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RESUMO 

 

O presente trabalho descreve o estudo químico e farmacológico da casca do caule da 

espécie Simarouba versicolor, pertencente á família Simaroubaceae. A espécie ocorre 

preferencialmente em áreas abertas de solos bem drenados, como cerrados e caatinga. 

Conhecida popularmente como “pau paraíba”, “mata-cachorro” ou “simaruba do 

Brasil”, a casca do seu caule possui propriedades inseticida e antihelmíntica. Com o 

objetivo de estabelecer uma possível relação extrato atividade de inibição da enzima 

acetilcolinesterase (AChE). Foi realizada uma triagem dos extratos das partes (folhas, 

talos, Galhos, Casca do caule e Cerne) da espécie Simarouba versicolor, através do 

ensaio de Ellman. O extrato etanólico da casca do caule apresentou elevada inibição da 

AChE, desse extrato, as frações clorofórmica e acetato de etila foram identificadas 

como sendo responsáveis pela inibição da enzima. A prospecção química da fração 

clorofórmica resultou no isolamento de três compostos, uma mistura de esteróides β-

sitosterol e estigmasterol, um quassinóide, a 11-acetilamarolida e o alcalóide 4,5-

dimetóxicantin-6-ona. Na fração acetato de etila foi isolado o 3-β-O-β-D-glicopiranosil 

sistosterol. A determinação estrutural desses compostos foi realizada através de análise 

espectroscópica pelos métodos de IV, EM, RMN1H e 13C-BB utilizando técnicas uni e 

bidimensionais e por comparação com dados descritos na literatura. Na análise 

qualitativa de inibição AChE os extratos e os constituintes isolados 11-acetilamarolida e 

4,5-dimetóxicantin-6-ona apresentaram bons resultados. Os extratos também 

apresentaram atividade citotóxica em três linhagens tumorais testados. 

 

 

 

 

Palavras chave: Mal de Alzheimer; Quassinóide; Cantinona; Citotoxicidade. 
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ABSTRACT 

 

The present paper describes the chemical and pharmacological study of the stem bark of 

the species Simarouba versicolor, which belongs to the family Simaroubaceae. The 

species are found, mainly in open areas of well drained soils such as cerrado and 

caatinga. Known popularly as “pau Paraiba”, “ mata-cachorro” or “Brazilian 

simaruba”, the bark of its trunk has insecticidal and antihelminthic properties. It aims to 

establish a possible extract inhibition of enzyme activity of acetyl cholinesterase 

(AChE) Relationship.  It was accomplished a triage of the parts extracts (leaves, stems, 

branches, stem bark and heartwood) of the species Simarouba Versicolor by the Ellman 

test. The ethanol extract of stem bark showed high inhibition of AChE, from this 

extract, the chloroform fraction and ethyl acetate were identified as being responsible 

for the inhibition of the enzyme. The chemical prospect of the chloroform fraction 

resulted in the isolation of three compounds, a mixture of steroid β-sitosterol and stigma 

sterol, a quassinoid, the 11-acetylamarolide and the alkaloid 4.5-dimetoxicantin-6-one. 

In the ethyl acetate fraction it was isolated the 3-β-O-β-D-glucopyranosyl sitosterol. The 

Structure determination of these compounds was performed by spectroscopic analysis 

through the methods of IR, MS, RMN1H and 13C-BB using uni and bidimensional 

techniques and by comparison with the data reported in the literature. In qualitative 

analysis of the AChE inhibition the extracts and isolated constituents 11-

acetylamarolide and 4.5-dimetoxicantin-6-one showed good results. The extracts also 

showed cytotoxic activity in three tumor lines tested. 
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1.  INTRODUÇÃO 
 

 

O Mal de Alzheimer é uma doença neurodegenerativa, que atinge 

primeiramente a memória, a capacidade de raciocínio e a comunicação. Está associada à 

redução de neurotransmissores cerebrais, como acetilcolina, noradrenalina e serotonina 

(TREVISAN et al., 2003). O tratamento para o Mal de Alzheimer é sintomático e 

consiste justamente na tentativa de restauração da função colinérgica; a elevação do 

nível da acetilcolina pode se mostrar útil na melhora da deficiência da aprendizagem, 

um dos sinais da doença (PERRY, 1986). 

Inibidores da acetilcolinesterase (AChE) são amplamente usados no 

tratamento da doença, procedimento esse baseado na hipótese colinérgica. A 

galantamina (Quadro 01, pág. 3), um alcalóide isolado de plantas da família 

Amaryllidaceae, apresenta uma longa ação seletiva, reversível e competitiva para inibir 

a acetilcolinesterase (FINKELSTEIN et al., 2002).                            

Finkelstein et al. (2002) lista as quatro drogas aprovadas pelo FDA dos 

Estados Unidos para o tratamento de Alzheimer. São elas: galantamina, já citada e a 

tacrina, rivastigmina e donezepil (Quadro 01, pág. 3). Todos estes compostos inibem a 

AChE, reversivelmente, isto é, a forma ativa da enzima é sempre regenerada.  

Estes medicamentos estão disponíveis no mercado a um preço relativamente 

oneroso, o que torna a busca de novos inibidores de origem vegetal uma alternativa 

interessante e mais viável. 

Atualmente, a literatura revela atividade relativamente intensa na busca de 

novos inibidores em extratos de plantas (RHEE et al., 2001), verificando-se expressivo 

interesse no isolamento e na identificação de novos inibidores da AChE.  

A utilização de AChE destaca-se como um dos bioensaios rápidos e 

sensíveis para a seleção de amostras com ação anticolinesterase. A medida da atividade 

da acetilcolinesterase pode ser realizada segundo o Método de Ellman (PERRY, 1986) 

modificado por Rhee et al. (2001). 

Inibidores da acetilcolinesterase são também amplamente utilizados como 

inseticidas e como agentes de guerra. Compostos organofosforados e carbamatos são 

citados também como potentes inibidores da AChE (FINKELSTEIN et al., 2002 e 

WILLIAMS, 1995). Tais observações revelam a grande importância na realização de 

testes de atividade inseticida também destas substâncias. 
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Trabalhos anteriores relatam que plantas do gênero Simarouba possuem 

propriedades antimalárica (POLONSKY, 1973) e inseticida (LORENZI, 1998 e 

POLONSKY, 1985), essa última propriedade tem uma relação comum com a inibição 

da AChE. 

A literatura cita que a espécie Simarouba versicolor apresenta em sua 

constituição substâncias da classe dos flavonóides, triterpenos e quassinóides. Sabe-se 

que alguns flavonóides e quassinóides poderiam impedir danos oxidativos através da 

retirada dos radicais livres, além de funcionarem como inibidores da enzima 

acetilcolinesterase. Esse fato associado à propriedade inseticida da espécie despertou o 

interesse em estudar Simarouba versicolor.  

 

 
Quadro 01 - Drogas aprovadas pelo FDA para tratamento da Doença de Alzheimer 

(FINKELSTEIN et al., 2002). 
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2. CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A FAMÍLIA SIMAROUBACE AE E A 
ESPÉCIE SIMAROUBA VERSICOLOR. 
 
 
2.1. Considerações gerais sobre a família Simaroubaceae. 
 
 

A família Simaroubaceae é composta por aproximadamente 32 gêneros em 

200 espécies entre arbustos e árvore distribuídas em todas as regiões tropicais e 

subtropicais do planeta (ALMEIDA et al., 2007). 

No Brasil, as plantas da família Simaroubaceae são representadas pelos 

gêneros Quassia e Picrolemma na região Amazônica; Castela e Picrasma no sul do 

país. Simaba e Simarouba estão presentes em quase todas as regiões brasileiras (HALL 

et al., 1983; ALMEIDA et al., 2007). 

As espécies desta família possuem uma classe de substâncias (quassinóides) 

que as distingue de sabor bastante amargo, encontrada principalmente em seu córtex. 

Esta classe de substâncias tornou-se marcador taxonômico das Simaroubaceae 

(ALMEIDA et al., 2007). Provavelmente é a presença dos quassinóides que confere as 

atividades farmacológicas atribuídas a algumas plantas da família Simaroubaceae. 

Nos últimos anos, aumentou-se o interesse na pesquisa das espécies de 

Simaroubaceae, devido suas substâncias terem várias propriedades farmacológicas 

como antitumoral (FUKAMIYA et al., 2005), antileucêmica (KUPCHAM et al., 1975; 

JIANG e SHING, 2001), anti-HIV (OKANO et al., 1996) e antimalárica 

(MUHAMMAD et al., 2004).  

Além destas atividades biológicas mencionadas acima, as Simaroubaceae, 

principalmente o gênero Simarouba, do qual a espécie Simarouba Versicolor pertence, 

possuem uma propriedade que está intrinsecamente relacionada ao mal de Alzheimer, 

sua atividade inseticida (LORENZI, 1998 e POLONSKY, 1985), pois se sabe que 

substâncias inibidoras da enzima acetilcolinesterase (AChE) são potentes agentes 

inseticidas. Esse fato motivou a escolha da espécie Simarouba versicolor para estudo.  
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2.2. Considerações gerais sobre a espécie Simarouba versicolor. 

 

Planta semidecídua, heliófita (espécie vegetal intolerante ao sombreamento 

que necessita de muita luz para o seu estabelecimento e desenvolvimento), seletiva 

xerófita (organismo adaptado à vida num meio seco), pioneira, característica dos 

cerrados, cerradões e na caatinga, ocorrendo preferencialmente em áreas abertas e 

capões de solos bem drenados. No Brasil são encontradas desde o Nordeste até o estado 

de São Paulo e em alguns pontos dos estados do Pará e Mato Grosso do Sul (LORENZI, 

1998).     

 Segundo Lorenzi, 1998, Simarouba versicolor pode atingir 11 metros, 

dotada de copa arredondada, tronco curto e cilíndrico, com casca grossa, fibrosa e 

fissurada longitudinalmente, de 30-60 cm de diâmetro. Possui folhas alternas, 

compostas pinadas, com raque de 8-16 cm de comprimento, sobre pecíolo de 4-6 cm. 

Folíolos alternos, discolores, em número de 5-7, curto-peciolulados, com a nervura 

central bem visível em ambas as faces, de 3-9 cm de comprimento por 1,5-3,0 cm de 

largura, com a fase superior glabra. Inflorescências em panículas terminais compostas, 

de 25-35 cm de comprimento. Fruto drupa ovalada, de polpa carnosa, com uma semente 

(Fig. 01, pág. 07). 

A madeira desta Simaroubaceae é considerada leve com densidade de 

0,48g/cm3, porosa, de baixa resistência mecânica, sujeita ao apodrecimento quando 

exposta, porém resistente ao ataque de cupins de madeira seca. A casca possui 

propriedades inseticida e antihelmíntica (LORENZI, 1998).     
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(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  (c) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 
 (b)                                                                             (d) 
                            
      Figura 01 – Fotografias (a) da árvore da espécie Simarouba versicolor, (b) das 
folhas e inflorescências da Simarouba versicolor, (c) dos frutos da Simarouba 
versicolor e (d) das sementes da Simarouba versicolor. Fonte: LORENZI, 1998. 
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRÁFICO SOBRE O GÊNERO SIMAROUBA 

 

Segundo Almeida et al., 2007, Simaroubacea é uma família de plantas 

constituída por aproximadamente 200 espécies de plantas, agrupadas em 32 gêneros das 

quais existem apenas 6 gêneros no Brasil. 

O gênero botânico Simarouba está presente em quase todas as regiões 

brasileiras, sendo composto por 10 espécies de plantas, a saber: 

Simarouba amara; 

Simarouba berteroana; 

Simarouba glauca; 

Simarouba laevis; 

Simarouba monophylla; 

Simarouba obovata; 

Simarouba officinalis; 

Simarouba opaca; 

Simarouba tulae; 

Simarouba versicolor. 

 

                 Das 10 espécies do gênero Simarouba, verificou-se através deste 

levantamento que somente 30%, ou seja, 3 espécies, apresentam estudos 

correlacionados com isolamento ou caracterização de substâncias naturais. Apresenta o 

maior número de publicações a espécies Simarouba amara seguida pela espécie 

Simarouba glauca e Simarouba versicolor, esta com o menor número de artigos. 

Devido ao pequeno número de estudos relacionados ao gênero Simarouba e 

ao fato de as espécies já pesquisadas apresentarem uma vasta gama de substâncias 

bioativas, surgiu o interesse no levantamento das substâncias isoladas das 3 espécies, 

tendo como fonte de consulta principalmente os “sites” científicos de buscas, web of  

Science, Science@Direct, Scielo e outros. Foram observados registros de publicações 

nos anos de 1954 a 2006. 

O resultado deste levantamento encontra-se dividido por classe de 

substâncias, suas atividades biológicas e respectivas estruturas, com destaque aos 

Quassinóides e Alcalóides do tipo Cantinona, duas classes de substâncias marcadoras 

quimiotoxonômicas que são em grande parte as principais responsáveis por atividades 

biológicas presentes na família Simaroubaceae. 
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Espero que este levantamento contribua não só para a ampliação do 

conhecimento do gênero Simarouba e das substâncias isoladas das três espécies 

estudadas, mas também para os futuros estudos deste gênero tão rico em propriedades 

biológicas, contudo tão pouco explorado.  
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3.1. Quassinóides 
 

Quassinóides são substâncias biossintetizadas apenas por plantas da família 

Simaroubaceae, de forma que são os principais marcadores taxonômicos das 

Simaroubaceae. São considerados terpenos degradados com alto padrão de oxigenação e 

têm como precursores os triterpenos tirucalol e eufol, figura 02, (POLONSKY, 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

                               Figura 02 – Estrutura dos precursores dos quassinóides  
 

 

Os quassinóides podem ser classificados em diferentes grupos de acordo 

com seus esqueletos básicos, sendo cinco esqueletos observados: C18, C19, C20, C22 e 

C25. O C25 apresenta duas variações (Fig. 03). A grande maioria dos Quassinóides 

isolados possui esqueleto tipo C20. (ALMEIDA et al., 2007).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                              Figura 03 – Esqueletos básicos dos Quassinóides. 
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Os quassinóides contêm nos seus esqueletos básicos lactonas, raramente 

possuem mais que uma ligação dupla e apresentam em sua grande maioria diferentes 

grupos funcionais contendo oxigênios, como hidroxilas, hidroxilas esterificadas, 

carbonilas, óxidos, metoxilas e carboximetilas. Essas funções são encontradas em todos 

os átomos de carbonos, com exceção dos carbonos C-5 e C-9 e dos grupos metilas nas 

posições C-4 e C-10 dos esqueletos fundamentais. (POLONSKY, 1985). Neste 

levantamento observou-se que todos os quassinóides isolados das três espécies de 

plantas do gênero Simarouba possuem esqueleto tipo C20 (Tab. 01, pág. 13 e 14) e 

figura 04 (pág. 15 e 16). 

Os quassinóides apresentam uma vasta gama de atividades biológicas, tais 

como: antitumoral, antileucêmica, antimalárica, antiinflamatória, antioxidante, 

fitotóxica, fagoinibidora em insetos, amebicida, antiviral, antiúlcera, antifertilidade 

masculina, anti-HIV. (ALMEIDA et al., 2007).  
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Tabela 01 – Quassinóides isolados de plantas do gênero Simarouba com suas atividades biológicas.  
      

Espécies Parte  
estudada Const. químicos Referências Atividades 

biológicas 
Ref. da Atividade 
biológica 

raízes, Simarouba versicolor 
talos e frutos 

11-Acetilamarolida (1) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      

Simarouba versicolor folhas e talos 2,11-diacetilamarolida (2) Ghosh et al., 1977 
----- ----- 

      
Simarouba amara frutos 2'-Acetilglaucarubinona (3) O’Neill et al., 1988 antimalárica O’Neill et al., 1988 
      

raízes, Simarouba versicolor 
talos e frutos 

Arriaga et al., 2002 

Simarouba amara n.d. 

2'-Acetilglaucarubina (4) 

Polonsky et al.,1978 

----- ----- 

      
    fitotóxica Dayan et al., 1999 
Simarouba amara frutos Holacantona (5) O’Neill et al., 1988 antileucêmica Polonsky, 1985 
    antimalárica O’Neill et al., 1988 
      
Simarouba amara n.d. 13,18-Diidroglaucarubinona (6) Polonsky et al.,1978 antileucêmica Polonsky et al.,1978 

      
    antimalárica  
Simarouba amara cascas Simarolida (7) Polonsky, 1959 inseticida Almeida et al., 2007 
    fagoinibidora  
      

Glaucarubolona- Simarouba glauca sementes 
15-O-β-D-glucopiranosida (8) 

Bhatnagar et al., 1984 fagoinibidora Gutiérrez et al, 1999 

      
Glaucarubol- Simarouba glauca sementes 
15-O-β-D-glucopiranosida (9) 

Bhatnagar et al., 1984 ----- ----- 

      
Simarouba glauca n.d. Ham et al., 1954 
Simarouba amara talos 

Glaucarubol (10) 
Wright et al., 1988 

----- ----- 

      
Simarouba glauca n.d. Glaucanol (11) Ham et al., 1954 ----- ----- 
    (continua) 
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Tabela 01 (continuação) 

    
Simarouba versicolor folhas e talos Ghosh et al., 1977 
Simarouba amara frutos 

Ailantinona (12) 
O’Neill et al., 1988 

    

antileucêmica 
amebicida  
antimalárica 

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

      
raízes, inseticida 

Simarouba versicolor 
talos e frutos 

Arriaga et al., 2002 
fagoinibidora 

Arriaga et al., 2002 

Simarouba glauca sementes Monseur e Motte,1983 antileucêmica Polonsky, 1985 

Simarouba amara n.d. 

Glaucarubinona (13) 

Polonsky et al.,1978 antimalárica O’Neill et al., 1988 

      

raízes,   Simarouba versicolor 
talos e frutos 

Arriaga et al., 2002 
amebicida  Cuckler et al., 1958 

Simarouba glauca frutos 

Glaucarubina (14) 

Cuckler et al., 1958   
      

Simarouba amara talos Quassina (15) Wright et al., 1988 inseticida 
antifertilidade masc. 

Simões et al., 2000 
Almeida et al., 2007 

      
Simarouba versicolor caule Simote, 2006 

Simarouba glauca n.d. Moron e Polonsky, 1968 

Simarouba amara n.d. 

Glaucarubolona (16) 

Pozo e Gimenez., 1998 

 
amebicida 
fitotóxica 

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

n.d. = não divulgado     
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Figura 04 – Estruturas de quassinóides isolados de espécies do gênero Simarouba. 
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3.2. Alcalóides  
 

Alcalóide é uma substância orgânica cíclica, nitrogenada e cuja distribuição 

é limitada entre os organismos vivos com um amplo espectro de atividades 

farmacológicas (SIMÕES et al., 2000).    

Os alcalóides constituem-se num vasto grupo de metabólitos com grande 

diversidade estrutural, devido a diversos rearranjos do esqueleto original na rota 

biossintética, com grande número de centros assimétricos, sendo classificados de acordo 

com a sua origem biogenética, aminoácido precursor (SIMÕES et al., 2000).  

Mais de trinta e cinco alcalóides do tipo cantinona têm sido isolados de 

trinta e seis espécies de plantas, sendo vinte e nove desses alcalóides foram isolados de 

espécies da Família Simaroubaceae. Portanto, os compostos cantinônicos formam um 

importante grupo de marcadores quimiotaxonômicos dessa família (SIMOTE, 2006).                    

No levantamento sobre substâncias isoladas no gênero Simarouba, nas três espécies de 

plantas submetidas a estudos, descreve-se o isolamento de oito cantinonas e dois 

alcalóides indólicos simples, conforme descritos na tabela 02 (pág. 19) e mostrado na 

figura 06 (pág. 20). 

O alcalóide cantinônico mais simples é a cantin-6-ona (Fig. 05), que 

apresenta o núcleo fundamental das demais cantinonas, sendo, formado por um anel 

aromático orto dissubstituído (A), um anel piridínico (B) e um anel quinolônico (C) 

(Lactama).   

 

 

 

                                    

                              

                              Figura 05 - Núcleo fundamental Cantin-6-ona. 

 

A cantin-6-ona pode ter várias substituições em seu núcleo fundamental, 

sendo os grupamentos metoxilas e hidroxilas os mais freqüentes distribuídos em vários 

carbonos. Esses compostos são de fácil identificação e, por serem altamente conjugadas, 

possuem coloração às vezes fosforescente e forte absorção no UV (SIMOTE, 2006). 
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Os alcalóides apresentam um amplo espectro de atividades biológicas, tais 

como: amebicida, anticolinérgica, anti-hipertensiva, antimalárica, antitumoral, 

hipnoanalgésica, estimulante do SNC, diurética, miorelaxante, antiviral e outras. A 

gama de propriedades biológicas, bem distintas, está relacionada à grande variedade 

estrutural deste grupo de substâncias (SIMÕES et al., 2000).        
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Tabela 02 – Alcalóides isolados de plantas do gênero Simarouba com suas atividades biológicas. 
      

Espécies Parte  
estudada Const. químicos Referências Atividades 

biológicas 
Ref. da Atividade 
biológica 

Simarouba versicolor galhos Simote, 2006 
Simarouba glauca ramos 

4,5-Dimetoxicatin-6-ona (17) 
Rivero et al., 2005 

----- ----- 

      

Simarouba versicolor galhos 5-metoxicantin-6-ona (18) Simote, 2006 Antifúngica Thouvenel et al., 2003 
      
Simarouba versicolor caule 7-hidróxi-1-etil β-carbolina (19) Simote, 2006 

----- ----- 

    
  

7-hidróxi-1,1' - propionato  Simarouba versicolor caule 
de metila β-carbolina (20) 

Simote, 2006 ----- ----- 

      

antifúngica Thouvenel et al., 2003 
leishmanicida Rivero et al., 2005 
citotóxica Kuo et al., 2003 
antimalárica Ferreira et al., 2002 

Simarouba glauca ramos Cantin-6-ona (21) Rivero et al., 2005 

  
  

citotóxicas Rivero et al., 2005 
antimalárica Kuo et al., 2003 

Simarouba glauca ramos 9-Metoxicantin-6-ona (22) Rivero et al., 2005 

  
Simarouba glauca ramos Cantin-2,6-diona (23) Rivero et al., 2005 citotóxica Rivero et al., 2005 
      
Simarouba glauca ramos 2-Metoxicantin-6-ona (24) Rivero et al., 2005 citotóxica Rivero et al., 2005 
      
Simarouba glauca ramos 4,5-Dihidroxicantin-6-ona (25) Rivero et al., 2005 

----- ----- 

    
  

Simarouba amara casca da raiz 5-Hidroxicantin-6-ona (26) Lassak et al., 1977 
----- ----- 
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Figura 06 – Estruturas de alcalóides isolados de espécies do gênero Simarouba. 
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3.3. Triterpenóides 
 

Os triterpenóides, pertencentes à classe dos terpenos, são metabólitos 

secundários produzidos apenas pelas plantas. São igualmente provenientes do óxido de 

esqualeno, mas ao contrário dos esteróis não há degradação da cadeia carbônica e, portanto 

apresentam um esqueleto com trinta átomos de carbono (PATOCKA, 2003).  Foram 

identificados 27 triterpenos das três espécies estudadas do gênero Simarouba, (Tab. 03, 

pág. 22 e 23) e mostrados na figura 07 (pág. 24 a 27). Pode-se observar que a espécie 

Simarouba amara apresentou o maior número de triterpenos isolados, totalizando 16 

compostos.  

Os triterpenóides apresentam diversos relatos de atividades biológicas. São 

antiinflamatórios, bactericidas, fungicidas, antimicrobianos, antivirais, analgésicos, 

cardiovasculares, antitumorais (MENDES, 2004). 
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Tabela 03 – Triterpenóides isolados de plantas do gênero Simarouba com suas atividades biológicas. 
 
      

Espécies Parte  
estudada Const. químicos Referências Atividades 

biológicas 
Ref. da Atividade 
biológica 

        

Simarouba amara raízes Turreantina (27) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
Simarouba amara raízes Tirucal-7,24-dien-3β-ol (28) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
Simarouba amara raízes Tirucal-7-enol  (29) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
Simarouba amara raízes Lanosta-7,24-dieno-3,21-diol  (30) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
Simarouba amara raízes Terebintona (31) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
Simarouba amara raízes Melianona (32) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
Simarouba amara raízes 3-Oxotirucal-7,24-dien-21-al (33) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      

Simarouba amara raízes Polonsky et al.,1977   
raízes, talos ----- ----- 

Simarouba versicolor 
 e frutos 

Tirucal-7,24-dien-3-ona (34) 
Arriaga et al., 2002 

  

      
Simarouba amara raízes 20-21-Anhidromelianona (35) Polonsky et al.,1977 ----- ----- 

      
24,25-Epoxi-3-oxotirucal-8-en 

Simarouba amara casca do caule 
-23-ol (36) 

Sumieya et al., 2006 ----- ----- 

      
Simarouba amara casca do caule Simaroubina A (37) Sumieya et al., 2006 ----- ----- 

      
Simarouba amara casca do caule Simaroubina B (38) Sumieya et al., 2006 ----- ----- 

      
Simarouba amara casca do caule Simaroubina C (39) Sumieya et al., 2006 ----- ----- 

      
Simarouba amara casca do caule Simaroubina D (40) Sumieya et al., 2006 ----- ----- 
     

(continua) 
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    Tabela 03 (continuação) 

Simarouba amara casca do caule Octanorsimaroubina A (41) Sumieya et al., 2006 ----- ----- 

      
Simarouba glauca ramos Melianodiol (42) Rivero et al.,  2005 citotóxica Rivero et al.,  2005 

      
Simarouba glauca ramos 14-Deacetileurileno (43) Rivero et al.,  2005 citotóxica Rivero et al.,  2005 

      
antiviral Choudhury et al., 1990 

Simarouba versicolor folhas e talos Epilupeol (44) Ghosh et al., 1977 
antituberculose  Akihisa et al., 2005 

      
raízes, talos 

Simarouba versicolor 
 e frutos 

Ocotilona (45) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      
raízes, talos 

Simarouba versicolor 
 e frutos 

Arriaga et al., 2002 

Simarouba amara casca do caule 
Nilocitina (46) 

Sumieya et al., 2006 

----- 
 

----- 
 

      
raízes, talos  

Simarouba versicolor 
e frutos 

Bourjutiolona A (47) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      
raízes, talos 

Simarouba versicolor 
 e frutos 

3-Episapelina A (48) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      
raízes, talos  

Simarouba versicolor 
e frutos 

21,23-Epóxi-21 β,24,25-
trihidroxitirucal- 7-en -3-ona (49) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      
raízes, talos  

Simarouba versicolor 
e frutos 

21,23-Epóxi-21 α,24,25-
trihidroxitirucal- 7-en-3-ona (50) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      
raízes, talos  

Simarouba versicolor 
e frutos 

Eurilieno (51) Arriaga et al., 2002 ----- ----- 

      
22S,3α-diidroxitirucala-7,24- 

Simarouba versicolor galhos 
dien-23-ona (52) 

Simote, 2006 ----- ----- 

      
Simarouba versicolor folhas Lupeol (53) Simote, 2006 antiinflamatória Rajic et al., 2000 
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Figura 07 – Estruturas de Triterpenóides isolados de espécies do gênero Simarouba. 
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3.4. Esteróides  
              

Os esteróides são triterpenos modificados, sem a presença das metilas nas 

posições C-4 e C-14. Originados das frações lipídicas de vegetais e animais (DEWICK, 

2001). Possuem um esqueleto formado por quatro anéis fundidos (tetracíclicos do 

lanosterol), de três a seis membros e um anel de cinco membros, podendo estar ou não 

ligado a uma cadeia de tamanho variável e na posição três está oxidada com um grupo 

hidroxila ou carbonila. Estes podem ocorrer na forma livre, esterificados ou conjugados 

como glicosídeo (JONES et al., 2000). 

Quase sempre os esteróides encontram-se em misturas devido as suas 

semelhanças estruturais dificultando desta maneira o isolamento individual. Do gênero 

Simarouba apenas na espécie Simarouba glauca não há relato de isolamento de 

esteróides (Tab. 04, pág. 29 e Fig. 08, pág. 30). 

Vários estudos vêm revelando os efeitos indiretos dos fitosteróis na redução 

das doenças cardíacas, através da diminuição dos níveis plasmáticos de colesterol total e 

LDL-colesteróis. No Brasil uma produtora de margarina vem enriquecendo o seu 

produto com a adição de 14% de ésteres de fitosterol, sendo 47% o β-sitosterol (54) 

(MORAIS e BRAZ-FILHO, 2007). 
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Tabela 04 – Esteróis isolados de plantas do gênero Simarouba com suas atividades biológicas.  
      

Espécies Parte  
estudada Const. químicos Referências Atividades 

biológicas 
Ref. da Atividade 
biológica 

Simarouba versicolor galhos Simote, 2006 Melhora a atividade do  
Simarouba amara n.d. 

β-sitosterol (54) 
Polonsky et al.,1976 sistema imunológico 

Morais e Braz-Filho, 2007 

      
Simarouba amara n.d. Polonsky et al.,1976 
Simarouba versicolor galhos 

Estigmasterol (55) 
Simote, 2006 

----- ----- 

      
Simarouba versicolor galhos Sitostenona (56) Simote, 2006 ----- ----- 
      
Simarouba versicolor galhos Estigmastenona (57) Simote, 2006 ----- ----- 
      
Simarouba versicolor galhos Campestenona (58) Simote, 2006 ----- ----- 
      
Simarouba versicolor galhos 3β-O-3β-D-glucopiranosil  Simote, 2006 Melhora a atividade do  

Simarouba amara n.d. sitosterol (59) Pozo e Gimenez, 1998 sistema imunológico 
Morais e Braz-Filho, 2007 

n.d. = não divulgado      
 



LEVANTAMENTO BIBLIOGRÁFICO SOBRE O GÊNERO SIMAROUBA - Esteróides  
 

 
 

30 

Figura 08 – Estruturas de esteróides isolados de espécies do gênero Simarouba. 
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3.5. Cumarinas, Flavonóides e Quinonas 
 
3.5.1. Cumarinas 

 
As cumarinas constituem um grupo de substâncias naturais que possuem 

atividades biológicas bastante diversificadas. São substâncias encontradas em diferentes 

partes das plantas, sendo comum em diversas famílias. A cumarina (1,2-benzopirona) 

foi a primeira representante isolada, em 1820, da espécie Coumarona odorata 

(MURRAY, 1978). Este composto por ser o mais simples tornou-se o esqueleto básico 

de todos os outros derivados cumarínicos, conhecido como cumarina per se (Fig. 09).     

Estruturalmente são lactonas do ácido o-hidróxi-cinâmico (SIMÕES et al., 

2000). Podendo ser considerada também como a fusão dos anéis benzeno e 1-2-pirona 

(primeiro átomo numerado do ciclo é o oxigênio, sem dupla ligação), essa numeração de 

seus carbonos é baseada na sua origem biossintética (CARPENTER et al.,1969).  

 

 

                                                            

                

                                                   

                                                     Figura 09: Cumarina per se.                    

               

As substâncias dessa classe são classificadas quimicamente em cumarinas 

simples, furanocumarinas, piranocumarinas, cumarinas com substituintes no anel pirona 

e cumarinas miscelâneas (SOUSA, 2005). No gênero Simarouba foram isoladas cinco 

cumarinas, todas cumarinas simples (Tab. 05, pág. 34) e mostrados na figura 11 (pág. 

35).         

Há relatos de 32 atividades biológicas atribuídas as cumarinas. Entre elas 

estão: antibacteriana, antitumoral, antioxidante, anti-HIV, atividade diurética e 

analgésica (SOUSA, 2005). 

 

 

 

 

 

 

O O
1

2

3
45

6

7

8



LEVANTAMENTO BIBLIOG. SOBRE O GÊN. SIMAROUBA - Cumarinas, Flavonóides e Quinonas          
 

 
 

32 

3.5.2. Flavonóides 
 

Os flavonóides constituem uma importante classe de polifenóis, presentes 

em relativa abundância entre os metabólitos secundários de vegetais. Apresentam um 

núcleo fundamental com 15 átomos de carbono, formado por dois anéis aromáticos 

ligados entre si por uma cadeia de três átomos de carbono (C6-C3-C6). A figura 10 

mostra o núcleo fundamental dos flavonóides e a numeração dos átomos de carbono 

com a denominação de cada anel (SIMÕES et al., 2000). Atualmente, já foram 

identificadas mais de 8.000 substâncias pertencentes a este grupo (PIETTA, 2000). 

 

 

 

                             

 

                                 

                                 Figura 10: Núcleo fundamental dos flavonóides. 

 

De um modo geral, estes compostos diferem entre si pelo número e pela 

posição dos grupos substituintes nos anéis A, B e C, além da presença ou não da dupla 

ligação e da carbonila no anel C (anel pirano). Além disso, podem ser encontrados 

derivados glicosilados, metilados, acetilados ou sulfatados (SIMÕES et al., 2000). 

Dependendo da substituição e do nível de oxidação no anel C, os 

flavonóides podem ser divididos em 14 classes, sendo as mais importantes e que se 

incluem na dieta humana essencialmente cinco classes: Flavanóis, Flavonas, 

Antocianidinas, Isoflavonóides e Flavononas (SIMÕES et al., 2000). 

No levantamento do gênero Simarouba verificou-se o isolamento de quatro 

flavonóides, todos provenientes da espécie Simarouba versicolor, sendo duas 

flavononas (66) e (67), uma flavona (68) e um flavanol (65) (Tab. 05, pág. 34 e Fig. 11, 

pág. 35). 

Na literatura esta classe de compostos apresenta importantes propriedades 

farmacológicas, tais como: anticarcinogênica, antiinflamatória, antiviral, antidiabética e 

antioxidante (PIETTA, 2000).  
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3.5.3. Quinonas 
 

Quinonas são compostos orgânicos que podem ser considerados como 

produtos da oxidação de fenóis, apresentando dois grupos carbonílicos que formam um 

sistema conjugado com pelo menos duas ligações duplas C-C, possuindo as carbonilas 

sempre nas posições 1,2- ou 1,4-dicetonas cíclicas, ou seja, orto- ou para-quinona. Há 

três grupos principais de quinonas classificadas como benzoquinonas, naftoquinonas e 

antraquinonas (SIMÕES et al., 2000). 

O único exemplar das quinonas foi isolado da espécie Simarouba amara, do 

tipo benzoquinona a 3,5-Dimetoxybezoquinona (69) (Tab. 05, pág. 34 e Fig. 11, pág. 

35). 

As quinonas apresentam uma diversidade de atividades biológicas. As 

naftoquinonas são responsáveis pelas atividades antibacteriana, antifúngica e 

antitumoral, além de atividade contra Leishmania.  Algumas benzoquinonas apresentam 

atividade contra tripanossomatídeas (SIMÕES et al., 2000). 
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Tabela 05 – Cumarinas, flavonóides e quinonas isolados de plantas do gênero Simarouba com suas atividades biológicas. 
      

Espécies Parte  
estudada Const. químicos Referências Atividades biológicas Ref. da Atividade 

biológica 

         
                                                                  Cumarinas 
  

 

Simarouba glauca ramos 7-hidroxi-6-metoxicumarina (60) Rivero et al., 2005 antiespasmódica Simões et al., 2000 

      
Simarouba glauca ramos 8-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina (61) Rivero et al., 2005 ----- ----- 

      
Atividade citostática 

Simarouba versicolor caule 7-hidroxicumarina (62) Simote, 2006 (inibidora da bomba de 
prótons) 

Kasinadhuni et al., 1999 

      
Simarouba versicolor caule 6,7-dimetoxicumarina (63) Simote, 2006 imunosupressora Hoult e Payá, 1996 

      
Simarouba versicolor caule 6-hidroxi-7,8-dimetoxicumarina (64) Simote, 2006 ----- ----- 

      

                                                                   Flavonóides   
 

raízes, talos antiinflamatória 
Simarouba versicolor 

e frutos 
Kaenferol (65) Arriaga et al., 2002 

antiúlcera 
Goel e Maiti, 1996 

      
Simarouba versicolor folhas Flavanona (66) Simote, 2006 ----- ----- 

      
Simarouba versicolor folhas Isosakuranetina (67) Simote, 2006 ----- ----- 

      
Simarouba versicolor folhas 5,7,3’,4’,5’-pentametóxiflavona (68) Simote, 2006 ----- ----- 
      
                                                                   Quinona 
   
Simarouba amara casca do caule 3,5-Dimetoxybezoquinona (69) Polonsky et al.,1959 ----- ----- 
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Figura 11 – Estruturas de cumarinas, flavonóides e quinona isolados de espécies do 
gênero Simarouba. 
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4. DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL 
 
 

4.1. Determinação Estrutural de SVEFC01 
 
O fracionamento cromatográfico em sílica gel da fração clorofórmica 

(Fluxograma 03, pág. 104) resultou em dez subfrações. Na terceira obteve-se a fração 

SVEC 3.2 (Tab. 16 e 17, pág. 96 e 97) e desta as subfrações 7-19 que se apresentaram 

como um sólido amorfo de coloração branca, com sabor levemente adocicado, sendo 

solúvel em clorofórmio, cujo ponto de fusão está entre 133,2 – 135,6 °C.  Sendo 

denominado SVEFC01. 

A determinação estrutural foi possível através de análise dos dados 

espectrais de RMN1H e 13C-BB e comparação com dados da literatura (GOAD, 1991) 

conforme descritos na tabela 06, pág. 42. 

 
4.1.1. Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio de SVEFC01. 
 

No espectro de RMN1H, 500MHz em CDCl3, (Fig. 12, Pág. 39) verificou-se 

um grande agrupamento de sinais na região mais blindada do espectro na faixa entre δ 

0,68 – 2,29 referentes aos hidrogênios metílicos, metilênicos e metínicos comuns em 

terpenos e de núcleo esteroidal. Revelou também a presença de um multipleto em δ 

3,53, deslocamento característico de hidrogênio ligado a carbono sp3 oxigenado. Foram 

observados sinais espectrais múltiplos entre δ 5,04 e 5,36 típicos de hidrogênios 

olefínicos, na qual, o dubleto largo em δ 5,36 (dl, J = 5,1 Hz) é atribuído ao H-6 dos 

esteróides β-sitosterol e estigmasterol, os sinais em δ 5,16 (dd, J = 15,2 Hz e J = 8,6 Hz) 

e δ 5,04 (dd, J = 15,2 Hz e J = 8,6 Hz) são referentes aos hidrogênios olefínicos H-22 e 

H-23 pertencentes ao estigmasterol, caracterizando uma mistura de esteróides.  

 
4.1.2. Ressonância Magnética Nuclear de Carbono-13 de SVEFC01. 
 

No espectro de RMN13C-BB, 125MHz em CDCl3, (Fig. 13, Pág. 40) 

observou-se a presença de vinte e nove linhas espectrais principais e que conjuntamente 

com o DEPT 135° (Fig. 14, pág. 41) foi possível atribuir os sinais em δ 140,9 e 121,9 a 

carbonos insaturados pertencentes a uma dupla ligação trissubstituída (C-5 e C-6). 

Nesta região de aborção de carbono olefínico, aparecem ainda dois sinais de menor 

intensidade, ambos de carbonos metínicos, em δ 138,5 e 129,5 referentes aos carbonos 
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C-22 e C-23 respectivamente. Um sinal em δ 72,0 foi atribuído a um carbono metínico 

oxigenado (carbinólico C-3). 

Os espectros de RMN1H e 13C-BB do SVEFC01 indicam que não se trata de 

um único composto, mas de uma mistura de fitoesteróis. A comparação dos 

deslocamentos químicos dos átomos de carbono com valores descritos na literatura, 

conforme expostos na tabela 06 (pág. 42), confirma a natureza do SVEFC01, 

caracterizando como sendo a mistura β-sitosterol e estigmasterol, já citado na espécie 

Simarouba versicolor. 

 

 

 
   

 

 

                         

                            β-sitosterol                                                         Estigmasterol 

 

 
4.1.3. Cálculo da porcentagem dos esteróides.  
 

O cálculo de cada esteróide presente na mistura é possível através da 

integração dos sinais correspondentes aos hidrogênios da região olefínica (GOULART 

et al, 1993). O H-6, hidrogênio presente em ambos, tem intensidade relativa igual a 

1,000 (β-sitosterol + estigmasterol) e os H-22 e H-23, com intensidade relativa de 

0,1238, presentes apenas no estigmasterol. Portanto, um hidrogênio desta molécula terá 

intensidade de 0,0619, a metade de 0,1238, já que essa intensidade condiz a dois 

hidrogênios (H-22 e H-23). 

Subtraindo o valor correspondente a um hidrogênio do estigmasterol 

(0,0619) ao valor do H-6 da mistura (1,000) resulta em 0,9381. Esse valor é referente a 

um hidrogênio da molécula do β-sitosterol. Assim é possível deduzir que a mistura 

esteroidal (1,000 = 100%) contém 6,19% de estigmasterol e 93,81% de β-sitosterol. 
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  Figura 12 - Espectro de RMN1H de SVEFC01 em CDCl3 a 500MHz. 
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       Figura 13 - Espectro de RMN13C-BB de SVEFC01 em CDCl3 a 125MHz. 
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    Figura 14 - Espectro de RMN13C – DEPT 135° de SVEFC01 em CDCl3 a 125MHz. 
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Tabela 06 - Dados RMN13C de SVEFC01, comparados com valores descritos na 
literatura para  β-sitosterol e estigmasterol (GOAD, 1991). 
 

CARBONO DESLOCAMENTO 13C (ppm) 

Número Tipo    β-SITOSTEROL 
SVEC01 

  β-SITOSTEROL 
(GOAD, 1991) 

ESTIGMASTEROL 
(GOAD, 1991) 

ESTIGMASTEROL 
SVEC01  

1 CH2 36,4 37,3 37,3 36,4 

2 CH2 32,1 31,6 31,7 32,1 

3 CH 72,0 71,7 71,8 72,0 

4 CH 42,5 42,3 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  CH2 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 CH2 21,3 21,1 21,1 21,3 

12 CH2 39,9 39,8 39,7 39,9 

13 C 42,5 42,3 42,4 42,5 

14 CH 56,9 56,8 56,9 56,9 

15 CH2 24,5 24,3 24,4 24,5 

16 CH2 28,4 28,3 29,0 29,1 

17 CH 56,2 56,1 56,1 56,2 

18 CH3 12,0 11,9 12,1 12,1 

19 CH3 19,6 19,4 19,4 19,6 

20 CH 36,1 36,2 40,5 40,0 

21 CH3 19,0 18,8 21,1 20,7 

22 CH2 OU CH 33,9 33,9 138,4 138,5 

23 CH2 OU 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 CH3 20,0 19,8 21,3 20,7 

27 CH3 19,2 19,1 19,0 19,2 

28 CH2 23,2 23,1 25,4 24,5 

29 CH3 12,2 12,3 12,3 12,2 
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4.2. Determinação Estrutural de SVEFC81 
 

O composto SVEFC81 foi isolado da quinta subfração oriunda da fração 

clorofórmica do extrato etanólico da casca do caule de Simarouba versicolor, como 

mostra o fluxograma 03, pág. 104. Sua determinação estrutural foi realizada através da 

análise dos espectros de massa, RMN1H, 13C-BB, COSY, HMBC, HSQC como também 

do espectro de absorção na região do infravermelho e por comparação com dados da 

literatura (RODRIGUES et al., 1992), conforme tabela 07, pág. 55. 

Este composto foi isolado sob a forma de um sólido branco, solúvel em 

clorofórmio, cujo ponto de fusão está entre 151,1 – 152,8 °C, facilmente observado em 

CCD, apresentando diretamente a coloração amarela claro quando exposto ao revelador 

vanilina, denominado SVEFC81. 

 
4.2.1. Espectrometria no Infravermelho de SVEFC81 
                

O espectro de absorção na região do infravermelho de SVEFC81 (Fig.15, 

pág. 46) mostra algumas absorções relevantes para a determinação: em 1080 cm-1 é 

atribuído à deformação axial simétrica de C-O e vibrações entre 1275 e 1131 cm-1 são 

referentes também à deformação axial de ligações C-O; em 1337 cm-1 associada à 

deformação axial de C-N sugerindo um alcalóide e a absorção em 1439 cm-1 é 

correlacionada a deformações axiais de C=C e C=N em anel, indicando a existência de 

um alcalóide piridínico; em 1657 cm-1 refere-se a uma deformação axial de C=O e as 

absorções em 2914 e 2844 cm-1 são atribuídas a ligações C-H de grupos alifáticos. 

 
4.2.2. Espectrometria de Massas de SVEFC81 
 

O espectro de massas de SVEFC81 (Fig. 16, pág. 47) apresentou o pico do 

íon molecular, com razão massa/carga, de 280 daltons e um pico base de 251. O valor 

do íon molecular (massa do composto) par possibilitou sugerir a presença de um 

número par de átomos de nitrogênio no alcalóide. Os principais fragmentos estão 

expostos na figura 17, pág. 47. 

 
 
 
 
 
 
 



DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL  
 

 44 

4.2.3. Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio e de Carbono-13 de 

SVEFC81.  

 
A análise do espectro de RMN1H (500MHz, em CDCl3) de SVEFC81 (Fig. 

18, pág. 48) mostra a presença de dois dubletos, referentes aos hidrogênios do anel 

piridínico, um em δ 7,93 (d, J = 5,0 Hz; H-1) e outro em δ 8,84 (d, J = 5,0 Hz; H-2), 

este com maior deslocamento devido à proximidade maior a um nitrogênio.  

O espectro RMN de hidrogênio (Fig. 18, pág. 48), também, apresenta quatro 

sinais na região típica de hidrogênios aromáticos, sendo um dubleto largo em δ 8,65 (dl, 

J = 8,2 Hz) atribuído ao hidrogênio H-8 por acoplar com o H-9 com uma constante orto. 

Um sinal, tripleto de dubleto, em δ 7,69 (td, J = 8,0; 1,1 Hz) foi designado ao H-9 por 

ter correlação com uma constante orto com os H-8 e H-10. Outro tripleto de dubleto foi 

observado em δ 7,49 (td, J = 8,0; 0,7 Hz) referente ao H-10 acoplando na posição orto 

com os H-9 e H-11. Por último, um dubleto largo em 8,08 (dl, J = 7,7 Hz) que foi 

atribuído ao H-11 por acoplar apenas com o H-10 na posição orto. Estas interações entre 

os hidrogênios foram confirmadas através do espectro COSY 1H-1H, mostrado a figura 

21, pág. 51. 

No espectro de RMN de hidrogênio ainda foram observados dois sinais 

(singletos) em δ 4,08 e 4,47 com integração para três hidrogênios manifestando, devido 

ao deslocamento químico de ambos, o indício para dois grupos metoxilas nas posições 

C-5 e C-4. Sendo confirmados através do espectro de RMN13C (Fig. 19, pág. 49), onde 

se observam dois sinais de carbonos metílicos em δ 61,64 e δ 61,75, referentes 

respectivamente as metoxilas ligadas ao C-5 (δ 140,52) e C-4 (δ 152,81), mostrados na 

tabela 07, pág. 55. 

O espectro de RMN13C (Fig. 19, pág. 49) apresentou ainda quatorze sinais, 

sendo um sinal de carbono carbonílico, C-6, em δ 158,56 e os demais sinais espectrais, 

são observados na região de absorção de carbonos aromáticos. No DEPT 135° (Fig. 20, 

pág. 50) foram observados apenas oito sinais. Através da comparação dos espectros de 

RMN13C e DEPT 135° foi possível determinar a existência de oito carbonos não 

hidrogenado, dois já citados acima, C-5 e C-4, os deslocamentos dos demais carbonos 

foram precisamente elucidados através dos experimentos de HSQC e HMBC (Fig. 22 a 

24, pág. 52 a 54). 
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4.2.4. Espectrometrias Bidimensionais e Heteronuclear (1H-13C) de SVEFC81.  
 

O espectro HSQC (Fig. 22, pág. 52) permitiu associar de forma inequívoca 

os acoplamentos de todos os hidrogênios com seu respectivo carbono, possibilitando 

atribuir o deslocamento químico, com exatidão, dos seis carbonos metínicos (Tab. 07, 

pág. 55).  

Na análise do espectro bidimensional de correlação heteronuclear á longa 

distância (2JC-H, 3JC-H e 4JC-H) de RMN 1H-13C HMBC (Fig. 23 e 24, pág. 53 e 54). 

Foram observadas vinte correlações, o que permitiu fazer atribuições inequívocas dos 

deslocamentos químicos dos carbonos aromáticos. O espectro mostrou correlação do 

hidrogênio de absorção em δ 8,84 (H-2) com C-3 de deslocamento em 133,47. Outra 

dúvida esclarecida através do HMBC foi o deslocamento de C-14, dos quais os sinais 

dos H-1 (δ 7,93) e H-8 (δ 8,65) mantêm interação com esse carbono, certificando deste 

modo o seu deslocamento em δ 145,25 (C-14). Observaram-se interações dos 

hidrogênios em δ 8,65 (H-8); 7,69 (H-9); 8,08 (H-11) com δ 139,54 (C-7). Foram 

também observadas as correlações dos hidrogênios em δ 8,65 (H-8); 7,93 (H-1) e 7,49 

(H-10) com δ 124,92 (C-12) e em δ 7,93 (H-1) e 8,84 (H-2) com C-13, (Tab. 07, pág. 

55). De acordo com os dados discutidos acima e ainda com base na análise comparativa 

entre os dados de RMN do composto em questão com os descritos na literatura, chegou- 

se à conclusão de que a SVEFC81 tratava-se de um alcalóide tipo cantinona a  4,5-

dimetóxicantin- 6-ona, a qual já havia sido isolada da Simarouba versicolor (SIMOTE, 

2006). 
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Figura 15 - Espectro de absorção de infravermelho de SVEFC81. 
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     Figura 16 - Espectro de massa de SVEFC81. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             Figura 17 - Proposta das principais fragmentações para SVEFC81. 
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Figura 18 - Espectro de RMN1H de SVEFC81 em CDCl3 a 500MHz. 
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          Figura 19 - Espectro de RMN13C-BB de SVEFC81 em CDCl3 a 125MHz. 
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Figura 20 - Espectro de RMN13C – DEPT 135° de SVEFC81 em CDCl3 a 125MHz. 
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          Figura 21 - Espectro de RMN 2-D COSY de SVEFC81, em CDCl3 a 500 MHz. 
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             Figura 22 - Espectro de RMN 2-D HSQC de SVEFC81, em CDCl3 a 500 MHz. 
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            Figura 23 - Espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC81, em CDCl3 a 500 MHz. 
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              Figura 24 - Expansão do espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC81, em 

CDCl3 a 500 MHz. 
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Tabela 07 - Dados dos espectros de RMN de SVEFC81, comparados com valores 
descritos na literatura para 4,5-dimetóxicantin- 6-ona (RODRIGUES et al., 1992). 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
                                                       4,5-dimetóxicantin- 6-ona  
  

δ em 
ppm HSQC HMBC 

LITERATURA ( Rodrigues, 
1992) 

Tipo de 
carbono δC δH 2JCH 3JCH 4JCH δC δH 

C        

3 133,47 — — H -2 — 140,1 — 

4 152,81 — — CH3O - 4 — 152,4 — 

5 140,52 — — CH3O - 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 — 124,7 — 

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 = 5,1 Hz) 

2 145,12 8,84 (d, J = 5,0 Hz) H -1 — — 145,3 8,81 (d, J = 5,1 Hz) 

8 117,29 8,65 (dl, J = 8,2 Hz) — H -10 — 116,9 8,60 (dd, J = 8,0; 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 — 125,3 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, J = 8,0; 1,0 Hz) 

CH3O        

4 61,75 4,47 (s) — — — 61,4 4,67 (s) 

5 61,64 4,08 (s) — — — 61,3 4,08 (s) 
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4.3. Determinação Estrutural de SVEFC/PGD 

Do fracionamento cromatográfico em coluna aberta, usando gel de sílica, foi 

obtido o composto denominado de SVEFC/PGD isolado da oitava subfração oriunda da 

fração clorofórmica, do extrato etanólico da casca do caule da Simarouba versicolor, 

como mostra o fluxograma 03, pág. 104. Sua determinação estrutural foi realizada 

através da análise dos espectros de massa, RMN1H, 13C-BB, HMBC, HSQC, NOESY 

como também o espectro de absorção na região do infravermelho e por comparação 

com os dados da literatura (Hirota et al., 1991) conforme tabela 08, pág. 73. 

Este composto foi isolado sob a forma de um sólido amorfo branco, solúvel 

em clorofórmio. A substância, denominada SVEFC/PGD, apresentou ponto de fusão 

entre 268,6-270,2 °C.                 

4.3.1. Espectrometria no Infravermelho de SVEFC/PGD 

O espectro de absorção na região do infravermelho de SVEFC/PGD (Fig. 

25, pág. 59) mostrou absorção em 1084 cm-1 sendo atribuído à deformação axial de 

ligação C-O associados aos ésteres e/ou álcoois secundários. As vibrações entre 1234 e 

1115 cm-1 são referentes à cetona cíclica, absorções moderadas em conseqüência das 

vibrações de deformação axial e angular de C-C-C do grupo cetona cíclica; em 1726 

cm-1 é associado à deformação axial de C=O de ésteres carboxílicos e lactonas e a 

absorção em 2920 cm-1 é atribuída a ligações C-H. 

4.3.2. Espectrometria de Massas e Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio e 

de Carbono-13 de SVEFC/PGD. 

Os espectros de RMN1H (500MHz em CDCl3) e RMN 13C-BB (125MHz, 

em CDCl3) de SVEFC/PGD (Fig. 28 e 29, pág. 61 e 62) apresentaram sinais 

característicos do esqueleto básico dos quassinóides tipo C20  (Fig. 03, pág. 11).  

A análise do espectro de massa (Fig. 26, pág. 60) apresentou o pico do íon 

molecular com razão massa/carga, de 406 daltons, que corresponde ao peso molecular 

do composto, cuja fórmula molecular deduzida foi C22H30O7. As principais 

fragmentações estão expostas na figura 27, pág. 60. 
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O espectro de RMN 13C-BB de SVEFC/PGD (Fig. 29, pág. 62) apresentou 

22 linhas espectrais, dentre as quais quatro correspondentes a carbonos de grupo 

carbonila, corroborando com as informações extraídas do espectro do infravermelho. As 

absorções em δC 202,31 (C-12) e 212,80 (C-1) foram atribuídas a carbonilas de cetona 

não conjugadas, as absorções em δC 168,84 (C-16) e 170,41 (AcO-11) foram 

compatíveis com carbonilas de lactonas e éster, respectivamente. 

Fundamentado nos dados dos espectros de RMN 13C-BB e DEPT 135°, (Fig. 

30, pág. 63), verificou-se ainda dois carbonos não hidrogenados, em δC 35,66 (C-8) e 

49,65 (C-10). Identificou-se também a presença de três carbonos metilênicos em δC 

26,45 (C-6), 28,51 (C-15) e 49,00 (C-3) ratificados no espectro do HSQC (Fig. 31, pág. 

64) através da correlação dos seus respectivos hidrogênios.  

Verificaram-se cinco sinais referentes a grupos metilas em δC 12,82 (C-19), 

metila característica de quassinóides ligada ao C-10, em δC 20,55 (AcO-11) e 21,92 (C-

30), que mostraram correlação com singletos em δH 1,31, δH 2,03 e δH 1,56 no espectro 

do HSQC (Fig. 31, pág. 64) denotando que essas três metilas estão ligadas a carbonos 

não hidrogenados. Observa-se ainda sinais em δC 10,74 (C-18) e 18,39 (C-29) esse 

ligada ao carbono C-4 comum nos quassinóides. A expansão do espectro de HSQC (Fig. 

33, pág. 66) mostra a correlação dos dois carbonos (C-18 e C-29) com os dubletos em 

δH 1,06 (d, J =6,7 Hz) e 0,92 (d, J = 6,4 Hz), respectivamente.    

Três sinais em δC 70,12 (C-2), 74,89 (C-11) e 81,87 (C-7) são atribuídos a 

carbonos sp3 metínicos oxigenados, tendo o último, maior deslocamento em relação ao 

carbono oxigenado do anel lactônico. Estes e os demais carbonos metínicos foram 

elucidados com maior facilidade e precisão através das associações dos espectros do 

HSQC (Fig. 31, pág. 64) e HMBC (Fig. 34, pág. 67).     

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

O espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H, 13C a 

uma ligação, HSQC (Fig. 31, pág. 64) permitiu afirmar de forma inequívoca os 

acoplamentos de todos os hidrogênios com seu respectivo carbono, como podem ser 

observados nos espectros de HSQC (Fig. 31 a 33, pág. 64 a 66) e na tabela 08, pág. 73. 
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O espectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear 1H, 13C com 

detecção no canal de hidrogênio HMBC (Fig. 34, pág. 67) mostrou os acoplamentos a 

mais de uma ligação de hidrogênio e carbono (2JCH e 3 JCH). Foram observadas mais de 

45 correlações, o que permitiu fazer atribuições inequívocas dos deslocamentos 

químicos dos carbonos e hidrogênios. Estas correlações estão expostas nos espectros de 

HMBC (Fig. 34 a 38, pág. 67 a 71) e na tabela 08, pág. 73. 

O espectro de correlação homonuclear 1H, 1H – NOESY (500MHz, em 

CDCl3) de SVEFC/PGD (Fig. 39, pág. 72) foi de grande importância na determinação 

da conformação espacial do composto. Revelou o acoplamento do hidrogênio em δH 

2,19 (H-14) com os três hidrogênios da metila-18 (3H-18, δH 1,06). Os acoplamentos 

dos hidrogênios em δH 3,04 (H-13) e δH 5,29 (H-11 axial) com os hidrogênios da metila-

30 em δH 1,56 (3H-30). Já os hidrogênios em δH 2,01 (H-4) e δH 4,73 (H-2 axial) 

acoplam com os três hidrogênios da metila-19 (3H-19). Verificou-se também o 

acoplamento do hidrogênio em δH 1,48 (H-5 axial) com os três hidrogênios da metila-29 

(3H-19, δH 0,92), (Fig. 39, pág. 72). 

A reunião de todos os dados espectroscópicos obtidos para a substância 

SVEFC/PGD através da análise desses dados e a comparação dos valores espectrais 

descritos na literatura revelou um composto análogo, a amarolida diacetato (Hirota et 

al., 1991). Conclui-se que o SVEFC/PGD tratava-se da 11-acetilamarolida, um 

quassinóide que já havia sido isolado na espécie Simarouba versicolor (Arriaga et al., 

2002), (Tab. 08,  pág. 73). 

  

 

 

                                                           

                                                                                             

                                                          11-Acetilamarolida 

 

 

O

O

O

H

AcO

H

O

HO 1

2

3
4

5
6

7

8
9

10

16

1514

13
18

30

12

1119

29



DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL  

 

 

 

59 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         

                     Figura 25 - Espectro de absorção de infravermelho de SVEFC/PGD. 

 



DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL  

 

 

 

60 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 Figura 26 - Espectro de massa de SVEFC/PGD. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

   

                  Figura 27 - Proposta das principais fragmentações para SVEFC/PGD. 
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 Figura 28 - Espectro de RMN1H de SVEFC/PGD em CDCl3 a 500MHz. 
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Figura 29 - Espectro de RMN13C-BB de SVEFC/PGD em CDCl3 a 125MHz. 
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 Figura 30 - Espectro de RMN13C – DEPT 135° de SVEFC/PGD em CDCl3 a 125MHz. 
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   Figura 31 - Espectro de RMN 2-D HSQC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 500 MHz. 
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 Figura 32 - Expansão do espectro de RMN 2-D HSQC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 

500 MHz. 
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Figura 33 - Expansão do espectro de RMN 2-D HSQC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 
500 MHz. 
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      Figura 34 - Espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 500 MHz. 
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  Figura 35 - Expansão do espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 

500 MHz. 
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Figura 36 - Expansão do espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 

500 MHz. 
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Figura 37 - Expansão do espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 

500 MHz. 
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Figura 38 - Expansão do espectro de RMN 2-D HMBC de SVEFC/PGD, em CDCl3 a 

500 MHz. 
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     Figura 39 - Espectro de NOESY do SVEFC/PGD em CDCl3.  
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Tabela 08 - Dados dos espectros de RMN de SVEFC/PGD, comparados com valores 
descritos na literatura do composto análogo, amarolida diacetato (Hirota et al., 1991). 

 
 

       

δ em 
ppm 

HSQC HMBC 
LITERATURA (Hirota 
et al., 1991) 

Tipo de 
carbono δC δH 2JCH 3JCH δC δH 

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 — 168,3 — 

AcO-11 170,41 — Me/AcO — 171,0 — 

AcO-2 — — — — 169,8 — 

CH       

2 70,12 
4,73 (dd, J = 11,0; 

7,7 Hz), H-2ax 
2H -3 — 72,3 

5,56 (dd, J = 12,0; 
8,0 Hz) 

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

5 47,28 
1,48 (dt, J = 14,8; 
2,5 Hz), H-5ax 

2H-6 
H-3a; 3H-19; 3H-

29 
46,7 — 

7 81,87 
4,92 (dd, J = 3,0; 2,0 

Hz), H-7eq 
H-6a H -14; 3H-30 81,7 

4,31 (dd, J = 
3,3Hz) 

9 36,80 3,05 — 
H -14; 3H-19; 3H-

30 
36,3 

2,99 (d, J = 14,0 
Hz) 

11 74,89 
5,29 (dl, J = 12,0 

Hz), H-11ax 
H-9 H-13 74,5 

5,30 (d, J = 14,0 
Hz) 

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

14 47,62 2,19 H-15a 
H-7; 3H-18; 3H-

30 
47,2 — 

CH2       

3 49,00 
2,54 (m), 1,12 (t, 
11,1 Hz), H-3ax 

— 3H-29 42,7 — 

6 26,45 
2,05 (m), 1,86 (dt, 

14,8; 2,0 Hz) 
— — 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 
1,04 (d, J = 7,5 

Hz) 

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 
0,98 (d, J = 7,0 

Hz) 

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. Determinação Estrutural de SVEFA – AZ 
 

A fração SVEA 3.2 proveniente do fracionamento cromatográfico da fração 

SVEA (Tab. 28, pág. 105) forneceu através de recristalização em acetato de etila um 

sólido amorfo branco, solúvel em piridina com ponto de fusão entre 286,0 - 288,2 °C, 

que foi codificada SVEFA-AZ (Fluxograma 04, pág. 107). 

A determinação estrutural veio através de análise dos dados espectrais de 

RMN1H e 13C-BB e comparação com dados da literatura (VOUTQUENNE et al., 1999). 

 
4.4.1. Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio de SVEFA - AZ. 
 

O espectro de RMN1H, 500MHz em C5D5N (Fig. 40, pág. 76) apresenta 

sinais referentes a hidrogênios alifáticos entre δ 0,67 – 2,76, típicos de esqueletos 

terpênicos ou esteroídicos. Pode-se observar um acúmulo de sinais na região entre δ 

3,95 – 5,09 atribuídos a hidrogênios carbinólicos sugerindo a presença de molécula de 

açúcar na estrutura. 

 
  4.4.2. Ressonância Magnética Nuclear de Carbono-13 de SVEFA-AZ. 
 

O espectro de RMN13C-BB, 125MHz em C5D5N (Fig. 41, pág. 77) 

apresentou cinco sinais referentes a carbonos oxigenados em δ 72,2; 75,8; 78,6; 78,9 e 

63,3. Os sinais em δ 141,4 e 122,4 caracterizam a dupla ligação entre C-5 e C-6 

respectivamente. Verificou-se ainda uma linha espectral em δ 103,1 (C-1’) 

característico de carbono anomérico de unidade glicosídica. 

A comparação dos espectros de RMN13C-BB e DEPT–135° (Fig. 42, pág. 

78) contribuiu para elucidação da estrutura, revelando que os carbonos carbinólicos, 

citados acima, eram metínicos, além do sinal em δ 63,3 um carbono metilênico, todos 

pertencentes à glicose ligada ao esqueleto esteroidal. Foram observados ainda sinais de 

3 carbonos não hidrogenados, 10 carbonos metínicos, 11 metilênicos e 6 carbonos 

metílicos. 
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Os resultados obtidos nos espectros comparados aos dados encontrados na 

literatura (VOUTQUENNE et al., 1999), permitiram caracterizar o SVEFC-AZ sendo o 

3-β-O-β-D-glicopiranosil sistosterol (β-sistosterol glicosilado), esses dados estão 

contidos na tabela 09, pág. 79. 
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           Figura 40 - Espectro de RMN1H de SVEFA-AZ em C5D5N a 500MHz. 
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         Figura 41 - Espectro de RMN13C-BB de SVEFA-AZ em C5D5N a 125MHz. 
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Figura 42 - Espectro de RMN13C – DEPT 135° de SVEFA-AZ em C5D5N a 125MHz. 
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Tabela 09 - Dados RMN13C de SVEFA - AZ, comparados com valores descritos na 
literatura para β-sitosterol glicosilado (VOUTQUENNE et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 

CARBONO  DESLOCAMENTO 13C (ppm) 

Número Tipo  SVEFA - AZ β-SITOSTEROL GLICOSILADO 
(VOUTQUENNE et al., 1999).  

     

1 CH2  38,0 37,0 

2 CH2  32,7 31,6 

3 CH  79,1 79,0 

4 CH2  39,8 39,5 

5 C  141,4 141,4 

6 CH  122,4 122,2 

7 CH2  32,7 31,6 

8 CH  32,5 31,7 

9 CH  50,9 50,0 

10 C  37,4 36,5 

11 CH2  21,8 20,8 

12 CH2  38,0 38,5 

13 C  43,0 42,1 

14 CH  57,3 56,5 

15 CH2  25,0 24,5 

16 CH2  29,0 28,7 

17 CH  56,8 55,8 

18 CH3  12,5 12,0 

19 CH3  19,9 19,0 

20 CH  36,9 36,0 

21 CH3  19,5 18,5 

22 CH2  34,7 34,0 

23 CH2  29,0 28,0 

24 CH  46,5 45,7 

25 CH  30,0 28,9 

26 CH3  20,5 19,5 

27 CH3  19,7 18,7 

28 CH2  23,9 22,8 

29 CH3  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' CH2  63,3 61,7 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 
5.1. Métodos de análises 
 
5.1.1. Métodos cromatográficos 
 

Para as cromatografias de adsorção em coluna foi utilizado gel de sílica 60 

(Ø 63 – 200µm) da marca Vetec e nas cromatografias sob média pressão (flash) 

utilizou-se gel de sílica 60 (Ø 40 – 63µm), da Vetec. O comprimento e o diâmetro das 

colunas variaram de acordo com alíquotas das amostras a serem cromatografadas, assim 

como a quantidade de adsorvente utilizado.  

Na cromatografia de adsorção sob média pressão foram utilizadas colunas 

que continham bulbos no ápice, com objetivo de armazenar solvente. Empregou-se um 

sistema adaptado com uma bomba de ar comprimido do modelo Inalar Compact . 

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) utilizaram-se cromatoplacas 

de gel de sílica 60 (Ø 5 - 40µm) sobre alumínio, com indicador de fluorescência na 

faixa 254nm da Merck. 

As revelações das substâncias nas cromatoplacas analíticas foram realizadas 

através de exposição destas à irradiação ultravioleta (UV) no comprimento de onda 

254nm, emitidos por lâmpada modelo UVSL-28 da Sovereing Computer Systems, e/ou 

pulverizada com solução de vanilina (C8H8O3, 0,5g) e ácido perclórico (HClO4, 0,75M, 

10ml) em etanol (C2H6O, 10ml), seguido de aquecimento em estufa a aproximadamente 

100°C por cerca de quatro minutos.  

Os solventes, de qualidade P.A da marca Synth, utilizados nas 

cromatografias citadas anteriormente foram hexano (H), diclorometano (D), clorofórmio 

(C), acetato de etila (A) e metanol (M), usados na forma pura ou combinada em 

proporções de modo a obter um gradiente crescente de polaridade.   

 

5.1.2. Métodos físicos de análises  
 
5.1.2.1. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 
 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN1H) 

ressonância magnética nuclear de carbono (RMN13C), unidimensionais (1D) e 

bidimensionais (2D) foram obtidos em espectrômetro Brucker, modelo Avance DRX–

500, operado na freqüência de 125 MHz para carbono-13 e 500MHz para hidrogênio. 
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Equipamento pertencente ao Centro Nordestino de Aplicação e Uso da Ressonância 

Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceará.  

Os solventes utilizados na dissolução das amostras foram clorofórmio 

deuterado (CDCl3) e piridina deuterada (C5D5N), comercializados pela Merck e Aldrich. 

Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão 

(ppm) e foram referenciados para RMN1H pelos picos dos hidrogênios pertencentes às 

moléculas residuais não deuteradas do solvente clorofórmio em (δH 7,26) e piridina (δH 

8,71; 7,55 e 7,19). Para RMN13C, pelos picos de carbono-13 do clorofórmio (δC 77,0) e 

piridina (δC 149,2; 135,5 e 123,5) (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). 

As multiplicidades das bandas em RMN1H foram indicadas segundo a 

convenção: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), td (tripleto de 

dubleto), q (quarteto), m (multipleto). 

O padrão de hidrogenação dos carbonos foi determinado através de 

utilização da técnica DEPT 135° e segundo convenção a terminologia: metílico (CH3), 

metilênico (CH2), metínico (CH) e carbono não hidrogenado. 

 

5.1.2.2. Espectroscopia na região do infravermelho 
 
Os espectros na região de absorção do infravermelho foram obtidos em 

espectrômetro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT, do Departamento de Química Orgânica 

e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará. Sendo utilizadas pastilhas de Cloreto de 

Sódio (NaCl) ou de Brometo de Potássio (KBr). 

 

5.1.2.3. Espectrometria de massa 
 

O espectro de massa das substâncias isoladas foi determinado por impacto 

eletrônico a 70 eV em espectrômetro de massa Shimadzu, modelo QP 5050, pertencente 

ao Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará. 

 

5.1.2.4. Ponto de fusão 
 

Os pontos de fusão das substâncias foram obtidos em equipamento da Micro 

Química, modelo MQAPF-301 do Laboratório de Produto Natural da Universidade 

Federal do Ceará. As determinações foram realizadas a uma velocidade de aquecimento 

de 2°C/min.  
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5.2. Atividade biológica in vitro 
 
5.2.1. Estudo da atividade anticolinesterásica 
 

O método para determinação da atividade do extrato, frações ou substâncias 

como inibidores da AChE foi baseado no ensaio enzimático descrito por Ellman et al., 

1961, sendo modificado para CCD por RHEE et al., 2001. 

 
5.2.1.1. Tampões  
 

No ensaio enzimático para determinação da inibição da enzima 

acetilcolinesterase foram utilizados os seguintes tampões:  

1 -  Tris/HCl (Tris(hidrometil)metilamina) 50mM  pH 8,0; 

2 - Tris/HCl (Tris(hidrometil)metilamina) 50mM pH 8,0, contendo 0,1% de albumina 

sérica bovina (BSA); 

3 - Tris/HCl (Tris(hidrometil)metilamina) 50mM pH 8,0, contendo NaCl 0,1M e 

MgCl2.6H2O 0,02M. 

 
5.2.1.2. Enzima utilizada nos ensaios 
 

A enzima acetilcolinesterase, AChE, (tipo VI-s, pó liofilizado, 292U/mg 

sólido, 394U/mg de proteína), da marca Sigma Chemical Co. Esta enzima foi estocada 

em tampão 1 para o ensaio em CCD e para a pulverização foi diluída em tampão 2 na 

concentração de 4U/mL. 

 
5.2.1.3. Substrato 
 

Foi utilizado como substrato o Iodeto de Acetiltiocolina (ATCI), da marca 

Aldrich Chem. Co., o mesmo foi diluído no tampão 1 para obtenção de uma solução de 

ATCI 1 mM para o ensaio CCD.  

 
5.2.1.4. Reagente de Ellman 
 

Para o ensaio CCD foi utilizado o ácido 5,5´-Ditiobis-2-nitrobenzóico 

(DTNB) 1mM em tampão 1, da Aldrich Chem. Co. 
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5.2.1.5. Placa para o ensaio em CCD 
 

Foram utilizadas cromatoplacas de sílicagel 60 (Ø 5 - 40µm) sobre 

alumínio, com indicador de fluorescência na faixa 254nm e 0,2mm de espessura da 

Merck. 

 
5.2.1.6. Inibidores de referência 
 

Como inibidor de referência foram utilizados os alcalóides cafeína anidra, 

da marca VETEC e a Galantamina, alcalóide utilizado no tratamento da doença 

Alzheimer. 

 
5.2.2. Citotoxicidade 
 

Análise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no 

programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que 

testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). É um método rápido, 

sensível e barato. Foi descrito primeiramente por Mosmann (1983), tendo a capacidade 

de analisar a viabilidade e o estado metabólico da célula. É uma análise colorimétrica 

baseada na conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de 

tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes 

somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotóxico pelo método do MTT 

permite definir facilmente a citotoxicidade, mas não o mecanismo de ação (BERRIDGE 

et al., 1996). 

As células foram plaqueadas na concentração de 0,1 x 106 cél/mL para as 

linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 105 cél/mL para a linhagem HCT-8. as placas 

foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2  a 37ºC. ao término deste, as 

mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram 

adicionados 150µL da solução de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas 

por 3h. A absorbância foi lida após dissolução do precipitado com 150µL de DMSO 

puro em espectrofotômetro de placa a 595nm. 

 
5.2.2.1. Material 
 

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama – humano), 

HCT-8 (cólon – humano) e SF-295 (glioblastoma – humano), foram cedidas pelo 

Instituto Nacional do Câncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, 
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suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos, mantidas em estufa 

a 37 ºC e atmosfera contendo 5% de CO2. 

Amostras: As amostras foram diluídas em DMSO puro estéril. Os extratos 

foram testados na concentração de 50µg/mL. 

 
5.2.2.2. Análise Estatística 
 

Os experimentos foram analisados segundo a média ± desvio padrão da 

média (DPM) da porcentagem de inibição do crescimento celular usando o programa 

GraphPad Prism. 



Capítulo 6 

 

 
 

 

 

PARTE  

EXPERIMENTAL  
 



PARTE EXPERIMENTAL 

 

    
 

87 

6. PARTE EXPERIMENTAL 
 
6.1. Coleta do material  
 

Os exemplares da espécie Simarouba versicolor (Sv) estudada foram 

coletados na localidade de Uberaba do município de Beberibe no estado do Ceará, no 

dia 20 de agosto de 2006, pelo professor Luquésio P. de Melo Jorge, lotado no 

Departamento de Matemática da Universidade Federal do Ceará. 

A identificação botânica da espécie foi realizada pelo professor Edson de 

Paula Nunes do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará. A 

exsicata (Fig. 43) encontra-se armazenada no Herbário Prisco Bezerra pertencente ao 

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará, sob o número 039.443. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Figura 43 - Fotografia da exicata de Simarouba versicolor (n° 039.443).  
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6.2. Triagem do material a partir do ensaio enzimático. 
 

A planta foi dividida em partes (folhas, talos das folhas, cerne, casca do 

caule e galhos) para a triagem através da aplicação do teste enzimático de inibição da 

AChE. Os exemplares da espécie foram triturados e secos à temperatura ambiente.  

As amostras (50g de cada) foram submetidas à extração exaustiva a frio, por 

sete dias em duplicada, utilizando-se primeiramente o solvente hexano e posteriormente 

o solvente metanol ou etanol.  

A remoção dos solventes dos extratos foi realizada sob pressão reduzida em 

evaporador rotatório, marca Fisatom – modelo 825 T e depois mantido na temperatura 

ambiente para eliminar resquício de solvente. Os resultados das extrações encontram-se 

descritos na tabela 10, página 89. O resultado da avaliação dos extratos quanto ao 

potencial de inibição da enzima acetilcolinesterase encontra-se na tabela 31, página 111. 

A partir deste ensaio optamos por estudar a casca do caule.  
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 Tabela 10 - Extratos das partes da Simarouba versicolor (SV).    

Parte da Planta             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. Preparação do extrato hexânico e etanólico da casca do caule de Simarouba 

       versicolor.  

 
As cascas do caule (1,315kg peso seco) foram trituradas e secas à 

temperatura ambiente, mostrando uma taxa de 47,93% de umidade, depois foram 

submetidas à extração exaustiva com hexano a frio durante sete dias. Para tanto, 

utilizaram-se aproximadamente 11 litros de hexano e posteriormente mesma quantidade 

de etanol.  Foram realizadas duas extrações com cada solvente. 

A retirada dos solventes dos extratos foi realizada sob pressão reduzida em 

evaporador rotatório, marca Fisatom – modelo 825 T, mantendo-se a temperatura do 

banho em torno de 55°C, e posteriormente expondo-se à temperatura ambiente para 

eliminar resquício de solvente, o que resultou em 4,061g do extrato hexânico (SVH) e 

95g do extrato etanólico (SVE) (Fluxograma 01, pág. 90).  
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Fluxograma 01 - Obtenção dos extratos hexânico e etanólico da casca do caule de 

Simarouba versicolor. 

 
                          

                      

                  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Casca do caule de 
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1,315 kg 

1. Hexano 
2. Evaporação do solvente 
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1.  Etanol 
2.  Evaporação do solvente 

Extrato Etanólico (SVE) 
95g 
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6.4. Isolamento dos constituintes da casca do caule de Simarouba versicolor.  
 
6.4.1 Fracionamento cromatográfico do SVE (Fluxograma 02, pág. 92). 
 

O fracionamento cromatográfico do extrato etanólico ocorreu com a 

adsorção de 47,553g do extrato em 37,427g de gel de sílica, pulverizado em gral de 

porcelana e submetido ao processo de desadsorção escalonada (coluna filtrante) em 

coluna da marca Pyrex de 1000ml e 8,0cm de diâmetro, contendo 167,323g de gel de 

sílica. A eluição foi realizada utilizando a seguinte série de solventes: hexano, hexano-

clorofórmio (1:1), clorofórmio, acetato de etila e metanol, o que resultou nas frações 

contidas na tabela 11. 

 

Tabela 11 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico do extrato etanólico 

da casca do caule de Simarouba versicolor (SVE).    

 

ELUENTES FRAÇÃO  PESO (g) 

Hexano SVEH 0,033 

Hexano-clorofórmio (1:1) SVEH-C 0,069 

Clorofórmio  SVEC 1,374 

Acetato de etila SVEA 11,423 

Metanol SVEM 27,765 

TOTAL   40,664 
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Cromatografia por adsorção (filtrante) 

Fluxograma 02 - Fracionamento do SVE. 

 

 

                                                                         
  
                   
 
 

 
 

 

 

6.4.2. Fracionamento cromatográfico da fração clorofórmica (SVEC) do extrato 

etanólico. (Fluxograma 03, pág. 104). 

 
A fração SVEC (1,374g) foi adsorvida em 1,566g de gel de sílica, 

pulverizada em gral de porcelana. A mistura foi acondicionada sobre 21,519g de gel de 

sílica em coluna cromatográfica de 125ml e 4,4cm de diâmetro. Empregou-se como 

eluentes hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol em gradiente crescente de 

polaridade através de misturas binária ou solvente puro. Foram coletadas 421 frações de 

aproximadamente 9ml cada (Tab. 12, pág. 93), estas foram analisadas por comparação 

em CCD e reunidas de acordo com as suas similaridades, como está representado na 

Tabela 13. 
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      Tabela 12 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração 

clorofórmica (SVEC). 

Frações (9ml) Eluentes 

1-24 Hexano  

25-36 Hexano-clorofórmio (9:1) 

37-182 Hexano-clorofórmio (8:2) 

183-205 Hexano-clorofórmio (1:1) 

206-254 Hexano-clorofórmio (2:8) 

255-278 Clorofórmio  

279-301 Clorofórmio-acetato de etila (7:3) 

302-320 Clorofórmio-acetato de etila (1:1) 

321-337 Clorofórmio-acetato de etila (2:8) 

338-367 Acetato de etila  

368-388 Acetato de etila -metanol (8:2) 

389-401 Acetato de etila -metanol (1:1) 

401-421 Metanol  
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  Tabela 13 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da SVEC. 

Frações reunidas Frações 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 cromatográfico da fração SVEC. 3 (Fluxograma 03, pág. 

104) 

 
A fração SVEC. 3 (139-185) resultou em 285,4mg de material. Este foi 

macerado em 303,0mg de gel de sílica. A mistura foi acondicionada em coluna de 2,2 

cm de diâmetro, utilizando 7,84g de gel de sílica como fase estacionária. Os eluentes 

foram hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binárias, 

aumentado gradativamente à polaridade. As 211 subfrações coletadas, com 

aproximadamente 9ml cada, encontram-se descritas na tabela 14, página 95, e foram 

analisadas por CCD e reunidas de acordo com o grau de semelhança, conforme tabela 

15. 
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Tabela 14 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 3.  

Frações (9ml) Eluentes 

1- 46 Hexano  

47-131 Hexano-clorofórmio (9:1) 

132-137 Hexano-clorofórmio (8:2) 

138-142 Hexano-clorofórmio (6:4) 

143-147 Hexano-clorofórmio (4:6) 

148-151 Hexano-clorofórmio (3:7) 

152-191 Clorofórmio 

192-202 Clorofórmio-acetato de etila (1:1) 

203-206 Acetato de etila  

207-211 Metanol  

 
 

Tabela 15 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 3. 

Frações reunidas Frações 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. 3.4 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 cromatográfico da fração SVEC. 3.2 e o isolamento de  

SVEFC01 (fluxograma 03, pág. 104). 

    
As frações reunidas 109-138 (169,9mg) denominadas SVEC. 3.2 foram 

maceradas em 157,3mg de gel de sílica. O material macerado foi disposto sobre 1,0764 

g de gel de sílica numa coluna de 1 cm de diâmetro. No fracionamento utilizaram-se os 

seguintes solventes: hexano, clorofórmio e metanol em gradiente crescente de 

polaridade por combinação binária ou pura. Foram 37 subfrações coletadas, cada uma 

com aproximadamente 8ml, tabela 16, sendo analisadas e após comparação em CCD 

foram reunidas. As frações resultantes encontram-se descritas na tabela 17, página 97. 

 

    Tabela 16 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 3.2. 

Frações (8ml) Eluentes 

1-10 Hexano-clorofórmio (9:1) 

11-21 Hexano-clorofórmio (8:2) 

22-27 Hexano-clorofórmio (7:3) 

28-33 Clorofórmio  

34-37 Metanol  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PARTE EXPERIMENTAL 

 

    
 

97 

 Tabela 17 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 3.2. 

Frações reunidas Frações Peso (mg) 

1-6 SVEC. 3.2.1 2,6 

7-19 SVEC. 3.2.2 

(SVEFC01) 

27,9 

20-23 SVEC. 3.2.3 10,7 

24-37 SVEC. 3.2.4 73,2 

TOTAL  114,4 

 

               As frações 7-19, pesando 27,9mg, denominadas de SVEC. 3.2.2, apresentaram 

um sólido amorfo branco, solúvel em clorofórmio, de suave odor adocicado com um 

faixa de fusão entre 132,0-134,4°C. O composto foi denominado de SVEFC01, 

posteriormente através de métodos físicos e comparação com a literatura foi possível 

determinar que se tratasse da uma mistura de esteróides,  β-sistosterol e estigmasterol. 

 

6.4.2.3. Fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 5 (Fluxograma 03, pág. 

104). 

 
A fração denominada SVEC. 5 (209-218) resultou em 102,4mg de material, 

seu subfracionamento ocorreu  com a adsorção em 120,4mg de gel de sílica, 

pulverizado em gral de porcelana em seguida disposto sobre 6,0920g de gel de sílica 

numa coluna de 2,2cm de diâmetro. Como eluentes foram utilizados hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol. Estes solventes foram usados numa crescente de 

polaridade através de combinação ou na forma pura. Foram coletados 133 subfrações, 

com aproximadamente 9ml cada, como descrito na tabela 18, estas foram agrupadas 

após análise por CCD na tabela 19. 
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Tabela 18 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 5.  

Frações (9ml) Eluentes 

1-7 Hexano  

8-12 Hexano-clorofórmio (9:1) 

13-63 Hexano-clorofórmio (7:3) 

64-79 Hexano-clorofórmio (1:1) 

80-86 Hexano-clorofórmio (2:8) 

87-93 Clorofórmio  

94-100 Clorofórmio-acetato de etila (8:2) 

101-105 Clorofórmio-acetato de etila (1:1) 

106-111 Clorofórmio-acetato de etila (1:1) 

112-117 Acetato de etila  

118-126 Acetato de etila-metanol (1:1) 

127-133 Metanol  

    

    Tabela 19 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 5. 

Frações reunidas Frações 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 cromatográfico da fração SVEC. 5.2. (Fluxograma 03, pág. 

104). 

 
A fração SVEC. 5.2 (78,8mg) foi macerada com 75,2mg de sílica em gral de 

porcelana. A mistura foi acondicionada sobre 4,8776g de gel de sílica em coluna 

cromatográfica de 1,5cm de diâmetro. Utilizaram-se como eluentes: hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol, que foram usados numa combinação ou na 

forma pura num gradiente crescente de polaridade, esta coluna forneceu 141 subfrações 

com aproximadamente 9ml cada (Tab. 20), analisadas através de comparação por CCD 

e reunidas de acordo como mostra a tabela 21, página 100.  

 

    Tabela 20 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 5.2. 

Frações (9ml) Eluentes 

1-30 Hexano-clorofórmio (9:1) 

31-39 Hexano-clorofórmio (8:2) 

40-44 Hexano-clorofórmio (7:3) 

45-80 Hexano-clorofórmio (1:1) 

81-97 Hexano-clorofórmio (3:7) 

98-114 Clorofórmio  

115-125 Clorofórmio-acetato de etila (1:1) 

126-131 Acetato de etila  

132-141 Metanol  
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 Tabela 21 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 5.2. 

Frações reunidas Frações 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 cromatográfico da fração SVEC. 5.2.3 (Fluxograma 03, 

pág. 104). 

 
A fração SVEC. 5.2.3 (34,0mg) foi macerada com 25,2g de gel de sílica. 

Esta mistura foi submetida ao fracionamento cromatográfico sobre 1,4333 g de gel de 

sílica numa coluna de 1cm de diâmetro, como fase estacionária. Para fase móvel foram 

usados os solventes hexano, clorofórmio e metanol na forma pura ou em misturas 

binárias, seguindo uma ordem crescente de polaridade. Resultou em 38 subfrações com 

aproximadamente 8ml cada, tabela 22, página 101. As subfrações após comparação em 

CCD foram reunidas em duas frações, como mostra a tabela 23. Observou-se que a 

segunda fração (SVEC. 5.2.3.2) apresentava um sólido amorfo de coloração branca. 
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Tabela 22 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 5.2.3.  

Frações (8ml) Eluentes 

1-5 Hexano-clorofórmio (7:3) 

6-13 Hexano-clorofórmio (6:4) 

14-19 Hexano-clorofórmio (1:1) 

20-31 Hexano-clorofórmio (4:6) 

32-35 Hexano-clorofórmio (3:7) 

36 Clorofórmio  

37-38 Metanol  

 

Tabela 23 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 

5.2.3. 

Frações reunidas Frações 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 cromatográfico da fração SVEC. 5.2.3.2 e o isolamento de 

SVEFC81 (Fluxograma 03, pág. 104). 

 
A fração SVEC. 5.2.3.2 (25,8mg) foi adsorvida em 20,0mg de gel de sílica 

num gral de porcelana e submetida ao fracionamento cromatográfico em coluna flash 

com 1,2cm de diâmetro, contendo 4,4612g de sílica flash. A eluição foi realizada de 

forma isocrática utilizando uma mistura binária dos solventes Diclorometano-acetato de 

etila 10% e seguido por adição de acetato de etila puro. Foram coletados 40 subfrações 

de aproximadamente 6ml cada (Tab. 24). Após análise em CCD foram agrupadas 

conforme descreve a tabela 25. 



PARTE EXPERIMENTAL 

 

    
 

102 

Tabela 24 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 

5.2.3.2 . 

Frações (6ml) Eluentes 

1-33 Diclorometano-acetato de etila (9:1) 

34-40 Acetato de etila  

 

 Tabela 25 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC.  

5.2.3.2.  

Frações reunidas Frações 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 

(SVEFC81) 

9,0 

TOTAL  21,9 

 
 

A fração SVEC. 5.2.3.2.3 apresentou um sólido amorfo de cor branca, 

solúvel em clorofórmio com ponto de fusão entre 151,1–152,8°C. Este material foi 

codificado de SVEFC81. 

 

6.4.2.7. Fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 8 e o isolamento de 

SVEFC/PGD ( fluxograma 03, pág. 104). 

 
A fração denominada SVEC. 8 resultou em 143,8mg de material que foi 

macerado em 156,0mg de gel de sílica. A mistura foi acondicionada sobre 1.1096g de 

gel de sílica numa coluna de 1 cm de diâmetro. A eluição foi realizada através de uma 

ordem crescente de polaridade, usando-se os seguintes solventes: clorofórmio e acetato 

de etila como mostra a tabela 26. Foram coletadas 43 subfrações de aproximadamente 

7ml cada, que após análise em CCD foram agrupadas conforme descreve a tabela 27.  
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       Tabela 26 – Dados referentes ao fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 8. 

Frações (7ml) Eluentes 

1-10 Clorofórmio-acetato de etila (7:3) 

11-20 Clorofórmio-acetato de etila (6:4) 

21-34 Clorofórmio-acetato de etila (1:1) 

35-38 Clorofórmio-acetato de etila (3:7) 

39-43 Acetato de etila  

 

      
    Tabela 27 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEC. 8. 
 

Frações reunidas Frações Peso (mg) 

1-28 SVEC. 8.1 100,6 

29-43 SVEC. 8.2 

(SVEFC/PGD) 

5,1 

TOTAL  105,7 

 

Observou-se a partir da subfração 27 a presença de um sólido amorfo 

branco, sem aparente odor. As subtrações de 29 a 43 foram reunidas após análise em 

CCD, da qual se obteve 5,1mg deste material, que foi denominado de SVEFC/PGD. A 

substância, solúvel em clorofórmio, apresentou ponto de fusão entre 268,6-270,2 °C.  
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SVEC. 2 
62,9 mg 

SVEC. 4 
75,5 mg 

SVEC. 6 
173,1 mg 

SVEC. 7 
93,0 mg 

SVEC. 9 
11,6 mg 

SVEC. 10 
33,0 mg 

SVEC. 3.3 
3,7 mg 

SVEC. 3.4 
5,9 mg 

SVEC. 3.5 
8,3 mg 

SVEC. 3.2.3 
10,7 mg 

SVEC. 5.3 
10,3 mg 

SVEC. 5.2.4 
1,1 mg 

SVEC. 5.2.3.2.1 
4,7 mg 

SVEC. 9 
11,6 mg 

Fluxograma 03 - Fracionamento da fração SVEC e os isolamentos de três substâncias. 

 

 

 

                                                                

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.A. = Cromatografia por adsorção.  
 
 

SVEC 
1,374 g 

 

SVEC. 3 
285,4 mg 

SVEC. 5 
102,4 mg 

SVEC. 8 
143,8 mg 

SVEC. 1 
206,3 mg 

SVEC. 3.1 
18,3 mg 

SVEC. 3.2 
169,9 mg 

SVEC. 3.6 
11,2 mg 

SVEC. 3.2.1 
2,6 mg 

SVEC. 3.2.2 

27, 9 mg 

 SVEFC01 

SVEC. 3.2.4 
73,2 mg 

SVEC. 5.1 
0,8 mg 

SVEC. 5.2 
78,8 mg 

SVEC. 5.2.1 
11,5 mg 

SVEC. 5.2.2 
6,4 mg SVEC. 5.2.3 

34,0 mg 

SVEC. 5.2.3.1 

3,2 mg SVEC. 5.2.3.2 
25,8 mg 

SVEC. 5.2.3.2.2 
8,2 mg SVEC. 5.2.3.2.3 

9, 0 mg 

SVEFC81 

SVEC. 8.2 

5,1 mg 

SVEFC/PGD 

SVEC. 8.1 
100,6 mg 

C.A. gel de sílica 
(70-230 mesh) 

C.A. gel de sílica (70-230 mesh) 

C.A. gel de sílica (70-230 mesh) 

C.A. gel de sílica 
(70-230 mesh) 

C.A. gel de sílica 
(70-230 mesh) 

C.A. gel de sílica 
(70-230 mesh) 

C.A. sílica Flash 
(230 - 400 mesh) 
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6.4.3. Fracionamento cromatográfico da fração acetato (SVEA) do extrato 

etanólico. (Fluxograma 04, pág. 107). 

 
A fração SVEA, oriunda do fracionamento do extrato etanólico de SV, 

(Tab. 11, pág. 91) que continha 11,423g, foi adsorvida em 12,138g de sílica gel sendo 

macerado em um gral de porcelana e em seguida disposta sobre 52,261g de gel de sílica 

numa coluna cromatográfica de 8,0cm de diâmetro.  

Empregaram-se como eluentes: Clorofórmio, Clorofórmio-Acetato de etila 

(1:1), Acetato de etila, Acetato de etila-Metanol (1:1) e Metanol. O resultado do 

fracionamento está contido na tabela abaixo.  

 

           Tabela 28 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da SVEA. 

Frações  Frações Peso (g) 

Clorofórmio 100% SVEA. 1 0,595 

Clorofórmio-Acetato de etila (1:1) I SVEA. 2 2,772 

Clorofórmio-Acetato de etila (1:1) II 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 cromatográfico da fração SVEA 3 (Fluxograma 04, pág. 

107). 

 
A fração denominada SVEA 3 resultou em 1,453g de material, que foi 

macerado em 1,371g de sílica gel. A mistura então foi submetida ao fracionamento 

cromatográfico sobre 25,500g de gel de sílica numa coluna de 5,4cm de diâmetro, com 

fase estacionária. Para a fase móvel foram utilizados os solventes Hexano, Acetato de 

etila e Metanol, na forma pura ou em mistura binária, através de um gradiente crescente 

de polaridade. 
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O fracionamento resultou em 215 subfrações com aproximadamente 9 ml 

cada, tabela 29. Após comparação por CCD, as subfrações foram reunidas de acordo 

com o grau de similaridade conforme a tabela 30. 

 

     Tabela 29 – Dados referentes do fracionamento cromatográfico da fração SVEA. 3.  

Frações (9ml) 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 - Frações resultantes do fracionamento cromatográfico da fração SVEA. 3. 

Frações reunidas Frações 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 fração SVEA. 3.2 apresentou um precipitado de coloração branca, este foi 

separado (28,9mg) e analisado em CCD e então através de recristalização, com acetato 

de etila, tentou-se purificá-lo, resultando em 25,1mg do sólido branco, amorfo, solúvel 

em piridina com ponto de fusão entre 286,0-288,2 °C, sendo denominado SVEFA-AZ. 
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Fluxograma 04 - Fracionamento da fração SVEA e os isolamentos de uma substância. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.A. = Cromatografia por adsorção.  
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7. ATIVIDADE ANTICOLINESTERÁSICA 
 
7.1. Ensaio de Ellman  
 

Os ensaios para prever o potencial inibitório da AChE são baseados no 

método de ELLMAN  et al., 1961 adaptado para cromatografia de camada delgada por 

RHEE et al, 2001. É um método colorimétrico e pode ser utilizado de forma qualitativa 

e quantitativa, cuja equação da reação na qual se fundamenta é apresentada no quadro 

abaixo.  

 

Quadro 02 - Equação da reação do Teste de Ellman. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O princípio do método de Ellman é a medida da razão de produção de 

tiocolina, quando o substrato acetiltiocolina é hidrolisado pela enzima 

acetilcolinesterase (AChE). Esta reação é acompanhada pela reação contínua do tiol 

ácido 5,5´–Ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) para produzir o ânion de coloração 

amarela 5-tio-2-nitrobenzoato. A razão da produção da cor amarela é medida a 405nm 

ou visualizada em CCD, através de halos brancos (amostra positiva), em uma placa 

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

As amostras, nas concentrações de 4mg/ml para extratos e de 2mg/ml para 

substâncias isoladas e de controle positivo (Tab. 31), foram aplicadas em CCD por meio 

de um capilar de vidro e deixadas em repouso até secar o solvente. Em seguida, 

pulverizou-se a placa com uma solução contendo o substrato (ATCI, 1mM em tampão 

1) e o reagente de Ellman (DTNB, 1mM em tampão 1) e aguardou-se a secagem da 

placa durante 3 a 5 minutos. Após esse tempo borrifou-se a enzima AChE na 

concentração de 3U/mL em tampão 1. Decorridos aproximadamente 7 minutos, a 

cromatoplaca desenvolveu uma coloração amarela, e surge o aparecimento de halo 

branco em torno dos “spots” das amostras onde houve inibição da enzima. Como 

controle positivo foram utilizados os alcalóides, cafeína (anidra) da marca VETEC e a 

Galantamina, droga utilizada no tratamento da doença Alzheimer, (Quadro 01, pág. 3). 

Os resultados desse ensaio qualitativo de inibição da AChE, estão descritos na tabela 

31, página 111 (Fig. 44). Os bons resultados dos extratos etanólico e hexânico da casca 

do caule aliados à propriedade inseticida do mesmo, (LORENZI, 1998), foram 

determinantes na escolha do caule para este estudo.   

 

 
 
               

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

   
Amostras  código  Halos de inibição 

(mm) 

Galantamina GAL 8 

C
on

tr
ol

e 
P

os
iti

vo
 

Cafeína CAF 5 

Mistura de esteróides SVEFC01 - 

β- sistosterol glicosilado SVEFA-AZ  - 

4,5-dimetóxicantin- 6-ona SVEFC81 6 

S
ub

st
ân

ci
a 

Is
ol

ad
a 

11-Acetilamarolida PGD 4 

Casca do caule CCH 5 

Cerne CEH 5 

Galho  GLH 4 

Talo TLH 5 

E
xt

ra
to

 H
ex

ân
ic

o 

Folha  FLH - 

Casca do caule (E) CCE 5 

Cerne (E) CEE 5 

Galho (E) GLE 2 

Talo (M) TLM 2 

E
xt

ra
to

 E
ta

nó
lic

o 
(E

) 
ou

 
M

et
an

ól
ic

o 
(M

) 

Folha (M) FLM 4 
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8. CITOTOXICIDADE IN VITRO 

 

8.1. Material 

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama – humano), 

HCT-8 (cólon – humano) e SF-295 (glioblastoma – humano), foram cedidas pelo 

Instituto Nacional do Câncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, 

suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos, mantidas em estufa 

a 37 ºC e atmosfera contendo 5% de CO2. 

Amostras: As amostras foram diluídas em DMSO puro estéril. Os extratos 

foram testados na concentração de 50µg/mL. 

8.2. Método  

Análise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no 

programa de “screening” do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que 

testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). É um método rápido, 

sensível e barato. Foi descrita primeiramente por Mosmann (1983), tendo a capacidade 

de analisar a viabilidade e o estado metabólico da célula. É uma análise colorimétrica 

baseada na conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de 

tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes 

somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotóxico pelo método do MTT 

permite definir facilmente a citotoxicidade, mas não o mecanismo de ação (BERRIDGE 

et al., 1996).  

As células foram plaqueadas na concentração de 0,1 x 106 cél/mL para as 

linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 105 cél/mL para a linhagem HCT-8. As 

placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2  a 37ºC. Ao término deste, 

as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram 

adicionados 150µL da solução de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas 

por 3h. A absorbância foi lida após dissolução do precipitado com 150µL de DMSO 

puro em espectrofotômetro de placa a 595nm. 
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8.3. Análise Estatística 

Os experimentos foram analisados segundo a média ± desvio padrão da 

média (DPM) da porcentagem de inibição do crescimento celular usando o programa 

GraphPad Prism. 

8.4. Resultados 

Tabela 32 – Percentual inibição do crescimento celular (IC%) das amostras em três 
linhagens tumorais testadas na dose única de 50µg/mL. Valores são média ± DPM. 

              

Amostra 
(Extratos) 

 

SF295 
Média 

GI% 
SD 

HCT-8 
Média 

GI% 
SD 

MDA-
MB435 
Média 

GI% 
SD 

Extrato Hex Talo 
Sim. 

40.98 SV 18.90 SV 42.85 SV 

Extrato Met 
Talo Sim. 73.87 SV 81.98 SV 81.25 SV 

Extrato Hex Folha 
Sim. 

-26.03 SV 6.82 SV 28.55 SV 

Extrato Hex Cern. 
Sim. 

16.05 SV 61.74 SV 49.97 SV 

Extrato Et.Casca 
Caule Sim. 

89.78 SV 92.77 SV 96.94 SV 

Extrato Et. 
Cerne Sim. 91.14 SV 92.91 SV 99.31 SV 

Extrato Hex 
Casca Caule Sim. 

12.15 SV 30.36 SV 35.43 SV 

Extrato Met Folha 
Sim. 

64.85 SV 79.35 SV 72.99 SV 
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9. CONCLUSÕES 

 

 
Os extratos das folhas, talos, galhos, cascas do caule e cerne da Simarouba 

versicolor, submetidos ao teste de Ellman apresentaram bons resultados na inibição da 

enzima acetilcolinesterase, com exceção do hexânico das folhas. Os extratos que 

proporcionaram melhor inibição foram os etanólico e hexânico da casca do caule, cerne 

e o hexânico do talo, com halos de 5mm de diâmetro cada. 

O fracionamento cromatográfico do extrato etanólico da casca do caule 

possibilitou o isolamento e identificação da mistura de esteróides β-sitosterol e 

estigmasterol, da 4,5-dimetóxicantin-6-ona e da 11-acetilamarolida, todos provenientes 

da fração clorofórmica. Esses dois últimos apresentaram ótimo potencial inibitório da 

AChE, com halos de inibição de 6mm e 4mm diâmetro respectivamente. Além desses, 

da fração acetato de etila foi isolado o esteróide β-sistosterol glicosilado. 

O isolamento do constituinte 4,5-dimetóxicantin-6-ona e a 11-

acetilamarolida, assim como os bons resultados obtidos dos extratos na inibição da 

enzima Acetilcolinesterase e da atividade citotóxica nas três linhagens tumorais 

utilizadas, MDA-MB435 (mama – humano), HCT-8 (cólon – humano) e SF-295 

(glioblastoma – humano), reforçam a importância do estudo das Simaroubaceaes para o 

desenvolvimento de novos fármacos.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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