcus Folha 78 - - - - - - - 23,0+ 0,01
Escherichia coli ATCC25922 14,0+ 0,6 20,0+ 0,6 12,0£0,6 | 14,0£0,6 15,0+0,0 - - 28,0+ 1,0
Pseudomonas Lazy - - - - - - 27+ 0,6

SGCMD-Simira glaziovii Casca da Madeira Diclorometano, SGCMA-Simira glaziovii Casca da Madeira Acetato de etila, SGMD-Simira glaziovii Madeira
Diclorometano, SECMD-Simira eliezeriana Casca da Madeira Diclorometano, SECMA-Simira eliezeriana Casca da Madeira Acetato de etila, SEMA-Simira eliezeriana

Madeira Acetato de etila, SEMB-Simira eliezeriana Madeira n-butanol

Halos de inibi¢do em milimetros.
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5.4. Atividade antiviral

A maioria das doencas infecciosas que afetam o homem e os animais € causada por
virus. Estas doencas ainda constituem um sério problema principalmente em relacdo aos
individuos infectados. As diversas medidas sanitdrias adotadas envolvem o controle das
doencas através do uso de vacinas. Porém, com o passar do tempo esses organismos passam a
adquirir resisténcia e os farmacos e vacinas deixam de ser eficazes havendo a necessidade de
se buscar novas substancias mais potentes ao organismo agora geneticamente modificado por
decorréncia da selecdo natural.

A descoberta de substancias antivirais pode ser comparada a revolugcdo ocorrida na
época do desenvolvimento dos antibidticos e anuncia uma nova era na medicina atual. As
doencas virais epidémicas ja causaram muitas mortes no passado como a gripe espanhola e
em nossos dias como no caso da pneumonia asidtica ou SARS ("severe acute respiratory
syndrome"), continua causando mortalidade (SIMONI, 2003). A disponibilidade de
alternativas aos tratamentos convencionais colabora para o controle das doencas causadas por
virus. Nenhuma outra doenca causa tanta debilidade como as causadas por virus e até
recentemente essas doengas sdo tratadas apenas pelo alivio dos sintomas do que pelo ataque
ao virus propriamente dito (SIMONI, 2003).

Visando identificar fracdes que possam ser potencialmente antivirais para estudos de
isolamento e identificacdo estrutural de substancias bioativas, fez-se o ensaio antiviral das
fracdes de S. glaziovii, S. eliezeriana e O. parviflora além das substancias isoladas desta
dltima.

5.4.1. Procedimento Experimental

O experimento foi realizado no laboratério de Virologia do Instituto de Microbiologia
Paulo de Gées-CCS-UFR]J sob supervisdo da professora Maria Teresa Villelas Romanos.

Células e Virus

Células Vero (rim de macaco Cercopitheccus aethiops) foram mantidas em meio
minimo essencial de Eagle (MEM-Eagle) acrescido de 0,03 mg/ml de glutamina, 50 pg/ml de
garamicina, 2,5 mg/ml de fungizona, solu¢do de bicarbonato de sédio a 0,25%, HEPES 10
mM e 10% de soro fetal bovino (SFB) (meio de crescimento) e sem SFB (meio de
manutencio). As culturas de células foram incubadas a 37°C em ambiente com 5% de CO,.

As amostras de virus herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) pertencem a
colecdo do LEDAC (Laboratério Experimental de Drogas Antivirais e Citotoxicas).

As amostras virais foram caracterizadas pelo Laboratério de Viroses Respiratorias,
Entéricas e Oculares (LAVIREO) como sendo dos tipos 1 e 2.

Avaliacao do nivel de toxidez

Para a avaliacdo da atividade antiviral das fragdes, € necessdria a determinagao da
toxidez para os sistemas hospedeiros empregados. A citotoxidez pode ser determinada
baseando-se na alteracdo morfoldgica e na viabilidade celular.

a. Observacao da alteracao morfologica celular
As fragdes foram submetidas a diluicdes seriadas, na razdo 2, utilizando-se meio de

manuten¢do de células como diluente (MEM), e colocadas em contato com as monocamadas
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de células confluentes. Em seguida, as células foram incubadas durante 48h a 37°C em
ambiente contendo 5% de CO,, sendo examinadas diariamente ao microscopio Optico
invertido e comparadas com o controle, na auséncia da substancia. O efeito citotéxico €&
detectado pelo aparecimento de células morfologicamente alteradas, presenca de vacuolos
e/ou descolamento da monocamada da superficie suporte. A maior concentra¢do da substancia
que ndo apresenta efeito citotoxico é denominada de concentracdo méaxima ndo tdxica
(CMNT) sendo utilizada para os estudos antivirais.

b. Verificacao da viabilidade celular

A citotoxidez de substancias e fracdes pode ser determinada através de técnica
denominada “dye-uptake” (BORENFREUND & PUEUNER, 1985). A técnica consiste na
incorporagdo do corante vermelho neutro pelas células vivas e sua posterior quantificacdo por
leitura em espectrofotometro, em comprimento de onda de 492 nm. A percentagem de células
vidveis € obtida pela férmula: [(DO da droga) — (DO do controle de células)]/[DO do
Vermelho Neutro) — (DO do Controle de células)] x 100, sendo calculada a concentragdo
citotoxica para 50% das células em cultura (CCsy ).

Titulagao dos virus

A titulagdo viral é realizada para se estabelecer a TCIDs¢/ml (dose que produz efeito
citopatico - CPE em 50% das culturas de células). Isso € feito de acordo com um célculo
estatistico estabelecido por REED & MUENCH (1938).

Foram realizadas dilui¢des logaritmicas decimais (10" até 107) das suspensoes virais,
utilizando-se o meio de manutengdo celular como diluente. Cada dilui¢do foi inoculada em
monocamadas de células confluentes (6 pocos/diluicio, em microplaca de 96 pogos). As
cé€lulas inoculadas foram incubadas durante 48h a 37°C em ambiente contendo 5% de CO,.
Ap6s a incubacao foi feita a leitura em microscépio 6ptico invertido.

Avaliacido da Atividade Antiviral (triagem)
Reducao do titulo viral

As suspensdes virais foram inoculadas em cultura de células (100 TCIDsy/ml) na
presenca da substancia na CMNT-Concentragdo Minima Nao Toéxica (teste) € na auséncia da
substincia (controle de virus). As culturas de células foram incubadas durante 48h a 37°C em
ambiente contendo 5% de CO,. Ao final deste periodo foram determinados os titulos dos
virus (usando o cdlculo estatistico de Reed & Muench) a partir dos sobrenadantes das células
que foram inoculadas na presenca e na auséncia das substdncias para sabermos se houve
reducdo no titulo viral

O grau de atividade antiviral é expresso em indice de inibicdo viral (IIV) e
percentagem de inibicao (PI).

O I1V foi obtido pela férmula proposta por LAGROTA (1978):

| Iv=B-A

Onde B= titulo do virus na cultura de células sem extrato (controle).
A= titulo do virus na cultura de células com extrato.
A PI foi calculada de acordo com a féormula proposta por NISHIMURA et al., (1977):
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PI=[1- (antilog T/antilog C)] X 100

Onde T= unidades infecciosas na cultura de células tratadas com a substancia.
C= unidades infecciosas na cultura de células nao tratadas (controle).

5.4.2. Resultados e discussao

Os resultados estdo listados na Tabela 14, pagina 162, que mostra os resultados
obtidos em percentual de inibi¢do dos virus herpes simplex tipo 1 e 2 e adenovirus
responsdvel pela conjuntivite (AdV19). Por ser a etapa inicial de andlise nesta triagem s@o
consideradas com potencial antiviral apenas amostras que apresentam percentual de inibicao
superior a 85%. Dentre as 16 fragdes analisadas, as provenientes de S. glaziovii apresentaram
melhores resultados frente aos virus do herpes. As fracdes provenientes de S. eliezeriana
apresentaram percentuais elevados apenas para fracdes polares com destaque para as
butandlicas da casca da madeira SECMB (98,4 e 99,9%) e madeira SEMB (99 e 97,8%). O
percentual de inibi¢do das fra¢des frente o adenovirus AdV19 foi discreto com apenas duas
fracdes com niveis considerados satisfatorios, o residuo metandlico da madeira de S. glaziovii
SGMR (94,4%) e a fracdo em diclorometano da casca da madeira de S. eliezeriana SEGD
(96,8%).

Dentre as fracdes de O. parviflora analisadas, todas apresentaram atividade antiviral.
Somente a fracdo em diclorometano ndo apresentou percentual de inibicao para o virus herpes
2. Dentre as substancias isoladas de O. parviflora destacam-se os flavondides com percentuais
elevados de inibicdo de ambos os virus da herpes. Destaca-se o residuo metanélico como a
unica fracdo com percentual inibitério do adenovirus tipo 19 (AdV 19) associado a
conjuntivite (ARAUJO et al., 2011).

Partindo dos resultados deste experimento puderam-se selecionar as fragdes mais
promissoras para serem submetidas a avaliacdo do mecanismo de acdo que estd sendo
realizado bem como a avalia¢do da citotoxidez para as fracdes mais promissoras.

161



TABELA 14. Percentual de Inibicao dos extratos e substancias contra os virus HSV-1 e 2 e adenovirus 19.

% de inibicao dos virus % de inibi¢do dos virus % de inibicao dos virus
S. glaziovii S. eliezeriana O. parviflora
~ ~ ~ HSV- HSV-

Fracoes HSV-1 HSV-2 AdV19 | Fracoes HSV-1 HSV-2 AdV19 Fracoes 1 2 AdV19
SGCMD 99,9 99,9 0 SECMD 87,4 82,2 96,8 OPFM 99,9 99,9 42,5
SGCMA 99,9 99,9 0 SECMA 77,6 77,6 55,3 OPFM-D 93 0 20,6
SGCMB 98,2 90 20,6 | SECMB 98,4 99,9 27,5 OPFM-R 95,4 98,6 90
SGCMR 82,2 0 0 SECMR 98,7 94.4 20,6 OPFM-A 99,9 99,9 36,9
SGMD 60,2 82,2 0 SEMD 77,6 43,8 0 Agatisflavona 94,4 85,9 36,9
SGMA 99,9 99,3 0 SEMA 99,9 85,9 0 7’ metil-agatisflavona 82,2 95,5 55,3
SGMB 99 93 0 SEMB 99 97,8 0 Lupeol 68,4 0 55,3
SGMR 96 68,4 94,4 | SEMR 68,4 0 0 - - - -

SGCMD-Simira glaziovii Casca da Madeira Diclorometano, SGCMA-Simira glaziovii Casca da Madeira Acetato de etila, SGCMB-Simira glaziovii Casca da Madeira
n-Butanol, SGCMR-Simira glaziovii Casca da Madeira Residuo, SGMD-Simira glaziovii Madeira Diclorometano, SGMA-Simira glaziovii Madeira Acetato de etila,
SGMB-Simira glaziovii Madeira n-Butanol, SGMR-Simira glaziovii Madeira Residuo, SECMD-Simira eliezeriana Casca da Madeira Diclorometano, SECMA-Simira
eliezeriana Casca da Madeira Acetato de etila, SECMB-Simira eliezeriana Casca da Madeira n-Butanol, SECMR- Simira eliezeriana Casca da Madeira Residuo,
SEMD-Simira eliezeriana Madeira Diclorometano, SEMA-Simira eliezeriana Madeira Acetato de etila, SEMB-Simira eliezeriana Madeira n-butanol, SEMR-Simira
eliezeriana Madeira Residuo, OPFM-Ouratea parviflora Folhas Metanol, OPFM-D-Ouratea parviflora Folhas Metanol- Diclorometano, OPFM-R-Ouratea parviflora
Folhas Metanol-Residuo, OPFM-A-Ouratea parviflora Folhas Metanol-Acetato de etila
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CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das espécies S. eliezerana e S. glaziovii permitiu o isolamento e
identificacdo de 17 substancias sendo destas, trés inéditas na literatura e 12 inéditas no
género. Este trabalho contribuiu significativamente para o conhecimento e credenciamento
dos metabdlitos especiais do género, assinalando a grande diversidade de metabdlitos que o
genero possui.

Os ensaios biologicos mostraram resultados bastante significativos que assinalaram as
fracdes mais promissoras para estudos futuros. Os resultados obtidos na avaliacdo do
potencial antioxidante podem ser atribuidos as substancias fendlicas (cumarinas, lignanas e
aldeidos) que possivelmente estdo associados a caracteristica das espécies que adiquirem
coloragao vermelho intenso quando o caule é cortado. O alcaldide harmana, isolado em
grandes quantidades, e onipresente em todas as fracOes de baixa e média polaridade,
confirmou-se como marcador quimiotaxondmico do género. Os diterpenos eritroxilenos, que
foram confirmados como inéditos na literatura, apresentaram em ambas as espécies estudadas
e de acordo com a sinonimia da espécie S. glaziovii (S. erithroxylon) ha possibilidade de
também serem marcadores quimiotaxondmicos do género. Esta informagdo serd avaliada
futuramente para encontrar possivel correlacao e a possibilidade de atribuir estes diterpenos
como marcadores do género.

Dentre as técnicas espectroscopicas para elucidagdo estrutural destaca-se a andlise por
dicroismo circular que aliada aos experimentos de RMN principalmente, NOEDIFF,
possibilitou determinar a configuracdo absoluta dos dois diterpenos eritroxilenos Simirano A
e Simirano B.

O estudo fitoquimico de O. parviflora contribuiu de forma significativa confirmando
os biflavondides amentoflavona, agatisflavona e 7”’-metil-O-agatisflavona como marcadores
quimiossitematicos do género.

A andlise das fragOes ricas em substincias fendlicos por CLAE-EM possibilitou
atribuir a férmula estrutural para 15 substancias fendlicas sendo 14 flavondides. Outras
andlises destas fracOes devem ser realizadas para confirmacao das propostas.

Os resultados obtidos no ensaio antiviral frente aos virus da herpes simplex 1 e 2 e
adenovirus da conjutivite mostraram-se bastante significativos destacando os resultados dos
biflavonéides agatisflavona e 7”-metil-O-agatisflavona contra os virus da herpes simplex 1 e
2. A préxima etapa do trabalho serd a determinacdo do mecanismo de acdo para melhor
elucidacdo da atividade das substancias frente aos virus. Os resultados obtidos com as fra¢des
frente o adenovirus da conjuntivite AdV19, mostraram como significativos apenas aqueles
que obtiveram percentual de inibicdo até 90%. As fragdes com estes resultados serdo
submetidas a fracionamento cromatogrifico para identificacio dos metabdlitos especiais
responsaveis pela atividade.
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