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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimicongataiogico da casca do caule da
espécieSimarouba versicolorpertencente a familia Simaroubaceae. A espécigencor
preferencialmente em areas abertas de solos beradidr® como cerrados e caatinga.
Conhecida popularmente como “pau paraiba’, “matha@ao” ou “simaruba do
Brasil”, a casca do seu caule possui propriedagesticida e antihelmintica. Com o
objetivo de estabelecer uma possivel relacdo exatitidade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Foi realizada uma émglos extratos das partes (folhas,
talos, Galhos, Casca do caule e Cerne) da esféuniarouba versicolgratravés do
ensaio de Ellman. O extrato etandlico da cascaadte @presentou elevada inibicdo da
AChE, desse extrato, as fracdes cloroférmica eatxeate etila foram identificadas
como sendo responséaveis pela inibicdo da enzimpro8peccdo quimica da fragédo
cloroférmica resultou no isolamento de trés congmstima mistura de esterdidgs
sitosterol e estigmasterol, um quassindide, a &fifamarolida e o alcal6ide 4,5-
dimetdxicantin-6-ona. Na fracéo acetato de etilasmlado o 38-O-B-D-glicopiranosil
sistosterol A determinacgdo estrutural desses compostos fazeela através de anélise
espectroscopica pelos métodos de IV, EM, RMMN *C-BB utilizando técnicas uni e
bidimensionais e por comparagdo com dados descrigoditeratura. Na analise
qualitativa de inibicdo AChE os extratos e os dtuiates isolados 11-acetilamarolida e
4,5-dimetéxicantin-6-ona apresentaram bons resdtadOs extratos também

apresentaram atividade citotdxica em trés linhagemsrais testados.

Palavras chave:Mal de Alzheimer; Quassindide; Cantinona; Citotikade.



ABSTRACT

The present paper describes the chemical and pbaloggcal study of the stem bark of
the speciesSimarouba versicolgrwhich belongs to the family Simaroubaceae. The
species are found, mainly in open areas of wellnddh soils such as cerrado and
caatinga Known popularly as pau Paraibd, “mata-cachorré or “Brazilian
simarubd, the bark of its trunk has insecticidal and aebminthic properties. It aims to
establish a possible extract inhibition of enzynwivdly of acetyl cholinesterase
(AChE) Relationship. It was accomplished a triafj¢he parts extracts (leaves, stems,
branches, stem bark and heartwood) of the sp&wmnearouba Versicoloby the Ellman
test. The ethanol extract of stem bark showed Imgtibition of AChE, from this
extract, the chloroform fraction and ethyl acetatze identified as being responsible
for the inhibition of the enzyme. The chemical pest of the chloroform fraction
resulted in the isolation of three compounds, atunecof steroig3-sitosterol and stigma
sterol, a quassinojdhe 11-acetylamarolide and the alkaloid 4.5-dimiemntin-6-one.

In the ethyl acetate fraction it was isolated tHe@--D-glucopyranosyl sitosterol. The
Structure determination of these compounds wasopedd by spectroscopic analysis
through the methods of IR, MS, RMN1H and 13C-BBngsuni and bidimensional
techniqgues and by comparison with the data repdrteithe literature. In qualitative
analysis of the AChE inhibition the extracts andolaged constituents 11-
acetylamarolide and 4.5-dimetoxicantin-6-one shogedd results. The extracts also

showed cytotoxic activity in three tumor lines &zbt

Key-words: Alzheimer disease; Quassinoid; Cantinone; Cytiottyx
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1. INTRODUCAO

7

O Mal de Alzheimer € uma doenca neurodegeneratiuge atinge
primeiramente a memoria, a capacidade de racioeinicomunicacdo. Est4 associada a
reducdo de neurotransmissores cerebrais, comdcatie,, noradrenalina e serotonina
(TREVISAN et al., 2003). O tratamento para o Mal Aleheimer é sintomatico e
consiste justamente na tentativa de restauracdond@o colinérgica; a elevagédo do
nivel da acetilcolina pode se mostrar Gtil na melhda deficiéncia da aprendizagem,
um dos sinais da doenca (PERRY, 1986).

Inibidores da acetilcolinesterase (AChE) sado amefdm usados no
tratamento da doenca, procedimento esse baseadhipdéese colinérgica. A
galantamina (Quadro 0lpag. 3), um alcaléide isolado de plantas da familia
Amaryllidaceae, apresenta uma longa acao seletvarsivel e competitiva para inibir
a acetilcolinesterase (FINKELSTEIN et al., 2002).

Finkelstein et al. (2002) lista as quatro drogasowgdas pelo FDA dos
Estados Unidos para o tratamento de Alzheimer. k@& galantamina, ja citada e a
tacrina, rivastigmina e donezepil (Quadro 01, @g-Todos estes compostos inibem a
AChE, reversivelmente, isto €, a forma ativa dareaz sempre regenerada.

Estes medicamentos estéo disponiveis no mercadopaago relativamente
oneroso, 0 que torna a busca de novos inibidoresrigem vegetal uma alternativa
interessante e mais viavel.

Atualmente, a literatura revela atividade relatieae intensa na busca de
novos inibidores em extratos de plantas (RHEE.eR801), verificando-se expressivo
interesse no isolamento e na identificagdo de nimibislores da AChE.

A utilizacdo de AChE destaca-se como um dos bicesnsepidos e
sensiveis para a selecdo de amostras com acaoliassterase. A medida da atividade
da acetilcolinesterase pode ser realizada segumdétado de Ellman (PERRY, 1986)
modificado por Rhee et al. (2001).

Inibidores da acetilcolinesterase sdo também angritanutilizados como
inseticidas e como agentes de guerra. Compost@naiasforados e carbamatos sao
citados também como potentes inibidores da AChINKELSTEIN et al.,, 2002 e
WILLIAMS, 1995). Tais observacdes revelam a gramdportancia na realizacéo de

testes de atividade inseticida também destas swdissa
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Trabalhos anteriores relatam que plantas do géSenarouba possuem
propriedades antimalarica (POLONSKY, 1973) e ims#di (LORENZI, 1998 e
POLONSKY, 1985), essa ultima propriedade tem unec@® comum com a inibicdo
da AChE.

A literatura cita que a espéclmarouba versicolor apresenta em sua
constituicdo substancias da classe dos flavonéidespenos e quassindides. Sabe-se
qgue alguns flavonéides e quassindides poderiamdmpanos oxidativos através da
retirada dos radicais livres, além de funcionareama inibidores da enzima
acetilcolinesterase. Esse fato associado a pr@uteethseticida da espécie despertou o

interesse em estud&marouba versicolor.

Quadro 01- Drogas aprovadas pelo FDA para tratamento dazode Alzheimer
(FINKELSTEIN et al., 2002).

NH»
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2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA SIMAROUBACE AE E A
ESPECIE SIMAROUBA VERSI COLOR.

2.1. ConsideracOes gerais sobre a familia Simarouteae.

A familia Simaroubaceae é composta por aproximadter®? géneros em
200 espécies entre arbustos e arvore distribuidastoelas as regides tropicais e
subtropicais do planeta (ALMEIDA et al., 2007).

No Brasil, as plantas da familia Simaroubaceae reficesentadas pelos
génerosQuassia e Picrolemma na regido Amazonicaastela e Picrasma no sul do
pais.Smaba e Smarouba estdo presentes em quase todas as regides baasileALL
et al., 1983; ALMEIDA et al., 2007).

As espécies desta familia possuem uma classe d&saias (quassindides)
que as distingue de sabor bastante amargo, endarrancipalmente em seu cortex.
Esta classe de substancias tornou-se marcador Gmkom das Simaroubaceae
(ALMEIDA et al., 2007). Provavelmente é a presedga quassindides que confere as
atividades farmacologicas atribuidas a algumadgdasa familia Simaroubaceae.

Nos ultimos anos, aumentou-se O interesse na E@s@lais espeécies de
Simaroubaceae, devido suas substancias terem vamgsiedades farmacoldgicas
como antitumoral (FUKAMIYA et al., 2005), antileun&ca (KUPCHAM et al., 1975;
JIANG e SHING, 2001), anti-HIV (OKANO et al., 1996 antimalarica
(MUHAMMAD et al., 2004).

Além destas atividades bioldégicas mencionadas acamé&Simaroubaceae,
principalmente o géner@imarouba, do qual a espéci@marouba Versicolor pertence,
possuem uma propriedade que esta intrinsecamdatéoreada ao mal de Alzheimer,
sua atividade inseticida (LORENZI, 1998 e POLONSKD85), pois se sabe que
substancias inibidoras da enzima acetilcolinester@sChE) sdo potentes agentes
inseticidas. Esse fato motivou a escolha da esf@&uoarouba versicolor para estudo.
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2.2. Consideracdes gerais sobre a espéSimarouba versicolor.

Planta semidecidua, helidfita (espécie vegetaldrdate ao sombreamento
gue necessita de muita luz para o seu estabelddneedesenvolvimento), seletiva
xerdfita (organismo adaptado a vida num meio sep®mneira, caracteristica dos
cerrados, cerraddes e na caatinga, ocorrendo @mnefalmente em areas abertas e
capOdes de solos bem drenados. No Brasil sdo eadastdesde o Nordeste até o estado
de S&o Paulo e em alguns pontos dos estados de Rt Grosso do Sul (LORENZI,
1998).

Segundo Lorenzi, 1998imarouba versicolor pode atingir 11 metros,
dotada de copa arredondada, tronco curto e ciimdgom casca grossa, fibrosa e
fissurada longitudinalmente, de 30-60 cm de diémefPossui folhas alternas,
compostas pinadas, com raque de 8-16 cm de commqonsobre peciolo de 4-6 cm.
Foliolos alternos, discolores, em numero de 5-Ttogueciolulados, com a nervura
central bem visivel em ambas as faces, de 3-9 coomgrimento por 1,5-3,0 cm de
largura, com a fase superior glabra. Infloresc@nera paniculas terminais compostas,
de 25-35 cm de comprimento. Fruto drupa ovalad@otfga carnosa, com uma semente
(Fig. 01, pag. 07).

A madeira desta Simaroubaceae é considerada leve demsidade de
0,48g/cm, porosa, de baixa resisténcia mecanica, sujeitapaalrecimento quando
exposta, porém resistente ao ataque de cupins dieinmaseca. A casca possui
propriedades inseticida e antihelmintica (LORENZ2I98).
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Figura 01 — Fotografias (a) da arvore da espéSimarouba versicolor, (b) das
folhas e inflorescéncias d&marouba versicolor, (c) dos frutos daSmarouba
versicolor e (d) das sementes 8amarouba versicolor. Fonte: LORENZI, 1998.
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE O GENERO SIMAROUBA

Segundo Almeida et al., 2007, Simaroubacea ¢ ummlifade plantas
constituida por aproximadamente 200 espécies aaglaagrupadas em 32 géneros das
quais existem apenas 6 géneros no Brasil.

O género botanicd@marouba esta presente em quase todas as regides
brasileiras, sendo composto por 10 espécies deaplamsaber:

Smarouba amar a;
Smarouba berteroana;
Smarouba glauca;
Smarouba laevis;
Smarouba monophylla;
Smarouba obovata;
Smarouba officinalis;
Smarouba opaca;
Smarouba tulae;

Smarouba versicolor.

Das 10 espécies do génefonarouba, Vverificou-se através deste
levantamento que somente 30%, ou seja, 3 espéd@psesentam estudos
correlacionados com isolamento ou caracteriza¢cduldstancias naturais. Apresenta o
maior numero de publicacbes a espéctwvarouba amara seguida pela espécie
Smarouba glauca e Smarouba versicolor, esta com 0 menor numero de artigos.

Devido ao pequeno numero de estudos relacionadgéreeyoS marouba e
ao fato de as espécies ja pesquisadas apresentananvasta gama de substancias
bioativas, surgiu o interesse no levantamento dhst&ncias isoladas das 3 espécies,
tendo como fonte de consulta principalmente o®$sitientificos de buscaseb of
Science, Science@Direct, Scielo e outros. Foram observados registros de publicacbes
nos anos de 1954 a 2006.

O resultado deste levantamento encontra-se dividido classe de
substancias, suas atividades biolégicas e respscestruturas, com destaque aos
Quassinoides e Alcaldides do tipo Cantinona, diesses de substancias marcadoras
quimiotoxondmicas que sdo em grande parte as paiscresponsaveis por atividades

bioldgicas presentes na familia Simaroubaceae.
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Espero que este levantamento contribua ndo sO @asanpliacdo do
conhecimento do génerBimarouba e das substancias isoladas das trés espécies
estudadas, mas também para os futuros estudosgdemste tdo rico em propriedades

bioldgicas, contudo tdo pouco explorado.
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LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE O GENERO SIMAROUBA - Quassindides

3.1. Quassinodides

Quassinoides sdo substancias biossintetizadassapenglantas da familia
Simaroubaceae, de forma que sdo o0s principais dwem taxondmicos das
Simaroubaceae. S&o considerados terpenos degrantad@dto padréo de oxigenacéo e
tém como precursores os triterpenos tirucalol elefifura 02,(POLONSKY, 1985).

Eufol (20 R)
Tirucalol (20 S)

HO

Figura 02 Estrutura dos precursores dos quassinoides

Os quassindides podem ser classificados em diesregupos de acordo
com seus esqueletos basicos, sendo cinco esqueletes/ados: {5, Cio, Coo, Coz €
Cos. O G apresenta duas variagdes (Fig. 08)grande maioria dos Quassindides
isolados possui esqueleto tipgyCALMEIDA et al., 2007).

(C2s)

Figura 03 — Esqueletos basicos dos Quassinoides.
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Os quassinodides contém nos seus esqueletos bdaotosas, raramente
possuem mais que uma ligacdo dupla e apresentasua&rgrande maioria diferentes
grupos funcionais contendo oxigénios, como hidesxil hidroxilas esterificadas,
carbonilas, 6xidos, metoxilas e carboximetilasaBEgsn¢des sdo encontradas em todos
os atomos de carbonos, com excec¢ao dos carbonas C-% e dos grupos metilas nas
posicoes C-4 e C-10 dos esqueletos fundamenta®BLQRSKY, 1985). Neste
levantamento observou-se que todos 0s quassindsdesios das trés espécies de
plantas do géner&@marouba possuem esqueleto tipo,ddTab. 01, pag. 13 e 14) e
figura 04 (pag. 15 e 16).

Os guassindides apresentam uma vasta gama deadésidbiologicas, tais
como: antitumoral, antileucémica, antimaldrica, iiaftamatoéria, antioxidante,
fitotoxica, fagoinibidora em insetos, amebicidatiaral, antitlcera, antifertilidade
masculina, anti-HIV. (ALMEIDA et al., 2007).

12



Tabela 01 — Quassindides isolados de plantas do géaamarouba com suas atividades bioldgicas.

L Parte Lo a Atividades Ref. da Atividade
Espécies Const. quimicos Referéncias o N
estudada biolégicas biolégica
Simarouba versicolor raizes, 11-Acetilamarolida (1) Arriagaetal., 2002 /77
talos e frutos
Simarouba versicolor folhas e talos 2,11-diacetilamarolida (2) Ghoshetal.,, 1977 7
Simarouba amara frutos 2'-Acetilglaucarubinona (3) O'Neill et al., 1988 antimalarica O'Neill et al., 1988
: . raizes .
Simarouba versicolor ! . . Arriaga et al.,, 2002
talos e frutos 2'-Acetilglaucarubina (4) g
Simarouba amara n.d. Polonsky et al.,1978
fitotoxica Dayan et al., 1999
Simarouba amara frutos Holacantona (5) O’'Neill et al., 1988 antileucémica Polonsky, 1985
antimalarica O'Neill et al., 1988
Simarouba amara n.d. 13,18-Diidroglaucarubinona (6)  Polonsky et al.,1978 antileucémica Polonsky et al.,1978
antimalarica
Simarouba amara cascas Simarolida (7) Polonsky, 1959 inseticida Almeida et al., 2007
fagoinibidora
Simarouba glauca sementes Glaucarubolona-. ) Bhatnagar et al., 1984 fagoinibidora Gutiérrez et al, 1999
15-0-B-D-glucopiranosida (8)
Simarouba glauca sementes Glaucarubol- ] ] Bhatnagar etal., 1984 ~ — 77
15-0-B-D-glucopiranosida (9)
S!marouba glauca n.d. Glaucarubol (10) Ham etal.,19%4¢
Simarouba amara talos Wright et al., 1988
Simarouba glauca n.d. Glaucanol (11) Ham etal.,,195%4  — 7

13
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Tabela 01 (continuacao)

Simarouba versicolor
Simarouba amara

Simarouba versicolor

Simarouba glauca
Simarouba amara

Simarouba versicolor

Simarouba glauca

Simarouba amara

Simarouba versicolor
Simarouba glauca

Simarouba amara

folhas e talos
frutos

raizes,

talos e frutos
sementes
n.d.

raizes,
talos e frutos
frutos

talos

caule
n.d.
n.d.

Ailantinona (12)

Glaucarubinona (13)

Glaucarubina (14)

Quassina (15)

Glaucarubolona (16)

Ghosh et al., 1977
O’Neill et al., 1988

Arriaga et al., 2002

Monseur e Motte,1983
Polonsky et al.,1978

Arriaga et al., 2002

Cuckler et al., 1958

Wright et al., 1988

Simote, 2006
Moron e Polonsky, 1968

Pozo e Gimenez., 1998

antileucémica
amebicida
antimalarica

inseticida
fagoinibidora
antileucémica
antimalarica

amebicida

inseticida

antifertilidade masc.

amebicida
fitotoxica

Polonsky, 1985
Almeida et al., 2007
O’Neill et al., 1988

Arriaga et al., 2002

Polonsky, 1985
O'Neill et al., 1988

Cuckler et al., 1958

Simoes et al., 2000
Almeida et al., 2007

Almeida et al., 2007
Dayan et al., 1999

n.d. = ndo divulgado
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Figura 04 — Estruturas de quassindides isolados @spécies do génerSimarouba.

RO,
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3.2. Alcalbides

Alcaldide € uma substancia organica ciclica, néragla e cuja distribuicao
é limitada entre os organismos vivos com um ampépeetro de atividades
farmacoldgicas (SIMOES et al., 2000).

Os alcaldides constituem-se num vasto grupo dehoidiazs com grande
diversidade estrutural, devido a diversos rearsmarmjo esqueleto original na rota
biossintética, com grande numero de centros asstogtsendo classificados de acordo
com a sua origem biogenética, aminoacido precy&MOES et al., 2000).

Mais de trinta e cinco alcaloides do tipo cantind®a sido isolados de
trinta e seis espécies de plantas, sendo vintee desses alcaldides foram isolados de
espécies da Familia Simaroubaceae. Portanto, opostos cantindnicos formam um
importante grupo de marcadores quimiotaxonémicasaléamilia (SIMOTE, 2006).
No levantamento sobre substancias isoladas no@&mearouba, nas trés espécies de
plantas submetidas a estudos, descreve-se o isutarme oito cantinonas e dois
alcal6ides inddlicos simples, conforme descritogateela 02 (pag. 19) e mostrado na
figura 06 (pag. 20).

O alcaléide cantinbnico mais simples é a cantimé&-¢Fig. 05), que
apresenta o nucleo fundamental das demais cansingeado, formado por um anel
aromatico orto dissubstituido (A), um anel piridmi(B) e um anel quinolénico (C)
(Lactama).

Figura 05 - Nucleo fundamentaCantin-6-ona.

A cantin-6-ona pode ter vérias substituicbes em rgatleo fundamental,
sendo os grupamentos metoxilas e hidroxilas os fregsientes distribuidos em varios
carbonos. Esses compostos sdo de facil identificaggor serem altamente conjugadas,

possuem coloracado as vezes fosforescente e fabecdlo no UV (SIMOTE, 2006).

17
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Os alcaldides apresentam um amplo espectro deladies bioldgicas, tais
como: amebicida, anticolinérgica, anti-hipertensivantimalarica, antitumoral,
hipnoanalgésica, estimulante do SNC, diurética,reta@ante, antiviral e outras. A
gama de propriedades biologicas, bem distintag, retacionada a grande variedade
estrutural deste grupo de substancias (SIMOES, &0410).

18



Tabela 02 — Alcaloides isolados de plantas do gérinearouba com suas atividades bioldgicas.

. Parte L A Atividades Ref. da Atividade
Espécies Const. quimicos Referéncias A L
estudada biolégicas biolégica
Simarouba versicolor galhos 4,5-Dimetoxicatin-6-ona (17) Simote, 2006
Simarouba glauca ramos Rivero et al., 2005
Simarouba versicolor galhos 5-metoxicantin-6-ona (18) Simote, 2006 Antifangica Thouvenel et al., 2003
Simarouba versicolor caule 7-hidroxi-1-etil B-carbolina (19) Simote,2006 77
Simarouba versicolor caule 7-h|dro_X|-1,l ) pro_plonato Simote,2006 T 77
de metila B-carbolina (20)
antifangica Thouvenel et al., 2003
leishmanicida Rivero et al., 2005
Simarouba glauca ramos Cantin-6-ona (21) Rivero et al., 2005 citotdxica Kuo et al., 2003
antimalarica Ferreira et al., 2002
Simarouba glauca ramos 9-Metoxicantin-6-ona (22) Rivero et al., 2005 C'tO.tOX'C,a.S Rivero et al,, 2005
antimalarica Kuo et al., 2003
Simarouba glauca ramos Cantin-2,6-diona (23) Rivero et al., 2005 citotéxica Rivero et al., 2005
Simarouba glauca ramos 2-Metoxicantin-6-ona (24) Rivero et al., 2005 citotéxica Rivero et al., 2005
Simarouba glauca ramos 4,5-Dihidroxicantin-6-ona (25) Riveroetal., 2005 77

Simarouba amara

casca da raiz

5-Hidroxicantin-6-ona (26)

Lassak et al., 1977
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Figura 06 — Estruturas de alcal6ides isolados depcies do géner&@imarouba.
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3.3. Triterpendides

Os triterpendides, pertencentes a classe dos tepesdo metabolitos
secundarios produzidos apenas pelas plantas. 8atmignte provenientes do 6xido de
esqualeno, mas ao contrario dos esteroéis ndo mad#sgio da cadeia carbbnica e, portanto
apresentam um esqueleto com trinta atomos de car@@ATOCKA, 2003). Foram
identificados 27 triterpenos das trés espéciedadas do génerSmarouba, (Tab. 03,
pag. 22 e 23) e mostrados na figura 07 (pag. 24)aPbde-se observar que a espécie
Smarouba amara apresentou o0 maior numero de triterpenos isolatiializando 16
compostos.

Os triterpendides apresentam diversos relatos idelates biologicas. Sao
antiinflamatérios, bactericidas, fungicidas, antirobianos, antivirais, analgésicos,

cardiovasculares, antitumorais (MENDES, 2004).
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Tabela 03 —Triterpendidessolados de plantas do gén&maroubacom suas atividades bioldgicas.

. Parte L . Atividades Ref. da Atividade
Espécies Const. quimicos Referéncias P L
estudada biolégicas biolégica
Simarouba amara raizes Turreantina (27) Polonsky etal.,2977 /™ 77
Simarouba amara raizes Tirucal-7,24-dien-3(3-ol (28) Polonsky etal.,2977 /™ 77
Simarouba amara raizes Tirucal-7-enol (29) Polonsky etal.,2977  ~—7— 77
Simarouba amara raizes Lanosta-7,24-dieno-3,21-diol (30) Polonsky etal.,2977  ~—7— 77
Simarouba amara raizes Terebintona (31) Polonsky etal.,2977 /™ 77
Simarouba amara raizes Melianona (32) Polonsky etal.,2977 /™ 77
Simarouba amara raizes 3-Oxaotirucal-7,24-dien-21-al (33) Polonsky etal.,2977  ~—7— 77
Simarouba amara raizes Polonsky et al., 1977
. . raizes, talos Tirucal-7,24-dien-3-ona (34 LT T
Simarouba versicolor 'z (34) Arriaga et al., 2002
e frutos
Simarouba amara raizes 20-21-Anhidromelianona (35) Polonsky etal.,2977 /™ 77

Simarouba amara

Simarouba amara

Simarouba amara

Simarouba amara

Simarouba amara

casca do caule

casca do caule

casca do caule

casca do caule

casca do caule

24,25-Epoxi-3-oxotirucal-8-en
-23-ol (36)

Simaroubina A (37)

Simaroubina B (38)

Simaroubina C (39)

Simaroubina D (40)

Sumieya et al., 2006

Sumieya et al., 2006

Sumieya et al., 2006

Sumieya et al., 2006

Sumieya et al., 2006
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Simarouba amara

Simarouba glauca

Simarouba glauca

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba amara

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

Simarouba versicolor

casca do caule

ramos

ramos

folhas e talos

raizes, talos
e frutos

raizes, talos
e frutos

casca do caule

raizes, talos
e frutos

raizes, talos
e frutos

raizes, talos
e frutos

raizes, talos
e frutos

raizes, talos
e frutos

galhos

folhas

Octanorsimaroubina A (41)
Melianodiol (42)

14-Deacetileurileno (43)

Epilupeol (44)

Ocaotilona (45)

Nilocitina (46)

Bourjutiolona A (47)

3-Episapelina A (48)

21,23-Epoxi-21 B3,24,25-
trihidroxitirucal- 7-en -3-ona (49)

21,23-Epodxi-21 a,24,25-
trihidroxitirucal- 7-en-3-ona (50)

Eurilieno (51)

22S,3a-diidroxitirucala-7,24-
dien-23-ona (52)

Lupeol (53)

Sumieya et al., 2006

Rivero et al., 2005

Rivero et al., 2005

Ghosh et al., 1977

Arriaga et al., 2002

Arriaga et al., 2002

Sumieya et al., 2006

Arriaga et al., 2002

Arriaga et al., 2002

Arriaga et al., 2002

Arriaga et al., 2002

Arriaga et al., 2002

Simote, 2006

Simote, 2006

citotoxica

citotoxica

antiviral
antituberculose

antiinflamatéria

Rivero et al., 2005

Rivero et al., 2005

Choudhury et al., 1990
Akihisa et al., 2005

Rajic et al., 2000
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Figura 07 — Estruturas de Triterpendides isolados &l espécies do génei@marouba.

(28)
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(35) (36)

(37) (38)
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HO""

OH

(46)

ZMDZ:QR:H
(48) Z=B-OH, R=H
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HO""

(49) R = B - OH
(50) R = a - OH
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3.4. Esterdides

Os esterodides séo triterpenos modificados, senesepca das metilas nas
posicdes C-4 e C-14. Originados das fracdes lipgdite vegetais e animais (DEWICK,
2001). Possuem um esqueleto formado por quatrcs dnéididos (tetraciclicos do
lanosterol), de trés a seis membros e um anelnd® echembros, podendo estar ou nao
ligado a uma cadeia de tamanho variavel e na po$iéd esta oxidada com um grupo
hidroxila ou carbonila. Estes podem ocorrer na #olinre, esterificados ou conjugados
como glicosideo (JONES et al., 2000).

Quase sempre o0s esterdides encontram-se em mistavédo as suas
semelhancas estruturais dificultando desta maweisalamento individual. Do género
Smarouba apenas na espécimarouba glauca ndo ha relato de isolamento de
esterbides (Tab. 04, pag. 29 e Fig. 08, pag. 30).

Vérios estudos vém revelando os efeitos indiretssfiosterdis na reducao
das doencas cardiacas, através da diminuicao deis plasmaticos de colesterol total e
LDL-colesteréis. No Brasil uma produtora de mangarivem enriquecendo o seu
produto com a adicdo de 14% de ésteres de fitbstmndo 47% @-sitosterol(54)
(MORAIS e BRAZ-FILHO, 2007).
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Tabela 04 —Esterdis isolados de plantas do gér#nearouba com suas atividades bioldgicas.

L Parte - A Atividades Ref. da Atividade
Espécies Const. quimicos Referéncias o L
estudada biolégicas biolégica
S!marouba versicolor galhos B-sitosterol (54) Simote, 2006 Melhora a auwdaple.do Morais e Braz-Filho, 2007
Simarouba amara n.d. Polonsky et al., 1976 sistema imunoldgico
Si b n.d. z976
!marou aama_ra Estigmasterol (55) Pglonsky et al.,1976
Simarouba versicolor galhos Simote, 2006
Simarouba versicolor galhos Sitostenona (56) Simote,2006 7T
Simarouba versicolor galhos Estigmastenona (57) Simote, 2006 0T
Simarouba versicolor galhos Campestenona (58) Simote, 2006 0T
Simarouba versicolor galhos 3B-0-3B-D-glucopiranosil Simote, 2006 Melhora a atividade do . .
Morais e Braz-Filho, 2007
Simarouba amara n.d. sitosterol (59) Pozo e Gimenez, 1998  sistema imunoldgico

n.d. = ndo divulgado
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Figura 08 — Estruturas de esterdides isolados depgxies do géner&imarouba.

HO
(54) (55)
NN
o o)
(56) (57)
O
(58)
O
HO
Homw 50
OH
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LEVANTAMENTO BIBLIOG. SOBRE O GEN. SIMAROUBA - Cumarinas, Flavondides e Quinonas

3.5. Cumarinas,Flavonodides e Quinonas
3.5.1. Cumarinas

As cumarinas constituem um grupo de substanciagaisitque possuem
atividades biolégicas bastante diversificadas. Sédxstancias encontradas em diferentes
partes das plantas, sendo comum em diversas fanfli@umarina (1,2-benzopirona)
foi a primeira representante isolada, em 1820, dgpéa@e Coumarona odorata
(MURRAY, 1978). Este composto por ser 0 mais simpEnou-se o esqueleto basico
de todos os outros derivados cumarinicos, conhetinm cumaringer se (Fig. 09).

Estruturalmente s&o lactonas do &cidoidroxi-cinamico (SIMOES et al.,
2000). Podendo ser considerada também como a fiesianéis benzeno e 1-2-pirona
(primeiro &tomo numerado do ciclo é o oxigénio, skerpla ligacdo), essa numeracéo de

seus carbonos é baseada na sua origem biossiiGABPENTER et al.,1969).

5 4
6 AN 3
2
7
(0]
8 1

Figura 09: Cumarinaper se.

As substancias dessa classe sao classificadascquiemte em cumarinas
simples, furanocumarinas, piranocumarinas, cumsugoan substituintes no anel pirona
e cumarinas miscelaneas (SOUSA, 2005). No gé8enarouba foram isoladas cinco
cumarinas, todas cumarinas simples (Tab. 05, p8ge 3nostrados na figura 11 (pag.
35).

Ha relatos de 32 atividades biologicas atribuidagwanarinas. Entre elas
estdo: antibacteriana, antitumoral, antioxidantefi-ldlV, atividade diurética e
analgésica (SOUSA, 2005).
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LEVANTAMENTO BIBLIOG. SOBRE O GEN. SIMAROUBA - Cumarinas, Flavondides e Quinonas

3.5.2. Flavondéides

Os flavonodides constituem uma importante classgaliéendis, presentes
em relativa abundancia entre os metabdlitos secimsdde vegetais. Apresentam um
nacleo fundamental com 15 &tomos de carbono, fasnpd dois anéis aromaticos
ligados entre si por uma cadeia de trés atomosadswo (C6-C3-C6). A figura 10
mostra 0 nucleo fundamental dos flavondides e aenagdo dos atomos de carbono
com a denominacdo de cada af®IMOES et al., 2000). Atualmente, ja foram
identificadas mais de 8.000 substancias pertencantste grupo (PIETTA, 2000).

Figura 10: Nucleo fundamental dos flavonoides.

De um modo geral, estes compostos diferem entpelsi nUmero e pela
posicdo dos grupos substituintes nos anéis A, Baéh da presenca ou ndo da dupla
ligacdo e da carbonila no anel C (anel pirano).nAldisso, podem ser encontrados
derivados glicosilados, metilados, acetilados diatdos (SIMOES et al., 2000).

Dependendo da substituicdo e do nivel de oxidagdoamel C, os
flavondides podem ser divididos em 14 classes, s@sdmais importantes e que se
incluem na dieta humana essencialmente cinco elasBtavanois, Flavonas,
Antocianidinas, Isoflavonoides e Flavononas (SIMGESI., 2000).

No levantamento do génefmarouba verificou-se o isolamento de quatro
flavondides, todos provenientes da espé8Senarouba versicolor, sendo duas
flavononagq66) e (67) uma flavong68) e um flavano(65) (Tab. 05, pag. 34 e Fig. 11,
pag. 35).

Na literatura esta classe de compostos apresemiartantes propriedades
farmacoldgicas, tais como: anticarcinogénica, affimatoria, antiviral, antidiabética e
antioxidante (PIETTA, 2000).
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3.5.3. Quinonas

Quinonas sdo compostos organicos que podem serdem®ds cComo
produtos da oxidagéo de fendis, apresentando dag carbonilicos que formam um
sistema conjugado com pelo menos duas ligagbesslapIC, possuindo as carbonilas
sempre nas posicdes 1,2- ou 1,4-dicetonas ciclieasejaorto- ou para-quinona. Ha
trés grupos principais de quinonas classificadasodmenzoquinonas, naftoquinonas e
antraquinonas (SIMOES et al., 2000).

O unico exemplar das quinonas foi isolado da esf@itiarouba amara, do
tipo benzoquinona a 3,5-Dimetoxybezoquing68) (Tab. 05, pag. 34 e Fig. 11, pag.
35).

As quinonas apresentam uma diversidade de atisd&i@dgicas. As
naftoquinonas sdo responsaveis pelas atividadeshaetgriana, antifangica e
antitumoral, além de atividade contreishmania. Algumas benzoquinonas apresentam

atividade contra tripanossomatideas (SIMOES e2@Q0).
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Tabela 05 -Cumarinas, flavondides e quinonas isolados degdai géner@marouba com suas atividades bioldgicas.

Espécies Parte Const. quimicos Referéncias Atividades biolégicas R_ef.,dg Atividade
estudada biolégica
Cumarinas
Simarouba glauca ramos 7-hidroxi-6-metoxicumarina (60) Rivero et al., 2005 antiespasmadica Simdes et al., 2000
Simarouba glauca ramos 8-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina (61) Riveroetal., 2006  — 77
Atividade citostatica
Simarouba versicolor caule 7-hidroxicumarina (62) Simote, 2006 (inibidora da bomba de Kasinadhuni et al., 1999
prétons)
Simarouba versicolor caule 6,7-dimetoxicumarina (63) Simote, 2006 imunosupressora Hoult e Paya, 1996
Simarouba versicolor caule 6-hidroxi-7,8-dimetoxicumarina (64) Simote, 2006 77
Flavondides
. . raizes, talos . antiinflamatéria .
Simarouba versicolor Kaenferol (65) Arriaga et al., 2002 . Goel e Maiti, 1996
e frutos antitlcera
Simarouba versicolor folhas Flavanona (66) Simote,2006 7
Simarouba versicolor folhas Isosakuranetina (67) Simote, 2006 77
Simarouba versicolor folhas 5,7,3,4',5'-pentametoxiflavona (68) Simote, 2006 77

Simarouba amara

casca do caule

Quinona

3,5-Dimetoxybezoquinona (69)

Polonsky et al.,1959
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Figura 11 — Estruturas de cumarinasflavondides e quinona isolados de espécies do
géneroSimarouba.
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1. Determinacao Estrutural de SVEFCO1

O fracionamento cromatografico em silica gel dac&ca cloroférmica
(Fluxograma 03, pag. 104) resultou em dez subfeagla terceira obteve-se a fracédo
SVEC 3.2 (Tab. 16 e 17, pag. 96 e 97) e destald#sagdes 7-19 que se apresentaram
como um solido amorfo de coloragdo branca, comrsigvemente adocicado, sendo
solivel em cloroférmio, cujo ponto de fusdo estfreel33,2 — 135,6 °C. Sendo
denominado SVEFCOL1.

A determinacdo estrutural foi possivel através d@lise dos dados
espectrais de RMM e **C-BB e comparacédo com dados da litera{@G®AD, 1991)
conforme descritos na tabela 06, pag. 42.

4.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénie SVEFCO1.

No espectro de RMM, 500MHz em CDG, (Fig. 12, Pag. 39)erificou-se
um grande agrupamento de sinais na regido maiddaando espectro na faixa enire
0,68 — 2,29 referentes aos hidrogénios metilicajl@nicos e metinicos comuns em
terpenos e de nucleo esteroidal. Revelou tambémesemca de um multipleto eén
3,53, deslocamento caracteristico de hidrogénamtiga carbono dpxigenado. Foram
observados sinais espectrais multiplos ewtr,04 e 5,36 tipicos de hidrogénios
olefinicos, na qual, o dubleto largo €nb,36 (dl,J = 5,1 Hz) € atribuido ao H-6 dos
esteroide$-sitosterol e estigmasterol, os sinais&/16 (ddJ = 15,2 Hz ] = 8,6 Hz)
e 5,04 (ddJ = 15,2 Hz €] = 8,6 Hz) séo referentes aos hidrogénios olefinid22 e
H-23 pertencentes ao estigmasterol, caracterizamdomistura de esterdides.

4.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-ii8 SVEFCO1.

No espectro de RMNC-BB, 125MHz em CDG| (Fig. 13, P&ag. 40)
observou-se a presenca de vinte e nove linhastesiggarincipais e que conjuntamente
com o DEPT 135° (Fig. 14, pag. 41) foi possivebair os sinais end 140,9 e 121,9 a
carbonos insaturados pertencentes a uma dupladdigagssubstituida (C-5 e C-6).
Nesta regido de abor¢cdo de carbono olefinico, epareainda dois sinais de menor

intensidade, ambos de carbonos metinicosd 438,5 e 129,5 referentes aos carbonos
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C-22 e C-23 respectivamente. Um sinal &i#2,0 foi atribuido a um carbono metinico
oxigenado (carbinélico C-3).

Os espectros de RMN e**C-BB do SVEFCO01 indicam que n&o se trata de
um unico composto, mas de uma mistura de fitoasterA& comparacdo dos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono ctoresadescritos na literatura,
conforme expostos na tabela 06 (pag. 42), confiamanatureza do SVEFCO01,
caracterizando como sendo a mistfsitosterol e estigmasterol, ja citado na espécie

S marouba versicolor.

B-sitosterol Estigmasterol

4.1.3. Calculo da porcentagem dos esterdides.

O calculo de cada esteroide presente na misturaséiyel através da
integracdo dos sinais correspondentes aos hidmgyéai regido olefinica (GOULART
et al, 1993). O H-6, hidrogénio presente em ambmmg, intensidade relativa igual a
1,000 @-sitosterol + estigmasterol) e os H-22 e H-23, dotensidade relativa de
0,1238, presentes apenas no estigmasterol. Pgrtantbidrogénio desta molécula tera
intensidade de 0,0619, a metade de 0,1238, j4 gs@ i@tensidade condiz a dois
hidrogénios (H-22 e H-23).

Subtraindo o valor correspondente a um hidrogéreo edtigmasterol
(0,0619) ao valor do H-6 da mistura (1,000) reseita0,9381. Esse valor é referente a
um hidrogénio da molécula dositosterol. Assim € possivel deduzir que a mistura
esteroidal (1,000 = 100%) contém 6,19% de estiggnalst 93,81% d@-sitosterol.
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Tabela 06 -Dados RMN’C de SVEFCO1, comparados com valores descritos na
literatura parap-sitosterol e estigmasterol (GOAD, 1991).

CARBONO DESLOCAMENTO *3C (ppm)
NGmero Tipo B-SITOSTEROL  B-SITOSTEROL ESTIGMASTEROL ESTIGMASTEROL
SVECO01 (GOAD, 1991) (GOAD, 1991) SVECO01
1 CH, 36,4 37,3 37,3 36,4
2 CH, 32,1 31,6 31,7 32,1
3 CH 72,0 71,7 71,8 72,0
4 CH 42,5 423 42,2 42,5
5 C 140,9 140,8 140,8 140,9
6 CH 121,9 121,6 121,7 121,9
7 CH, 32,1 31,9 31,9 32,1
8 CH 32,1 31,9 31,9 32,1
9 CH 50,3 50,2 50,2 50,3
10 C 36,7 36,5 36,6 36,7
11 CH, 21,3 21,1 21,1 21,3
12 CH, 39,9 39,8 39,7 39,9
13 C 42,5 423 42,4 42,5
14 CH 56,9 56,8 56,9 56,9
15 CH, 24,5 24,3 24,4 24,5
16 CH, 28,4 28,3 29,0 29,1
17 CH 56,2 56,1 56,1 56,2
18 CHs, 12,0 11,9 12,1 12,1
19 CHs, 19,6 19,4 19,4 19,6
20 CH 36,1 36,2 40,5 40,0
21 CHs 19,0 18,8 21,1 20,7
22 CH, oy CH 33,9 33,9 138,4 138,5
23 CH, oy CH 26,3 26,1 129,3 129,5
24 CH 46,0 45,9 51,3 51,4
25 CH 29,3 29,2 31,9 31,8
26 CHs 20,0 19,8 21,3 20,7
27 CHs 19,2 19,1 19,0 19,2
28 CH, 23,2 23,1 25,4 24,5
29 CHs, 12,2 12,3 12,3 12,2
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4.2. Determinagéo Estrutural de SVEFC81

O composto SVEFCS81 foi isolado da quinta subfragéonda da fracéo
cloroférmica do extrato etandlico da casca do ca@&marouba versicolor, como
mostra o fluxograma 03, pag. 104. Sua determinag&atural foi realizada através da
anélise dos espectros de massa, RVMRN’C-BB, COSY, HMBC, HSQC como também
do espectro de absorcdo na regido do infravermelpor comparacdo com dados da
literatura (RODRIGUES et al., 1992), conforme tal@l, pag. 55.

Este composto foi isolado sob a forma de um sdlidmco, solivel em
cloroférmio, cujo ponto de fusdo esta entre 151162,8 °C, facilmente observado em
CCD, apresentando diretamente a coloracdo amdaetaguando exposto ao revelador
vanilina, denominado SVEFC8L1.

4.2.1. Espectrometria no Infravermelho de SVEFC81

O espectro de absorcéo na regido do infravermesh8\EFC81 (Fig.15,
pag. 46) mostra algumas absorcées relevantes pdeteeminacéo: em 1080 &neé
atribuido a deformacéo axial simétrica de C-O eagibes entre 1275 e 1131 ts#o
referentes também & deformacdo axial de ligac6€s €m 1337 cil associada a
deformacdo axial de C-N sugerindo um alcaldide absorcdo em 1439 cmé
correlacionada a deformacoes axiais de C=C e C=MNreat) indicando a existéncia de
um alcaldide piridinico; em 1657 crmefere-se a uma deformac&o axial de C=0 e as

absorcées em 2914 e 2844 tsdo atribuidas a ligacdes C-H de grupos alifaticos.

4.2.2. Espectrometria de Massas de SVEFC81

O espectro de massas de SVEFQ&. 16, pag. 47) apresentou o pico do
ion molecular, com razdo massa/carga, de 280 dattarm pico base de 251. O valor
do ion molecular (massa do composto) par possibilgugerir a presenca de um
namero par de atomos de nitrogénio no alcaldide.pfscipais fragmentos estao
expostos na figura 17, pag. 47.
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4.2.3. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénie de Carbono-13 de
SVEFCS81.

A andlise do espectro de RN (500MHz, em CDG)) de SVEFC8L1 (Fig.
18, pag. 48) mostra a presenca de dois dubletteyentes aos hidrogénios do anel
piridinico, um ems 7,93 (d,J = 5,0 Hz; H-1) e outro erd 8,84 (d,J = 5,0 Hz; H-2),
este com maior deslocamento devido a proximidaderraaum nitrogénio.

O espectro RMN de hidrogénio (Fig. 18, pag. 48hldé@m, apresenta quatro
sinais na regido tipica de hidrogénios aromatisesdo um dubleto largo e®r8,65 (dlI,

J = 8,2 Hz) atribuido ao hidrogénio H-8 por acomglam o H-9 com uma constante orto.
Um sinal, tripleto de dubleto, ein7,69 (td,J = 8,0; 1,1 Hz) foi designado ao H-9 por
ter correlacdo com uma constante orto com os HH&8L8. Outro tripleto de dubleto foi
observado e 7,49 (td,J = 8,0; 0,7 Hz) referente ao H-10 acoplando nagdasorto
com os H-9 e H-11. Por ultimo, um dubleto largo &®8 (dl,J = 7,7 Hz) que foi
atribuido ao H-11 por acoplar apenas com o H-1pos&do orto. Estas interacdes entre
os hidrogénios foram confirmadas através do esp@®SY 'H-'H, mostrado a figura
21, pag. 51.

No espectro de RMN de hidrogénio ainda foram olaskys dois sinais
(singletos) end 4,08 e 4,47 com integracao para trés hidrogénarsfestando, devido
ao deslocamento quimico de ambos, o indicio paisagitapos metoxilas nas posicoes
C-5 e C-4. Sendo confirmados através do espectfRMIe"C (Fig. 19, pag. 49), onde
se observam dois sinais de carbonos metilicoséefil,64 ed 61,75, referentes
respectivamente as metoxilas ligadas ao €-040,52) e C-44152,81), mostrados na
tabela 07, pag. 55.

O espectro de RMNC (Fig. 19, pag. 49) apresentou ainda quatorzeéssina
sendo um sinal de carbono carbonilico, C-6,0eb%8,56 e 0os demais sinais espectrais,
sao observados na regido de absorcéo de carbamataos. No DEPT 135° (Fig. 20,
pag. 50) foram observados apenas oito sinais. &¢rda comparacao dos espectros de
RMN*C e DEPT 135° foi possivel determinar a existérugaoito carbonos nao
hidrogenado, dois ja citados acima, C-5 e C-4,esodamentos dos demais carbonos
foram precisamente elucidados através dos expaomee HSQC e HMBC (Fig. 22 a
24, pag. 52 a 54).
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4.2.4. Espectrometrias Bidimensionais e Heteronuale (*H-**C) de SVEFC8L1.

O espectro HSQC (Fig. 22, pag. 52) permitiu assat@aforma inequivoca
0os acoplamentos de todos os hidrogénios com seeates carbono, possibilitando
atribuir o deslocamento quimico, com exatidao, skis carbonos metinicos (Tab. 07,
pag. 55).

Na andlise do espectro bidimensional de correldgderonuclear & longa
distancia tc.n, 2Jcn € *Je.) de RMN *H-*C HMBC (Fig. 23 e 24, pag. 53 e 54).
Foram observadas vinte correlacdes, o que permaitier atribuicdes inequivocas dos
deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticospéc&eo mostrou correlacdo do
hidrogénio de absorcdo e#n8,84 (H-2) com C-3 de deslocamento em 133,47.80utr
davida esclarecida através do HMBC foi o deslocamee C-14, dos quais 0s sinais
dos H-1 § 7,93) e H-8 § 8,65) mantém interacdo com esse carbono, cendaaeste
modo o seu deslocamento ebn 145,25 (C-14). Observaram-se interacbes dos
hidrogénios end 8,65 (H-8); 7,69 (H-9); 8,08 (H-11) com 139,54 (C-7). Foram
também observadas as correla¢des dos hidrogéni@s8e®d (H-8); 7,93 (H-1) e 7,49
(H-10) comé 124,92 (C-12) e erd 7,93 (H-1) e 8,84 (H-2) com C-13, (Tab. 07, pag.
55). De acordo com os dados discutidos acima eaach base na analise comparativa
entre os dados de RMN do composto em questao calesostos na literatura, chegou-
se a conclusdo de que a SVEFCS81 tratava-se de aaldide tipo cantinona a 4,5-
dimetdxicantin- 6-ona, a qual ja havia sido isoldd& marouba versicolor (SIMOTE,
2006).

4,5-dimetoxicantin-6-ona
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46



DETERMINACAO ESTRUTURAL

T0000

HOO000

SUO00G0

4000000

3000000

20000006

1000000

i

181

192
14

!
(I | 11
inww £ 29 320 3 375363 414430 450 d59 WO 513 SA1SST 596 550 4
! ) b
1

""""""“""—‘1-""‘="""""""“""',“'"'Wm
a0 K0 120 160 200 240 280 320 360 H 440 480 520 560 600 640 6RO

nvz

Figura 16 -Espectro de massa de SVEFC81.

OCHg

m/z 280

m/z 251

CH,O

m/z 265

Cco

m/z 221

+

S0CH,
miz 237

Figura 17 Proposta das principais fragmentacdes para SVEFCS81.

47



DETERMINACAO ESTRUTURAL

ESG | ———

2680 b

POy B

N2

wd

002" ¢

ver L
s N\
8667 "L
1816

vais L:7—
999t

sai9 N\
TEB9 'L

BLOL L

6026 L
80E6 L—

180 8——
5880'8——

[ e—
£159'8—

10E8"B——_

20v8 B—

BN

€LBB 0|

89107

Br86 0

4195 0F

00001

8.6

8.8

.

B e
=_GGI0 E.

== PIED'EI

=" 2Lb6 0
89101

6660,
= IBBE 0

=..Brge 0

o

-—’: £186°0
0poo't
“\_.

10

m

[mﬁa;uIL b=

Figura 18 - Espectro de RMAH de SVEFC81 em CDgh 500MHz.

48




DETERMINACAO ESTRUTURAL

68 &

g2 1el—
ey i(l/
(v el

e
ve Bkl

25 cvn/
GG orl-
21 Ski-
G GRl
R

290 BG]-

wad

1

=
&0

100

120

140

ppm

Figura 19 -Espectro de RMNC-BB de SVEFC81 em CDgh 125MHz.

49




DETERMINACAO ESTRUTURAL

40

atH]

69 ig
G 1d

80

T
100

BB S —
BRI

120

16 22}
63 621

=T

E2 IEL

T
140

B1°GF1

I
160

pom

wod

Figura 20 - Espectro de RMNC — DEPT 135° de SVEFC81 em CR@I125MHz.

50



DETERMINACAO ESTRUTURAL

H2

H-8

Ha1  HA

H9 H-10

o L

H10 == @ T
r
: :J o 3 é\@
H9 @ )
(IR @ £
g - -8 0
H-11 @ o |
HB 5
H3
H2 O i
: ° ppm
S | ) S e | | | E— T '—E_ ¥ T T
oom 8 B0 y il

Figura 21 - Espectro de RMN 2-D COSY de SVEFC81, em CDCl3 a500 MHz.

51




DETERMINACAO ESTRUTURAL

TR )

) o F
~ B0
;—100
H-8 H-1 H-11 ik
CH-8 CH-1 CH-11
& ¥ E
/ =120
— . » H-10 :
CH-10 F
¥ I E
H-9 E
H-2 CH-9 | ;140
CH-2 E
E pom
T | e T T g
ppm 8 7 5 5

52




DETERMINACAO ESTRUTURAL

b
| . e
1|
100
| ,
[ ]
]
* 9
¢ 0 i
e ~150
1]
ppm

53



DETERMINACAO ESTRUTURAL

3
JcH
H-2 H-1
H-8 H-11 H9 H-10
B
 ;
CH-1 i
3
CH-8 3
.4 | -120
CH-11 i |
c12_ % |
CH-10 — i
x
=
Cc-13 _§ ‘
3 130
CH- 9= |
C- S k.
c- ._ 2
':;I . 140
C-14 \ N i |
cHa—"" ; i
| — 150
[ | ppm
T T T T I T T T T 1 1 ™ 1 1 | s
pom 8.5 8.0 7.5

Figura 24 - Expanséo do espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFCS81, em
CDCl; a 500 MHz.

54



DETERMINACAO ESTRUTURAL

Tabela 07 - Dados dos espectros de RMN de SVEFCS81, compsuao valores
descritos na literatura para 4,5-dimetéxicantimoné- (RODRIGUES et al., 1992).

6 em LITERATURA ( Rodrigues,
ppm HSQC HMBC 1992)
Tipo de
carbono| OC OH 2Jen A ey | OC OH
C
3 133,47 — — H-2 — 140,1 —
4 152,81 — — CHO -4 — 152,4 —
5 140,52 — — CHO -5 — 139,0 —
6 158,56 — — — — 158,3 —
7 139,54 — H-8 H-9;H-11 — 138,8 —
12 124,92 — — H-8 H-10;H-1 — 1247 —
13 128,67 — H-1 H-2 — 129,4 —
14 145,25 — — H-1 H-8 133,7 —
CH
1 115,88 7,93 (d, J = 5,0 Hz) H -2 — — 115,6 7,89 (d, J £Hy)
2 14512 8,84 (d,J=5,0 Hz) H-1 — — 145,3 8,81 (d, J £Hy)
8 117,29 8,65 (dl, J = 8,2 Hz) — H -10 — 116,9 8,60 (dd,8,8; 1,0 Hz)
9 131,26 7,69 (td, J = 8,0; 1,1 HZ)H -10 H-11 — 130,7 7,67 (td, J =8,0; 1,3Hz)
10 | 125,66 7,49 (td, J=8,0;0,7 HZ) — H -8 — 1253  7,47(dt, J=8,0; 1,0 Hz)
11 122,92 8,08 (dl, J=7,7 Hz) — H-9 — 122,5 8,04 (dd, 8,8; 1,0 Hz)
CH30
4 61,75 4,47 (s) — — — 61,4 4,67 (s)
5 61,64 4,08 (s) — — — 61,3 4,08 (s)

10

OCH,

4,5-dimetoxicantin- 6-ona
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4.3. Determinagao Estrutural de SVEFC/PGD

Do fracionamento cromatografico em coluna abegando gel de silica, foi
obtido o composto denominado de SVEFC/PGD isoladoithva subfracéo oriunda da
fracdo cloroférmica, do extrato etandlico da cadeacaule daSmarouba versicolor,
como mostra o fluxograma 03, pag. 104. Sua detewgé@m estrutural foi realizada
através da andlise dos espectros de massa,‘RMRC-BB, HMBC, HSQC, NOESY
como também o espectro de absor¢gdo na regido dhveninelho e por comparacao
com os dados da literatura (Hirota et al., 199it)forme tabela 08, pag. 73.

Este composto foi isolado sob a forma de um sd@iorfo branco, soluvel
em cloroférmio. A substancia, denominada SVEFC/P@fresentou ponto de fuséo
entre 268,6-270,2 °C.

4.3.1. Espectrometria no Infravermelho de SVEFC/PGD

O espectro de absorcédo na regiao do infravermeth8\(EFC/PGD (Fig.
25, pag. 59) mostrou absorcdo em 1084’ sendo atribuido & deformacdo axial de
ligagdo C-O associados aos ésteres e/ou alcoaiad@is. As vibragdes entre 1234 e
1115 cm' sdo referentes & cetona ciclica, absorcées modeemdaconseqiiéncia das
vibracbes de deformacéo axial e angular de C-C-@rdpo cetona ciclica; em 1726
cm’ é associado & deformacéo axial de C=O de ésterbexdacos e lactonas e a
absorcdo em 2920 ¢hé atribuida a ligagdes C-H.

4.3.2. Espectrometria de Massas e Ressonancia Maticg Nuclear de Hidrogénio e
de Carbono-13 de SVEFC/PGD.

Os espectros de RMN (500MHz em CDGJ)) e RMN **C-BB (125MHz,
em CDC§) de SVEFC/PGD (Fig. 28 e 29, pag. 61 e 62) aptasmm sinais

caracteristicos do esqueleto basico dos quassstmeG, (Fig. 03, pag. 11).

A analise do espectro de massa (Fig. 26, paga@sentou o pico do ion
molecular com razdo massa/carga, de 406 daltoesc@uesponde ao peso molecular
do composto, cuja formula molecular deduzida foj,Hg0O7;. As principais
fragmentacdes estdo expostas na figura 27, pag. 60.
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O espectro de RMNC-BB de SVEFC/PGD (Fig. 29, pag. 62) apresentou
22 linhas espectrais, dentre as quais quatro gameentes a carbonos de grupo
carbonila, corroborando com as informacgdes extsaddaespectro do infravermelho. As
absorcdes erc 202,31 (C-12) e 212,80 (C-1) foram atribuidas daaitas de cetona
nao conjugadas, as absorcOes 6p1168,84 (C-16) e 170,41 (AcO-11) foram
compativeis com carbonilas de lactonas e éstgrecégamente.

Fundamentado nos dados dos espectros de R®BB e DEPT 135°, (Fig.
30, pag. 63), verificou-se ainda dois carbonos méogenados, erbic 35,66 (C-8) e
49,65 (C-10). Identificou-se também a presencaré@e ¢arbonos metilénicos eba
26,45 (C-6), 28,51 (C-15) e 49,00 (C-3) ratificasosespectro do HSQC (Fig. 31, pag.
64) através da correlacdo dos seus respectivos hidosgén

Verificaram-se cinco sinais referentes a gruposlaseémoéc 12,82 (C-19),

metila caracteristica de quassindides ligada a®,@moc 20,55 (AcO-11) e 21,92 (C-
30), que mostraram correlacdo com singleto$gh, 31,64 2,03 edy 1,56 no espectro
do HSQC (Fig. 31, pag. 64) denotando que essasnieéitas estdo ligadas a carbonos
nao hidrogenados. Observa-se ainda sinaissgerh0,74 (C-18) e 18,39 (C-29) esse
ligada ao carbono C-4 comum nos quassindides. Aresgo do espectro de HSQC (Fig.
33, pag. 66) mostra a correlacédo dos dois carb@ds8 e C-29) com os dubletos em
oy 1,06 (d,J =6,7 Hz) e 0,92 (d] = 6,4 Hz), respectivamente.

Trés sinais endc 70,12 (C-2), 74,89 (C-11) e 81,87 (C-7) sao atdbs a
carbonos spmetinicos oxigenados, tendo o Gltimo, maior desimento em relacdo ao
carbono oxigenado do anel lactbnico. Estes e osadenarbonos metinicos foram
elucidados com maior facilidade e precisdo atralass associacfes dos espectros do
HSQC (Fig. 31, pag. 64) e HMBC (Fig. 34, pag. 67).

4.3.3. Espectros de HSQC, HMBC e NOESY de SVEFC/PGD

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo betmiear'H, *°C a
uma ligacdo, HSQC (Fig. 31, pag. 64) permitiu afirnde forma inequivoca 0s
acoplamentos de todos os hidrogénios com seu tespearbono, como podem ser
observados nos espectros de HSQC (Fig. 31 a 33644g66) e na tabela 08, pag. 73.
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O espectro de RMN bidimensional de correlacdo beteiear'H, **C com
deteccdo no canal de hidrogénio HMBC (Fig. 34, |6dQy.mostrou os acoplamentos a
mais de uma ligacéo de hidrogénio e carbddg € ° Jow). Foram observadas mais de
45 correlacbes, o que permitiu fazer atribuicbesquivocas dos deslocamentos
quimicos dos carbonos e hidrogénios. Estas cofredagstdo expostas nos espectros de
HMBC (Fig. 34 a 38, pag. 67 a 71) e na tabela 8§, p3.

O espectro de correlacdo homonucl&dr *H — NOESY (500MHz, em
CDCl;) de SVEFC/PGD (Fig. 39, pag. 72) foi de grandedrtémcia na determinagéo
da conformacéo espacial do composto. Revelou olamepto do hidrogénio erdy
2,19 (H-14) com os trés hidrogénios da metila-18-{8, 64 1,06). Os acoplamentos
dos hidrogénios ey 3,04 (H-13) &y 5,29 (H-11 axial) com os hidrogénios da metila-
30 emdy 1,56 (3H-30).Ja os hidrogénios ey 2,01 (H-4) edy 4,73 (H-2 axial)
acoplam com os trés hidrogénios da metila-19 (3H-1&rificou-se também o
acoplamento do hidrogénio eim 1,48 (H-5 axial) com os trés hidrogénios da metla
(3H-19,84 0,92), (Fig. 39, pag. 72).

A reunido de todos os dados espectroscépicos sbpdoa a substancia
SVEFC/PGD através da analise desses dados e a ram@palos valores espectrais
descritos na literatura revelou um composto analagamarolida diacetato (Hirota et
al., 1991). Conclui-se que o SVEFC/PGD tratava-se 1d-acetilamarolida, um
qguassindide que ja havia sido isolado na esggniarouba versicolor (Arriaga et al.,
2002),(Tab. 08, pag. 73).

11-Acetilamarolida
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Tabela 08 - Dados dos espectros de RMN de SVEFC/PGD, compsi@om valores
descritos na literatura do composto analogo, amdardiacetato (Hirota et al., 1991).

5 em LITERATURA (Hirota
ppm HSQC HMBC et al., 1991)

Tipo de

carbono oC OH 2Jen A oC OH

C

1 212,80 — H-2 H -3a; H-9; 3H-19 205,1 —

8 35,66 — H-7:H-9, 3H-30 H-6a;H-15a 35,5 —

10 49,65 — 3H-19 H-2 50,1 _

12 202,31 — — H-9; H-14; 3H-18 201,9 —

16 168,84 — 2H -15 — 1683 —
AcO-11| 170,41 — Me/AcO — 171,0 _
AcO-2 — — — — 169,8 —

CH

4,73 (dd, J = 11,0; 5,56 (dd, J = 12,0

2 7012 7,7 Hz), H-2ax 2H -3 o 2.3 8,0 Hz)

4 28,85 2,01 (m) H -3b; 3H-29 — 29,0 —

1,48 (dt, J = 14.8; H-3a; 3H-19; 3H-

® 4728 2.5 Hz), H-5ax 2H-6 29 46,7 —

4,92 (dd, J = 3,0; 2,0 _ 4,31 (dd, J =

7 81,87 Nyt H-6a H-14;3H-30 81,7 o

H -14; 3H-19; 3H- 2,99 (d, J = 14,0

9 36,80 3,05 — . 36,3 o

5,29 (dl, J = 12,0 5,30 (d, J = 14,0

11 74,89 Ha), P 1ioe H-9 H-13 74,5 )

13 42,94 3,04 H-14; 3H-18 H-15b 42,2 —

14 47,62 2,19 H-15a H-7; 32(')18; 3H- 470 —

CH,
2,54 (m), 1,12 (¢, ]
3 49,00 11,1 Hz), H-3ax - 3H-29 42,7 —
2,05 (m), 1,86 (dt,
6 26,45 148 5.0 1) — — 26,5 —
15 28,51 2,65, 2,17 H-14 H-13 28,5 —
CH3

18 10,47 1,06 (d, 6,7 Hz) H-13 _ 10,4 104 (:Z')J =75

19 12,82 1,31 (s) — H-9 12,5 1,39 (s)

29 18,39 0,92(d, 6,4 Hz) H-4 H-3b 18,5 098 (:z’)J =170

30 21,92 1,56 (s) — H-9; H-14 21,9 1,57(s)
AcO-11| 20,55 2,03 (s) _ — 20,5 2,12(s)
ACO-2 _ _ _ _ 20,4 2,12(s)
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4.4. Determinagéo Estrutural de SVEFA — AZ

A fracdo SVEA 3.2 proveniente do fracionamento @atografico da fracédo
SVEA (Tab. 28, pag. 105) forneceu através de matidacdo em acetato de etila um
sélido amorfo branco, solavel em piridina com podéofusao entre 286,0 - 288,2 °C,
que foi codificada SVEFA-AZ (Fluxograma 04, pag71o0

A determinacdo estrutural veio através de analisedados espectrais de
RMN'H e**C-BB e comparacéo com dados da literafM@QUTQUENNE et al., 1999).

4.4.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénie SVEFA - AZ.

O espectro de RMM, 500MHz em @DsN (Fig. 40, pag. 76) apresenta
sinais referentes a hidrogénios alifaticos etr6,67 — 2,76, tipicos de esqueletos
terpénicos ou esteroidicos. Pode-se observar umwolde sinais na regido entse
3,95 — 5,09 atribuidos a hidrogénios carbindlicagesindo a presenca de molécula de

a(}l]C&I' na estrutura.

4.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-ii8 SVEFA-AZ.

O espectro de RMNC-BB, 125MHz em @DsN (Fig. 41, pag. 77)
apresentou cinco sinais referentes a carbonosmaggs end 72,2; 75,8; 78,6; 78,9 e
63,3. Os sinais end 141,4 e 122,4 caracterizam a dupla ligacdo entte eCC-6
respectivamente. Verificou-se ainda uma linha dspecem & 103,1 (C-1)
caracteristico de carbono anomérico de unidadegjticca.

A comparacdo dos espectros de RRONBB e DEPT-135° (Fig. 42, pag.
78) contribuiu para elucidacdo da estrutura, remlagque os carbonos carbindlicos,
citados acima, eram metinicos, além do sinalbe®3,3 um carbono metilénico, todos
pertencentes a glicose ligada ao esqueleto esdéréioram observados ainda sinais de
3 carbonos ndo hidrogenados, 10 carbonos metinidosnetilénicos e 6 carbonos

metilicos.
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Os resultados obtidos nos espectros comparadodagos encontrados na
literatura (VOUTQUENNE et al., 1999), permitiranraeterizar o SVEFC-AZ sendo o
3-B-O-B-D-glicopiranosil sistosterol p¢sistosterol glicosilado), esses dados estéo

contidos na tabela 09, pag. 79.

B - sistosterol glicosilado
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Tabela 09- Dados RMN®C de SVEFA - AZ, comparados com valores descrigos n
literatura para-sitosterol glicosilado (VOUTQUENNE et al., 1999

CARBONO DESLOCAMENTO *3C (ppm)
NGmero Tipo SVEFA- A7 B-SITOSTEROL GLICOSILADO
(VOUTQUENNE et al., 1999).
1 CH; 38,0 37,0
2 CH, 32,7 31,6
3 CH 79,1 79,0
4 CH, 39,8 39,5
5 C 1414 141,4
6 CH 122,4 122,2
7 CH; 32,7 31,6
8 CH 32,5 31,7
9 CH 50,9 50,0
10 C 37,4 36,5
11 CH, 21,8 20,8
12 CH, 38,0 38,5
13 C 43,0 42,1
14 CH 57,3 56,5
15 CH, 25,0 24,5
16 CH, 29,0 28,7
17 CH 56,8 55,8
18 CHj 12,5 12,0
19 CHj 19,9 19,0
20 CH 36,9 36,0
21 CHj 19,5 18,5
22 CH, 34,7 34,0
23 CH, 29,0 28,0
24 CH 46,5 45,7
25 CH 30,0 28,9
26 CHj 20,5 19,5
27 CHj 19,7 18,7
28 CH, 23,9 22,8
29 CHj 12,5 12,0
1 CH 103,1 100,9
2' CH 75,8 73,3
3 CH 78,9 76,2
4 CH 72,2 70,0
5 CH 78,6 75,4
6' CH, 63,3 61,7
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Métodos de analises
5.1.1. Métodos cromatograficos

Para as cromatografias de adsorcdo em colunaifiaadb gel de silica 60
(@ 63 — 200m) da marca Vetec e nas cromatografias sob médissio (flash)
utilizou-se gel de silica 60 (@ 40 —168), da Vetec. O comprimento e o diametro das
colunas variaram de acordo com aliquotas das amsastserem cromatografadas, assim
como a quantidade de adsorvente utilizado.

Na cromatografia de adsorcdo sob média pressam fotidizadas colunas
que continham bulbos no apice, com objetivo de aemar solvente. Empregou-se um
sistema adaptado com uma bomba de ar comprimideodielo Inalar Compact .

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) ualiaese cromatoplacas
de gel de silica 60 (@ 5 - @) sobre aluminio, com indicador de fluorescénaa n
faixa 254nm da Merck.

As revelagbes das substancias nas cromatopladéticasdoram realizadas
através de exposicdo destas a irradiacao ultra@igléV) no comprimento de onda
254nm, emitidos por lampada modelo UVSL-28 da SzmgrComputer Systems, e/ou
pulverizada com solucéo de vanilinalfgOs, 0,59g) e acido perclorico (HCKO0,75M,
10ml) em etanol (€40, 10ml), seguido de aquecimento em estufa a apemamente
100°C por cerca de quatro minutos.

Os solventes, de qualidade P.A da marca Synthjzadds nas
cromatografias citadas anteriormente foram hexgeodiclorometano (D), cloroférmio
(C), acetato de etila (A) e metanol (M), usadosforana pura ou combinada em
propor¢cdes de modo a obter um gradiente crescerneldridade.

5.1.2. Métodos fisicos de analises
5.1.2.1. Espectroscopia de ressonancia magnéticeclaar (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclearddeg@nio (RMNH)
ressonancia magnética nuclear de carbono (RN unidimensionais (1D) e
bidimensionais (2D) foram obtidos em espectromBimacker, modelo Avance DRX-
500, operado na frequéncia de 125 MHz para carti8ne-500MHz para hidrogénio.
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Equipamento pertencente ao Centro Nordestino decagdlo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara

Os solventes utilizados na dissolucdo das amos$tmasn cloroférmio
deuterado (CDG]J e piridina deuterada (DsN), comercializados pela Merck e Aldrich.

Os deslocamentos quimico8) (foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e foram referenciados para RMNpelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo deuteradas do solventef@tario em §y 7,26) e piridina &4
8,71; 7,55 e 7,19). Para RMIC, pelos picos de carbono-13 do cloroférniie 77,0) e
piridina ©c 149,2; 135,5 e 123,5) (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000

As multiplicidades das bandas em Rf#Nforam indicadas segundo a
convencao: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo leli), t (tripleto), td (tripleto de
dubleto), q (quarteto), m (multipleto).

O padrao de hidrogenacdo dos carbonos foi detedmirgtraves de
utilizacdo da técnica DEPT 135° e segundo conveac@ominologia: metilico (C§),
metilénico (CH), metinico (CH) e carbono néo hidrogenado.

5.1.2.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros na regidao de absorcdo do infravernfellaon obtidos em
espectrémetro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT, do Biapgento de Quimica Organica
e Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara.®atilizadas pastilhas de Cloreto de
Sadio (NaCl) ou de Brometo de Potéassio (KBr).

5.1.2.3. Espectrometria de massa

O espectro de massa das substancias isoladastéomdeado por impacto
eletrénico a 70 eV em espectrometro de massa Shimatdelo QP 5050, pertencente

ao Departamento de Quimica Organica e Inorgani¢dndlzersidade Federal do Ceara.

5.1.2.4. Ponto de fusao

Os pontos de fusédo das substancias foram obtidexjaipamento da Micro
Quimica, modelo MQAPF-301 do Laboratério de Proddttural da Universidade
Federal do Ceara. As determinacdes foram realizadasa velocidade de aquecimento
de 2°C/min.
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5.2. Atividade biolégicain vitro
5.2.1. Estudo da atividade anticolinesterasica

O método para determinacéo da atividade do exfiratghes ou substancias
como inibidores da AChE foi baseado no ensaio eftitm descrito por Ellman et al.,
1961, sendo modificado para CCD por RHEE gt28101.

5.2.1.1. TampOes

No ensaio enzimatico para determinagdo da inibiglo enzima
acetilcolinesterase foram utilizados os seguirgegbes:
1 - Tris/HCI (Tris(hidrometil)metilamina) 50mM p8i0;
2 - Tris/HCI (Tris(hidrometil)metilamina) 50mM pH,@ contendo 0,1% de albumina
sérica bovina (BSA);
3 - Tris/HCI (Tris(hidrometil)metilamina) 50mM pH,& contendo NaCl 0,1M e
MgCl,.6H,O 0,02M.

5.2.1.2. Enzima utilizada nos ensaios

A enzima acetilcolinesterase, AChE, (tipo VI-s, lpgfilizado, 292U/mg
sélido, 394U/mg de proteina), da marca Sigma Chandlo. Esta enzima foi estocada
em tampéo 1 para o ensaio em CCD e para a pulg&dzai diluida em tampéo 2 na

concentracdo de 4U/mL.

5.2.1.3. Substrato

Foi utilizado como substrato o lodeto de Acetiltiiea (ATCI), da marca
Aldrich Chem. Co., o mesmo foi diluido no tampapata obtencdo de uma solucédo de
ATCI 1 mM para o ensaio CCD.

5.2.1.4. Reagente de Ellman

Para o ensaio CCD foi utilizado o acido 5,5 -DitssB-nitrobenzéico
(DTNB) 1mM em tampéo 1, da Aldrich Chem. Co.
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5.2.1.5. Placa para o ensaio em CCD

Foram utilizadas cromatoplacas de silicagel 60 (@ BQOum) sobre
aluminio, com indicador de fluorescéncia na fai%drn e 0,2mm de espessura da
Merck.

5.2.1.6. Inibidores de referéncia

Como inibidor de referéncia foram utilizados osakliles cafeina anidra,
da marca VETEC e a Galantamina, alcaldide utilizado tratamento da doenca

Alzheimer.

5.2.2. Citotoxicidade

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT venmdge utilizada no
programa de screening do National Cancer Instilae Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN é990). E um método rapido,
sensivel e barato. Foi descrito primeiramente posrivnn (1983), tendo a capacidade
de analisar a viabilidade e o estado metabdlicoélida. E uma analise colorimétrica
baseada na conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-figz6ldifenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partiredtzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. Ocesttaloxico pelo método do MTT
permite definir facilmente a citotoxicidade, ma® mémecanismo de a¢céo (BERRIDGE
et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo d& O cél/mL para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 X°X&|/mL para a linhagem HCT-8. as placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de £Q7°C. ao término deste, as
mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, rdmomM seguida, foram
adicionados 150 da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e asgddoram incubadas
por 3h. A absorbancia foi lida apos dissolucdo deripitado com 150 de DMSO
puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.

5.2.2.1. Material

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB4&ama — humano),
HCT-8 (célon — humano) e SF-295 (glioblastoma — &oo), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido isallas em meio RPMI 1640,
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suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1#ntbioticos, mantidas em estufa
a 37 °C e atmosfera contendo 5% de.CO
Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO pustéri. Os extratos

foram testados na concentracao degd@L.

5.2.2.2. Analise Estatistica

Os experimentos foram analisados segundo a médiastio padrdo da
média (DPM) da porcentagem de inibicdo do cresdimealular usando o programa
GraphPad Prism.
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. Coleta do material

Os exemplares da espéc@marouba versicolor (Sv) estudada foram
coletados na localidade de Uberaba do municipiBeateeribe no estado do Ceard, no
dia 20 de agosto de 2006, pelo professor LuquésidePMelo Jorge, lotado no
Departamento de Matematica da Universidade Feder@leara.

A identificacdo botanica da espécie foi realizado professor Edson de
Paula Nunes do Departamento de Biologia da Undade Federal do Ceara. A
exsicata (Fig. 43) encontra-se armazenada no HerBéisco Bezerra pertencente ao
Departamento de Biologia da Universidade Feder&era, sob o nimero 039.443.

Figura 43 - Fotografia da exicata d&marouba versicolor (n° 039.443).
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6.2. Triagem do material a partir do ensaio enzimadto.

A planta foi dividida em partes (folhas, talos dakhas, cerne, casca do
caule e galhos) para a triagem através da aplicdgdeste enzimatico de inibicdo da
AChE. Os exemplares da espécie foram triturades@ssa temperatura ambiente.

As amostras (50g de cada) foram submetidas a érte@ustiva a frio, por
sete dias em duplicada, utilizando-se primeiramergelvente hexano e posteriormente
o0 solvente metanol ou etanol.

A remocéo dos solventes dos extratos foi realizatlapressao reduzida em
evaporador rotatorio, marca Fisatom — modelo 825dEepois mantido na temperatura
ambiente para eliminar resquicio de solvente. @gltados das extracdes encontram-se
descritos na tabela 10, pagina 89. O resultadovdiagdo dos extratos quanto ao
potencial de inibicdo da enzima acetilcolinestemsmntra-se na tabela 31, pagina 111.

A partir deste ensaio optamos por estudar a cascaude.
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Tabela 10 -Extratos das partes @&marouba versicolor (SV).

~ PartedaPlanta ~ Solvente =~ Peso(g)

Folha Hexano 2,408
Folha Metanol 5,429
Talo Hexano 0,507
Talo Metanol 4,754
Cerne Hexano 0,146
Cerne Etanol 1,203
Casca do caule Hexano 0,262
Casca do cule Etanol 4,239
Galho Hexano 0,256
Galho Etanol 2,130

6.3. Preparacédo do extrato hexanico e etanolico dasca do caule d&imarouba

versicolor.

As cascas do caule (1,315kg peso seco) foram ddifisr e secas a
temperatura ambiente, mostrando uma taxa de 47 @&3% midade, depois foram
submetidas a extracdo exaustiva com hexano a friante sete dias. Para tanto,
utilizaram-se aproximadamente 11 litros de hexaposteriormente mesma quantidade
de etanol. Foram realizadas duas extracfes coanscdvkente.

A retirada dos solventes dos extratos foi realizsatapressao reduzida em
evaporador rotatorio, marca Fisatom — modelo 82&ndntendo-se a temperatura do
banho em torno de 55°C, e posteriormente expondo-smperatura ambiente para
eliminar resquicio de solvente, o que resultou eb6¥y do extrato hexanico (SVH) e
95g do extrato etandlico (SVE) (Fluxograma 01, [943.
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Fluxograma 01 - Obtencdo dos extratos hexanico e etandlico da adsazaule de

S marouba versicolor.

Casca do caule de
Simarouba versicolor
1,315 kg

1. Hexano
2. Evaporacao do solvente

l

l Torta \

1. Etanol
2. Evaporacdo do solvente

Extrato HexanicqSVH)
4,0611g

l Residuo |

Extrato EtandlicdSVE)

95¢g

90



PARTE EXPERIMENTAL

6.4. Isolamento dos constituintes da casca do cauleSimarouba versicolor.
6.4.1 Fracionamento cromatografico do SVE (Fluxognaa 02, pag. 92).

O fracionamento cromatografico do extrato etanOlmmorreu com a
adsorcdo de 47,553g do extrato em 37,427g de gsllida, pulverizado em gral de
porcelana e submetido ao processo de desadsorcaloresia (coluna filtrante) em
coluna da marca Pyrex de 1000ml e 8,0cm de diamedrdiendo 167,323g de gel de
silica. A eluicéo foi realizada utilizando a segeisérie de solventes: hexano, hexano-
cloroféormio (1:1), cloroférmio, acetato de etilareetanol, o que resultou nas fracoes

contidas na tabela 11.

Tabela 11 -Fracdes resultantes do fracionamento cromatogrdficextrato etanolico

da casca do caule @marouba versicolor (SVE).

ELUENTES FRACAO PESO (g)
Hexano SVEH 0,033
Hexano-cloroférmio (1:1) SVEH-C 0,069
Cloroformio SVEC 1,374
Acetato de etila SVEA 11,423
Metanol SVEM 27,765
TOTAL 40,664
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Fluxograma 02 -Fracionamento do SVE.

Cromatografia por adsorcéo (rante

SVEH
0,033 g

SVEH-C
0,069 g

SVEC
1,374 g

SVEA
11,423 g

SVEM
27,765 g

6.4.2. Fracionamento cromatografico da fracéo clofdrmica (SVEC) do extrato

etandlico. (Fluxograma 03, pag. 104).

A fragdo SVEC (1,374g) foi adsorvida em 1,566g dd de silica,

pulverizada em gral de porcelana. A mistura foinagledonada sobre 21,5199 de gel de
silica em coluna cromatografica de 125ml e 4,4cndidenetro. Empregou-se como

eluentes hexano, cloroférmio, acetato de etila ¢anoé em gradiente crescente de
polaridade através de misturas binaria ou solvemte. Foram coletadas 421 fragfes de
aproximadamente 9ml cada (Tab. 12, pag. 93), éstas analisadas por comparacao

em CCD e reunidas de acordo com as suas similasdadmo esta representado na

Tabela 13.
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Tabela 12 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoaddo

cloroférmica (SVEC).

Fracdes (9ml)

Eluentes

1-24

25-36

37-182

183-205

206-254

255-278

279-301

302-320

321-337

338-367

368-388

389-401

401-421

Hexano

Hexano-cloroférmio (9:1)
Hexano-cloroférmio (8:2)
Hexano-cloroformio (1:1)
Hexano-cloroférmio (2:8)
Cloroformio

Cloroférmio-acetato de etila (7:3)
Cloroférmio-acetato de etila (1:1)
Cloroférmio-acetato de etila (2:8)
Acetato de etila

Acetato de etila -metanol (8:2)
Acetato de etila -metanol (1:1)

Metanol
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Tabela 13 Fracdes resultantes do fracionamento cromatogrdceVEC.

Fracdes reunidas =~ Fraces  Peso(mg)
1-103 SVEC. 1 206,3
104-138 SVEC. 2 62,9
139-185 SVEC. 3 285,4
186-208 SVEC. 4 75,5
209-218 SVEC. 5 102,4
219-255 SVEC. 6 173,1
256-281 SVEC. 7 93,0
282-311 SVEC. 8 143,8
312-342 SVEC. 9 11,6
343-421 SVEC. 10 33,0
TOTAL 1187,0

6.4.2.1. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 3 (Fluxograma 03, pag.
104)

A fracdo SVEC. 3 (139-185) resultou em 285,4mg deenml. Este foi
macerado em 303,0mg de gel de silica. A misturadondicionada em coluna de 2,2
cm de diametro, utilizando 7,849 de gel de siliocen@ fase estacionaria. Os eluentes
foram hexano, cloroformio, acetato de etila e maEtgouros ou em misturas binarias,
aumentado gradativamente a polaridade. As 211 axfids coletadas, com
aproximadamente 9ml cada, encontram-se descritdabeda 14, pagina 95, e foram
analisadas por CCD e reunidas de acordo com odgaemelhanca, conforme tabela
15.
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Tabela 14 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoagd@o SVEC. 3.

Fracoes (9ml) Eluentes
1- 46 Hexano

47-131 Hexano-cloroférmio (9:1)
132-137 Hexano-cloroférmio (8:2)
138-142 Hexano-cloroférmio (6:4)
143-147 Hexano-cloroférmio (4:6)
148-151 Hexano-cloroférmio (3:7)
152-191 Cloroformio
192-202 Cloroférmio-acetato de etila (1:1)
203-206 Acetato de etila
207-211 Metanol

Tabela 15 -Fragdes resultantes do fracionamento cromatogrdéidoacédo SVEC. 3.

Fracdes reunidas Fracdes Peso (mg)
1-108 SVEC. 3.1 18,3
109-138 SVEC. 3.2 169,9
139-145 SVEC. 3.3 3,7
146-153 SVEC. 34 5,9
154-168 SVEC. 3.5 8,3
169-211 SVEC. 3.6 11,2
TOTAL 217,3
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6.4.2.2. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 3.2 e o isolamento de
SVEFCO01 (fluxograma 03, pag. 104).

As fracdes reunidas 109-138 (169,9mg) denominad4sCS 3.2 foram
maceradas em 157,3mg de gel de silica. O matedetrado foi disposto sobre 1,0764
g de gel de silica numa coluna de 1 cm de didmitrdracionamento utilizaram-se 0s
seguintes solventes: hexano, cloroférmio e metagol gradiente crescente de
polaridade por combinacéo binaria ou pura. Foransudiracdes coletadas, cada uma
com aproximadamente 8ml, tabela 16, sendo anatisadg6s comparacdo em CCD
foram reunidas. As fracdes resultantes encontradeseritas na tabela 17, pagina 97.

Tabela 16 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoagdéo SVEC. 3.2.

Fracoes (8ml) Eluentes
1-10 Hexano-cloroférmio (9:1)
11-21 Hexano-cloroférmio (8:2)
22-27 Hexano-cloroférmio (7:3)
28-33 Cloroformio
34-37 Metanol
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Tabela 17 -Fracdes resultantes do fracionamento cromatogrdéidoacdo SVEC. 3.2.

Fracdes reunidas @~ Fragcdes  Peso(mg)
1-6 SVEC. 3.2.1 2,6
7-19 SVEC. 3.2.2 27.9
(SVEFCO1)
20-23 SVEC. 3.2.3 10,7
24-37 SVEC. 3.24 73,2
TOTAL 114,4

As fragbes 7-19, pesando 27,90egiominadas de SVEC. 3.2.2, apresentaram
um solido amorfo branco, solivel em cloroférmio, slmve odor adocicado com um
faixa de fusdo entre 132,0-134,4°C. O composto denominado de SVEFCO01,
posteriormente através de métodos fisicos e comgmreom a literatura foi possivel

determinar que se tratasse da uma mistura de iggt®rf}-sistosterol e estigmasterol.

6.4.2.3. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 5 (Fluxograma 03, pag.
104).

A fracdo denominada SVEC. 5 (209-218) resultou 6@4mg de material,
seu subfracionamento ocorreu com a adsorcdo endrigdOde gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana em seguida dispsstre 6,0920g de gel de silica
numa coluna de 2,2cm de diametro. Como eluenteamfoutilizados hexano,
cloroformio, acetato de etila e metanol. Estesesuks foram usados numa crescente de
polaridade através de combinagcédo ou na forma par@am coletados 133 subfragdes,
com aproximadamente 9ml cada, como descrito ndatdl® estas foram agrupadas
apos analise por CCD na tabela 19.
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Tabela 18 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoagd@o SVEC. 5.

Fracdes (9ml) Eluentes
1-7 Hexano

8-12 Hexano-cloroférmio (9:1)

13-63 Hexano-cloroférmio (7:3)

64-79 Hexano-cloroformio (1:1)

80-86 Hexano-cloroférmio (2:8)

87-93 Cloroformio

94-100 Cloroférmio-acetato de etila (8:2)
101-105 Cloroférmio-acetato de etila (1:1)
106-111 Cloroférmio-acetato de etila (1:1)
112-117 Acetato de etila
118-126 Acetato de etila-metanol (1:1)
127-133 Metanol

Tabela 19 Fracdes resultantes do fracionamento cromatogrdéidoacéo SVEC. 5.

~ Fragdes reunidas ~ Fracdes Peso (mg)
1-17 SVEC. 5.1 0,8
18-80 SVEC. 5.2 78,8
81-133 SVEC. 5.3 10,3
TOTAL 89,9
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6.4.2.4. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 5.2. (Fluxograma 03, pag.

104).

A fracdo SVEC. 5.2 (78,8mg) foi macerada com 75,8mgilica em gral de

porcelana. A mistura foi acondicionada sobre 4,§7d6 gel de silica em coluna

cromatografica de 1,5cm de diametro. Utilizaram-semo eluentes: hexano,

cloroférmio, acetato de etila e metanol, que fonasados numa combinacdo ou na

forma pura num gradiente crescente de polaridada,celuna forneceu 141 subfracdes

com aproximadamente 9ml cada (Tab. 20), analisailagés de comparacao por CCD

e reunidas de acordo como mostra a tabela 21,349

Tabela 20- Dados referentes do fracionamento cromatogréficivacdo SVEC. 5.2.

Fracoes (9ml)

Eluentes

1-30

31-39

40-44

45-80

81-97

98-114

115-125

126-131

132-141

Hexano-cloroférmio (9:1)
Hexano-cloroférmio (8:2)
Hexano-cloroférmio (7:3)
Hexano-cloroférmio (1:1)
Hexano-cloroférmio (3:7)
Cloroférmio

Cloroférmio-acetato de etila (1:1)
Acetato de etila

Metanol
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Tabela 21 -Fracdes resultantes do fracionamento cromatogrdéidoacdo SVEC. 5.2.

~ Fragbesreunidas ~ Fragdes Peso (mg)
1-46 SVEC.5.2.1 11,5
47-53 SVEC. 5.2.2 6,4
54-81 SVEC.5.2.3 34,0
82-141 SVEC. 5.2.4 1,1
TOTAL 53,0

6.4.2.5. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 5.2.3 (Fluxograma 03,
pag. 104).

A fragcdo SVEC. 5.2.3 (34,0mg) foi macerada com @%J2 gel de silica.
Esta mistura foi submetida ao fracionamento crograf@o sobre 1,4333 g de gel de
silica numa coluna de 1cm de didmetro, como faseiesaria. Para fase movel foram
usados os solventes hexano, cloroférmio e metaaclorma pura ou em misturas
binarias, seguindo uma ordem crescente de polaid@esultou em 38 subfracdes com
aproximadamente 8ml cada, tabela 22, pagina A9 subfracdes apds comparacdo em
CCD foram reunidas em duas fracbes, como mostabela 23. Observou-se que a

segunda fracdo (SVEC. 5.2.3.2) apresentava umosatitbrfo de coloracéo branca.
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Tabela 22 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoagd@o SVEC. 5.2.3.

Fracoes (8ml) Eluentes
1-5 Hexano-cloroférmio (7:3)
6-13 Hexano-cloroférmio (6:4)
14-19 Hexano-cloroférmio (1:1)
20-31 Hexano-cloroférmio (4:6)
32-35 Hexano-cloroférmio (3:7)
36 Cloroformio
37-38 Metanol

Tabela 23 -Fracdes resultantes do fracionamento cromatogrdfidoacéo SVEC.
5.2.3.

~ FragBes reunidas ~ Fragdes Peso (mg)
1-7 SVEC.5.2.3.1 3,2
8-38 SVEC.5.2.3.2 25,8
TOTAL 29,0

6.4.2.6. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 5.2.3.2 e o isolamento de
SVEFC81 (Fluxograma 03, pag. 104).

A fracdo SVEC. 5.2.3.2 (25,8mg) foi adsorvida enD8a@)) de gel de silica
num gral de porcelana e submetida ao fracionamawimatografico em coluna flash
com 1,2cm de didmetro, contendo 4,4612g de silashf A eluicdo foi realizada de
forma isocratica utilizando uma mistura binaria dolventes Diclorometano-acetato de
etila 10% e seguido por adicdo de acetato depmiila. Foram coletados 40 subfracfes
de aproximadamente 6ml cada (Tab. 24). Ap6s an&éliseCCD foram agrupadas

conforme descreve a tabela 25.
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Tabela 24 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoagd@o SVEC.
5.2.3.2.

Fracoes (6ml) Eluentes
1-33 Diclorometano-acetato de etila (9:1)
34-40 Acetato de etila

Tabela 25 -Frac¢des resultantes do fracionamento cromatogrédéidoacédo SVEC.

5.2.3.2.
WW Peso (mg)
1-8 SVEC. 5.2.3.2.1 4,7
9-45 SVEC. 5.2.3.2.2 8,2
16-40 SVEC. 5.2.3.2.3 9,0
(SVEFC81)
TOTAL 21,9

A fracdo SVEC. 5.2.3.2.3 apresentou um sélido amnaolé cor branca,
soltvel em cloroférmio com ponto de fusdo entre,15152,8°C. Este material foi
codificado de SVEFCS8L1.

6.4.2.7. Fracionamento cromatografico da fracdo SME 8 e o isolamento de
SVEFC/PGD ( fluxograma 03, pag. 104).

A fracdo denominada SVEC. 8 resultou em 143,8mgndterial que foi
macerado em 156,0mg de gel de silica. A misturadondicionada sobre 1.1096g de
gel de silica numa coluna de 1 cm de diametro.uic@b foi realizada através de uma
ordem crescente de polaridade, usando-se os segginliventes: cloroférmio e acetato
de etila como mostra a tabela Z&ram coletadas 43 subfracddes aproximadamente

7ml cada, que apds analise em CCD foram agrupadésrme descreve a tabela 27.
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Tabela 26 —Dados referentes ao fracionamento cromatografdoatdo SVEC. 8.

Fracoes (7ml) Eluentes
1-10 Cloroférmio-acetato de etila (7:3)
11-20 Cloroférmio-acetato de etila (6:4)
21-34 Cloroférmio-acetato de etila (1:1)
35-38 Cloroférmio-acetato de etila (3:7)
39-43 Acetato de etila

Tabela 27 -Fracgfes resultantes do fracionamento cromatogrdfidoacédo SVEC. 8.

Fracdes reunidas ~ Fracdes Peso (mg)
1-28 SVEC. 8.1 100,6
29-43 SVEC. 8.2 51

(SVEFC/PGD)
TOTAL 105,7

Observou-se a partir da subfracdo 27 a presencandesolido amorfo
branco, sem aparente odor. As subtracdes de 29fara8 reunidas apds analise em
CCD, da gqual se obteve 5,1mg deste material, gugeftominado de SVEFC/PGD. A
substéancia, soluvel em cloroférmio, apresentougdetfusdo entre 268,6-270,2 °C.
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Fluxograma 03 -Fracionamento da fragdo SVEC e os isolamento€destibstancias.

SVEC
1,374 g

C.A. gel de silica
(70-230 mesh)

C.A. = Cromatografia por adsorcao.

9,0mg
SVEFC81

SVEC. 1 SVEC. 2 SVEC. 4 SVEC. 6 SVEC. 7 SVEC.9 SVEC. 10
206,3 mg 62,9 mg 75,5 mg 173,1 mg 93,0 mg 116 rﬁg 330 Ing
SVEC. 3 SVEC. 8
285,4 mg 143,8 mg
C.A. gel de silica (70-230 mesh)
C.A. gel de silica
I I I I (70-230 mesh) I
SVEC. 3.1 SVEC.3.3 SVEC.3.4 SVEC.35 SVEC.3.6 SVEC. 8.1
18,3 mg 3,7 mg 5,9 mg 8,3 mg 11,2 mg 100,6 mg
SVEC. 8.2
SVEC. 3.2 | | 5,1 mg
169,9 m
g SVEC.51 | SVEC.52 | SVEC.53 SVEFC/PGD
C.A. gel de silica (70-230 mesh) 0,8 mg 78,8 mg 10,3 mg
| | | )
SVEC. 3.2.1 SVEC. 3.2. SVEC.3.2.4 %*2%‘3' de Sr']"ca
2,6 mg 10,7mg  73,2mg (70-230 mesh)
I I I
SVEC.5.2.1 SVEC.5.2.2 SVEC.5.2.4
SVEC. 3.2.2 11,5 mg 6,4 mg SVEC. 5.2.3 1,1 mg
27,9 mg 34,0 mg
SVEFCO01
C.A. gel de silica
(70-230 mesh)
I
SVEC.5.2.3.1
39 SVEC. 5.2.3.2
< Mg 25,8 mg
C.A. silica Flash
(230 - 400 mesh)
SVEC.5.2.3.2.1 SVEC.5.2.3.2.2
4,7 mg 8,2 mg SVEC. 5.2.3.2.3
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6.4.3. Fracionamento cromatografico da fracéo acetia (SVEA) do extrato

etandlico. (Fluxograma 04, pag. 107).

A fracdo SVEA, oriunda do fracionamento do extratanolico de SV,
(Tab. 11, pag. 91yue continha 11,423g, foi adsorvida em 12,138gili= el sendo
macerado em um gral de porcelana e em seguidasthspabre 52,261g de gel de silica
numa coluna cromatografica de 8,0cm de diametro.

Empregaram-se como eluentes: Cloroformio, CloroidtAtetato de etila
(1:1), Acetato de etila, Acetato de etila-Metandl1l] e Metanol. O resultado do

fracionamento esta contido na tabela abaixo.

Tabela 28 FracOes resultantes do fracionamento cromatogrdaceVEA.

FracOes WTO(Q)
Cloroformio 100% SVEA. 1 0,595
Cloroférmio-Acetato de etila (1:1) | SVEA. 2 2,772
Cloroformio-Acetato de etila (1:1) Il SVEA. 3 1,453
Acetato de etila SVEA. 4 2,399
Acetato de etila-Metanol (1:1) SVEA. 5 2,774
Metanol SVEA. 6 0,167
TOTAL 10,160

6.4.3.1. Fracionamento cromatografico da fracdo SVA& 3 (Fluxograma 04, pég.
107).

A fracdo denominada SVEA 3 resultou em 1,453g deéemad, que foi
macerado em 1,371g de silica gel. A mistura entdicidbmetida ao fracionamento
cromatografico sobre 25,5009 de gel de silica nocohana de 5,4cm de didmetro, com
fase estacionaria. Para a fase movel foram utdigabs solventes Hexano, Acetato de
etila e Metanol, na forma pura ou em mistura baairavés de um gradiente crescente

de polaridade.
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O fracionamento resultou em 215 subfracbes comxapealamente 9 ml
cada, tabela 29. Ap6s comparacdo por CCD, as sdleaforam reunidas de acordo
com o grau de similaridade conforme a tabela 30.

Tabela 29 -Dados referentes do fracionamento cromatografidoad@o SVEA. 3.

W Eluentes
1- 40 Hexano-Acetato de etila (1:1)
41-53 Hexano-Acetato de etila (6:4)
54-132 Hexano-Acetato de etila (8:2)
133-205 Acetato de etila
206-215 Metanol

Tabela 30 -Fracgfes resultantes do fracionamento cromatogrdfidoacédo SVEA. 3.

Fracdes reunidas @ Fragdes @ Peso(mg)
1-53 SVEA. 3.1 8,6
54-138 SVEA. 3.2 470,2
139-204 SVEA. 3.3 492,4
205-215 SVEA. 3.4 130,6
TOTAL 1101,8

A fracdo SVEA. 3.2 apresentou um precipitado deregiio branca, este foi
separado (28,9mg) e analisado em CCD e entdo atdevéecristalizacdo, com acetato
de etila, tentou-se purifica-lo, resultando em &fy1do sélido branco, amorfo, soltvel
em piridina com ponto de fusédo entre 286,0-288,%5&@do denominado SVEFA-AZ.
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Fluxograma 04 -Fracionamento da fragdo SVEA e 0s isolamentoswesubstancia.

SVEA
11,423 g

C.A. gel de silica
(70-230 mesh)

I I I I I
SVEA. 1 SVEA. 2 SVEA. 4 SVEA. 5 SVEA. 6
0,595 g 2,772 g SVEA 3 2,399¢g 2,774 ¢ 0,167g

1,453 g

C.A. gel de silica
(70-230 mesh)

I I I
SVEA. 3.1 SVEA. 3.3 SVEA. 3.3
8,6 mg SVEA. 3.2 492,4 mg 130,6 mg
470,2 mg
I I
SVEA. 3.2 SVEA. 3.2 (ppt)
441,3 mg 28,9 mg

recristalizacéo

SVEFA - AZ
25,1mg

C.A. = Cromatografia por adsorcao.
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7. ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA
7.1. Ensaio de Ellman

Os ensaios para prever o potencial inibitério dahBGao baseados no
método de ELLMAN et al., 1961 adaptado para crografia de camada delgada por
RHEE et al, 2001. E um método colorimétrico e pseleutilizado de forma qualitativa
e quantitativa, cuja equacdo da reacdo na qualnslamenta € apresentada no quadro

abaixo.

Quadro 02 -Equacao da reacéo do Teste de Ellman.

(0]
(@]
:0: AChE -
IﬁC/M\S//\\“”N+(CHQN_ + H/\\ R //ﬂ\o_ + &\//\NYCH&f+2H+

H
lodeto de acetiltiocolina Acetato Tiocolina
ATCI
HOOC
COOH

N S,

— » (C N+ _ + 02
Tiocolina

Acido5,5 ditiobis — ( 2— nitrobenzdico)

DTNB
00 s -00 S—g—~N*(CHy)s
+
O.N O.N
5—Tio— 2— nitrobenzoato 2—Nitrobenzoate-5— mercaptotiocolina

O principio do método de Ellman é a medida da ra#groducdo de
tiocolina, quando o0 substrato acetiltiocolina é rdlidado pela enzima
acetilcolinesterase (AChE). Esta reacdo € acompanpeala reacdo continua do tiol
acido 5,5"-Ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) para guzir o anion de coloracéo
amarela 5-tio-2-nitrobenzoato. A razdo da produd@icor amarela é medida a 405nm
ou visualizada em CCD, através de halos brancosdimpositiva), em uma placa

completamente amarelada.
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7.2. Teste de atividade inibidora da Acetilcolinesrase e resultados.

As amostras, nas concentragdes de 4mg/ml paraexgade 2mg/ml para
substéancias isoladas e de controle positivo (TARpf&am aplicadas em CCD por meio
de um capilar de vidro e deixadas em repouso atar S solvente. Em seguida,
pulverizou-se a placa com uma solugcéo contenddstrsuo (ATCIl, ImM em tampé&o
1) e o reagente de Ellman (DTNB, 1mM em tampao apwardou-se a secagem da
placa durante 3 a 5 minutos. AplOs esse tempo borsé a enzima AChE na
concentracdo de 3U/mL em tampao 1. Decorridos apemamente 7 minutos, a
cromatoplaca desenvolveu uma coloragcdo amarelayge © aparecimento de halo
branco em torno dos “spots” das amostras onde hmibgédo da enzima. Como
controle positivo foram utilizados os alcal6ideafeina (anidra) da marca VETEC e a
Galantamina, droga utilizada no tratamento da doésizheimer, (Quadro 01, pag. 3).
Os resultados desse ensaio qualitativo de inibiigA&ChE, estdo descritos na tabela
31, pagina 111 (Fig. 44). Os bons resultados dtrates etandlico e hexanico da casca
do caule aliados a propriedade inseticida do mesfhb@RENZI, 1998), foram

determinantes na escolha do caule para este estudo.

CEE CEH
CAF SVEFA-AZ SVEFC81  SVEFCO1 PGD GAL FLH
GLH GLE CCE CCH TLM TLH FLM

Figura 44 - Placa do ensaio de inibicao da AChE.
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Tabela 31 Resultado do teste inibicdo da AChE.

Amostras cédigo Halos de inibicéo
(mm)
2 2 | Galantamina GAL 8
£3
8§ & |cafeina CAF 5
% Mistura de esteroides SVEFCO1 -
©
ﬁ B- sistosterol glicosilado SVEFA-AZ -
©
<§ 4 5-dimetoxicantin- 6-ona SVEFC81 6
[%0)
ug) 11-Acetilamarolida PGD 4
Casca do caule CCH 5
(@]
(&)
'(% Cerne CEH 5
x
T |caho GLH 4
o
g |Talo TLH 5
i
Folha FLH -
3 Casca do caule (E) CCE 5
0~
S 2 |Cerne (E) CEE 5
L o
o L
c S |Galho (E) GLE 2
8 c
W s
Q % Talo (M) TLM 2
©
X Folha (M) FLM 4
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8. CITOTOXICIDADE IN VITRO

8.1. Material

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB43ama — humano),
HCT-8 (célon — humano) e SF-295 (glioblastoma — &oo), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Céancer (EUA), tendo sido isallas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1#ntbidticos, mantidas em estufa
a 37 °C e atmosfera contendo 5% de.CO

Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO putéri. Os extratos

foram testados na concentracao degd@L.
8.2. Método

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT venmdge utilizada no
programa de “screening” do National Cancer Insittbs Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN @990). E um método rapido,
sensivel e barato. Foi descrita primeiramente posrivann (1983), tendo a capacidade
de analisar a viabilidade e o estado metabdlicoélida. E uma analise colorimétrica
baseada na conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-figz6ldifenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partiredtzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. Ocesttaloxico pelo método do MTT
permite definir facilmente a citotoxicidade, ma® mémecanismo de a¢céo (BERRIDGE
et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo dz O cél/mL para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x°1€&l/mL para a linhagem HCT-8. As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa deb@Q a 37°C. Ao término deste,
as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadant@&vicekm Em seguida, foram
adicionados 150 da solucao de MTT (sal de tetrazolium), e asgddoram incubadas
por 3h. A absorbancia foi lida apos dissolucdo dexipitado com 150 de DMSO

puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.
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8.3. Andlise Estatistica

Os experimentos foram analisados segundo a médiastio padrdo da
média (DPM) da porcentagem de inibicdo do cresdinealular usando o programa
GraphPad Prism.

8.4. Resultados

Tabela 32— Percentual inibicdo do crescimento celular (IC#g amostras em trés
linhagens tumorais testadas na dose Unica gg/Bl.. Valores sdo média £ DPM.

é”:ost”a SF295 | GI% | HCT-8 | Gl% |\I>|/IEI;D4A3;5 GI%
(Extratos) Média | SD Média | SD » SD
Média
EXtrat% rI]—r:ex Talo 40.98 SV 18.90 SV 42.85 SV
Extrato Met 73.87 sV 81.98 SV 81.25 SV
Talo Sim.
Extrat% I—r:]ex Folh: -26.03 sV 6.82 SV 28.55 SV
Extrat(;:i Hmex Cern 16.05 sV 61.74 SV 49.97 SV
Extrato Et.pasca 89.78 SV 92.77 SV 96.94 SV
Caule Sim.
Extrato Et. 91.14 sV 92.91 SV 99.31 SV
Cerne Sim.
Extrato H;( 12.15 sV 30.36 SV 35.43 SV
Casca Caul&m.
ExtratoSi I\n/rllet Folhg 64.85 SV 79.35 SV 72.99 SV
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9. CONCLUSOES

Os extratos das folhas, talos, galhos, cascasue eacerne d&marouba
versicolor, submetidos ao teste de Ellman apresentaram lesaoiados na inibicdo da
enzima acetilcolinesterase, com excecdo do hexamaso folhas. Os extratos que
proporcionaram melhor inibicdo foram os etandlideganico da casca do caule, cerne
e 0 hexanico do talo, com halos de 5mm de dianceula.

O fracionamento cromatografico do extrato etandlieo casca do caule
possibilitou o isolamento e identificagdo da miastwe esterdide$-sitosterol e
estigmasterol, da 4,5-dimetoxicantin-6-ona e daddtilamarolida, todos provenientes
da fracédo cloroférmica. Esses dois ultimos apresant 6timo potencial inibitorio da
AChE, com halos de inibicdo de 6mm e 4mm diamedspectivamente. Além desses,
da frag&do acetato de etila foi isolado o esterpidistosterol glicosilado.

O isolamento do constituinte 4,5-dimetoxicantinfio e a 11-
acetilamarolida, assim como os bons resultadogi@btdos extratos na inibicdo da
enzima Acetilcolinesterase e da atividade cito@xitas trés linhagens tumorais
utilizadas, MDA-MB435 (mama — humano), HCT-8 (c6lenhumano) e SF-295
(glioblastoma — humano), reforcam a importanciesktndo das Simaroubaceaes para o

desenvolvimento de novos farmacos.
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