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RESUMO

Apesar do aparecimento dos materiais sintéticos, a madeira continua sendo amplamente
utilizada por diversos setores industriais, que em contrapartida, acabam gerando grandes
volumes de residuos madeireiros. Residuos que, habitualmente ndo sdo apreciados
durante o seu processamento e na maioria das vezes sao de espécies sem conhecimento
quimico relatado na literatura, devido a escassez. Nesse contexto, buscando agregar valor
aos residuos descartados apds o processamento mecanico das atividades madeireiras, o
presente trabalho traz estudos voltados para a investigacdo quimica dos residuos de
Swietenia macrophylla King (Mogno). Vale ressaltar que, a oportunidade de realizar
estudos quimico com espécie nativa, ndo endémica no brasil, surgiu da doagcdo de uma
moldura da janela de mogno pertencente a um prédio abandonado com mais de 30 anos,
uma vez que, esta espécie encontra-se em ecossistema ameagado. Apds, os estudos
tecnolégicos e da manufatura de pequenos objetos com a espécie, alguns pedacos foram
doados para o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, onde foram triturados, moidos
e submetidos a extracado a frio com hexano e metanol para obtencéo dos extratos brutos.
Foi utilizado cromatografia de coluna com diferentes fases estacionarias (celulose, florisil®,
sephadex LH-20 e silica gel de 70-230 e 230-400 mesh) para fracionamentos dos extratos
e obtengdo dos metabdlitos secundarios. Os estudos fitoquimicos com S. macrophylla,
revelaram trés novos limondides com esqueleto phragmalina (11-acetoxi-1"a-hidroxi-
swietenitina K, 11-acetoxi-1”B-hidroxi-swietenitina K e 11-acetoxi-swietenitina K). Em
adicdo, foram isolados também 16 substancias conhecidas pertencente a classe dos
triterpenos (cicloeucalenol, cicloeucalenona, cicloartenol, 24-methileno-cicloartan-3(3-ol;
cicloart-23-en-3B-25-diol, cicloeucalenol éster, a e B-amirinas), esteroides (B-sitosterol,
estigmasterol, (-sitosterol éster e sitosterol 3-O--D-glucopyranoside), derivados do
benzaldeido (2,4-diidroxibenzaldeido, 3,4-diidroxibenzaldeido e 3,4-diidroxiacetofenona) e
uma cumarina (escoporona). As substancias tiveram suas estruturas propostas a partir de
analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D, espectro de massas de alta e
baixa resolugdo e por comparagdo com dados da literatura. Considerando o potencial
bioldégico das classes das substancias isoladas, foram realizados bioensaios frente as
ninfas de Bemesia tabaci (inseticida) e frente as linhagens de Candida albicans, Candida
krusei e Cryptococcus gattii (fungicida). Destes ensaios, os limondides fragmalina
destacaram-se com 54 e 52 % de mortalidade entre as substancias testadas no ensaio
inseticida. Ja no ensaio antifungico, o composto mais ativo foi o 3-O--D-glucopyranoside
com CIM de 40 pg/mL para Candida albicans e 160 ug/mL para Candida krusei e
Cryptococcus gattii.

Palavras-chave: Meliaceae; fitoquimica; RMN; atividade inseticida; atividade fungicida



ABSTRACT

Despite the emergence of synthetic materials, wood continues to be widely used by various
industrial sectors, which, on the other hand, end up generating large volumes of wood
waste. Residues that are usually not appreciated during processing and most often are from
species without chemical knowledge reported in the literature, due to scarcity. In this
context, seeking to add value to the residues discarded after the mechanical processing of
logging activities, the present work presents studies focused on the chemical investigation
of the residues of Swietenia macrophylla King (mahogany). It is worth mentioning that the
opportunity to carry out chemical studies with a native species, not endemic in Brazil, arose
from the donation of a mahogany window frame belonging to an abandoned building that is
more than 30 years old, since it is located in an ecosystem threatened. After the
technological studies and the manufacture of small objects with the species, some pieces
were donated to the Natural Products Chemistry Laboratory, where they were crushed,
ground and submitted to cold extraction with hexane and methanol to obtain the crude
extracts. Column chromatography with different stationary phases (cellulose, florisil®,
sephadex LH-20 and 70-230 and 230-400 mesh silica gel) was used to fractionate the
extracts and obtain the secondary metabolites. Phytochemical studies with S. macrophylla
revealed three new limonoids with a phragmalin skeleton (11-acetoxy-1"a-hydroxy-
swietenitin K, 11-acetoxy-1"B-hydroxy-swietenitin K and 11-acetoxy-swietenitin K). In
addition, 16 known substances belonging to the triterpene class were also isolated
(cycloeucalenol, cycloeucalenone, cycloartenol, 24-methylene-cycloartan-33-ol; cycloart-
23-en-3B-25-diol, cycloeucalenol ester, a and [B- amyrins), steroids (B-sitosterol,
stigmasterol, B-sitosterol ester and sitosterol 3-O-B3-D-glucopyranoside), benzaldehyde
derivatives  (2,4-dihydroxybenzaldehyde,  3,4-dihydroxybenzaldehyde and  3,4-
dihydroxyacetophenone) and a coumarin (scoporone). The structures of the substances
were proposed based on 1D and 2D nuclear magnetic resonance (NMR) analyses, high
and low resolution mass spectra and comparison with literature data. Considering the
biological potential of the classes of isolated substances, bioassays were carried out against
the nymphs of Bemesia tabaci (insecticide) and against the strains of Candida albicans,
Candida krusei and Cryptococcus gattii (fungicide). From these tests, the phragmalin
limonoids stood out with 54 and 52% of mortality among the substances tested in the
insecticide test. In the antifungal assay, the most active compound was 3-O-3-D-
glucopyranoside with a MIC of 40 ug/mL for Candida albicans and 160 pg/mL for Candida
krusei and Cryptococcus gattii.

Keywords: Meliaceae; phytochemistry; NMR; insecticidal activity; fungicidal activity
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1 INTRODUGCAO

A regido amazénica é detentora de uma enorme extensao florestal que
estimula o interesse da comunidade cientifica pelo grande potencial quimico e
bioldgico presente nas plantas e também pelas industrias madeireiras que utilizam
o extrativismo de madeira para impulsionar a economia da regiao. As atividades
extrativas acabam gerando grandes volumes de residuos madeireiros e muitos sdo
pertencentes a espécies de alto valor comercial e a maioria sem conhecimento
quimico relatado. Geralmente, esses residuos do setor madeireiro sido descartados
de forma inadequada por conta da caréncia de conhecimento ou gerenciamento
desses rejeitos que sobram durante o processamento da madeira.

Em meio a essas observagdes de descarte, surgiu a oportunidade de
seguir uma linha de pesquisa voltada para o aproveitamento quimico e busca de
principios ativos desses residuos madeireiros, visando um emprego mais nobre do
mesmo, através de colaboracgdes cientificas, como por exemplo, na obtencao de
compostos quimicos biologicamente ativos. Esse estudo também fornece
importantes contribuicdes tecnoldgica, socioecondmica e ecoldégica para o uso
desses rejeitos.

As principais espécies madeireiras da regido amazbnica que sao
fornecedoras de residuos pertecem as familias Anacardiaceae, Bignoniaceae,
Burseraceae, Fabaceae, Lauraceae, Lecythidaceae, Meliaceae e Moraceae e
podem proporcionar diversificadas classes de metabdlitos secundarios promissores
de potencial farmacologico e/ou bioldgico.

Dessa forma, buscando agregar valor aos residuos gerados durante o

processamento mecanico de madeira, o presente trabalho teve como objetivo



investigar a composi¢cao quimica dos residuos de Swietenia macrophylla King
(Meliaceae), através de técnicas cromatograficas, principalmente por cromatografia
de coluna aberta (silica gel, sephadex LH-20, celulose microcristalina, poliamida,
florisii e outros suportes cromatograficos). As substancias obtidas apéds
processamento cromatografico, tiveram sua determinagao estrutural baseada em
técnicas espectrométricas. A proposta de aliar as investigagdes fitoquimicas com
as atividades bioldgicas antimicrobiana de interesse clinico e inseticida de
importancia agricola, € devido ao interesse por substancias ativas, visto que, cada
vez mais vem crescendo o0s problemas relacionados a resisténcia dos
microrganismos e insetos aos produtos comerciais disponiveis.

Nos resultados e discussao, estao identificadas todas as substéancias,
incluindo todas as caracterizagdes estruturais e os testes bioldgicos inseticidas e
fungicida, com as substancias obtidas de Swietenia Macrophylla.

Para Phillipson (2001) o éxito da pesquisa na quimica de produtos
naturais, depende muito do grau de interacdo de um grupo de pesquisa
multidisciplinar, nos quais, fitoquimicos, botanicos, farmacologista, bioquimicos,
médicos e microbiologistas, corroboram experiéncias para validar plantas
medicinais, propiciando o conhecimento real da diversidade quimica, visando a
obtencdo de moléculas farmacologicamente ativas, seja pela investigagdo dos

extratos, fracbes ou substancias isoladas.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Agregar importancia aos residuos madeireiros descartados, através de
estudo quimico dos residuos de Swietenia macrophylla (Meliaceae) buscando

atividade antimicrobiana e inseticida com as substancias isoladas.

2.2 Especificos

v' Realizar os fracionamentos cromatograficos dos extratos organicos para
isolamento dos constituintes quimicos;

v Identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas
por meio de técnicas espectroscopicas;

v' Realizar ensaio antimicrobiano por técnica de microdiluicdo em caldo com
as substancias isoladas;

v' Realizar ensaio inseticida com as substancias frente a ninfas de Bemisia

tabaci.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Estudos fitoquimicos com residuos madeireiros

Regi6es da Amazobnia que usam as atividades extrativas de madeira
como fontes de renda enfrentam sérios problemas com relagédo ao aproveitamento
de residuos florestais e madeireiros (BARBOSA et al., 2001). Como alternativas de
aproveitamento citadas na literatura para minimizar esta problematica ambiental,
encontra-se a fabricagdo de carvéo (COUTO, 2009), produgéo de adubos orgénicos
(CAMPOS e ANDRADE, 2011), geracdo de energia (SALES et al, 2000;
MOUTINHO et al., 2016) e producdo de pequenos objetos de madeira
(NASCIMENTO, 2007).

Por outro lado, na busca por agregar valor ao material descartado,
através de conhecimentos cientificos, o Laboratorio de Quimica dos Produtos
Naturais (LQPN) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA), realizou
os primeiros estudos com residuos madeireiros utilizando as partes do cerne e
alburno de madeira. A exemplo, Hayasida et al. (2008) mostraram excelentes
rendimentos de metabdlitos secundarios isolados a partir de residuos Brosimum
rubescens (pau-rainha), do qual obtiveram alto teor de xantiletina (2,35%), uma
cumarina reportada por apresentar grande potencial biolégico como, atividades
antiplaquetaria, antifungica e herbicida (TENG et al., 1992; ANAYA et al., 2005;
GODOY et al., 2005). Nesse estudo, ficou evidenciado que alburno n&do produziu
xantiletina. Foi identificado apenas o triterpeno 33-acetoxi-olean-12-eno-28-al e o
esteroide B-sitosterol (HAYASIDA et al., 2011), sugerindo que a resisténcia do
cerne aos fungos e insetos xiléfagos esta relacionada com a presenca desta

cumarina.



Nos estudos fitoquimicos de Garcia et al. (2018) com rejeitos de madeira
de trés espécies de Fabaceae (Andira parviflora, Dipteryx odorata e Swartzia
laevicarpa), resultou no isolamento de um pterocarpano (3'-hidroxi-7,8,4'5'-
tetrametoxipterocarpan) de Swartzia laevicarpa, quatro isoflavonas de Dipteryx
odorata (8-O-metilretusina; cladrastina; 7,3'-di-hidroxi-8,4'-dimetoxiisoflavona e
7,3'-di-hidroxi-5,6,4'-trimetoxiisoflavona) e em residuos de Andira parviflora foram
identificadas a genisteina, a biochanina A e o 7,5',6'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavano.
Segundo os autores, esses compostos explicam a resisténcia natural dessas trés
espécies de madeira para fungos xil6fagos.

No trabalho de Melo e colaboradores (2020) com serragem da espécie
Handroanthus serratifolius (Bignoniaceae), também conhecida no Brasil como “ipé-
amarelo, utilizando diferentes técnicas cromatograficas isolou as naftoquinonas
desidro-a-lapachona, desidro-iso-a-lapachona e a-lapachona, juntamente com as
lignanas paulownina e cicloolivil. As trés naftoquinonas foram submetidas a ensaio
antiplasmaodico contra o Plasmodium falciparum, onde a desidro-iso-a-lapachona
foi a mais ativa (ICso de 7,53 pg/mL).

Em outro trabalho, Melo et al. (2019) realizaram estudos com residuos
madeireiros de duas espécies de Fabaceae (Acacia mangium e Dipteryx
polyphylla), a qual, conseguiram resultados promissores. O estudo fitoquimico de
D. polyphylla levou ao isolamento de isoflavanos (3',7-dihidroxi-4'-metoxi-
isoflavano; 2',8-dihidroxi-4',7-dimetoxi-isoflavano; 2',7-dihidroxi-4'-metoxiisoflavano
e 3',8-dihidroxi-4',7-dimetoxiisoflavano) e de residuos de A. mangium foram
isolados trés fendis monociclicos (acido ferulico; metilparabeno; 4-
hidroxibenzaldeido); um flavonol (melatoxetina) e ésteres de acidos graxos de

espinasterol. Os autores do trabalho agregam valor para residuos sélidos e



espécies de plantio recomendadas para reflorestamento, pois, os compostos
fendlicos isolados e identificados no trabalho contribuem tanto para o
conhecimento, quanto a resisténcia natural de suas madeiras.

Mais recentemente, Rodrigues et al. (2022) fizeram investigagao dos
residuos de Roupala montana (Proteaceae) e os estudos mostram a predominancia
de metabdlitos derivados do  5-alquilresorcinol  (resorcinol  bilabol;
etildehidrogravipano; 5-[14"-1",3'-diidroxifenil)-cis-tetradec-8'-eno-1il] resorcinol;
dehidrogravipano e bis-norstriatol). Destes, o composto etildehidrogravipano
mostrou atividade potente contra os fungos Cryptococcus neoformans e C. gattii
com CIM de 5 e 10 ug/mL, respectivamente, e também inibiram a forma
promastigota de Leishmania amazonensis (ICso = 47,0 ug/mL).

Estudos nessa mesma linha de pesquisa sao frequentemente
encontrados por pesquisadores do Laboratério de Quimica dos Produtos Naturais
(LQPN), a exemplo, sdo os trabalhos com as espécies de Fabaceae (GOMES,
2015; SOUZA, 2018; LIMA et al., 2022), Meliaceae (HAYASIDA, 2015; NOGUEIRA,
2018) Moraceae e Lecythidaceae (HAYASIDA, 2015), Burseraceae (SILVA, 2015;
SANTOS et al., 2021). Para o presente trabalho, foram estudados os residuos
madeireiros de Swietenia macrophylla King, pertencente a familia Meliaceae, que
segundo a classificagdo do APG (2022), pertencem a ordem Sapindales,

juntamente com outras 8 familias.



3.2 Aspectos botanicos e quimicos de Meliaceae

A familia Meliaceae ocorre em regides Pantropicais (Figura 1), €
pertencente a ordem Sapindales = Rutales, formada por 50 géneros e
aproximadamente 705 espécies entre arvores e arbustos (APG, 2022). No Brasil, 6
géneros ocorrem naturalmente: Cabralea, Carapa, Cedrela, Guarea, Trichilia e

Swietenia (PENNINGTON et al., 1981).

http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb

Fonte: Mobot, 2022

Figura 1. Distribuicdo da familia Meliaceae

Do ponto de vista econdbmico € uma das familias mais importantes de
plantas por apresentarem madeiras de boa qualidade, com destaque para o cedro-
branco (Cedrela fissilis), Carapa (Carapa guianensis) e mogno (Swietenia
macrophylla King).

Do ponto de vista quimico, as plantas da familia Meliaceae sao
caracterizadas pela predominancia de limondides, que sao triterpenos altamente
oxigenados e também conhecidos na literatura como tetranorterpenoides
(TAYLOR, 1984; ROY e SARAF, 2006). Embora, centenas de limondides tenham
sido isolados de varias plantas, sua ocorréncia no reino vegetal esta restrita a

algumas familias da ordem Sapindales (=Rutales) com predominancia em familias



de Meliaceae e Rutaceae, e menos frequente em Cneoraceae e Simaroubaceae
(ROY e SARAF, 2006).

Os limondides sao conhecidos pelo alto potencial bioldgico,
especialmente a atividade inseticida, entre outras, como antifungica, bactericida e
antiviral (CHAMPAGNE et al. 1992). Dentre esses, o limondide azadiractina (Figura
2), extraida do neem (Azadirachta indica A. Juss.) € 0 mais investigado devido ao
enorme potencial ativo e a eficiéncia em baixas concentragdes. Geralmente, os
produtos derivados do neem, como (Azamax®), feito a base do limondide
azadiractina, apresentam acao inseticida/acaricida e baixissima toxicidade aos
mamiferos nas doses empregadas no controle dos mesmos (BEARD, 1989;
SCHMUTTERER, 1990). A azadiractina é téxica a insetos, tem efeito de repeléncia

e inibe a alimentacéao e crescimento destes (MORDUE e BLACKELL, 1993).

Fonte: https://www.etnobotanico.brasil.com.br

A Azadractina
Azadirachta indica (NEEM)

Figura 2. Limondide de Azadirachta indica com atividade inseticida

3.2.1 Biossintese dos limondides em Meliaceae
A rota biossintética dos limondides prevé os triterpenos tetraciclicos
eufol e tirucalol, como precursores biossintéticos (Figura 3). Resumidamente, apos

a epoxidacdo do butirospermol, a abertura do sistema 7,8 epdxido, permite a
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migragdo do grupo metil (C-14) para a posigdao 8, criando desta forma, uma
insaturagao na posi¢gao 14 com um grupo hidroxila em C-7. A degradagéao oxidativa
na cadeia lateral C-17, caracterizada pela perda de quatro atomos de carbono,
resulta em um anel furano [B-substituido, formando um tetranortriterpenoide

(esqueleto basico), visto na maioria dos limonoides.

4 | . )

isomeriza¢do
alilica
—_—

I
HO H

butirospermol

eufol (20R)
tirucalol (20S5) l o
H

W-M
migracdo de 1,2-metil

H H
apoeufol (20R)
apotirucalol (205) abertura do anel epéxido
gera cation tercidrio e
inicia a migragdo 1,2; perda
de préton da alqueno
14 \V \
Y\XY
AAVAVAVAS
-4C

clivagem de 4 carbonos da

HO “OH cadeia lateral e formagdo do
apoeufol (20R) anel furano como indicado
\ apotirucalol (205) tetranortriterpenoide /

Figura 3. Biossintese de limonoides (DEWICK, 2004).

A partir dessa estrutura base, outras oxidagdes e rearranjos esqueléticos

em um ou mais dos quatro anéis, que séo designados como A, B, C e D, dao origem



a diferentes grupos de limondides encontrados na familia meliaceae (Figura 4).
Vale ressaltar que, os limonoides C-seco sao restritos em apenas dois géneros

(Azadirachta e Melia) da familia meliaceae (TAN et al., 2011).

COOR

COOR
Grupo com anel A,B-seco

Grupo com anel B-seco

Grupo com anel A-seco

“ . . .
Classe da prieurianina

o /o

ol

RO - :
=0

Grupo com anel C-seco
RO OR
T
Classe da  azadiractina . . .
. L . R Limonoid com anel intacto

azadiractinina, nimbolinina, Grupo com anel A,D-seco
salannina nimbina .
nimboli di,na ’ Classe das azadirona,

' cedrolona, havanesina,

trichilina; vilasinina.

Grupo com anel D-seco

Classe de Limonoides “  COOR COOR
rearranjados: mexicanolide,

hragmalina trijugina

phragmatina, Jugina, Grupo com anel A,B,D-seco Grupo com anel B,D-seco
cipadesina.

Classe da andirobina

Figura 4. Principais esqueletos de limondides em Meliaceae (TAN et al., 2011)
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3.2.2 Classificagado dos limondides em Meliaceae

No passado, TAYLOR (1984), classificava os limondides encontrados
nas espécies de Meliaceae em 11 grupos, nas quais eram baseados nos diferentes
tipos de anéis ou padrao de esqueleto carbdnico. Mas, com o avango da pesquisa,
varias estruturas novas de limondides continuam sendo encontradas. Pensando
nisso, Fang e colaboradores (2011) forneceram revisdes necessarias para
incorporar 0s progressos nha quimica de limondides da familia Meliaceae.
Concentrando-se, principalmente na identificacdo de novos esqueletos e sistema
de anéis de limondides, de acordo com sua categoria e relagao biossintética, os

resultados sdo evidenciados na tabela 1.

Tabela 1. Classificagao dos limondides (FANG et al., 2011)

Classificagao Tipo Anel A Anel B Anel C Anel D Cadeia lateral
la Havanensina Intacto Intacto Intacto Intacto Furano
Ib Delevoyina Intacto Intacto Expandido Intacto Lactona
[} Gedunina Intacto Intacto Intacto Lactona Furano

llla Secomahoganina Intacto Aberto Intacto Lactona Furano
llib Andirobina Intacto Aberto Intacto Lactona Furano
llic Cipadonoide Modificado Aberto Intacto Lactona Furano
lid Cipadesina Intacto Aberto Modificado Lactona Furano
llle Trijugina Intacto Aberto Contraido Lactona Furano
1if 30-Nortrijugin Modificado Aberto Contraido Lactona Furano
llig Mexicanolideo Intacto Reciclizado Intacto Lactona Furano
llh Fragmalina Modificado Reciclizado Intacto Lactona Furano
i Ecuadorina Intacto Reaberto Intacto Lactona Furano
j Dukunolideo Modificado Reciclizado Intacto Lactona Furano
Ik Entilina Modificado Reaberto Intacto Modificado Furano
1173 1(2—30) Abeo phragmalina Expandido Contraido Intacto Lactona Furano
Ilim Khayalactona Contraido Expandido Intacto Lactona Furano
llin 8, 30-Seco khayalactona Contraido Reaberto Intacto Lactona Furano
lllo 30(8—9) Abeo ecuadorina Intacto Reaberto Intacto Lactona Furano
Va Evodulona Lactone Intacto Intacto Intacto Furano
Vb Neotecleanina Reciclizado Intacto Intacto Intacto Furano
Ve Carapaspirolactona Contraido Intacto Intacto Intacto Furano
Va Obacunol Lactone Intacto Intacto Lactona Furano
Vb 16,17-Seco carapaspirolactona Contraido Intacto Intacto Lactona Furano
Via Carapolideo Contraido Aberto Intacto Lactona Furano
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Vib

Ivorensato de Metila Lactona Aberto Intacto Lactona Furano

Vie 4,5-Seco-7-nortrijugina Modificado Aberto Intacto Lactona Furano
il Toonafolina Intacto Aberto Intacto Intacto Furano
il Prieurianina Aberto Aberto Intacto Lactone Furano
IXa Nimbina Intacto Intacto Aberto Intacto Furano
IXb Vokensina Intacto Intacto Reciclizado Intacto Furano
IXe Walsogyne Intacto Intacto Aberto Intacto Lactona
X Xylogranatina Intacto Aberto Aberto Lactone Furano
X Guyanina Aberto Reciclizado Contraido Lactone Furano

I Limonoides com anel intacto; Il Limonoides com anel D-seco; lll limonoides com anéis B,D-seco; IV Limonoides com anel A-seco;
V Limonoides com anéis A,D-seco; VI Limonoides com anéis A,B,D-seco; VII Limonoides com anel B-seco; VIII Limonoides com
anéis A,B-seco; IX Limonoides com aneis C-seco; X limonoides com anéis B,C,D-seco; Xl limonoides com anéis A,B,C,D-seco.

3.2.3 A espécie Swietenia macrophylla King

A Swietenia macrophylla (King) apresenta uma rica sinonimia botanica,
derivada da sua variabilidade morfolédgica: S. belizensis Lundell, S. candollei Pittier,
S. krukovii Gleason, S. macrophylla var. marabaensis Ledoux & Lobato e S.
tessmannii Harms (TROPICOS, 2022). No Brasil essa espécie € popularmente

conhecida como mogno, aguano ou mogno-brasileiro (Figura 5).

Fonte: Trépicos (2022)

Figura 5. Parte aérea de Swietenia macrophylla King (mogno).

Uma arvore robusta que domina o dossel da floresta, as maiores arvores

atingem dimensdes proximas de 70 metros, seu tronco pode atingir 3,5 metros de
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didmetro e a copa chega de 40 a 50 metros de largura (GROGAN et al., 2002;
CARVALHO, 2007). A area de ocorréncia natural do mogno estende-se desde
Yucatan no México passando pela costa atlantica da América Central, Colédmbia e
Venezuela até as zonas de baixa altitude da Amazénia Ocidental do Equador, Peru,
Brasil e Bolivia (PENNINGTON et al.,1981; LAMPRECHT, 1990).

A madeira desta espécie € valorizada por sua cor atrativa, durabilidade,
estabilidade dimensional e pelo facil manuseio, que Ihe confere a fama no mercado
internacional e a cobica pelo setor madeireiro, para a produgao de mobiliarios de
luxo, instrumentos musicais, painéis, objetos de adorno, laminados, embarcagdes
leves (CARVALHO, 2007) e na construgéao civil.

Por essas caracteristicas, essa espécie durante anos passou por
intensas exploragdbes de suas reservas naturais, contribuindo para o
desenvolvimento de um mercado altamente rentavel no passado, tornando-se uma
das espécies madeireiras mais preciosas do mundo. A comercializagdo do mogno
comegou ha quase cinco séculos com Swetenia mahagoni, no Caribe, que apds a
extincdo comercial deste recurso, 0 comércio passou a centrar-se nas populagoes
de mogno na América do Sul e Central com S. macrophylla (RODAN et al., 1992;
SNOOK, 1992; VERISSIMO et al., 1995). Segundo informagdes do Instituto do
Homem e Meio Ambiente da Amazénia — IMAZON (2022), no ano de 2001, um
metro cubico de mogno serrado de qualidade superior era vendido por cerca de
US$ 1.200 (prego FOB). Somente entre 1971 e 2001, o Brasil exportou
aproximadamente 4 milhdes de metros cubicos de mogno serrado para o mercado
internacional (SNOOK, 1992; IMAZON, 2022). A incapacidade de controlar esse
comércio lucrativo acabou deixando a espécie de mogno em risco de extingéo,

forcando desta forma, os 6rgdos competentes a decretar a Lei de numero 3.559,
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de 14 de agosto de 2000, que suspende na Regido Amazbnica a exploragao de S.
macrophylla (DOU, 2000). Diante disso, grupos ambientais preocupados com a
extingdo desta espécie fornecem estudos para a sua inser¢do em programas de
reflorestamento nos trépicos (CHIMELI e BOYD, 2010). A exemplo, sao os estudos
de silvicultura que tém sido bastante referenciados na literatura para assegurar o
bom emprego das técnicas e métodos de plantio e manejo, que visam garantir a
conservagao e o uso sustentado dessa espécie (GROGAN et al., 2002; COSTA et
al., 2013).

Do ponto de vista quimico, os limondides sdao os constituintes
predominantes, principalmente nas sementes desta espécie, mas sao isolados
também de galhos, raizes, frutos e folhas, conforme mostra a tabela 2. Entre, os
limondides mais promissores das sementes com potencial biolégico, os compostos
swietemacrophina, 3-O-tigloilswietenolideo, swietemahonina E e swietenina (Figura
6) mostraram potente atividade anti-inflamatéria (CHEN et al., 2015). Outros
limondides ativos identificados na espécie sdo swietenolideo; 6-O-
cetylswietenolideo; 3,6-0,O-diacetilswietinolideo e swietemahonina F (Figura 7)
com atividade antifagico em larvas de Spodoptera frugiperda (MOOTOO et al.,

1999).

Tabela 2. Limonoides isoladas em Swietenia macrophylla King

SUBSTANCIAS [PARTE VEGETATIVA]

REFERENCIAS

swietenina [S]", [Ft]?

swietenolideo [S]", [Ft]?

Connolly et al., (1965)";
Connolly e Labbé (1980)';
Solomon et al., (2003)';
Ma et al., (2017)"

Duan et al., (2021)?

swietenina acetato [S]’

Ma et al., (2017)'
Taylor (1983)"

swietenolideo tiglate [S]'

swietenolideo di-acetato [S]"

8,30-epoxi swietenina acetato [S]"

Taylor (1983)"
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metil 3B-tigloiloxi-2,6-dihidroxi-1-oxo-meliac-8(30)-enato [S]"

metil 3B-tigloiloxi-2-hidroxi-1-oxo-meliac-8(30)-enato [S]'

metil 3B-tigloiloxi-2-hidroxi-8a,30a-epoxi-1-oxo-meliacate [S]’

metil 3B-acetoxi-2,6-dihidroxi-8a,30a-epoxi-1-oxo-meliacato [S]'

metil3B-isobutiriloxi-2, 6-dihidroxi-8a, 30a-epoxi-1-oxo-meliacato[S]’

Kojima et al., (1998)'

augustineolideo [S]'

3 B,6-dihidroxidihidrocarapina [S]"

Mootoo et al., (1999)'

3,6-0, O-diacetilswietenolideo [S]', [Ft]?

Fowles et al., (2007)’

Duan et al., (2021)?

Ma et al., (2017)"

6-O-acetilswietephragmina E [F] 3

3B-O-destigloil-33-O-benzoil- 6-O-acetilswietephragmina E [F]?

Silva et al., (2008)*

12a-acetoxiswietephragmina C [F] 3 [R]°

Silva et al., (2008)*
Mi et al., (2018)°

3B-O-destigloil-33-0O-benzoil-12a-acetoxiswietephragmina C [F]?

12a-acetoxiswietephragmina D [F]?

3B-0O-destigloil-3B-0O-benzoyl-12a-acetoxiswietephragmina D [F]?

Silva et al., (2008)®

swietenolideo monohidrato [F]?

Tan et al., (2008)3

swietenitina A [G]*

swietenitina B [G] 4

swietenitina C [G]*

swietenitina D [G] 4

swietenitina E [G]

swietenitina F [G]*

swietenitina G [G]*

swietenitina H [G]*

swietenitina | [G]*

swietenitina J [G] 4

swietenitina K [G] 4

swietenitina L [G]*

swietenitina M [G]*

2-acetoxiswietenialideo D [G] 4

2,11-disacetoxiswietenialideo D [G]*

11-desoxiswietenialideo D [G]*

Lin et al., (2009)4

swietephragmin H [F]?

swietephragmin | [F]?

swietephragmin J [F]?

swietemacrophine [F]3

Tan et al., (2009)3

6-O-acetil-3"-dimetilswietephragmina E [S]'

3-O-tigloylswietenolideo [S]', [Ft]?

khayasina T [S]", [Ft]?

6-O-acetilswietemahonina G [S]"

3-O-tigloil-6-O-acetilswietenolideo [S]'

Chen et al., (2010)"
Ma et al., (2017)'
Duan et al., (2021)?

6-O-acetilswietenolideo [S]'

swietenolideo diacetato [S]'

Goh et al., (2010)"

swietenina J [F]?

Liu et al., (2012)°
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metil-6-B-hidroxiangolensato [F]?

1-O-acetilkhayanolideo A [F]?

khayanolideo E [F]?

khayalactona [F]?

khayanona [F]?

1-O-acetilkhayanolideo B [F]?

1-O-desacetilkhayanolideo E [F]?

khayanolido A e B [F]3

Swielimonoides A [S]"

swielimonoid B [S]", [Ft]?

swielimonoid C [S]"

swielimonoid D [S]' ,[Ft]?

swielimonoid E [S]'

swielimonoid F [S]'

swietemahonina E [S]'

swietemahonina F [S]’

swietemahonina G [S]"

andirobina [S]", [Ft]?

7-desacetoxi-7-a-hidroxigedunina [S]', [Ft]?

metil angolensato [S]', [Ft]?

proceranolideo [S]'

Cheng et al., (2014)"
Duan et al., (2021)?
Ma et al., (2018)?
Ma et al., (2017)'

swietemacrofina [S]'

Chen et al., (2015)’

3-O-Propionylproceranolide [S]'

6-O-Acetylswietenin B [S]'

6-Deoxyswietemahonin A [S]'

granatumin H [S]'

swietemahonin B [S]'

Ma et al., (2017)'

2-dehydroxyl-swietephragmina C [R]®

6-deoxijacareubin [R]?

swietephragmin C [R]®

Mi et al., (2018)°

swietemacrolides A [Ft]?

swietemacrolides B [Ft]?

swietemacrolides C [Ft]?

swietemacrolides D [Ft]?

swieteliacate D [Ft]?

Mahagonina [Ft]?

7-desacetylgedunina [Ft]?

6a-acetoxepoxazadiradiona [Ft]?

metil ango-lensate [Ft]?

chisocheton A [Ft]?

Ma et al., (2017)'
Ma et al., (2018)?

Secomahoganina [Ft]?, [S]'

6-deoxiswietenina [Ft]?, [S]

7-deacetoxi-7-oxogedunina [Ft]?

fissinolideo [Ft]?, [S]'

proceranolideo [Ft]?, [S]

Ma et al., (2018)?
Ma et al., (2017)'
Duan et al., (2021)?

[S]'=Sementes; [Ft]>=Frutos; [F]>= Folhas; [G]*=Galhos;

[RPP=Raiz
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swietemahonina E swietenina

Figura 6. Limondides de S. macrophylla com atividade anti-inflamatdria
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Figura 7. Limondides de S. macrophylla com atividade antifagico

Outras substancias relatadas em Swietenia macrophylla sdo cumarinas,
esterbides e éster de acido graxo em semente, flavonoides em casca e
poliacetilenos em raiz (Tabela 3). No estudo de Mi et al. (2019), os sete
poliacetilenos isolados (Figura 8), apresentaram atividade de citotoxicidade contra
as linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (BEL-7402), leucemia

mieldide humana (K562) e carcinoma gastrico humano (SGC-7901).
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Tabela 3. Outras substancias identificadas em Swietenia macrophylla

heptadeca-9-eno-4,6-dieno-3,11-dio

OH

OH

" PARTE .
CLASSE SUBSTANCIA VEGETATIVA REFERENCIAS

Cumarina escopoletina Semente Chen et al., (2010)

B-sitostenona
B 3B-hidroxiestigmast-5-en-7-ona

Esterdides . Chen et al., (2010)
B-sitosterol Semente
estigmasterol

5?;:; de acido éster metilico de acido estearico Semente Chen et al., (2010)
swietemacrophilanina

Flavondides catequina Casca Falah et al., (2008)
epicatequina
Heptadeca-9-eno-4,6-dieno-
3,11-diol
(E)-Heptadeca-8-eno-4,6-dieno-
3,10,11-triol

Poliacetilenos 10-Metoxiheptadeca-4,6-dieno- Raiz Mi et al., 2019
3,9-diol
Tetradeca-1,3-dieno-6,7,8-triol
6,7,8,9-Tetraacetoxitetradeca-
1,3-dieno

,/ OH OH OH R \\
: = = X = = 7 "

R=0OH (E)-heptadeca-8-eno-4,6-dieno-3,10,11-triol

R=H (3R,8E,10S)-heptadeca-8-eno-4,6-dieno-3,10-diol

10-metoxiheptadeca-4,6-dieno-3,9-diol

A
\[O(o 0701/

6,7,8,9-tetraacetoxitetradeca-1,3-dieno

\

\,/

OH H

Il

OH

tetradeca-1,3-dieno-6,7,8-triol

a-hexy-3-(6-hidroxi-2,4-ocadinil)oxiranemetanol

Figura 8. Poliacetilenos de S. macrophylla com atividade anticancerigena
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Pamplona et al. (2015) identificaram por CL-IES-EM/EM no extrato
aquoso de folhas de S. macrophylla, 27 compostos fendlicos sendo 9 acidos
fendlicos e 18 flavondides, particulamente do tipo 3-O-flavonol. O cha da folha da
espécie mostrou atividade antioxidante em ensaio com animais de laboratério.

Outros relatos de atividade biolégica com S. macrophylla foram
efetuados utilizando extratos de diferentes partes vegetativas. Atividade citotoxica
foi verificada no extrato etandlico da semente e mostrou atividade em carcinoma de
célon (GOH e KADIR, 2011). Os extratos metandlicos de folhas e cascas
apresentaram atividade em bactérias Gram-positivas (DEWANJEE et al., 2007;
TAN et al., 2009). Em teste com extrato metandlico de sementes ao efeito
antidiabético em animais de laboratério ficou evidenciado os efeitos hipoglicémico
e hipolipidémico (MAITI et al., 2008).

Mais recentemente foi detectada a atividade acaricida em Varroa
destructor (praga de abelhas Apis mellifera e Apis ceranan) nos extratos etandlicos
de folhas e casca (ZALABANI et al., 2012).

Apesar de varios estudos apresentarem resultados expressivos no
isolamento de varios metabolitos secundarios, usando diferentes partes vegetativas
de S. macrophylla. Os estudos com descri¢ao do perfil quimico da madeira séo
raros na literatura devido a falta de material vegetal disponivel, visto que, essa
espécie € pertencente a ecossistema ameacgado e protegida por grupos ambientais,
porém, sao estudos extremamente importantes para a compreensao quimica e
bioldgica. A oportunidade de realizar estudos fitoquimicos com madeira de mogno,
proveniente da reforma de um prédio abandonado com mais de 30 anos,
juntamente com a realizagdo de ensaios antifungicos e inseticida, sdo descritos

nesse trabalho.
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3.3 Estudos biolégicos

3.3.1 Fungos de interesse médico (géneros Candida e Criptococcus)

Os fungos sdo seres eucariontes pertencentes ao reino Fungi e
apresentam-se como micro-organismos uni ou multicelulares. Esse reino apresenta
uma grande biodiversidade de espécies e varias delas sado encontradas em
diferentes tipos de ambientes, contudo a grande maioria vive de forma saprofitica,
podendo viver também como simbiontes ou parasitas (PEREIRA e BARROS, 2012;
TAKAHASHI et al., 2017).

As espécies de Cryptococcus e Candida sao os principais agentes
causadores de micoses superficial, cutdnea, subcutanea e sistémica. Uma das
infeccbes mais frequentes € a criptococose causada pelo género Cryptococcus,
uma doenga fungica e oportunista que pode infectar tanto humanos, quanto animais
(KAMAL e AL-HADAD, 2023). A criptococose é considerada uma das micoses que
mais infecta individuos imunocomprometidos e os principais agentes causadores
sao Cryptococcus gattii e C. neoformans encontrados em fezes de pombos e outras
aves. A doencga atinge diferentes tipos de individuos, porém seu principal
mecanismo de infecgdo é a supressao imunologica, isto &, individuos que possuem
diabetes, HIV, doencga hepatica crbnica, entre outros, sdo os mais suscetiveis ao
desenvolvimento da doenga (KAMAL e AL-HADAD, 2023; SOUZA, 2020). Segundo
Park e colaboradores (2009) a incidéncia de criptococose no mundo é de
aproximadamente 1 milhdo de pessoas e causa cerca de 600 mil mortes por ano,
sendo que o maior numero de relatos de obitos € de pacientes portadores do virus
HIV que desenvolveram meningite criptococica (LEIMANN e KOIFMAN, 2008).

Ja as espécies de Candida, principalmente a C. albicans, s&o agentes

causadores de aproximadamente 63-70% de todas as infecgdes fungicas

21



hospitalares, representando assim uma grande dificuldade em diagndsticos e
tratamentos terapéuticos para diferentes casos clinicos. No entanto, dados
apontam que cerca de 30% das infecgdes hospitalares se devem a outras espécies
e nao a C. albicans, como a Pichia kudriavzevii (homeada antes de C. krusei), C.
parapsilosis, C. guilliermondii e C. kefyr (SAMARANAYAKE, 1994; GOMEZ-
GAVIRIA et al., 2023). As infecgbes por Candida podem ser categorizadas em
superficiais e invasivas, isto €, as superficiais podem ocorrer em pacientes
saudaveis que desenvolvem infecgcoes de pele e mucosas, porém ha poucas
alteragdes no local infectado, como por exemplo a Candida na vagina. Ja as
doencas invasivas podem comprometer as visceras por invasao sistémica de
orgaos e tecidos com disseminagdo sanguinea (KRETZER, 2015; COLOMBO e
GUIMARAES, 2003). A importancia de identificar os principais agentes consiste na
escolha do melhor tratamento terapéutico, pois a C. albicans é naturalmente
sensivel a todas as drogas antifungicas, porém a C. krusei € completamente
resistente a fluconazol e necessita de doses maiores de anfotericina B (KRETZER,
2015; GOMEZ-GAVIRIA et al., 2023).

Considerando os problemas de infec¢oes por espécies de Cryptococcus
e Candida reportados acima e a resisténcia desses microrganismos aos fungicidas
atuais, um dos focos deste trabalho foi investigar a atividade fungicida das

substancias oriundas de residuos madeireiros.
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3.3.2 Inseticida (Bemisia tabaci)

Em estudo de Gatehouse et al. (1992) as perdas na producédo da
agricultura em todo o mundo sao devido aos ataques de pragas e doengas que
causam severos prejuizos, na qual destes, 13% s&o causados apenas por insetos.
Em razdo disso, um enorme volume de inseticidas é destinado anualmente na
agricultura, tornando cada vez mais cara a produgao, além de trazer riscos de
contaminagdo ao ambiente por produtos tdxicos, problemas de saude aos
agricultores e consumidores (ROBBS e BITTENCOURT., 1996; GALLO et al.,
2002).

Entre os insetos, a Bemisia tabaci (mosca branca) que foi relatada pela
primeira vez na Grécia em 1889 e no Brasil em 1923 (BONDAR, 1928) é
considerado de grande importancia agricola mundialmente. Esta espécie apresenta
ovos no formato de péra e sdo depositados na parte abaxial das folhas, que ao
eclodir, as ninfas, translucidas e amarelo-palha, sdo capazes de se locomover
(Figura 9). Geralmente, os insetos adultos apresentam porte pequeno e medem de
1 a2 mm de comprimento e 0,36 a 0,51 mm de largura. Vale ressaltar que, a fémea
€ maior que o0 macho, possuindo ambos o dorso amarelo-palido e as asas brancas

(GILL, 1990; MARTIN et al., 2000).

~

K S g = s i /

Fonte: https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/

Figura 9. Ninfas e adultos de Bemisia tabaci
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Este inseto tem intensa adaptacéo em diversas culturas de plantas que
servem como hospedeiro. Causa danos severos, pois na primeira ecdise, se fixam
nas folhas para succionar a seiva da planta até que se tornem adultos, uma vez
que este apresenta um tipo de aparelho digestivo diferenciado nomeado de
“‘camara-filtro”, ou seja, um mecanismo de sucgao, na qual € aproveitado somente
0 suco concentrado e permite que o excesso do alimento sugado seja excretado
em forma de goticulas adocicadas chamadas de honeydew (GALLO et al., 2002;
CAMARGO, 2011) .

No Brasil, nas lavouras no Mato Grosso, os produtores tém enfrentado
agressivos aumentos da populacdo de mosca branca no final da safra de soja
(EMBRAPA, 2014). Em plantas como a soja, o perigo do inseto esta na transmissao
do virus da “necrose-da-haste” do grupo dos carlavirus, no qual conforme os
sintomas vao evoluindo, causam doencgas severas que pode levar a planta a morte
(OLIVEIRA et al., 2000). Mas, além da soja, as infestagées de moscas brancas tém
sido cada vez mais frequentes em diversas culturas de arroz, aveia, cana-de-
agucar, feijao, olericolas e trigo. Além dos danos causados pela mosca branca de
forma direta e indiretamente nas plantas hospedeiras, a mesma ainda possui uma
elevada taxa reprodutiva, facil dispersao, polifagia, adapta¢cdes de condicdes
climaticas diversas e desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas, o que
contribui para a disseminacdo das doencas, causando enormes perdas nas
producdes e grandes prejuizos econdémicos (FARIA et al.,, 1996; GALLO et al.,
2002; HAJI et al., 2004).

Desta forma, o interesse por novos compostos quimicos com atividades
inseticidas vem crescendo consideravelmente devido ao uso irracional das drogas

e da resisténcia dos microrganismos aos inseticidas convencionais. No meio de
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diversas classes quimicas relatadas na literatura, os limondides s&do reconhecidos
pela ampla atividade biolégica contra insetos, a exemplo temos os relatos da
azadiractina que afeta os insetos na reducéo da fertilidade dos ovos, além desta
fazer alteracdo na ecdise que reduz o consumo alimentar e retarda o
desenvolvimento do inseto (CIOCIOLA JUNIOR e MARTINEZ, 2002; AZEVEDO et
al., 2005).

A busca de métodos alternativos para o controle mais efetivo, barato e
que apresentem menores riscos de contaminagao ao ambiente, impulsionam cada
vez mais pesquisas em diversos campos de estudo no mundo e a utilizacdo de
produtos de origem naturais ja mostraram potencial biolégicos inseticidas bastante

eficazes (LARA, 1991; FERREIRA et al., 2001).
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA UTILIZADA

41 Métodos cromatograficos

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas de aluminio de silica gel C18 (merck), celulose (Avicel) e
principalmente silica gel 60, F2s4 com 0,2 mm de espessura como fase estacionaria
(suporte). A visualizagdo das substédncias em camada delgada foi feita por
irradiacdo de luz UV (A= 254 e 365 nm) e alguns reveladores quimicos como,
vanilina sulfurica, anisaldeido sulfurico, vapores de iodo e cloreto férrico. No
isolamento e purificagdo das substéncias por cromatografias em camada delgada
preparativa CCDP (Merck), foram utilizadas placas de aluminio de 20 x 20 com os
mesmos padroes adotados em CCD.

Na cromatografia em coluna (CC) foram utilizadas colunas de vidro com
extensdes que variavam entre & = 0,5-3,5 cm e altura = 10-100 cm. A escolha do
tamanho da coluna dependia da quantidade da amostra a ser fracionada. E a fase
estacionaria ou suporte (Tabela 4) a ser utilizado nos fracionamentos basearam-se
nas analises preliminares em CCD, pigmentagcdo da amostra, entre outros fatores.

Tabela 4. Suporte para cromatografia em coluna

SUPORTE MECANISMO MARCA
Silica gel 60 (70-230 e 230-400 mesh) adsorcéo Merck
Celulose microcristalina particdo Merck
Sephadex LH-20 exclusao Sigma-Aldrich

4.2 Solventes

Os solventes comerciais (hexano, diclorometano, acetato de etila,

acetona e metanol) foram utilizados como eluentes nos métodos cromatograficos,
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sendo estes destilados no LQPN/INPA. Solventes deuterados (metanol-d4,
acetona-d6, DMSO-d6, cloroférmio-d e piridina-d5) da marca Sigma Aldrich foram
utilizados para obtencdo dos espectros de RMN 1D e 2D. Para a analise de
espectrometria de massas, foram utilizados os solventes que possuiam grau de

pureza CLAE (acetonitrila, metanol e isopropanol).

4.3 Equipamentos e acessorios

Balanga analitica —Shimadzu, com capacidade até 220g.

Chapa de aquecimento — Fisatom, modelo 753A.

Camara UV (ultravioleta)- comprimento de onda 254 e 365 nm

CLAE/EM - Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos em um
espectrébmetro MicroTOF-QIl (Bruker Daltonics), fonte de ionizagcdo ESI e o
cromatégrafo utilizado foi o Prominence UFLC (Shimadzu) equipado com detector
de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A, com coluna
Shim-pack XR-ODS (2 um x 50 ym) da Central Analitica do Laboratério Tematico
de Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do INPA.

Destilador de agua— Pilsen, modelo 0341-25

Evaporador rotativo — Buchi, modelo Rotavapor R-3, acoplado a um banho
ultratermostatizado Marconi, modelo MA-184

Ultrassom- Ultronique®, modelo Q3.8/40

Espectrometro de ressondncia magnética nuclear — Os espectros de RMN
foram obtidos em espectrémetros da Bruker, Fourier-300 (300 MHz - 1H e 75 MHz
- 13C) da CA-LTQPN do INPA.

Estufa —Ethik Technology com temperatura regulavel de ambiente +15°C a 100°C
Moinho — Marconi, macro moinho tipo Willey modelo MA-340.

Ponto de fusdao — Fisatom, modelo 430D.
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4.4 Obtencao dos residuos e identificagcao botanica das espécies

Os residuos madeireiros de mogno (Swietenia macrophylla) foram
fornecidos pelo Laboratorio de Tecnologia da Madeira — LTM, do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazoénia - INPA, no ambito do projeto INCT-Madeiras da

Amazdnia como mostra o esquema 1.

DISPONIBILIDADE
(INCT- Madeira da Amazonia)

—_———— e —— —_——— = —

-3
9

—_— o —— ——— o ———

Doacao de pedacos
de Madeira

Laboratério de
Tecnologia de Madeira
(LTM)

»
»

Doacgao de residuos

69/ W ? madeireiros

— o ————

e
T 1 I

Esquema 1. Obtencao dos residuos madeireiros
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4.5 Identificagdao botanica da espécie

A madeira de Swietenia macrophylla (Mogno) foi obtida na cidade de
Manaus-AM. Sua origem, provém da janela de um prédio publico abandonado com
mais de 30 anos, que foi doada para o Laboratério de Tecnologia de Madeira, do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazébnia (INPA) para estudos tecnoldgicos.
Amostras testemunhas dessa madeira foi identificada (figura 10) por analises das
caracteristicas sensoriais, anatdmicas macroscoépica e por comparagao (confronto)
com espécies disponiveis na Xiloteca do Laboratorio de Tecnologia da Madeira
(COTEI-INPA). Os exemplares, estao registrados no laudo N° 05/2019. Os
anatomistas de madeira Jorge Alves de Freitas e Francisco Ailton Gomes da Silva,

foram os responsaveis pela identificacao.

4 N

N°01- Familia: MELIACEAE
Nome cientifico: Swietenia macrophylla

\ Plano transversal 1 0X /

Figura 10. Identificagcao botanica das espécies
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4.6 Procedimento para obtengcao dos extratos

Os residuos de S. macrophylla foram moidos para posterior extragcao a
frio, primeiramente em hexano e depois com metanol, dando origem aos extratos
hexanico e metandlico, respectivamente, como descrito no esquema 2. Apds a
remocao do solvente por evaporagcdo com pressao reduzida, foi possivel calcular o

teor de rendimento dos mesmos (Tabela 5).

-

T

1
Residuos de o
Madeira e :
Processamento do }b ‘
material vegetal -
serragem
Material Vegetal
(residuos) J
MACERACAO
7 dias
Hexano
Evaporagédo do solvente
Extrato Torta
Hexéanico macerada
7 dias
Metanol
Evaporagéo solvente
Extrato Torta
Metanélico descartada

Esquema 2. Preparacéo dos extratos brutos de Swietenia macrophylla.
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Tabela 5. Massa obtida dos extratos hexano e metanol

Extratos
Massa do .
Espécie Residuo Rendimentos
(9) Codigo | Massa (9) (%)
SMH 5,47 0,63
eteni hyll 4
Swietenia macrophylla 863,8 SMM 13.05 ' 51

Cadigos finalizados com H — extrato hexanico; Codigos finalizados com M — extrato metandlico

4.7 Estudos preliminares dos extratos de Swietenia macrophylla (mogno)

Os extratos brutos oriundos dos residuos madeireiros de mogno foram
submetidos para avaliagbes preliminares em CCD, nas quais o extrato hexanico
(SMH) apesar de conter bastante material graxo, foi inicialmente considerado o
mais promissor para iniciar os fracionamentos cromatograficos, pois, além da
massa significativa, apresentou também menor quantidade de pigmentos e maior
similaridade com os padrdes (sitosterol, amirina e lupeol), utilizados em placa.

Vale ressaltar que, nos processos de isolamento a seguir, algumas
fragcdes ndo foram trabalhadas, pois em CCD mostraram similaridade com fracdes
ja trabalhadas anteriormente e também pela predominéncia de material graxo nas

fragdes, justificando assim, o seu n&o fracionamento.

4.8 Fracionamento do extrato hexanico de S. macrophylla (SMH)

O extrato hexanico SMH (5,4713 g) foi submetido a fracionamento por
cromatografia em coluna com gel de silica 60 (70- 230 mesh) para filtragdo do

material (Esquema 3). O sistema de eluicdo empregado foi por gradiente crescente
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de polaridade com hexano, hexano:AcOEt (98:2 — 7:3 e finalizando a coluna em
AcOEt), originando 22 fragdes, que foram reunidas por similaridade através de
cromatografia em camada delgada (CCD) em 14 novas fragdes (Tabela 6). A
subfragcdo SMH-15, passou por recristalizacdo em metanol com gotas de acetona

(a frio), resultando na substancia 1.

B5§—

i Coluna de silica gel (70-230 mesh)

ol th=39,6cm  @=2,3cm
409 : Empacotada em hexano
]
Eluente H:A| H:A H:A H:A H:A H:A A
+
gradiente (98:2)| (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (100%)
V3 Vs Vs Vs Vs Vs Ve
-
N° das
L Fragoes 1 2-3 4-8 9-15 16-17 18-19 20-21 22
H - Hexano ; A — Acetato de etila
Vi =50mL; Vo= 100mL; Vs=200mL; Fr. 18
Va=250mL;Vs =300mL; Ve =500mL D —————— |
I SMH-18 : : SMH-22 |
I Fr. 6-8 ESQUEMA 7 1| ESQUEMA 8
—s===== D (N J  emem omm omm o= = 4
I SMH-6 I Fr. 15-16
ESQUEMA 4 !
(- ) Recristalizaggo @ @ >—-—-—-———~ |
. : SMH-9 :
| ESQUEMA 6 |

SUBSTANCIA 1

Esquema 3. Fracionamento cromatografico de SMH
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Tabela 6. Reunido das fragbes obtidas de SMH

Fracoes o Massa
reunidas el (mg)
1 SMH-1 1,8
2 SMH-2 325,3 ESQUEMA 4
3 SMH-3 72 Silica flash
(230-400 mesh)
4-5 SMH-4 11,4
6-8 SMH-6 459,9
9-10 SMH-9 270,5 CELULOSE
11-12 SMH-11 104 ESQUEMA 6
13-14 SMH-13 198,4
15-16 SMH-15 448,2 4[ Substancia 1 ]
17 SMH-17 61,4
18 SMH-18 152,6 CELULOSE
19 SMH-19 249,9 ESQUENA 7
20-21 SMH-20 428,8
22 SMH-22  1607,0 Ll

ESQUEMA 8

A fracdo SMH-6 (459,9 mg) foi submetida a um novo fracionamento
(Esquema 4) por apresentar massa significativa e por exibir intensa absor¢gao na
luz UV (254 e 365 nm), além de expor também uma mistura complexa de manchas
roxa e amarela com diferentes Rf, quando revelada em vanilina sulfurica. O
fracionamento foi feito em coluna de silica gel (230-400 mesh), eluida com Hexano,
Hex:Acetona (98:2 — 6:4), dando origem a 19 fragdes que foram analisadas em

CCD, reunidas e codificadas (Tabela 7).
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y §Coluna de silica gel (230-400 mesh)
4?3";' 6 th=31,7cm @=2,8cm
¥ mg * Empacotada em hexano

Eluente

+
gradiente H:Ac| H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac| H:Ac H:Ac

V2 V1 V2 V2 Vs V3 Vi
100% | (98:2) | (97:3) (95:5) 9:1) ©:2) | (7:3) (6:4)

I P RS P R

H - Hexano ; Ac — Acetona
V1=100mL; V2= 200mL; V3= 250mL; V4=300mL

-

Fr.7

SMH-6.7 !

| ESQUEMAS5 |

Esquema 4. Fracionamento cromatografico de SMH-6

Tabela 7. Reunido das fragdes obtidas de SMH-6

Fracoes -~ Massa
reunidas Codigo (mg)
1 SMH-6.1 1,8
2-6 SMH-6.2 5 .
mg P t.
7 SMH-6.7 293,2 reé)ca:ll:')aplva
8 SMH-6.8 11,3
ESQUEMA 5
9-10 SMH-6.9 45,9
11 SMH-6.11 15,5
12 SMH-6.12 23,8

13-15 SMH-6.13 55,9
16-18 SMH-6.16 126,5
19 SMH-6.19 -

A fragdo SMH-6.7 (293,2 mg) apresentou-se como solido amorfo, a qual
passou por limpeza em acetona a frio. Em CCD, mostrou absorgdes no UV (A= 254
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e 365 nm) e misturas de substancias com diferentes fatores de retencao (Rf)
quando revelada em vanilina sulfurica. Desta, foram retirados 30 miligramas para a
preparagao de uma CCDP (Esquema 5; Tabela 8), a qual forneceu o isolado 4 e as

substancias 2 e 3 em mistura.

-

~

20 cm
SMH-6.7 E
30 mg
CCDP gk
ld g
N e
L@
|:> Hex:Acetona:DCM Q 100 mL
Eluente: -3:
(S2:3:2) PLACA:
F.E: Silica gel 60, Fase normal
Tamanho: 20x20 cm
N° de CUBA:
coletados: E> S h:22,5cm L:8,5cm
; APLICACAO DA AMOSTRA:
P1 P4 Altura da base: 1 cm
________________ Superior: 1 cm

= Tt T T T T T \
' Substéncias2e3 ' Substéncia4 |
! 7/

/

Esquema 5. CCDP da fragdo SMH-6.7

Tabela 8. Fragdes obtidas da CCDP de SMH-6.7

. - Massa
Cadigo Tl
SMH-6.7.P1 15 Substancias 2 e 3
*SMH-6.7.P2 2,3
SMH-6.7.P3 0,5
SMH-6.7.P4 2,6 Substancia 4
SMH-6.7.P5 1

*Substancias em processo de analise

A fracdo SMH-9 (270,5 mg) apresentou-se como sélido amorfo e 186, 6

mg foi submetida a um novo fracionamento em celulose microcristalina (Esquema
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6) para remover a pigmentacéao presente na fragdo. Em placa de CCD, a fragao néo
exibiu absorg¢do na luz UV (254 e 365 nm), mas quando revelada em vanilina
sulfurica, apresentou uma mistura complexa de manchas roxas com diferentes Rfs.
Na eluicdo da coluna, utilizou-se sistema isocratica em hexano para fornecer 12

fragcdes (Tabela 9). Na fragdo SMH-9.11, foi obtido em mistura os compostos 5 e 6.

BH—m-

Amostra
SMH-9 Celulose
(186,6 mg)

A

h= 28,6~ cm @=2,9 cm
ELUICAO: hexano 100%

FRAGOES COLETADAS:

1-12

Fr.11-12
[ SUBSTANCIAS 5 ¢ 6 J

Esquema 6. Fracionamento cromatografico de SMH-9

Tabela 9. Reunido das fragdes obtidas de SMH-9

Fracoes 4 Massa
reur?idas seelEE (mg)
1 SMH-9.1 -
2 SMH-9.2 37,9
3 SMH-9.3 251
4 SMH-9.4 100,8
5 SMH-9.5 4,7
6-8 SMH-9.6 0,7
9 SMH-9.9 1,9
10 SMH-9.10 53
11-12 SMH-9.11 8,8 Substancias 5 e 6
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A fracdo SMH-18 (152,6 mg) foi submetida a um novo fracionamento

(Esquema 7) por apresentar massa significativa e por exibir intensa absorgao na

luz UV (254 e 365 nm), além de expor também uma mistura complexa de manchas

roxa e amarela com diferentes Rf, quando revelada em vanilina sulfarica. O

fracionamento foi feito em coluna de celulose microcristalina e eluida em sistema

isocratico com Hexano 100%, dando origem a 16 fra¢des (Tabela 10), entra elas a

fracao 11, forneceu as substancias 7 e 8.

BH—m-

Amostra
SMH-18 >
152,6 mg

FRAGOES COLETADAS:

1-16

CELULOSE

h= 28,6 cm

ELUICAO: hexano 100%

Fr. 3-4

SUBSTANCIAS 7 e 8

Esquema 7. Fracionamento cromatografico de SMH-18

Tabela 10. Reunido das fragdes obtidas de SMH-18

Fracoes

reunidas Dl
1 SMH-18.1

2 SMH-18.2

34 SMH-18.3

5 SMH-18.5

6 SMH-18.6

7 SMH-18.7

8-11 SMH-18.8
12 SMH-18.12
13 SMH-18.13
14 SMH-18.14

15-16 SMH-18.15

Massa
(mg)

0,7
7,8
15,5
30,2
42,5
8,7
16,8
53
8,8
5,6
7

Substancias 7 e 8
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A fragcdo SMH-22 (1,607 mg) foi submetida a um novo fracionamento
(Esquema 8) por apresentar massa significativa e por exibir intensa absorgao na
luz UV (254 e 365 nm), além de expor também uma mistura complexa de manchas
roxas, amarelas e vermelha com diferentes Rf, quando revelada em vanilina
sulfurica. O fracionamento foi feito em coluna de silica gel (230-400 mesh), eluida
com DCM:AcOEt (98:2 — 6:4) e MeOH (100%), dando origem a 14 fragbes que

foram analisadas em CCD, reunidas e codificadas (Tabela 11).

BH—

:  silica gel (230-400 mesh)

g2 i h=457cm @=2,7cm

1,607 mg *  Empacotada em Hexano

|
Eluente

+ : D:M D:M D:M D:M D:M D:M M
aradiente : (97:3)] (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (6:4) (100%)
V2 V4 V2 V2 Va V3 V4

NO
Fragcoes

EBIFR RIS N

D - Diclorometano; M — Metanol
V1=100mL; V2= 200mL; Vs=250mL; V4=300mL

Fr. 5-6

SMH-22.5
ESQUEMA 9

Esquema 8. Fracionamento cromatografico de SMH-22
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tratada com hexano/MeOH a frio. Em CCD, mostrou absorgdes no UV (A= 254 e
365 nm) e um rastro amarelo quando revelado em vanilina sulfurica. Foram
retirados 30 miligramas dessa amostra para a preparagéo de uma CCDP (Esquema

9; Tabela 12), usando um sistema de eluigdo de DCM:MeOH (97:3), eluida 1 vezes.

Tabela 11. Reuniao das fragdes obtidas de SMH-22

;Tﬁ:jzss Caédigo Massa (mg)
1 SMH-22.1 1,9
2 SMH-22.2 3
3 SMH-22.3 9
4 SMH-22.4 17,5
5-6 SMH-22.5 1,224
7 SMH-22.7 102,3
8-10 SMH-22.8 36
11 SMH-22.11 29,8
12 SMH-2212 50,5
13 SMH-22.13 60,1
14 SMH-22.14 73,5

30 mg

As substancias 9 e 10, resultaram desse procedimento.

Preparativa

CCDP

ESQUEMA 9

A fragcdo SMH-22.5 (1,224 mg) apresentou-se como solido amorfo e foi

/

o

NO
coletados:

SMH-22.5
30 mg

Placa preparativa (CCD-P)

20 cm

wo |

20 cm

—

DCM: MeOH
(97:3)

PLACA:

F.E: Silica gel 60, Fase normal

(o]

e 3

Tamanho: 20x20 cm

CUBA:

h:225cm L:8,5cm

APLICACAO DA AMOSTRA:

Altura da base: 1 cm

Quinerinr 1 rm

~

100 mL

/

Esquema 9. CCDP da fragdo SMH-22.5
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Tabela 12. Fragdes obtidas da CCDP de SMH-22.5

Massa
Caodigo
g (mg)
SMH-22.5.P1 16,5 Substancias 10 e 11

SMH-22.5.P2 4,2
SMH-22.5.P3 3,1
SMH-22.5.P4 0,6
SMH-22.5.P5 1

4.9 Fracionamento do extrato metandlico de S. macrophylla (SMM)

O extrato metandlico (13,05 g) foi inicialmente filtrado em coluna de silica
gel (70-230 mesh), eluida com gradientes crescente de polaridade de Hex:AcOEt
(98:2 — 1:1), AcOEt:MeOH (98:2 — 7:3) e finalizada em MeOH, originou 38 fragdes
(Esquema 10) que foram reunidas por similaridade através de CCD em 10 novas
fracbes (Tabela 13). As demais fragdes (16-38) apresentaram dificuldades de
solubilidade com os solventes convencionais e foram apenas pesadas e

codificadas.
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SMM (-_ Coluna de silica gel (70-230 mesh)
13,05¢g = h=42,7cm @=4,5cm
* Empacotada em hexano
}
H:A H:A H:A H:A H:A H:A A:M A:M A:M A:M A:M M M
Eluente
+ |:> (98:2)| (97:3) (9:1) (8:2) (7:3) (1:1) (98:2) (97:3) (9:1) (8:2) (7:3) 100% 100%
gradiente
Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi \'Z Vi \2 \2 \2 V2
N° das
. 7-8 9-15 17-21 Y . 0 - "
Fragoes :> 1 2 3-5 6 16 2225 26-32 33-34 35-36 37-38
H - Hexano ; A — Acetato de etila; M — Metanol
Vi1=500mL; V=250 mL
Fr.3 Fr. 4 Fr. 13-15
SMM-1
ESQUEMA 11
SMM-3 SMM-4 SMM-13
ESQUEMA 13 ESQUEMA 15 ESQUEMA 18

Esquema 10. Fracionamento cromatografico do extrato de SMM
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Tabela 13. Reuniao das fragdes obtidas de SMM

Frag.%es Cédigos Massa ESQUEMA 11
reunidas
1 SMM-1 169.9 Silica flash
’ (230-400 mesh)
2 SMM-2 2,280
3 SMM-3 2.200,9
4 SMM-4 1-033,5 CELULOSE
5-6 SMM-5 601,3 ESQUEMA 13
7 SMM-7 797,7
8 SMM-8 969,3 SEPHADEX
LH-20
9 SMM-9 324
ESQUEMA 15
10-12 SMM-10 56,7
13-15 SMM-13 73,1 Home Preparativa
CCDP
*16-38

ESQUEMA 19

*Nao observadas em CCD por motivo de solubilidade

A fragcdo SMM-1 (169,9 mg) foi inicialmente submetida a fracionamento com
silica flash (230-400 mesh), utilizando como sistema de eluicdo de hexano puro,
gradientes de Hex:AcOEt (98:2 — 7:3) e finalizada em AcOEt, resultando em 17
subfragdes (Esquema 11, tabela 14), sendo que a subfragdo 11, forneceu novamente
a substancia 1. A subfracao 8, também resultante deste fracionamento, foi codificada
como SMM-1.8 (19,5 mg) e apresentou solido pigmentado, além de intensas
absorg¢des no UV (A= 254 e 365 nm) em CCD, logo passou por limpeza com MeOH (a
quente) e foi novamente fracionada, empregando-se silica gel (230-400 mesh) e
sistema isocratico de Hex:AcOEt:Acetona (8:1:1), como fase movel (Esquema 12). O
fracionamento resultou em 13 subfracdes que foram reunidas apés analise por CCD,

conforme a Tabela 15. O fracionamento resultou nas substancias 11, 12, e 13
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Eluente

+
gradiente

N° das
Fragoes

: Coluna de silica gel (230-400 mesh)
SMM-1 h=463cm  @=24cm

169 mg Empacotada em Hexano
1
H H:Ac | H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac A
:> 100%| (98:2) | (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) | 100%
V3 V2 V1 Vs V2 Vs Vs Va
:> 1 2-3 4-6 7-11 12-13 14-15 16 17
H - Hexano ; Ac — Acetona
Vi = 100mL; V2= 200mL; Va=250mL; Va =300mL Fr 8
| SMH-1.8 |
| ESQUEMA I
SUBSTANCIA 1
Esquema 11. Fracionamento cromatografico do extrato de SMM-1
Tabela 14. Reunido das fra¢des obtidas de SMM-1
Frag_o es Caddigo Massa
reunidas
1 SMM-1.1 9,8
2 SMM-1.2 1,3
3 SMM-1.3 -
4 SMM-1.4 1,2
5-6 SMM-1.5 26,6 ESQUEMA 12
7 SMM-1.7 9,1 Silica flash
8 SMM-1.8 19,5 (230-400 mesh)
9-10 SMM-1.9 4
11-12 SMM-1.11 51,9 Substancia 1
13 SMM-1.13 16,3
14-15 SMM-1.14 17,5
16 SMM-1.16 3,1
17 SMM-1.17 1,2

*Composto isolado anteriormente
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SMM-1.8 Coluna de silica gel (230-400 mesh)
19,5 mg h=39,4cm @=2,3cm
Empacotada em hexano

Sistema Isocratico Limpeza
1 1
Hex :AcOEt: Acetona Acetona
Eluente: |:> (8:1:1) (100%)
N° das
Fragdes |:> a2 13
| Fr. 10-11
Fr. 6

Tratamento_em MeOH SUBSTANCIA 13

SUBSTANCIAS 11 e 12

Esquema 12. Fracionamento cromatografico da fragdo de SMM-1.8

Tabela 15. Reuniao das fragdes obtidas de SMM-1.8

Fragpes Caédigo Massa
reunidas
1-4 SMM-1.8.1 2,6
5 SMM-1.8.5 7,8
6 SMM-1.8.6 9,3 Substancias 11 e 12
7-9 SMM-1.8.7 29
10-11 SMM-1.8.10 1,1 Substancia 13

12-13 SMM-1.8.12 1,2

No fracionamento da fragdo SMM-3 (2.200,9) optou-se por uma coluna de

celulose microcristalina (Esquema 13), com sistema isocratico em hexano 100%,
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devido a predominancia de pigmentag¢do amarela com aspecto de gordura. Em CCD,
exibiu intensa absorgéo na luz UV (254 e 365 nm), além de expor também uma mistura
complexa de manchas amarela e roxo com diferentes Rf, quando revelada em vanilina
sulfurica. A coluna resultou em 18 fracbes que foram analisadas em CCD, reunidas e

codificadas (Tabela 15).

@
Amostra
SMM-3 L CELULOSE
(2.200,9 mg)
h=18,5cm @=4,2 cm
ELUIQAO: Hex 100%
________ Y

18

/

FRAGOES COLETADAS: Fr.1 | SMM-3.1
I
I

Esquema 13. Fracionamento cromatografico de SMM-3

Tabela 16. Reunido das fragdes obtidas de SMM-3

Fracoes - Massa
reur?idas Cédigo (mg)
1 SMM-3.1 549,4 Florisil
2-3 SMM-3.2 300,1 e
4 SMM-3.4 189
5-8 SMM-3.5 70,2
9-10 SMM-3.9 427,5

11 SMM-3.11 118,7
12 SMM-3.12 45,8
13-18  SMM-3.13 125,6
18 SMM-3.18 28,3

A fragcdo SMM-3.1 (549,4 mg) apresentou materiais imisciveis (aspecto de

material graxo) com diferentes densidades e foi utilizado um funil de separagao para
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a remocao destes. ApOs separagao, 264,3 mg do material mais limpo foi submetido a
um novo fracionamento em coluna de florisil (Esquema 14) por exibir intensa absorgao
na luz UV (365 nm), além de expor também uma mistura complexa de manchas roxas
e amarelas com diferentes Rf, quando revelada em vanilina sulfurica. O fracionamento
em coluna de florisil (60-100 mesh) foi eluida inicialmente em hexano, seguido por
gradiente de Hex:Acetona (98:2 — 8:2), dando origem a 19 fragbes que foram
analisadas em CCD, reunidas e codificadas (Tabela 17). Esse procedimento

cromatografico resultou no isolado 14 (4,3 mg).

B—

Coluna de florisil (60-100 mesh)

o] i h=227cm  @=3,6cm
264,3 mg *  Empacotada em Hexano
|
L]
Eluente
+ H:AC H:AC H:AC H:AC H:AC H:AC AC
aradiente (97:3)|  (95:5) @1 (8:2) (7:3) (6:4) (100%)
Vi V1 Vi1 V2 Vs V3 Vi
N° das
Fragoes 1-4 5 6-7 8-12 13 14 15-16 17-19
H - Hexano; AC — Acetona Fr. 14
V1=100mL; V2= 200mL; V3= 250mL; V4=300mL 2 A N

Fr. 10} ' SMM-3.1.14 1
; ESQUEMA 16 |
]

SUBSTANCIA 14

Esquema 14. Fracionamento cromatografico de SMM-3.1
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Tabela 17.Reuniao das fragdes obtidas de SMM-3.1

Fracoes

)

) Caddigo Massa
reunidas
; gmm21 ; ]g? SUBSTANCIA 14
3.6 SMM-3.1.3 10.5
7 SMM-3.1.7 3,0
8-9 SMM-3.1.8 5,9 CELULOSE
10 SMM-3.1.10 4,3
11 SMM-3.1.11 19,4
12-13 SMM-3.1.12 23,6 ]
14-15 SMM-3.1.14 138,7 Preggga;“’a
*16-19 SMM-3.1.16 10,1 ™
*Nao observadas em CCD por motivo de insolubilidade ESQUEMA 16

A subfracdo SMM-3.1.14 (40 mg) passou por placa preparativa de silica gel

60 PF2s4 em aluminio (esquema 15), usando um sistema de eluicdo (2x) de

DCM:MeOH (97:3), resultando em quatro faixas distintas e na substancia 14 (15.2

mg). O restante da massa da Fr. 14, foi submetido em coluna de celulose (h x @ =

18.5 x 4.2 cm), fornecendo os compostos 9 e 10 (64 mg), ja isolados anteriormente no

esquema 9.

-

Eluente: :>
otados: [

coletados:

\_ \

SMM-3.1.14
40 mg

DCM: Metanol

(9:1)

Substancia 15

(15,2 mg)

CCDP

v

20 cm

-

(=4

©

PLACA:

F.E: Silica gel 60, Fase normal

Tamanho: 20x20 cm

CUBA:

h:225cm L:8,5cm

APLICACAO DA AMOSTRA:

Altura da base:
Superior: 1 cm

1cm

~

00 mL

/

Esquema 15. CCDP da fragdo SMM-3.1.14
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No fracionamento da fragdo SMM-4 (1.033,5 mg) optou-se por uma coluna de
Sephadex LH-20 (Esquema 16), com sistema isocratico em MeOH 100%, devido a
predominancia de pigmentagao amarela e vermelha. Em CCD exibiu intensa absorgao
na luz UV (254 e 365 nm), além de expor também uma mistura complexa de manchas
vermelhas, roxas e laranja com diferentes Rf, quando revelada em vanilina sulfurica.
A coluna resultou em 12 fragcdes que foram analisadas em CCD, reunidas e

codificadas (Tabela 18).

@
Amostra
SMM-4 «——  Sephadex LH-20
(1.033,5 mg)
h=41,7 cm @=3cm
ELUICAO: MeOH 100%
________ N

12

/

FRAGOES COLETADAS: fr5 | SMM-4.5
I
|

Esquema 16. Fracionamento cromatografico de SMM-4

Tabela 18. Reunido das fra¢des obtidas de SMM-4

Fracoes . Massa
reur?idas seelEe (mg)
1 SMM-4.1 37,6
2 SMM-4.2 600
3 SMM-4.3 196,1
4 SMM-4 .4 40,2 —
5-6 SMM-4.5 22,2
7 SMM_47 7,9 ESQUEMA 17
8 SMM-4.8 6,3
9 SMM-4.9 5,5
10-12 SMM-4.10 19,2
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A fragdo SMM-4.5 (22,2 mg) foi refracionada em coluna de celulose
microcristalina (Esquema 17), com sistema de eluigéo isocratico em hexano 100%. O
fracionamento resultou em 8 fracbes que foram analisadas por CCD e reunidas
conforme similaridade em 6 novas fragées (Tabela 19). A fragdo 7 codificada como
SMM-4.5.7 (14,8 mg), apresentou-se como soélido pigmentado da cor vinho e mostrou
intensas absor¢des no UV (A= 254 nm) em CCD, logo passou por limpeza com Hex
(a quente) e foi novamente refracionada, empregando-se silica gel (230-400 mesh)
como fase estacionaria e gradiente de DCM:MeOH (98:2 —97:3) como fase mével
(Esquema 18). O fracionamento resultou em 11 subfragbes que foram reunidas apos
analise por CCD, conforme a Tabela 20. Deste procedimento a fracdo codificada em

SMM-4.5.7.3 e SMM-4.5.7.9 que forneceram as substancias 16, 17 e 18.

H—pE
Amostra
S(g'g'r:gf’ €——  CELULOSE
h= 12,% cm @=1,4 cm
ELUICAO: Hex 100%
________ N

14
FRAGOES COLETADAS: 7 1 SMM-4.5.7
8 I  ESQUEMA 18
I

Esquema 17 Fracionamento cromatografico de SMM-4.5

49



Tabela 19. Reuniao das fragdes obtidas de SMM-4.5

Fragoes <4 Massa
reunidas Gl (mg)
1 SMM-4.5.1 1

2-4 SMM-4.5.2 2,6

5 SMM'4.5.5 0’5 ESQUEMA 18
6 SMM-4.5.6 0,3
SILICA GEL
7 SMM-4.5.7 14,8 (230-400 mesh)
8 SMM-4.5.8 1,4
5
Coluna silica gel (230-400 mesh)
SMM-4.5.7 h=183cm  ©=0,9 cm
14,8 mg Empacotada em DCM
|
Eluente I
+
i - D D:M D:M D:M
gradiente (100%)  (98:2) (97:3) (95:5)
V2 V4 V2 Vi
N° das
- 1-2 5-7 8-11
D -Diclorometano; M — metanol Fr.3 Fr9.
V1=100mL; V2= 200mL; Vs=250mL ' -.

SUBSTANCIAS 17 e 18

SUBSTANCIA 16

Esquema 18. Fracionamento cromatografico de SMM-4.5.7
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Tabela 20. Reuniao das fragdes obtidas de SMM-4.5.7

Frag_o es Caddigo Massa
reunidas
1-2 SMM-4.5.7.1 1,0
3 SMM-4.5.7.3 2,6 SUBSTANCIA 16
4 SMM-4.5.7.4 0,8
5 SMM-4.5.7.5 1,5
6 SMM-4.5.7.6 0,6
7 SMM-4.5.7.7 0,2
8 SMM-4.5.7.8 2,8 sUBSTANCTE
9-11 SMM-4.5.7.9 3,7 17 ¢ 18

A fragdo SMM-13 (73,1 mg) apos tratada com MeOH a quente, foi filtrada e o

material de interesse apresentou-se como solido branco. Em CCD, mostrou absor¢des

no UV (A= 254 e 365 nm) e um rastro roxo na parte superior da placa, quando revelado

em vanilina sulfurica. Foram retirados 40 miligramas dessa amostra para a preparagéo

de uma CCDP (Esquema 19), usando um sistema de eluicdo de DCM:MeOH (9:1),

eluida 2 vezes. O procedimento forneceu 3 fragdes, sendo uma o isolado 19.

-

SMM-13
40 mg

Placa preparativa (CCD-P)

~

DCM: Metanol

Eluente:

coletados:

—
N° de :>

(9:1)

(28 mg)

— o ——

20 cm |
E
» g
» | o
g o
S I
Q 100 mL
PLACA:

F.E: Silica gel 60, Fase normal
Tamanho: 20x20 cm

CUBA:
h:225cm L:8,5cm

APLICACAO DA AMOSTRA:

Altura da base: 1 cm

Superior: 1 cm

Esquema 19. CCDP da fragdo SMM-13
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5 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.1 Ensaio antifungico

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Micologia Médica do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA). As cepas fungicas utilizadas nos
ensaios (Tabela 21) foram provenientes de criacdo estoque pertencente a Colegéo de
Microrganismos de Interesse Médico do INPA.

Tabela 21. Espécies de fungos utilizadas nos ensaios

ESPECIES CEPAS
Candida albicans ATCC 60193
Candida Krusei ATCC 34135

Cryptococcus gattii CFP55

5.1.1 Preparagao dos inéculos fungicos

A preparagao dos inéculos fungicos seguiu as recomendagdes do protocolo
M27-A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2008). Em resumo, as
leveduras foram submetidas em 5 mL de solugdo salina esterilizada a 0,85% e agitado
em vortex por 15 segundos. E 10 pL dessa solugéo foram utilizados para a contagem
das ceélulas, usando uma camara de Neubauer e leitura microscopica (3 campos foram
considerados nas contagens). Em seguida, foram realizadas diluigbes da levedura
com meio liquido RPMI 1640, para obter uma concentragdo final de 2,5 x 103

células/mL.

5.1.2 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)
A avaliagao da atividade antifungica in vitro dos compostos (1-3; 9-12 e 19) em

fungos apresentados na Tabela 21, foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
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caldo em microplaca de 96 pocos, conforme as recomendacdes descritas pelo CLSI

nos documentos M27-A3 (2008), como ilustrado na figura 11.

/\ 100 uL RPMI | )

+

[ 100 L do indeulo |

Substancias
(320 0,0625 pgml) B e e e

Tﬂ, Para cada pogo das colunas de | a |1
' | 2.5x 10° célubas/mL ¢ll,l,l, ¢l llllc(_)

. =23 4= 87T 8 Y I0rMy
Indculo P NARTYARL NSRS N Sy Sy +

N

)L LD DL

64-0,0625 pgiml) BT i e

Fluconazol

o

)

100 pL meio RPMI
100 pL do inoculo j

Figura 11. Técnica de microdiluigdo em caldo

Resumidamente, cada substancia isolada foi dissolvida em 1% de dimetil-

sulfoxido (DMSO) a 1,28 mg/mL (solucdo estoque). Desta, 100 pL foram diluidos em

séries em caldo RPMI 1640 antes da inoculagdo e, por conseguinte, foram

adicionadas na microplaca de 96 pocgos, resultando em concentragdes finais que

variaram de 320 a 0,0625 pg/mL (substancias testadas) e de 64 a 0,0625 yg/mL

(Fluconazol, antibidtico de referéncia). Posteriormente, 100 pL de in6culo contendo

2,5 x 103 células/mL do microrganismo testado foi adicionado nas colunas de 1-10 da

microplaca. Na coluna 11 (100 pL do in6culo + 100 pL do meio RPMI) e 12 (200 pL

do meio RPMI) foram usados como controle positivo e negativo, respectivamente. As

placas foram tampadas e incubadas a 35°C por 24 horas (Candida spp.) e 48h

(Cryptococcus sp). Os ensaios foram realizados em duplicatas e os valores do CIM
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foram definidos através de leitura macroscépica da placa, onde foi analisado a menor

concentragdo do composto que foi capaz de inibir o crescimento fungico.

5.2 Ensaio inseticida

Os experimentos inseticidas foram realizados no Laboratério de Entomologia
e Acarologia Agricola (LEA) e a criagdo estoque do inseto Bemisia tabaci (mosca
branca) foi conduzida na casa de vegetagdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias
(FCA). Os dois laboratérios sao pertencentes a Universidade Federal do Amazonas-

UFAM, campus Manaus/AM.

5.2.1 Criagao estoque de Bemisia tabaci (mosca branca)

Os insetos utilizados nos ensaios, foram provenientes de criacdo estoque por
processo de “infestacdo induzida”, onde plantas sadias de couve-de-folhas, que
anteriormente foram preparadas em tubetes de 4 cm de didametro (55 cm?®) com
substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas®, foram infestadas por mudas contendo
o inseto adulto de Bemisia tabaci. Uma gaiola revestida com microtela (0,8 x 0,8 x 1,5
m), foi usada para impedir ataques de outras pragas. Apos sete dias de infestacao,
foram selecionadas trés folhas de cada muda infestada, contendo 50 ninfas entre os

estadios de ninfa Il e ninfa Ill, para aplicagdo das substancias.

5.2.2 Teste de mortalidade

Na avaliacdo da atividade inseticida dos compostos (1; 9-10 e 19), uma Torre
de Potter Burkard scientific®, calibrado a 5 Ibf/ pol? (Figura 12), foi usada para
aplicacdo de 1 mg/mL de substancia/folha de forma homogénea. As substancias

contendo 6 mg, foram dissolvidas em acetona (6 mL) e o produto comercial Evidence
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WG700®, foi utilizado como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados em
seis repeticdes sendo que, cada folha equivale a uma repeticdo. Logo apds a
pulverizagdo das substancias, as unidades experimentais foram realocadas para a
casa de vegetagcao, em condi¢gdo de semi-campo. Ao passar 7 dias, foram realizadas
as avaliagdes de mortalidade causada por cada substancia (baseou-se na contagem
de ninfas mortas. A mortalidade natural corrigida foi calculada para cada tratamento
pela formula de Abbott (1925): Mc (%) = (%Mo - %Mt/ 100 - %Mt) x 100, (onde: Mc =
64 Mortalidade corrigida; Mo = Mortalidade observada; Mt = Mortalidade na
testemunha). Nas analises estatisticas, os percentuais de mortalidade foram
transformados em arcsen[{(x+0.5)/100})0.5], submetidos a ANOVA e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

Fonte: Marcelo Zanelato

Figura 12.Torre de Potter Burkard scientific®
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinagao estrutural dos triterpenos isolados em S.macrophylia

6.1.1 Identificacdo das substancias em mistura de 5 e 6 (SMH-9.11)

A fraggdgo SMH-9.11 (8,8 mg) apresentou-se como sdlido branco, com
solubilidade em DCM e em placa de CCD de fase normal, mostrou o mesmo (Rf=0,54)
de um amostra padréo de amirina, utlizando-se Hex/AcOEt (9:1) como sistema de

eluicdo (Figura 13). Os procedimentos de isolamento estdo descritos no esquema 6.

f Vanilina sulfurica \

Fase estacionaria: Normal

Sistema de eluicdo: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: UV e vanilina sulfurica
Solubilidade: DCM

— o - =

- e mm mm mm mm mm mm == =

n
...
k * *Padr&o de amirina /

Figura 13. CCD da fragdo com SMH-9.11.

O espectro de "H-RMN (Tabela 22, Figura 16) da fragdo SMH-9.11, mostrou
sinais caracteristicos de triterpenos ursano (a-amirina) e olenano (8-amirina), como
sugerido em plaquinha de CCD. Por exemplo, as analises do espectro ampliado
(Figura 17) mostraram a presencga de dois tripletos em 6n1 5,13 t (J = 3,57 Hz) € 5,19 t
(J = 3,51 Hz) referentes ao H-12 das substéncias 5 (a-amirina) e 6 (B-amirina),
respectivamente. Pelas integrais dos respectivos sinais de H-12, trata-se de uma
mistura de 2:1 de a- para B-amirina. O deslocamento quimico correspondente aos

hidrogénios carbindlicos da posicdo H-3, comum aos dois triterpenos foram
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observados em 6+ 3,22 dd (J=10,41 e 5,04Hz). A constante maior indica que H-3 esta
em axial e acopla com H-2 com J-diaxial.

A andlise do espectro de '3C-RMN (Tabela 23, Figura 15) confirma a
ocorréncia dos dois triterpenos (Figura 14) devido a presencga de sinais caracteristicos
dessas substancias. Os deslocamentos quimicos de carbonos olefinicos mais
intensos foram atribuidos a a-amirina (5) em &c 124,40 (C-12) e 139,57 (C-13),
enquanto que para -amirina (6) os sinais menores foram evidenciados em 6c 121,70
(C-12) e 145, 20 (C-13). O carbono carbindlico foi observado em &c 79,06 e 79,04
referentes a posicdo C-3 da mistura do composto 5 e 6, respectivamente. Os dados
unidimensionais ("H e '3C) estdo em conformidade com os apresentados por Lima
(2004). Vale ressaltar que triterpenos a-amirina (esqueleto ursano) e B-amirina
(esqueleto oleanano), apesar de serem bastante comuns em espécies vegetais, esse

€ o primeiro registro dos triterpenos na madeira de Swietenia macrophylla.

(5) a-amirina (6) B-amirina

Figura 14. Triterpenos 5 e 6 identificados em mistura na fragdo SMH-9.11
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TopSpin TopSpin 3.6.2

Current Data Parameters

'\‘ : : ! l l " i il i\m" % NAME Henrique2l_ SMH-9.11
EXPNO 2
PROCNO 1.

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210813
Time 12.46
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT CDC13
NS 6668
DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 964.3 K
D1l 0.20000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02710625 sec
L4 20
LS 5
P32 90.00 usec
DO 1
======== CHANNEL f
SFOl 75.4928982 MHz
NUC1 13C
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz

[ NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W

! PLW12 0.17839999 W

PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0

I i I i I ) I T I T I i I I i I T [ LB 1.00 Hz
GB 0

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm = 1.40
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Current Data Parameters
s o O NAME Henrique2l SMH-9.11
© ¥ o9 4 EXPNO 1
- . i L PROCNO 1
| [ | |
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210812
Time 17.10
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 6103.516 Hz
- FIDRES 0.093132 Hz
2 AQ 5.3687091 sec
. T T T T RG 6.88403
328 326 324 322 320 DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 964.3 K
(5) a-amirina (R1=CHs; R2=H) D1 1.00000000 sec
TDO 1
I (6) B-amirina (R1=H; R2=CHj3) e CEENNDY, £ sssm—
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
........... SI 65536
JL S I SF 300.2000000 MHz
N o N oa(éo Ql l\(oolﬂm 7o) WDW EM
(S ‘w Nmoqmcchﬁcﬂ SSB 0
Ol - O~ MO M®D LB 0 Hz
""" |RAAARRAEEE RERARRAAAN RARRREREAS RARRREEREN RARARAAEEN BERLARAALN RAREEEEAE RAAARREREN RN BERARRARES B MR RN €1 = 0
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Figura 17. Amplificagdo do RMN de 'H dos sinais vinilicos na regido de 5,25 -5,10 de 5 e 6.

Tabela 22. Dados dos hidrogénios olefinicos e carbinélicos de 5 e 6.

"H-RMN '"H-RMN
N° On: multi; J (Hz)M On: multi; J (Hz)(Literatura 2)
a-amirina (5) B-amirina (6) a-amirina ** B-amirina **
3 3,22dd(J=10,4e5,0) 3,22dd(J=10,4e5,0) 3,22dd(10,7e5,1) 3,22dd (10,7 e
5,1)
12 &u 5,131t (J =3,57) 519t (J =3,51) 5,121 (3,6) 5,181 (3,2)

(" (CDCls, 300 MHz) @ (CDCls, 400 MHz) **(LIMA et al. 2004)

Tabela 23. Dados dos carbonos olefinicos e carbindlicos de 5 e 6.

N© 3C-RMN ™ 3C-RMN @
a-amirina (5) B-amirina (6) a-amirina** B-amirina**

3 79,06 79,04 79,06 79,06

12 124,40 121,70 123,69 121,78

13 139,57 145,20 145,70 145,70

M (CDCls, 75MHz)®@ (CDCls, 400 MHz)**(LIMA et al. 2004)
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6.1.2 Identificagdo da substancia 1 (SMH-15)

A substancia 1, codificada na fragdo SMH-15 com 680,4 mg foi isolada na
forma de um sélido branco, conforme os procedimentos cromatograficos descritos nos
Esquema 3 e 11. Em CCD de fase normal mostrou absor¢ao intensa no UV em 365
nm, depois de revelada em vanilina sulfurica exibiu mancha roxa, com Rf=0,26 ao

utilizar Hex:AcOEt (9:1) como sistema de eluigao (Figura 18).

/365nm Vanilina \

Fase estacionaria: Normal

Sistema de eluigdo: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: UV e vanilina sulfurica
Solubilidade: DCM

Figura 18. CCD da fragdo com SMH-15.

No espectro de 'H-RMN (Tabela 24, Figura 19) foi possivel observar a
presencga de um anel ciclopropano na regiao de campo alto em 6+ 0,16 d e 0,39 d com
constante de acoplamento de J=4,0 Hz cada, as quais foram atribuidos aos
hidrogénios H-19 (Figura 20), muito comum em triterpeno do tipo cicloartanico. A
existéncia de uma dupla ligagdo terminal foi evidenciada através dos hidrogénios
vinilicos em &1 4,67 d e 4,72 sl (Figura 21). Além disso, o espectro de '"H-RMN revelou
ainda a existéncia de seis sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, sendo dois
sinais em singleto (&1 0,90 e 0,98) e quatro em dubletos (61 0,9; 1,00; 1,04; 1,05). Ja
o deslocamento quimico em o1 3,23 m, foi atribuido ao hidrogénio carbindlico da

posi¢ao H-3 (Figura 21).
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Current Data Parameters

NAME Henriquel9_SMH-15
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190508
Time 15.01
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

™ 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 6.0532

D 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1026.1 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
————— CHANNEL f] ===eceace-
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
S1 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz
GB 0

PC 1.00
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Figura 20. Expansao dos H-metilénicos nas regides de &4 0,16 a 0,39
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Figura 21. Expansao de 'H-RMN na regido de &n 33,1-3,33 e 01 4,65 € 4,75




Em analises paralelas aos espectros de RMN '3C (Tabela 24, Figura 28) e
DEPT-135 (Figura 29) foi possivel confirmar a ocorréncia de um unico triterpeno na
fragdo SMH-15, onde foram observados apenas 30 sinais, sendo, 6 carbonos
metilicos (CHs), 12 carbonos metilénicos (CHz2), 7 carbonos metinicos (CH) e 5
carbonos quaternarios (ausentes no espectro de DEPT-135). O sinal de carbono
metilénico do anel ciclopropano foi confirmado pelas correlagdes heteronucleares
1JCH entre &c 27,27 (C-19) com dois dubletos em &1 0,16 e 0,39, apresentadas no
espectro de HSQC expandido (Figuras 22). Da mesma forma, no mapa de HSQC
(Figura 23) o carbono vinilico de dupla terminal em &c 105,9 (C-24’) fez correlagao
direta com os hidrogénios em 6+ 4,67 e 4,72, juntamente com a presenca de um sinal
caracteristico em dc 76,56 (C-3) ligado diretamente ao hidrogénio em &n 3,22 (H-3),
pbdde-se chegar a estrutura de um triterpeno cicloartanico para SMH-15, com a

presencga de grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono C-3.

o1 0,39 610,16

25

26

27

F XA XA

- 28

=29

B

0.45 0.40 0.35 0.30 0.25 0.20 0.15 ppm

Figura 22. Ampliagao do HSQC na regiao 6+ 0,16-0,39 e &c 25-30 de 1.
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No mapa de contorno de HMBC expandido (Figura 24, Tabela 24) foi possivel

confirmar o posicionamento da dupla terminal na cadeia lateral, pela correlagdo a

longa distancia do hidrogénio em 6+ 2,24 (H-25) com os carbonos &¢ 22,0 (C-26); 31,3

(C-23); 105,9 (C-24’) e 156,9 (C-24). Da mesma forma, que o anel ciclopropanico foi

posicionado no anel “B”, devido a correlagao dos hidrogénios em &+ 0,16 e 0,39 (H-

19) com os carbonos em d¢c 23,5 (C-9); 27,2 (C-19); 29,50 (C-10); 43,3 (C-5) e 46,8

(C-8) (Figura 25). Ja o hidrogénio metinico em d11,18 (H-4) — dc 14,41 (C-29); 43,3

(C-5) e 79,5 (C-3), posicionando assim, a metila e o carbono carbindlico do anel A

(Figura 26).
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H 3¢ HMBC

OH-25 2,24 2JCH
22,0(C-26)

156,9 (C-24)

26

3JCH
31,3 (C-23)
105,9 (C-24")

o

On.25 2,24

j

Figura 24. Ampliagdo HMBC na regiao 61 2,05-2,35 e &¢c 20-165 de 1.

H 3¢ HMBC
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Figura 25. Ampliagdo HMBC na regido 64 0,1-0,5 e ¢ 20-55 de 1.
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Figura 26. Ampliagao do HMBC na regiao 64 1,14-1,28 e &c 14-78 de 1.

A confirmacao estrutural para o triterpeno cicloartanico de SMH-15 foi também
corroborada pelo espectro de APCI/MS de baixa resolugéo (modo positivo) (Figura 30,
pag. 72) mostrando um sinal em m/z 427,50 correspondente ao pico [M+H]*, que
acompanhado com os dados espectrais de RMN, foi possivel propor a férmula
molecular CzoHs00 para o triterpeno. O conjunto dessas analises, associadas com 0s
dados encontrados na literatura (KIKUCHI et al., 1986), foi possivel identificar a
substancia 1, como cicloeucalenol (Figura 27).

O cicloeucalenol apresentou-se como composto majoritario dos residuos de
S. macrophylla, indicando um dos responsaveis pela resisténcia da madeira. Segundo
estudos realizados por Ekhuemelo et al. (2019) essa substancia possui atividade
antifungica de inibicdo eficaz nas concentragbes que variam de 100 a 200 ug/mL
contra fungos da madeira (Aspergillus fumigatus, Coniophora puteana, Fibroporia
vaillantii, Phaeolus schweinitzii e Rhizopus sp.). No trabalho de Silva e colaboradores

(1999) também mostraram resultados excelentes da mesma substancia contra
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Spodoptera frugiperda, com concentragao eficaz para 50% de inibi¢ao do crescimento

(ECs0) de 7,7 ppm.

Além disso, vale ressaltar que, esse € o primeiro registro do triterpeno

cicloeucalenol na espécie Swietenia macrophylla.

24’

27

12

N/

28

HO

Figura 27. Estrutura do cicloeucalenol (1)
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Current Data Parameters
NAME Henriquel9_SMH-15
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190916
Time 20.01
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
™D 32768
SOLVENT CDC13
NS 40960
DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 szec
RG 501.187
oW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.6 K
D1 0.30000001 s=ec
D11 0.03000000 =ec
D31 0.00000875 s=ec
D4O 0.02336821 sec
L4 20
LS 8
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL £l =====
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1L 13C
Pl 8.75 usec
PINL 50.002959B835 W
| ====—==== CHANNEL £f2 =—=—=—=—
SFO2 300.2012008 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLN2 20.00000000 W
PLN12 0.16806000 W
PLN13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
SI 327¢€8
SF 75.4853500 MHz
S w L...,m - e
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
170 160 150 140 130 120 110 100 020 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm 3¢ 1.40
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NAME
EXPNO
PROCNO

Hor.nquolLSM:—‘.S
1

¥2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROC
TO
SOLVENT
NS

DS

EWH
FIDRES

s1
S¥
Wow
SSB
LB
oB
PC

20190916
17.44
FOURIXR3I0O

S = DUL 13C-1
dept135

€5536

cocl3

2400

€
24414.063
0.372529
1.3421773
501.187
20. 480 usec
10.00 usec

293.2 K
145.0000000
2.00000000
0.00344828
0.00001114
0.00000825
0.00344053
0.00345340
40

90.00
1

Hz
Hz

=c
==c
sQc
=_c
=ec
=Qc

17.50
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CHANNEL £2

20.00000000 w
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¥2 - Processing parameters
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™
0
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0

1.40
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Tabela 24. Dados de RMN da substancia 1 (cicloeucalenol)

cicloeucaleno (1) LITERATURA*
N° Oc OH HMBC oc OH
multi; J (Hz)" . multi; J (Hz)@
1 30,79 30,88
2 34,81 34,90
3 7659 3,2265 m C-29; C-5; C-3 76,64 22;3 ddd (J=10.5:9;
4 44,58 1,1843 44,69
5 43,32 43,43
6 24,67 24,73
7 25,17 25,22
8 46,89 46,90
9 23,53 23,64
10 29,50 29,65
1 26,96 27,08
12 32,87 1,6344 t (J=7,11) 32,99
13 45,33 45,45
14 48,89 49,00
15 34,98 35,42
16 28,12 28,18
17 52,20 52,31
Me-18 17,80 0,9803 s 17,84 0,970 s
0,1630 d (J=4,0) C-9; C-19; C-1; C-5; C-8 0,143 d (J=4,0)
19 27,27 0,3999 d (J=4,0) C-9; C-19; C-10; C-1; C-8 27,28 0,387 d (J=4,0)
20 36,13 36,21
Me-21 18,33 0,9172 d (J=6,3) C-22; C-20e C-17 18,42 0,898 d (J=6,5)
22 35,34 35,13
23 31,30 31,41
24 156,93 156,89
, 4,7257 s/ C-23; C-25 4,714
24 10591 4,6752 d (J=1,3) C-23; C-25 106,05 4,662 d (J= 1,3)
25 33,79 2,2456 sept C-26; C-23; C-24’; C-24 33,90 2,233 sept
Me-26 22,00 1,0525 d (J=6,84 Hz) C-24; C-27 e C-25 22,06 1,026 d (J=7,0 Hz)
Me-27 21,87 1,0429 d (J=6,84 Hz) C-24; C-26 e C-25 21,94 1,031 d (J= 6,7Hz)
Me-28 19,13 0,9037 s C-15;C-14,C-13e C-8 19,21 0,893 s
Me-29 14,41 1,0115 d (J=6,3 Hz) C-5; C-3 14,46 0,980 d (J= 7,0Hz)

™M (CDCls, 300 MHz); @ (CDCls, 400 MHz);

*(KIKUCHI et al., 1986)
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  11/25/2021 11:36:54 AM
Analysis Name  D:\Data\2021\DaPaz\Data\Henrique\MS\25-11-202\ID_APCIl+_SMH1_5.d

Method ID_APCI+_50-1000.m Operator BDAL@DE

Sample Name ID_APCI+_SMH1_5 Instrument amaZon speed
Comment A amostra foi dissolvida em i-PrOH grau LC-MS resultando numa solucao estoque de 1 mg/mL. Dessa

solucao foram retirados 15 uL, os quais foram diluidos em 985 uL de solvente.

Intensj [|V|-H20+H]+ +MS, 0.2-0.7min #7-29
x10

1.21 409.52

10 [M+H]+

427.48

0.8

0.81

[M+Na]+

439.42

0.4+

0.2 313.46327.47341_57355_44 395.51

|
481.38
‘ 523,27537.59551.35 57695

% PTGt o A bt A BN MY Ii.....‘u|lt|l|.]h.J.-n.:n.’m.;.lJ'n_..J‘...._‘L_'.‘,..JA... N i iAol o s A L A a8
X?O +MS2(427.00), 1.9-2.0min #73-76
427.50

1.50

1.251
1.00 |
i 409.58

0.50+

0.251

315.56 339.68353 51 371.53
0.00 l]

300 350 400 450 " s00 550 Y

Figura 30. Espectro de massas da substancia 1 (APCI/MS, modo positivo)
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6.1.3 Identificagdo da substancia 4 (SMH-6.7.P4)

A substancia 4, codificada na fragdo SMH-6.7.P4 (2,6 mq) foi isolada na
forma de um sdlido branco, conforme os procedimentos cromatograficos descrito no
Esquema 5. Em CCD de fase normal, mostrou absorgéo leve no UV em 254 nm,
depois de revelada em vanilina sulfurica exibiu mancha roxa, com Rf=0,32 ao utilizar

Hex:AcOEt (9:1) como sistema de elui¢cao (Figura 31).

Fase estacionaria: Normal

Sistema de eluigao: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: UV e vanilina sulfdrica
Solubilidade: DCM

254 nm Vanilina Sulfurica

* SMH-6.7.P4 /

Figura 31. CCD da fragdo com SMH-6.7.P4.

Nas analises do espectro de 'H-RMN (Tabela 25, Figura 32) foi possivel
observar claramente a semelhanga de sinais com a substancia 1, logo, os dois
dubletos em campo alto (61 0,63 e 0,41), ambos com constante de acoplamento de
J=4,0 Hz, confirmaram a presenga do anel ciclopropano da substancia (Figura 33). A
existéncia da ligagao dupla terminal foi evidenciada em &1 4,73 sl e 4,68 d (Figura 34).
O espectro também mostrou as mesmas caracteristicas para os hidrogénios metilicos
do composto 1, ou seja, dois sinais em singleto (6n 0,9215 e 1,0159) e quatro sinais
em dubleto (dx 0,9279; 1,0114; 1,0502 e 1,0561). Vale ressaltar, que n&o foi

observado sinal de hidrogénio carbindlico.
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Current Data Parameters

NAME Henriquel9_ 6.7-P4
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191223
Time 11.07
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zg
D 65536
SOLVENT CDC13
NS 64
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Figura 34. Expansé&o dos sinais vinilicos na regido de 61 4,68 e 4,73
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O espectro de 'SC-RMN (Tabela 25, Figura 39) também demonstra a
existéncia de uma ligagdo dupla terminal ao apresentar um carbono quaternario em
dc 156,9 e vinilico em &c 105,9, que se correlaciona a 'JcH com os sinais de hidrogénio
em 0nH4,73 sl e 4,68 d (J=1,2 Hz) no espectro de HSQC (Figuras 42, pag. 85). O sinal
de carbono metilénico do anel ciclopropano foi observado em &¢c 27,00 (C-19) que
corrobora com correlagdes direta a 'JcH com dois dubletos em 3+ 0,63 e 0,41,
apresentadas no espectro de HSQC (Figuras 40). O sinal em &¢c 213,5 confirmou a
existéncia de um grupo carbonilo ligado ao atomo de carbono C-3.

No espectro expandido de HSQC (Figura 40), foi possivel verificar que o
sinal em dH 2,24 apresentava duplicidade de sinal com os carbonos em &c 33,8 (C-25)
e 50,0 (C-4). Este mesmo sinal de hidrogénio foi de grande importancia para
posicionar a dupla terminal e as duas metilas da cadeia lateral, devido as correlagdes
heteronucleares a longa distancia do hidrogénio em &1-25 (2,24) com os carbonos &c

21,8 (C-27); 22,0 (C-26); 105,9 (C-24’) e 156,9 (C-24) como demonstrado no HMBC

(Figura 35).
2,24
W\N\N\—\ o
21,87 LE
2200 Fr—— [ 5
A S [ 26
— a—— L 24
= 25
. H
2 27
105,9 . - F=
re /—\
2 "H 3¢ HMBC
156,9 R = L&
T T T I_l- T T T T | T T T T | T T T T I_
23 2.2 21 F2[ppm]

Figura 35. Amplificagdo do HMBC na regiao 0w.25(2,24) e 6¢ 20-160 de 4.
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Da mesma forma, o anel ciclopropanico foi posicionado no anel “B”, através
da correlagéo dos hidrogénios em 61 0,63 e 0,41 com os carbonos em &c 24,9 (C-9);
32,8 (C-1); 46,0 (C-5) e 47,1 (C-8), as correlagdes estdo apresentadas no HMBC
expandido (Figura 36). Ja o hidrogénio metinico em 0H4 2,24 fez correlagdo com a
metila em &c 10,7 (C-4), com carbonila em 213,5 (C-3) e com um carbono em 46,0 (C-
5), posicionando assim, a metila e a carbonila do anel A (Figura 37). Outras

correlagdes essenciais de HSQC e HMBC sao apresentadas na Tabela 25.

0,63 0,41

24,95
27,00
29,26

g Doé

32,87

46,06
47,11

- 1 13 HMBC

06 05 04 03 02 F2[ppm]

Figura 36. Amplificagcdo do HMBC na regido de dn-19(0,41-0,63) e &¢ (20-50) de 4.

2,24

| §
10,76 — —_— 3
= S b e
= = L
46,06 % — g
= SR -8
-8
-8

213,5 —e o H 13c  HMBC

—
2.3 2.2 21 F2 [ppm]

Figura 37. Amplificagdo do HMBC na regiao de 6n.4(2,24) e &c (10-200) de 4.
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O Espectro de APCI/MS (Figura 41) de SMH-6.7.P4 apresentou pico em
m/z 425,43, correspondente ao pico [M+H]*, que acompanhado com os dados
espectrais de RMN, foi possivel propor a formula molecular C3soH4sO para o triterpeno.
O conjunto dessas analises, associados com os dados encontrados na literatura
(KHUONG-HUU, 1975; AKIHISA, 1997), foi possivel identificar a substancia 4, como
cicloeucalenona (Figura 38). Os dados de RMN bidimensionais (Tabela 25) permitiram
corrigir os valores dos deslocamentos quimicos (8) trocados para os atomos de
carbono C-12 e C-15 da literatura consultada.

A cicloeucalenona teve seus primeiros relatos fitoquimicos em casca de
frutas de Musasapientum L. (Musaceae), conhecida popularmente por “bananeira”
(AKIHISA, 1997), foi também isolada em extratos de um fungo néao identificado colhido
em New Jersey (ONDEYKA et al., 2005) e em caule de Tinospora crispa, da familia
Menispermaceae (KONGKATHI et al., 2002). Vale ressaltar que, esse € o primeiro

registro do triterpeno cicloeucalenona em Swietenia macrophylla.

24'

12

19 11
i
O¢ :

9

N

Figura 38. Estrutura da cicloeucalenona (4)
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Tabela 25. Dados de RMN da substancia 4 (cicloeucalenona)

cicloeucalenona (4) LITERATURA*
. Oc OH HMBC oc
multi; J (Hz)®

1 32,87 32,8

2 41,01 40,8
3 213,5 212,2

4 50,00 2,2494 sept. Me-29; C-5 e C-3 49,8

5 46,06 45,9

6 25,21 25,1

7 28,12 28,0

8 47,11 46,9

9 24,95 24,9
10 29,26 29,3
11 25,89 25,8
12 32,77 35,3
13 45,36 452
14 48,79 48,7
15 35,40 32,8
16 27,18 26,9
17 52,21 1,6528 Me-18; Me-21 e C-13 52,1
Me-18 17,94 1,0159 s C-12; C-13; C-14 e C-17 17,9

0,6363 d (J=4,0 Hz) C-5eC-8

19 27,00 0,4184 d (J=4,0 Hz) C-9;C-19;C-1e C-8 271
20 36,13 36,0
Me-21 18,32 0,9279 d (J=6,2) C-22; C-20; e C-17 18,3
22 34,93 35,0
23 31,29 31,3
24 156,9 156,1

, 4,7257 sl C-23; C-25e C-24

24 1059 4,6752 d (J=1,3 Hz) C-23; C-25e C-24 1056
25 33,80 2,2494 sept. Me-27; Me-26; C-23; C-24’ e C-24 33,7
Me-26 22,01 1,0561 d (J=6,84) Me-26 e C-25 21,8
Me-27 21,87 1,050 d (J=6,84) Me-27 eC-25 21,8
Me-28 19,17 0,9215 s C-13; C-8; C-14 e C-17 19,1
Me-29 10,76 1,0114 d (J=6,75) C-5;C-4e C-3 10,7

(1(CDCls, 300 MHz);® (CDCls, 400 MHz); ** (KHUONG-HUU, 1975)
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  11/25/2021 11:17:57 AM
Analysis Name  D:\Data\2021\DaPaz\Data\Henrique\MS\25-11-2021\ID_APCI+_SMH6_7_P4.d

Method ID_APCI+_50-1000.m Operator BDAL@DE

Sample Name ID_APCI+_SMH6_7_P4 Instrument amaZon speed
Comment A amostra foi dissolvida em i-PrOH grau LC-MS resultando numa solucao estoque de 1 mg/mL. Dessa

solucao foram retirados 15 uL, os quais foram diluidos em 985 uL de solvente.

!ntens?. +MS, 0.8-1.0min #34-44
x10

425.43

407.49
439.41

341.47355.31

505.03519.15 550.81 578.85592.96

adl "MS2(425.00), 2.6min #95
40757
1.57
42545
1.04
0.5
369.49
35531
323.57
381,81

0.04 W S VI I'L : — .
300 350 400 450 500 550 miz

Figura 41. Espectro de massas do composto 4 (APCI/MS, modo positivo)
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6.1.4 . ldentificagao das substancias 11 e 12 (SMM-1.8.6)

A fracdo SMM-1.8.6 (8,6 mg) apresentou-se como sélido branco e seus
constituintes foram isolados seguindo os procedimentos cromatograficos descrito no
Esquema 12. Em placa de CCD de fase normal, ndo mostrou absorcido nos
reveladores fisicos (ultravioleta), mas quando revelado em vanilina sulfurica exibiu

mancha roxa, utlizando-se hex/AcOEt (7:3), como sistema de eluigado (Figura 42).

fVaniIina sulfurica Fase estacionaria: Normal \
Sistema de eluigéo: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: UV e vanilina sulfarica
Solubilidade: DCM

I Substéncia (11)
I Substancia (12)

-— e = =

—— o o o o e o

N /

Figura 42. Placa cromatografica da fragdo com SMH-1.8.6.

No espectro de RMN de 'H (Figura 47) foram observados sinais
caracteristicos de triterpenos devido a presenca de varios sinais de hidrogénios
metilicos na regido entre dn 0,97 - 1,05. No espectro "H-RMN expandido (Figura 49)
da substéancia 11 foi evidenciada a existéncia de uma ligagdo dupla terminal em dH
4,72 sl e 4,67 d (J=1,14 Hz) que se correlacionam a 'Jcx com o sinal de carbono em
dc 105,9 (C-24’), no espectro de HSQC (Figura 51). Enquanto que, na substéncia 12,
uma dupla olefinica foi constatada em ow 5,11(t, J= 6,39Hz), correlacionando
diretamente com o sinal de carbono em &c¢c 125,2 (C-24), no HSQC (Figura 51). Pelas
integrais dos respectivos sinais de dupla ligag&o foi possivel confirmar a presencga de

uma mistura na propor¢ao 2:1 para 11 e 12.
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Na substancia 11, dois grupos metilicos da cadeia lateral (H-26 e H-27)
ligados a C-25 foram evidenciados como dois dubletos em & 1,05 (d, J = 6,87 Hz) e
1,02 (d, J = 6,87 Hz). Ja na substancia 12, os grupos metilicos (H-26 e H-27) ligados
a C-25 foram encontrados como dois singletos em &+ 0,97 e 1,69. O deslocamento
quimico correspondente aos hidrogénios carbindlicos da posi¢céo H-3, comum aos dois
triterpenos foram observados no 'H-NMR em &x 3,32 (dd, J=10,74 e 4,29 Hz),
indicativo de hidroxila em equatorial. A presenga de dois dubletos na regido de 610,35
(J=4 Hz) e 0,56 (J=4 Hz) foram indicativos para uma mistura de dois terpendides do
tipo cicloartano (Figura 48).

A andlise de '3C-RMN (Figura 50) confirma a ocorréncia dos dois
triterpenos cicloartanos, devido a presengca de sinais caracteristicos dessas
substancias e também da observagdo de 39 picos no espectro (com variagdes de
sinais duplicados). O carbono metilénico do anel ciclopropano de 11 e 12, foram
atribuidos ao sinal em &c 29,91 (C-19) que corrobora com as correlagdes direta a 'Jcn
com os sinais de dubletos em o1 0,56 e 0,35, apresentadas no espectro de HSQC
expandido (Figura 52, pag. 115). O sinal de carbonos carbindlicos C-3,
correspondentes aos dois triterpenos, foi evidenciado em &c 79,59, no qual fez
correlagdo direta como o hidrogénio em &1 3,32, no espectro de HSQC (Figuras 51).

No mapa de contorno HMBC (Figura 53) foi possivel confirmar o
posicionamento da dupla terminal e das metilas do grupo isopropilico da cadeia lateral,
pela correlagdo a longa distancia do sinal do hidrogénio metinico em dH-25 2,26 com
os carbonos 6c¢ 21,8 (Me-26); 22,0 (Me-27); 31,3 (C-23); 105,9 (C-24’) e 156,9 (C-24),

para a substancia 11 (Figura 43).
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Figura 43. Ampliagdo do HMBC na regiao o4 (2,26) e 6c (20-160) de 11.

Ja o posicionamento da dupla olefinica e das metilas da cadeia lateral para
a substancia 12 foi evidenciada no HMBC expandido (Figura 44) pelo hidrogénio
metilico dH-26 1,69 com os carbonos 17,6 (Me-27); 125,2 (C-24) e 130,9 (25). Em
ambas as substancias 11 e 12, o carbono metilénico em &c 29, 91 (C-19) forma um
anel ciclopropano com os carbonos & 19,9 (C-9) e 26,4 (C-10) do anel B, as
correlagdes no HMBC (Figura 45) sédo vistas através dos sinais de hidrogénios
metilénicos o1 0,56 e 0,35. As demais correlagbes de HSQC e HMBC para a
identificacdo das substancias 11 e 12, sdo apresentadas na Tabela 26 e 27,

respectivamente.
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Figura 45. Ampliagdo do HMBC na regiao &4 0,56-0,35 e &¢ 20-56 de 11 e 12
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Todos os dados de RMN fornecidos e comparados com dados da literatura
sugerem sobre a identidade da substancia majoritaria (11) como 24-metileno-
cicloartan-3B-ol e cicloartenol para a minoritaria (12) (Figura 46). Os dados de RMN
associados com os picos de APCI/MS de baixa resolugdo (modo positivo de
ionizagao), apresentado na figura 54, onde foi fornecido sinais em m/z 441,44
correspondente ao pico [M+H]* para a substancia majoritaria (11) e m/z 427,37 para o
minoritario (12). Na literatura as duas substancias em mistura sao relatadas por
exercerem atividade antidiabética, a exemplo, um estudo recente feito por Nair et al.
(2020) que conclui em seu trabalho que os compostos protegem as células betas da
glicotoxicidade associada a diabete, aumentando a populagédo e normalizando a
liberacdo de insulina das células beta pancreaticas. Vale ressaltar que, esse € o
primeiro relato de isolamento e identificacdo dessas substancias em Swietenia

macrophyilla.

HO HO

(11)24-metileno-cicloartan-38-o/ (12) cicloartenol

Figura 46. Triterpenos 11 e 12 identificados em mistura na fragdo SMH-1.8.6.
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INSTRUM FOURIER300
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SOLVENT CDC13
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Figura 49. Expanséao da regiao de sinais olefinicos em 6n 5,13-4,67 de 11 e 12.
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Figura 51. Mapa de contorno de HSQC (300/75 MHz, CDCls) de 11 e 12.
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Figura 52. Ampliagdo do HSQC, regiao 6+ (0,56-0,35) de 11 e 12.
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Tabela 26. Dados de RMN da substancia 11 extraida dos espectros de SMM-1.8.6

24-metileno-cicloartan-36-ol (11) LITERATURA*
Oc On HMBC oc On
multi; J (Hz)® .multi; J (Hz)@
1 31,96 32,90
2 30,37 31,32
3 78,85 3,32 dd (10,74 e 4,29) Me-30; Me-29 e C-4 78,86 3.29m
4 40,48 40,49
5 47,09 47,71
6 21,12 21,89
7 26,02 26,03
8 48,00 48,01
9 19,98 20,00
10 26,46 26,48
M 26,02 26,48
12 32,88 33,81
13 45,28 45,30
14 48,80 48,81
15 34,96 35,89
16 28,16 28,17
17 52,26 52,29
Me-18 18,05 0,97 s C-13; C-14; C-17e C-12 18,05 0,81s
19 2901 0,35d (4,1 Hz) C9;C1eC-8 2002 0,33 d (3,2 Hz)
0,56 d (4,1 Hz) C-9; C-10;C-1e C-8 0,55 d (3,2 Hz)
20 36,12 36,13
Me-21 18,30 0,900 C-13; C-14 e C-17 18,31 0,89 d (6,2 Hz)
22 35,56 35,58
23 31,30 31,97
24 156,9 156,9
, 4,67 d (1,14 Hz) C-23e C-25 4,67 s/
24 105,91 4,72 sl C-23e C-25 105,93 4,71d (J = 1Hz)
25 33,79 2,261 Me-26; Me-27; C-23; C-24" 34 g8 2,24 sep
e C-24
Me-26 21,87 1,05 d (6,87 Hz) Me-27 e C-25 21,14 1,04 d (2,3 Hz)
Me-27 22,00 1,02 d (6,87 Hz) Me-26 e C-25 22,02 1,02 d (2,3Hz)
Me-28 19,32 0,890 C-15; C-8 e C-14 19,64 0.87s
Me-29 14,01 0,81s Me-30; C-4; C-5e C-3 14,0 0.81s
Me-30 25,43 0,97s Me-29; C-5 e C-3 24,95 0,97 s

© regi&o congestionada; (") (CDCls, 300 MHz); (CDCls, 400 MHz); ** (Nair et al. (2020)
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Tabela 27. Dados de RMN da substancia 12 extraida dos espectros de SMM-1.8.6

cicloartenol (12) LITERATURA*
N° ¢ Bn HMBC dc BH
multi; J (Hz)™" .multi; J (Hz)@

1 31,96 32,90
2 30,37 31,32
3 78,85 3,32dd (10,74 e 4,29) Me-30; Me-29 e C-4 78,86 3.29m
4 40,48 40,49
5 47,09 47,71
6 21,12 21,89
7 26,02 26,03
8 48,00 48,01
9 19,98 20,00
10 26,46 26,48
11 26,02 26,48
12 32,88 33,81
13 45,28 45,30
14 48,80 48,81
15 34,96 35,89
16 28,16 28,17
17 52,26 52,29
Me-18 18,05 0,97s C-13; C-14; C-17 e c-12 18,05 0.81s

0,35d (4,1 Hz) C-9;C-1eC-8 0,33 d (3,2 Hz)
19 29,91 0,56 d (4,1 Hz) C-9;C-10; C-1e C-8 29,92 0,55 d (3,2 Hz)
20 35,88 36,13
Me-21 18,30 0,900 C-13; C-14 e C-17 18,31 0,89 d (6,2 Hz)
22 36,34 36,36
23 24,93 25,42
24 1252  5,111(6,6 Hz) 1252 5,10t (5,6 Hz)
25 130,9 - 130,6 -
Me-26 17,65 1,61s Me-27; C-24 e C-25 1767 161s
Me-27 25,75 1,69 s Me-26; C-24 e C-25 25,75 1,69s
Me-28 19,32 0,89 © C-15;C-8 e C-14 19,64 0.87s
Me-29 14,01 0,81s Me-30; C-4; C-5e C-3 14,0 0.81s
Me-30 2543 0,97 s Me-29; C-5 e C-3 26,03 0,97 s

) regido congestionada; (" (CDCls, 300 MHz);® (CDCls, 400 MHz); ** (Nair et al., (2020)
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  11/25/2021 11:26:13 AM
Analysis Name  D:\Data\2021\DaPaz\Data\Henrique\MS\25-11-202 \NID_APCI+_SMM1_8 6.d

Method ID_APCI+_50-1000.m Operator BDAL@DE

Sample Name ID_APCI+_SMM1_8 6 Instrument amaZon speed
Comment A amostra foi dissolvida em i-PrOH grau LC-MS resultando numa solucao estoque de 1 mg/mL. Dessa

solucao foram retirados 15 uL, os quais foram diluidos em 985 uL de solvente.
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Figura 54. Espectro de massas de 11 e 12 (APCI/MS, modo positivo)
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6.1.5 Identificacdo do composto 13 (SMM-1.8.10)

A substancia 13, codificada na fracdo SMM-1.8.10 (1,1mg), foi isolada na
forma de um sdlido branco, conforme o procedimento cromatografico descrito no
Esquema 12. Em CCD de fase normal ndo mostrou nenhuma absorcdo no UV, mas
depois de revelada em vanilina sulfurica exibiu mancha violeta, com Rf=0,73 ao utilizar

Hex:AcOEt (9:1) como sistema de elui¢cao (Figura 55).

/Vanilina sulfarica Fase estacionaria: Normal \
Sistema de eluigcao: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: UV e vanilina sulfurica
Solubilidade: MeOH

—— o

Figura 55. CCD da fragdo SMM-1.8.10.

A fracdo SMM-1.8.10 (1,1 mg) foi submetida a experimentos uni e
bidimensionais de RMN ('H, 3C, DEPT-135, HSQC e HMBC) e EM. O espectro de
"H-RMN (Tabela 28, Figura 60) mostrou similaridade estrutural com os triterpenos ja
identificados anteriormente (substancias 1, 4, 11 e 12), por exemplo, um multipleto
evidenciado em 0w 3,23 atribuido ao hidrogénio carbinodlico H-3 (Figura 62),
juntamente coma presencga de um anel ciclopropano observado como dois dubletos a
campo particularmente alto em 6+ 0,37 (J=3,7 Hz) e 0,58 (J=3,7 Hz) dos hidrogénios
H-19 (Figura 61) formam o sistema estrutural cicloartan-38-ol. A existéncia de uma
dupla olefinica foi evidenciada através do deslocamento quimico em o1 5,59 m (2H,

H-23 e H-24) que acoplou diretamente com os carbonos 124,60 (C-23) e 139,27 (C-
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24) no HSQC (Figura 65). Além disso, o espectro de 'H-RMN revelou ainda, a
existéncia de seis singletos em 610,81; 0,94; 0,95; 1,02; 1,27 € 1,27 e um em dubleto
em oH 0,91 (J=6,3 Hz), caracteristicos de hidrogénios metilicos.

Em andlises paralelas aos espectros de '*C-RMN (Tabela 28, Figura 63),
DEPT-135 (Figura 64) e bidimensionais foi possivel confirmar a ocorréncia de um
unico triterpeno na fragdo SMM-1.8.10, onde foram observados apenas 30 sinais de
deslocamento quimicos. O sinal de carbono metilénico do anel ciclopropano foi
confirmado pelas correlagdes diretas a 'Jcn entre &¢c 29,50 (C-19) com os dois
dubletos em &+ 0,37 e 0,58 no espectro de HSQC expandido (Figuras 66). Esses
mesmos hidrogénios metilénicos (6n 0,37 e 0,58) foram fundamentais para posicionar
o anel ciclopropano com os carbonos & 19,71 (C-9) e 25,97 (C-10), no anel B, as

correlagdes sao vistas no HMBC (Figura 56).

0,58 0,37
19,7 == I
26,0
25,97\/ =

31,8 I =

47,2 =

H 3¢ HMBC

T | T T T T | T T T T | T T T T |
06 0.5 0.4 F2 [ppm]

Figura 56. Ampliagdo do HMBC na regiao o4 0,34-0,62 e 6¢c 18-54 de 13.

O espectro de '3C-RMN revelou ainda a presenca de um carbono carbindlico
adicional em &c 69,78 (ausente no DEPT-135), que sugere a presenga de um grupo

hidroxila (OH) na cadeia lateral proximo de uma ligacéo dupla, devido a conectividade

97



no HMBC (Figura 57) entre o sinal de hidrogénio metilico em &u 1,27 (H-27) com o
carbono carbindlico a 2JcH em &c¢ 69,78 (C-25) e olefinico em &¢ 139,27 (C-24), além

de uma correlagdo com uma metila em &c 28,70 (Me-26).

1,27

F1 [ppm]

T T T
100 0 60
~~ Q
— o
uN w
Nyt @)
~ T

T
120

T
140

140 135 130 125  1.20 F2[ppm]

Figura 57. Ampliagao do HMBC na regido ox 1,27 e 6¢ 20-160 de 13.

O grupo hidroxila (OH) ligado ao atomo de carbono C-3, foi confirmado pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia sJcH entre o atomo de carbono 78,06
(C-3) com os dois grupos metila em o1 0,95 (Me-30) e 0,81 (Me-29), no espectro de

HMBC (Figura 58). 0,95 0,81

78,06

@
30

Figura 58. Ampliagao do HMBC na regido 64 0,95-0,81 e 6¢ 57-88 de 13.

29

———7T T
1.0 0.8 08 Fz[ppm]
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A partir dos dados discutidos acima e pela comparacdo com os dados
relatados na literatura de ABDEL et al. (2008), a substancia 13 foi identificada como
cicloart-23-eno-3,25-diol (Figura 59). Esta substancia teve seus primeiros relatos
fitoquimicos na familia Asteraceae, na espécie de Tricholepis glaberrima (CHAWLA et
al., 1978). Ja foi encontrada também na familia Meliaceae em Guarea trichilioides
(FURLAN et al., 1993) e Guarea macrophylla (LAGO, 2009). Vale ressaltar, que esse

€ o primeiro registro do triterpeno cicloart-23-eno-3,25-diol em Swietenia macrophylla.

=

HO

Figura 59. Estrutura do cicloart-23-eno-3,25-diol (13)
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TopSpin TopSpin 3.6.2
Current Data Parameters
NAME Henrique2l_ SMM-1.8.10
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210921
Time 16.08
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 1
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES Q.085152 H=
AQ 5,368709) sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 964.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOL 300.2019513 MHz
NUC1L 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 w
F2 - Processing parameters
SI 65536
SE 300.2000000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
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Figura 61. Expanséo de 1H-RMN na regido dx 0,65-0,30 de 13.
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Figura 62. Expansao na regiao de carbindlicos dn 3,25-3,19 de 13.
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TopSpin TopSpin 3.6.2

Current Data Parameters
NAME Henrique2l SMM-1.8.10
EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210918

Time 23.52
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT MeOD

NS 143360

DS 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 964.3 K

D1 0.30000001 sec
Dii 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02336821 sec
L4 20

L5 8

P32 20.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13¢C

Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NuUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLWl2 0.17839999 W
PLW13 0.08973100 W

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Henrigque2l SMM-1.8.10
EXPNO

PROCNO i
F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20210921
Time 21.36
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 9200
DS 8
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 964.3 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec
D34 0.00344003 sec
D35 0.00345303 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 75.4913881 MHz
Nuc1 1.3€
Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W
CHANNEL f2 =
300.2009601 MHz
1H
waltzlé6
8.50 usec
17.00 usec

90.00 usec
20.00000000 W
0.17839999 W

F2 Processing parameters
ST 32768
SE 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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Figura 65. Mapa de HSQC (300/75 MHz, CDs;0OD) de 13.
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Figura 66. Ampliagdo do HSQC na regiao &4 0,30-0,65 e 6¢ 27,7-30,5 de 13.
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Tabela 28. Dados de RMN da substancia 13 (cicloart-23-eno-3,25-diol)

cicloart-23-eno-3,25-diol (13) LITERATURA*
N° oc OH HMBC Oc On
multi; J (Hz)" multi; J (Hz)®
1 31,82 32,1
2 29,60 30,5
3 78,06 325 dd (1l ze 79,0 3,24 dd (11,2 e 4,4)
4 40,19 40,7
5 47,21 47,3
6 20,89 21,3
7 27,68 28,2
8 48,2 48,1
9 19,71 20,2
10 25,97 26,3
11 26,09 26,2
12 32,62 33,0
13 45,02 45,5
14 48,57 49,0
15 35,31 35,8
16 25,81 26,3
17 51,77 52,2
Me-18 17,28 1,02s C-12; C-13; C-14 e C-17 18,3 0,94 s
10 205 0,37 d(J=3,7Hz) C-9;C-10;C-2;C-1eC-5 303 0,31 d (J= 4 Hz)
0,58 d(J=3,7Hz)  C-11;C-10;C-1eC-5 0,53 d (J= 4 Hz)
20 36,32 36,6
Me-21 17,41  091d(J=6,4Hz) C-20;C-22eC-17 18,5 0,830 d (J= 6.8 Hz)
22 38,77 39,2
23 1246 559s C-22 e C-25 125,8 5,57 m
24 139,27 5,59 s C-22 e C-25 139,5 5,57 m
25 69,78 - 70,9 -
Me-26 2860 1,27s C-27; C-25 e C-24 29,9 1,29 s
Me-27 28,70 127s C-26; C-25 e C-24 30,1 1,29 s
Me-28 18,37 094s C-15;C-13 e C-14 19,5 0,86 s
Me29 13,30 0,81s C-30; C-4; C-5e C-3 14.2 0,78 s
Me-30 2464 095s C-4; C-5e C-29 25.6 0,94 s

(300 MHz, CD3;0D; @400 MHz, CDCl3; *(ABDELet al., 2008)
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6.2 Esterdides em Swietenia macrophylla

6.2.1 Identificagao das substancias 7 e 8 (SMH-18.3)

A fracdo codificada em SMH-18.3 (15,5 mg) apresentou-se como solido
branco e foi isolada conforme os procedimentos cromatograficos descritos no
Esquema 7. Em placa de CCD, ndo apresentou nenhuma absorcéo na lampada de
UV, mas quando revelada em vanilina sulfurica apresentou mancha roxa e o mesmo
fator de retencéo (Rf=0,48) da amostra padrdo de B-sitosterol ao utilizar Hex/AcOEt

(9:1) como sistema de eluigédo (Figura 67).

4 N

Vanilina sulfurica

Fase estacionaria: Normal

Sistema de elui¢do: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: vanilina sulftrica

- Solubilidade: DCM

B-Sitosterol 1
Estigmasterol

. -
M A % Ig 183
k * %% *Padrao de B-Sitosterol **SMH-18.3 j

Figura 67. CCD da fragdo com SMH-18.3.

Para a determinacéo estrutural é/ou confirmacao do esteroide, apenas 15,5
mg do sdlido da fragdo SMH-18.3 foi submetido a experimentos de 'H-RMN (Figura
69). Nas analises preliminares, verificou-se a presenca de sinais caracteristicos de
esqueleto esteroidal e que associados as intensidades relativas dos sinais foi possivel
determinar uma mistura majoritaria de B-sitosterol (7) com uma minoritaria de
estigmasterol (8) na fragdo. No espectro expandido de 'H-RMN (Tabela 29; Figura
70), por exemplo, foi observado um dubleto em 5,36 (J= 5,2 Hz) atribuido aos

hidrogénios vinilicos H-6 das substancias 7 e 8. Os duplo dubletos em on 5,16 (J=
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15,1 e 8,5 Hz) e 61 5,02 (J=15,1 e 8,5 Hz) sao sinais caracteristicos dos hidrogénios
da posigéo H-22 e H-23 do estigmasterol. O sinal de hidrogénio carbindlico (H-3) foi
registrado como multipleto em én 3,53 nas duas substancias. Os sinais entre 61 0,5 e
2,25 sao pertencentes aos hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos da mistura

de B-sitosterol e estigmasterol.

HO HO
(7) B-sitosterol (8) estigmasterol
Figura 68. Esteroides 7 e 8 identificados em mistura na fragdo SMH-18.3
Tabela 29. Dados dos hidrogénios olefinicos e carbinélicos de 7 € 8
"H-RMN "H-RMN
N° On: multi; J (Hz)) Ou: multi; J (Hz)@
substancia (7) substancia (8) B-sitosterol™* estigmasterol**
3 3,53 m 3,53 m 3,52 m 3,52 m
6 5,36 d (5,2 Hz) 5,36 d (5,2 Hz) 5,36 m 5,36 m
22 - 5,16 dd (8,5 e 15,1 Hz) 5,15 dd (9 e 15 Hz)
23 - 5,02 dd (8,5 e 15,1 Hz) 5,01 dd (9 e 15 Hz)

M (CDCls, 300 MHz)® (CDCls, 400 MHz) **(KOJIMA et al. 1990)
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NAME Henrique2l_ SMH-18.3
EXPNO 1
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F2 - Acquisition Parameters
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Time 9.39
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 0
SWH 6103.516 Hz
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AQ 5.3687091 sec
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DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 1009.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
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) e .
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6.2.2 Identificacdo da substancia 19 (SMM-13.P2)

A substancia 19, codificada na fraggo SMM-13.P2 (28 mg) foi obtida na
forma de um sdlido branco, conforme os procedimentos cromatograficos descrito no
Esquema 19. Em placa CCD de fase normal ndo mostrou absor¢ao no UV, porém,
depois de revelada em vanilina sulfurica exibiu mancha roxa, com Rf=0,81 ao utilizar

DCM: MeOH (7:3) como sistema de elui¢cao (Figura 71).

\

Vanilina Sulfdrica Fase estacionaria: Normal

Sistema de eluicdo: DCM: MeOH (7:3)
Reveladores: vanilina sulfarica
Solubilidade: Etanol/Piridina

LA RE=0.81 FEE — — — — — —~

K * * SMM-13.P2 /

Figura 71. CCD da fragdo com SMM-13.P1.

Ao analisar os espectros de RMN da substancia 19, foi possivel notar
semelhancga estrutural com os esteroides ja identificados anteriormente (substancias
7 e 8), por exemplo, os seis sinais metilicos no 'H-RMN (Figura 74, Tabela 30)
ressoando entre o1 0,64-0,98 e também a presenga de um dubleto largo em &+ 5,35
(H-6). As diferengas espectrais sdo observadas em dois duplos dubletos em on
4,57/4,41 dd, atribuidos aos H-6’a/H-6'b, dois multipletos sobrepostos em & 4,01-3,94
(H-2’ e H-3’) e outro em 0n 4,32-4,21 (H-4’ e H-5’), além de um dubleto em 5,05 (H-1")
com constante de acoplamento em J=7,71 Hz, que caracterizam a presenga de um

glicosideo em C-3, com configuragao f3.
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No espectro de '3C (Figura 75, Tabela 30) os deslocamentos quimicos
foram idénticos aos valores observados para o sitosterol, exceto os sinais em dc 102,2
(C-1), 75,0 (C-2), 77,9 (C-3"), 71,4 (C-4), 78,31 (C-5") e 62,5 (C-6’). Todas as
atribuicdes heteronucleares 'Jc.v foram inferidas através do mapa de correlagdes
HSQC (Tabela 30, Figura 76).

No HMBC (Figura 77) o posicionamento do glicosideo em C-3 foi
confirmado pela conectividade do sinal em 5,05 (H-1") com o carbono em &¢ 78,20 (C-
3) e 77,9 (C-3’). As correlagdes dos hidrogénios metilénicos dH 4,57/4,41 (6Ha/6Hb)
com &c 78,31 (C-5’) e 71,4 (C-4’) e mais a correlagdo de &1 4,07-3,99 (H-2’) com o
carbono anomérico em &c 102,28 (C-1’), apoiam a presenga do agucar na posigao C-

3, como apresentadas no espectro de HMBC expandido (Figura 72, tabela 30).
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8 7N
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50 48 46 44 42 4.0 [ppm]

Figura 72. Ampliagdo do HMBC na regido 64 3,9-5,5 e 6¢ 64-104 de 19.
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O conjunto das analises de RMN e dos modelos encontrados na literatura
(CORREIA et al., 2020) permitiram identificar a substancia 19, como 3-O-3-
glucopiranosil-B-sitosterol (Figura 73). Apesar de ser uma substancia bastante comum
em plantas, esse € o primeiro registro em Swietenia macrophylla. A substancia possui
relatos na literatura de atividades in vivo em animais, como antiinflamatoria,

antipirética, antineoplasica e imunomodulatéria (BOUIC e LAMPRECHT, 1999).

HO

5 6
HO™# 2 T
HO— OH

Figura 73. 3-O-B-glucopiranosil-B-sitosterol (19) na fragdo SMM-13.P2
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Tabela 30. Dados de RMN da substancia 19 (3-O-B-glucopiranosil-g-sitosterol)

3-O-B-glucopiranosil-g-sitosterol (19) LITERATURA*
N° ¢ 0 HMBC Sc L
multi; J (Hz)" .multi; J (Hz)®
1 37,25 37,2
2 30,01 30,0
3 78,20 4,01-3,94 m C-1’; C-4 78,2 3.82-3.91m
2,75 dd C-3
4 39,09 247t 42,2
5 140,69 140,7
6 121,72 535m C-4; C-10; C-7; C-8 121,7 5.35 s/
7 31,96 31,9
8 31,82 31,8
9 50,10 50,1
10 36,69 36,7
11 21,05 21,0
12 39,70 39,1
13 42,25 42,1
14 56,59 56,6
15 24,28 24,2
16 28,32 28,3
17 55,99 56,0
Me-18 11,76 0,64 s C-12; C-13; C-14; C-17 11,7
Me-19 19,21 0,92s C-1; C-5; C-9; C-10 19,0
20 36,15 36,1
Me-21 18,79 0,98 d (6,2) C-17; C-20; C-22 18,8
22 33,95 33,9
23 26,10 26,1
24 45,78 45,8
25 29,21 29,2
Me-26 19,77 0,85 d (6,4) C-27; C-24; C-25 19,7
Me-27 18,99 0,87 d (6,8) C-24; C-25 19,2
C-28 23,15 23,1
Me-29 11,94 0,87 t (6,6) C-24; C-28 11,9
1 102,28 5,05 d (7,7) C-3;C-3 102,3 4.87 dl (J=17.7)
2 75,06 4,07-3,99 m C-1 75,0 3,98-4,05 m
3 77,93 4,01-3.94m Cc-1 77,9 3,98-4,05 m
4 71,41 4,32-421m C-5'; C-3’ 71,4 4,32-438 m
5 78,31 4,32-421m C-4’; C-3’ 78,3 4,32-438 m
, 4,57 dd (11,8 € 5,2 C-4; C-5
6 6252 4 41 ad §11,8 e 2,2; C-4,C5 626 417dd(11,7e54)

© regido congestionada; (" (CsDsN,

300 MHz)®; (CsDsN, 500 MHz); ** (CORREIA et al., 2020)
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NAME Henrique22_ SMM-13.P2

EXPNO 11

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20220629

Time 16.00

INSTRUM FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zgcppr

D 65536

SOLVENT Pyridine

NS 48

DS 4

SWH 6103.516 Hz

FIDRES 0.093132 Hz

AQ 5.3687091 cec
J ‘ RG 29.4676

DW 81.920 usec

DE 6.50 usec

TE 29%.1 K

D1 2.00000000 sec

D12 0.00002000 sec

P41 2000000.00 usec

TDO 1

======== CHANNEL fl ========

SFOl 300.2019049 MHz

NUCL1 1H

Pl 8.50 usec

PLW1 20.00000000 W

PLWO 0.00005780 W

k“——w-*--~“-F2 — Processing parameters

SI 65536
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WDW EM
)\ M\JK JULT UL )L | NN SSB 0
]l 8 F‘ gy at} 2 8 ‘8‘ E(S_E_‘Ba_\ LB 0.30 Hz
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Figura 76. Mapa de contorno de HSQC (300/75 MHz, CsDsN) de 19.
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Figura 77. Mapa de contorno de HMBC (300/75 MHz, CsDsN) de 19.
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6.3 Determinagao em mistura de triterpeno e esteroide esterificados

6.3.1 ldentificagdo das substancias 2 e 3 (SMH-6.7.P1)

As substancia 2 e 3, codificada na fragdo SMH-6.7.P1 (15 mg) foram
obtidas em mistura, na forma de um sdlido branco, conforme os procedimentos
cromatograficos descrito no Esquema 5. Em plaquinha de CCD, mostraram absorgao
fraca no UV em 254 nm e depois de revelada em vanilina sulfarica, exibiu mancha

roxa, com Rf=0,74 ao utilizar Hex:AcOEt (9:1), como sistema de eluigéo (Figura 78).

Fase estacionaria: Normal

Sistema de eluigdo: Hex: AcOEt (9:1)
Reveladores: UV e vanilina sulfdrica
Solubilidade: DCM

254 nm Vanilina Sulfurica

substancia 1 1

substéncia 2 I

* SMH-6.7.P1 j
Figura 78. CCD da fragdo com SMH-6.7.P1.

A substancia 2 (Figura 80) mostrou dados espectrais de RMN de 'H e 3C
similares com o cicloeucalenol (1), como mostra a Tabela 31 (Pag. 126). A integragao
dos sinais dos hidrogénios de dupla ligagdo terminal e oximetinico, informaram que a
substancia com esqueleto cicloartano é majoritaria na fragdo SMH-6.7.P1. No
espectro de "H-RMN (Figura 83) o anel ciclopropano foi observado em dois dubletos
em 6+ 0,16 (4,0 Hz) e 0,41 (4,0 Hz) e a dupla ligagao terminal da cadeia lateral em o+
4,72 sl e 4,67 d (1,2 Hz). As diferengas espectrais de 2 foram evidenciadas no sinal
de hidrogénio oximetinico em &n 4,53 (ddd) que em comparagdao com o hidrogénio

carbindlico do cicloeucalenol (1) em &1 3,21 (ddd) (KIKUCHI et al., 1986) foram
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indicativos da presencga de um grupo alcanoilox (éster) na posi¢ao H-3 da substancia
2. Na analise de "3C-RMN (Figura 84) os sinais caracteristicos foram observados em
oc 27,2 (C-19), 156,9 (C-24) e 105,9 (C-24’) e 78,40 (C-3), além de varios sinais
metilénicos em &c (29,6-29,1). Todas as atribuicées heteronucleares 'J (C-H) foram
inferidas através do mapa de correlagbées HSQC (Tabela 31, Figura 85).

No mapa de contorno HMBC (Figura 86) foi possivel confirmar a presenca
do grupo alcanoilox na posi¢ao C-3, pela correlagao a longa distancia dos hidrogénios
oH 4,53 (H-3) e 2,30 (H-2’) com uma carbonila em &¢ 173,7 (C-1’). Também o sinal em
oH 2,30 (H-2’) correlaciona-se com os sinais de carbonos metilénicos em &¢ 25,0 (C-
3’) e 29,6-29,1 (CH2)n da porgéo de acido graxo do éster. A correlacao do hidrogénio
metilico &1 0,89 (f) com o carbono em 22,7 corresponde ao final da cadeia alquilica
do grupamento éster, como mostra o HMBC expandido (Figura 79). As demais
correlagdes de HSQC e HMBC para a identificagdo da substancia 2, sao apresentadas

na Tabela 31. 230 163 089t

22,71 E
n oex < e, =z
o ; - 2=
o a7 g - .- a [ W
@ i g o & L
o 25,07 (C-3'/H-2") i s
o = = | 8
e -
4 : - ) I /\
— L ] L 1 H 13C HMBC
g
= i LT 27 ‘%‘v
- - g
E 8 "1,14
—=i o moc G -]
173,7 o =
I T T T T I T T 1 T I T T 1 T | T T T T | T T T T |
4 3 2 1 F2 [ppm]

Figura 79. Ampliagdo do HMBC na regiao o4 4,53-0,89 e 6¢ 10-180 de 2.
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O conjunto das analises de RMN associadas com os dados encontrados
na literatura (KIKUCHI et al., 1986; CHAVES et al., 2010), sugerem que a identidade
da substancia 2, seja um cicloeucalenol éster (Figura 80). Vale ressaltar que esse é o

primeiro registro da substancia 2 na Swietenia macrophylla.

Figura 80. Cicloeucalenol éster (2) na fragdo SMH-6.7.P1.

A substancia 3, também presente na fracdo (SMH-6.7.P1), porém em
menor proporgdo, mostrou dados espectrais de RMN de 'H e '3C (Tabela 32, pag.
127) similares com o sitosterol. No espectro de 'H-RMN (Figura 83), por exemplo,
foram evidenciados sinais na regido de on 0,61-2,32 caracteristicos de grupos
metilicos, metinicos e metilénicos de esteroides. A existéncia da dupla ligagcao foi
evidenciada pelo multipleto em &+ 5,39 (C-6), fazendo correlagéo a 'J com o carbono
em oc 122,5 no HSQC (Figura 85). As diferengas espectrais séo devido a presenca
de um éster em C-3, que foi sugerida pelo deslocamento quimico de 6+ 4,60 (C-3) e
2,30 (C-2’), ambos sinais se correlacionando com uma carbonila em &¢ 173,7 (C-1’),
no mapa de correlagéo a longa distancia HMBC (Figura 81). As demais analises de

RMN uni e bidimensionais da substancia 3, sdo apresentadas na Tabela 32.
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Figura 81. Ampliagao do HMBC na regido 6+ 4,60-0,89 e 6¢ 10-180 de 3.

O conjunto de analises de RMN, comparados com os dados descritos na
literatura (CHAVES et al., 2010; CORREIA et al., 2020), permitiram a identificacado da
substancia 3 (Figura 82), como um sitosterol éster. Em resumo, os derivados
esterificados ocorrem na natureza como acidos saturados ou insaturados. Entre os
saturados mais comuns estdo os acidos miristico (C14), palmitico (C1s) e estearico
(C18). Ja nos insaturados, os mais comuns sdo os acidos oléico (C1s, A%), linoléico (C1s,

A%2) e linolénico (C1s, A%12.15),

Figura 82. Sitosterol éster (3) na fragdo SMH-6.7.P1.
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Current Data Parameters

(512D ‘ZHIN 00€) Ld 29-HINS 8P H, NINY 8p oJ108ds3g "¢g eunbi4

NAME Henrique20_SMH-6.7.P1
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200114
Time 15.32
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
Ds 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 5.28339
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFoO1l 300.2019513 MHz
NUC1 1H
Pl 7.88 usec
A I ”‘Mlﬂ i PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
; ST 65536
| J J !
AVA R AARON AA PN AAVA NS SF 300.2000000 MHz
‘aa%aasg ﬂF \sﬂ ,$533F WDW EM
I I I I I I I I LB 0 Hz
8 7 6 5 4 3 3 0 ppm CB 0
PC 1.00
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NAME Henrique20_SMH-6.7.P1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20200207

Time 12.07
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 19611

DS 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.2 K

D1 0.10000000 sec
D1d 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1

CHANNEL fl1 =
75.4928982 MHz
13c
8.75 usec
50.00299835 W

======== CHANNEL f2 ========

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
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PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
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SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB o]

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Tabela 31. Dados de 2 extraidos dos espectros de RMN da mistura SMH-6.7.P1.

cicloeucalenol éster (2) LITERATURA*
N° &c oH HMBC oc On
multi; J (Hz)"" multi; J (Hz)@
1 30,48 30,88
2 30,98 34,90
4,53 ddd (16,3; , 3.21 ddd (J=10,5; 9;
3 78,40 10.3: 4.6) C-29,C-1’,C4 76,64 4.5)
4 41,51 44,69
5 43,44 43,43
6 24,68 24,73
7 25,19 25,22
8 46,93 46,90
9 23,62 23,64
10 29,48 29,65
11 26,96 27,08
12 32,82 32,99
13 45,32 45,45
14 48,88 49,00
15 34,83 35,42
16 28,11 28,18
17 52,17 52,31
Me-18 17,82 0,97 s 17,84 0,970 s
0,16 d (4,0 Hz) C-11,C-1, C-5, C-8 0,143 d (J=4,0)
19 27,20 0,41 d (4,0 Hz) C-9, C-11, C-1, C-5, C-8 27,28 0,387 d (J=4,0)
20 36,13 36,21
Me-21 18,33 0.91d (6.9 Hz) 18,42 0,898 d (J=6,5)
22 35,34 35,13
23 31,30 31,41
24 156,9 156,89
, 4,67 d (1,2 Hz) C-23, C-24, C-25 4,714 S
24 105,91 472 sl C-23, C-24, C-25 106,05 4,662 d (J=1.0)
25 33,79 2.24 1 (7,0) C-27, C-26, C-24, C-24’ 33,90 2,233 sept
Me-26 21,87 1,04 d (6,8 Hz) 22,06 1,026 d (J= 7,0 HZz)
Me-27 22,00 1,05 d (6,8 Hz) 21,94 1,031 d (J=6,7Hz)
Me-28 19,14 1,03 s 19,21 0,893 s
Me-29 14,41 0,85s 14,46 0,980 d (J= 7,0HZ)
C-1 173,7 -
C-2’ 34,96 2.30 t (7,6 Hz) C-1’ -
C-3 25,07 1,63 m (CH2)n -

(CH)n  (29,6-29,1) (1,30-1,28) -

CH2>CHs 22,71 -

CHxCHs 14,14 0,89 t (6,9 Hz)

() (CDCls, 300 MHz); @ (CDCls, 400 MHz); * (KIKUCHI et al., 1986)
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Tabela 32. Dados de 3 extraidos dos espectros de RMN da mistura SMH-6.7.P1.

Sitosterol éster (3) LITERATURA*
N° &¢ On HMBC &¢ Ou
multi; J (Hz)" .multi; J (Hz)®
1 37,00 37,0
2 30,34 27,8
3 73,66 4.60 m C-1 73,7 460 m
4 38,15 2,32 dl (7,68) 38,2 230 dI (7.75)
5 139,71 139,7
6 122,5 5,39 m C-7,C-10,C-4 122,6 5.36 m
7 31,94 31,9
8 31,94 31,9
9 50,00 50,1
10 36,59 36,6
11 21,02 21,0
12 39,71 39,7
13 42,30 42,3
14 56,68 56,7
15 24,29 24,3
16 28,25 28,2
17 56,01 56,1
Me-18 11,85 0,68 s C-12, C-13, C-17 11,9 0,68 s
Me-19 19,30 1,03 s C-10, C-1, C-9, C-5 19,3 1,01s
20 36,13 36,2
Me-21 18,78 0,91 d (6,09) 18,8 0,92 d (6,6 Hz)
22 33,92 34,0
23 39,71 39,7
24 45,81 45,8
25 26,02 2,24 1(7,0) 26,1 2,24 sep
Me-26 19,02 0,83 d (6,7 Hz) 19,0 0,81 d (7.0 Hz)
Me-27 19,83 0,85 d (6,7 Hz) 19,8 0,84 d (7.0 Hz)
C-28 23,05 23,1
Me-29 11,98 0,85 t (6,84) 12,0 0,84 1 (7.0)
1’ 173,5 173,3
2 34,83 2,30 ¢ (7,6) 34,7 2,26 (7.5)
3 24,68 1,63 m 291
(CH2n  (29,6-29,1)  (1,30-1.28) (29,2-29,4)
CH2CH3 22,71 1,30 m N. I*
CH2CH 14,14 0,89t (6,9 Hz) 14,2 0,88t (6,6)

*N.I (N&o informado) (" (CDCl3, 400 MHz);?
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6.4 Determinacgao estrutural de Limonéides em Swietenia macrophylla

6.4.1 Elucidagao das estruturas das substancias 9 e 10 (SMH-22.5.P1)

A fracdo SMH-22.5.P1 (16 mg) apresentou-se como solido branco e seus
constituintes obtidos em mistura seguiram os procedimentos cromatograficos descrito
no Esquema 9. Em CCD de fase normal mostrou leve absor¢cdo no UV em 254 nm,
depois de revelada em vanilina sulfurica, exibiu mancha amarela, com Rf=0,38 ao

utilizar DCM:MeOH:acetona (97:1,5:1,5) como sistema de eluigédo (Figura 87).

(" 254 nm  Vanilina Sulfirica  Fase estacionéria: Normal N
Sistema de eluigao:

DCM:MeOH:Acetona (97:1,5:1,5)

Reveladores: UV e vanilina sulfurica
Solubilidade: Acetona

Figura 87. CCD da fragdo com SMH-22.5.P1.

Nas analises preliminares dos espectros unidimensionais ('H, '*C, DEPT-
135), foi possivel observar que a fragao se tratava de uma mistura de limondides. E,
por meio das intensidades relativas dos sinais foi possivel identificar os dois
limondides mais expressivos da mistura, pois a substéncia majoritaria revelou
intensidade maior em relagdo a segunda substancia encontrada.

No espectro de 'H-RMN (Tabela 34, Figura 104) observou-se sinais
caracteristicos do anel furano em on 7,80 m, 7,54 t e 6,63 m, correspondentes aos

hidrogénios H-21, H-23 e H-22, respectivamente do composto majoritario da mistura.
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No espectro de '3C-RMN (Tabela 34, Figura 105) o anel furano caracterizou-se pelos
sinais em oc 142,7 (C-23), 142,2 (C-21), 121,561 (C-20) e 110,0 (C-22). Estas
atribuicdes foram inferidas através do mapa de correlagées HSQC (Figura 107). Um
singleto metinico foi observado na regido de o1 6,04 que acoplou diretamente ao
carbono 69,21 (C-17) no mapa de HSQC. Este mesmo sinal de hidrogénio em 61 6,04
fez correlagdo a longa distancia com os carbonos do anel furano em dc 142,2 (C-21),
121,51 (C-20) e 110,0 (C-22) e com uma carbonila de acetato em &c 168,5 (OAc-17’),
como ilustrado na Figura 88. Além disso, um grupo metoxi em &x 3,59 (OMe-16)
mostrou estar ligado a uma carbonila em &¢ 170,54 (C-16), do anel D. Essa mesma
carbonila correlacionou-se a 2Jic com os hidrogénios metilénicos da posi¢édo H-15 (&H

3,09 e 3,45). As correlagdes sao apresentadas na Figura 89.

oH 6,04
g
18,64 eE—— -
32,77 - — Y
43,54
87,55
o
-2
110,08
142,27 o
-2
168,51 ——————— e ———

Tr [ rrrr [ rrrr[rrrr [ rr o1 7T
6.15 6.10 6.05 6.00 F2[ppm]

Figura 88. Amplificagdo do HMBC na regiao de 61 6,04-6,15 e ¢ 10-190 de 9.
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Figura 89. Amplificacdo do HMBC na regido de &y 3,09-3,45 da substancia 9.

Estas correlagdes discutidas acima sugeriram que a substancia apresenta
anel D-seco e através do sinal em dH 6,04 percebe-se um grupo furano e um grupo
acetato ligado a C-17. Ainda analisando o sinal de hidrogénio em &+ 6,04 no HMBC
(Figura 88), foi possivel observar correlagées heteronucleares com dois carbonos
quaternarios em dc 43,54 que foi atribuido a posi¢cao C-13 e outro em &c 87,55 que
sugere um grupo oxigenado em C-14, além das correlagdes com os sinais em &¢ 32,77
e 18,64 que apontaram ser respectivamente os C-12 e Me-18. Um grupo acetato
ligado em C-11, foi verificado a partir da correlagao HMBC do hidrogénio oximetino H-
11 (1 5,30) e do hidrogénio metilico em &1 2,05 com a carbonila em &¢ 168,8 (AcO-
11’), como mostra a Figura 90. Pelo espectro de COSY (Figura 109), correlagdes entre
H-11 (dn 5,30) e H-12 (&H 1,90) foram observadas e sustentadas pela correlagéo a 2J
do hidrogénio H-11 (d+ 5,30) com o carbono metilénico em &¢ 32,77 (C-12) no HMBC

(Figura 90).
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Figura 90. Amplificagdo do HMBC na regido em torno de &4 5,30 da substancia 9.

Ao analisar o singleto oximetinico em &+ 4,91 verificou-se que este acoplou
via HSQC com o sinal de carbono em &c¢ 70,83 (C-30) e correlacionou-se a longa
distancia pelo HMBC (Figura 91) com os sinais em &c 86,84 (C-9) e 88,57 (C-8). Desta
forma, levando em consideragdo a natureza dos carbonos oxigenados C-8, C-9 e C-
14 discutidas acima, assim como a correlagdo a 2Juc dos hidrogénios metilicos em &n
1,73 (H-2"’) com o carbono quaternario em 119,09 (C-1"") no HMBC (Figura 92) e a
comparagao com os dados da literatura de Cheng et al. (2014), foi possivel sugerir a
localizagdo de um grupo ortoacetato em C-8, C-9 e C-14.

Ainda com o hidrogénio oximetinico em o+ 4,91 (C-30), foi possivel observar
no HMBC (Figura 91) outro grupo ortoacetato conectado a posi¢ao C-30 e C-2, devido
as correlagdes com o carbono oxigenado em &c¢ 85,02 (C-2) e um carbono quaternario
em 123,41 (C-1"). Além disso, as correlagdes via COSY (Figura 171) entre os
hidrogénios em 6+ 1,90 (H-2") e 1,00 (H-3"), juntamente com as correlagdes no HMBC
destes protons H-3", H-2” com o carbono em dc 123,41 (C-1") indicaram um grupo etil

e um grupo hidroxi (atribuido com base nos dados de APCI/MS) ligado ao carbono
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quaternario ortoacetato, como demonstra a Figura 92. Vale ressaltar que, o sinal de
hidrogénio em &H 4,91 (C-30) correlacionou-se a 3Juc com o sinal de carbono em &
89,10 que foi atribuido na posi¢céo (C-3), confirmando assim, a posicado do grupo

ortoacetato no anel B, do limondide.
&H 4,91

AL

_/J 5n 4,91

. 85,02
85,02 _—_-‘ PR .::',-—
86,34 - gy ——— |
88,57 I 1
89,10 T 86,84

— N
123,41 —— — - -
i 88,57 -
89,10 -
sc—— ©r———, B f
- '505 500 495 490 485 480

5

... F1Ippm]
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U |
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Figura 91. Amplificagdo do HMBC em torno do sinal em 614,91 de 9.
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Figura 92. Amplificagdo do HMBC com destaque para os sinais dos grupos ortoacetato (dn
1,90; 1,73 e 1,00)
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No anel A da substancia ao analisar o sinal de hidrogénio oximetinico em
oH 4,81, verificou-se que este acoplou com o sinal de carbono em &¢ 89,10 (C-3) no
espectro de HSQC (Figura 107). Este mesmo hidrogénio correlaciona com uma
unidade tigloiloxi em C-3 a longa distancia com a carbonila em 6¢ 169,80 (C-1’), como
mostra a Figura 93. As correlagbes do sinal de hidrogénio em &1 7,38 com 0s sinais
de carbonos em &c 11,64 (Me-5’), 14,02 (Me-4’) e 169,80 (C-1’) e mais a correlagéo
dos dois hidrogénios metilicos &1 1,90 (H-5’) e 1,85 (H-4’) com os carbonos da dupla
ligagdo em 6¢128,66 (C-2’) e 139, 87 (C-3’) apoiam a presenga do grupo tigloiloxi na
posicao C-3, como apresentadas no espectro de correlacdo heteronuclear HMBC
(Figura 94, Tabela 34). Outras correlagdes importantes no HMBC (Figura 93) do
hidrogénio oximetinico em &1 4,81 (C-3) ajudaram a posicionar a metila em &c 14,46

(Me-28), 43,67 (C-4), 37,67 (C-5) e o carbono oxigenado do grupo ortoacetato em

85,02 (C-2).
4,81
14,46 — — [
37,67 ——m — [ E
43,67 e —— ere— [ o
_—— 0

[
100

=q — — h
L2
169,80 —=ig — —c————

[=]
_.1 S

] T T T T | T T T T ] T T T T | T T T

51 50 49 F2 [ppm]

HMBC

Figura 93. Amplificagdo do HMBC no sinal em torno de 64 4,81 de 9.

133



/ 7,38 \
11,46 : S —y .
14,02% e & 3 £

— L E L
-ET B 1
—— -8 11,64i [
7 I 14,02 L e
] i (@ :
L8
—_— B 7:115 1.a|sol o 155 o I'/:Iao
g
169,80 ﬁ I

3
- Q.
= | &
j - T kg
4 |8
_— I
128,66 e e—— i
139,87 T F o
e
169,80 —cfmmmsm === i

LN IR B B B I N B B B B (N L B N B B

2.0 18 18 F2 [ppm]

.

Figura 94. Amplificagcdo do HMBC do grupo tigloiloxi (61 7,38; 1,85 e 1,90) de 9.

No anel A, um grupo metoxicarbonilmetil foi atribuido em C-5, em virtude das

correlagées no HMBC do sinal de hidrogénio em &1 2,85 (H-5) com carbonos em dc¢
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32,77 (C-6) e 172,56 (C-7), somada a correlagao dos sinais de hidrogénios metoxilicos
em dH 3,69 (MeO-7) com o da carbonila em 172,56 (C-7). No COSY, a correlagéo entre
OH 2,85 (H-5) com os hidrogénios metilénicos de H-6 (o1 2,48 e 2,35) ajudaram na
interpretacdo do grupo metoxicarbonilmetii em C-5. Outras conectividades
observadas no HMBC para o hidrogénio em &+ 2,85 (H-5) firmaram a presenga do
grupo no anel A, tais correlagdes foram com os carbonos quaternarios 43,67 (C-4),

53,20 (C-10) e 87,71 (C-1), todas observadas no espectro HMBC (Figura 95).

2,85

\j% (3,69)

H;CO

w
N
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~
T
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30 TTos 2s ez H B3¢ HMBC

Figura 95. Amplificagdo do HMBC em torno do sinal em &4 2,85 de 9.

A presenca de uma ponte em C4-C29-C1 no anel A, que é caracteristico
em limondide do tipo phragmalina, foi evidenciada no HMBC (Figura 96) pela
conectividade a 3Jnc dos hidrogénios metilicos em &1 0,94 (Me-28) com o carbono
metilénico em 39,41 (CH2; via DEPT-135; Figura 106) que foi atribuido ao carbono C-
29. Os sinais dos hidrogénios ligados diretamente ao carbono metilénico da posigéao
H-29 (2,60 e 2,50) confirmaram a ponte 4-29-1 posicionada no anel A, pois estes

fizeram correlagdes no HMBC com os carbonos 43,67 (C-4) e 85,71 (C-1), além de

135



outras conectividades com carbonos do anel A em 37,67(C-5) e 53,20(C-10), como

mostra a Figura 97.
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Figura 96. Amplificagdo do HMBC em torno do sinal em &4 0,94 da substancia 9.
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Figura 97. Amplificagdo do HMBC em torno do sinal em &u 2,5- 2,6 de 9.
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O grupo acetato da posi¢cao C-1 (AcO-1’) e a hidroxila ligada ao anel
ortoacetato (HO-1"), foram areas de dificil interpretacédo por RMN, mas tiveram suas
atribuicoes feitas com base nos dados obtidos no espectro de APCI/MS de alta
resolucao (modo negativo de ionizagao, figura 149), onde foi fornecido um sinal em
m/z 887,33 correspondente ao pico [M-H]- e formula molecular C44Hs6019 para o
composto (9). As anadlises de RMN, corroboradas com os dados de massas € a
comparagao com os dados descritos na literatura (CHENG et al., 2014; SAAD et al.,
2003) permitiram, inicialmente, propor que a substancia majoritaria da fragdo SMH-
22.5.P1 é uma estrutura com esqueleto similar ao limondide swietenitina K, com
diferengas apenas no acréscimo de um grupo acetato na posicdo C-11 e na
substituicdo de grupo metoxila por hidroxila em C-1”, no composto 9. Desta forma, a
proposta para o limondide maijoritario, foi determinada como 11-acetoxi-1"a-hidroxi-

swietenitina K (Figura 98).

23
\‘&p\«h 0

Figura 98. Estrutura do composto 11-acetoxi-1”a-hidroxi-swietenitina K (9)
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A substancia minoritaria 10, apresentou dados espectrais de massa (Figura
110) e RMN ('H, '3C, DEPT-135, COSY, HSQC e HMBC) muito semelhante a
substancia 9 (Figura 98), incluindo todos os grupos substituintes, como mostra a
Tabela 34. O que se observa nos espectros unidimensionais em 10, sdo algumas
variagdes de deslocamentos quimicos para alguns sinais de hidrogénios e carbonos,
a exemplo, o sinal em &H 5,02, que apresentou duplicidade e acoplou a 'Jxc com dois
carbonos oximetinicos em &c 85,41 (C-3) e 71, 48 (C-30), no espectro de HSQC

expandido (Figura 99).
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Figura 99, Ampliacdo do HSQC na regido em torno de &y 5,02 e ¢ 68-92 de 10.

Este mesmo hidrogénio em 6+ 5,02, confirmou a presenga de uma unidade
tigloiloxi em C-3, assim como a substéncia 9, devido a correlagéo a longa distancia
com a carbonila em d¢ 166,77 (C-1'). As correlagdes do hidrogénio em dn 7,22 (H-3’)
com os carbonos em d&c 11,77 (Me-5’), 13,81 (Me-4’) e 166,77 (C-1') apoiam a

presenga do grupo tigloiloxi na posicdo C-3, como apresentadas no espectro de
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correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 101, Tabela 34). Outras correlagdes

importantes no HMBC (Figura 100), do hidrogénio oximetinico em &1 5,02 (C-3) do

anel A, auxiliou no posicionamento da metila em &c 14,21 (Me-28), 43,62 (C-4), 37,82

(C-5), 86,00 (C-2) e em 39,45, referente ao carbono C-29 da ponte 4,29,1 do anel A.
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Figura 100. Amplificagdo do HMBC no sinal em torno de &H 5,02 da substancia 10.
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74 T3 72 T4 70 F2[ppm] H 3¢ HMBC

Figura 101. Amplificagdo do HMBC no sinal em &1 7,22 do grupo tigloiloxi de 10.

Ainda com o sinal de hidrogénio oximetinico em on 5,02 (C-30),

foi

possivel observar no HMBC (Figura 100) correlagdes que corroboram a ligagado do
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grupo ortoacetato as posi¢cbes C-30 e C-2, devido as correlagbes com o carbono
oxigenado em 86,00 (C-2) e um carbono quaternario em 122,67 (C-1"). O sinal de
carbono 122,67 (C-1") mostra correlagdes com os hidrogénios em &n 1,78 (H-2") e
0,90 (H-3") indicaram um grupo etila ao carbono quaternario ortoacetato, como
demonstra a figura 102. Vale ressaltar, que a hidroxila do grupo ortoacetato, foi
atribuida com base dos dados espectrais de APCI/MS de alta resolugao (Figura 110.

pag. 149).

1.7 0,90

P
T

122,67

—

T T T T T T T T T T L | T 1T T | T
18 16 14 12 10 F2[ppm] 13C 'H HMBC

Figura 102. Amplificagdo do HMBC no sinal em &c 122,67 da substancia 10.

Na Tabela 34 é possivel observar a semelhanca nos deslocamentos
quimicos de 'H e 3C, nos espectros tabelados de HMBC (Figura 171) observa-se a
mesmas correlagdes entre os compostos 9 e 10. No entanto, uma comparacdo mais
detalhada dos espectros de '"H-NMR destes isolados mostraram algumas pequenas
diferencgas, por exemplo, os deslocamentos quimicos de H-30 (014,91 em 9 e 1 5,02
em 10) que sugerem que as unidades ligadas ao ortoacetato nestes compostos tém
configuragdes diferentes. Essas diferengas nos deslocamentos quimicos corroboram

com dados apresentados por Cheng et al. (2014), que ao realizar experimentos de
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ROESY com os compostos swielimonoide C (3) e swielimonoide D (4), confirmam que
o grupo etil ligado em C-1" é B-orientado em 4 e oposto ao de 3. Com base nessas
informacdes, os compostos 9 e 10 foram tabelados e comparados com a literatura
(Tabela 33) e constatou-se que a orientagao dos substituintes altera os deslocamentos
quimicos de C-2 e C-30 e os valores mais altos sdo destinados ao grupo etil a-

orientado, ou seja, para o composto 10.

Tabela 33. Dados de RMN da orientagcéo dos substituintes do grupo ortoacetato de 9 e 10.

substancia (9) | substancia (10) literatura (4)* literatura (3)*
N° oc (NdH oc (154 oc | @odn oc 254
2 85,02 - 86,00 - 83,1 - 86,0 -
30 70,8 491s 71,48 5,02s 68,1 4,82 70,5 5,02s
MeO-1” - - - - 49,3 3,44 49,6 3,11s
1”7 123,4 - 122,6 - 123,6 - 124,5 -
. 1,90 m 1,78 m 1,25 m 1,90 m
2 30,8 30,58 T8 m 30,1 153 m 27,8
3” 8,0 100t 7,68 0,90 ¢ (7,4) 8,2 0,92 8,1 0,95 s
y (7’35) y b ’ ’ y b k)

M300 MHz, acetona-d4; 2400 MHz, CDCls; *CHENG et al., (2014)

A compilagcdo de dados de RMN, massas e a comparacdo com modelos
descritos na literatura (CHENG et al., 2014; SAAD et al., 2003) permitiram propor para
a substancia minoritaria 10, uma estrutura idéntica a caracterizada em 9, com
diferenca apenas nas orientagbes dos grupos ligados ao ortoacetato (C-2 e C-30).
Desta forma, a identidade proposta para o limondide 10, foi de 11-acetoxi-1”-hidroxi-

swietenitina K (Figura 103).
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Figura 103. Estrutura do 11-acetoxi-1”B-hidroxi-swietenitina K (10)
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NAME Henrique2l SMH-22.5.P1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210819
Time 22.27
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT Acetone

NS 26624

Ds 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 964.3 K
D1 0.30000001 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02336821 sec
L4 20

L5 8

P3 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL {1l ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUCL 13C

Pl 8.75 usec
PLW1 0.00299835 W
======== CHANNEL £f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUcC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W
PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
sI 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3.00 Hz
GB 0

PC 1.40

144



Big=
B8
228

O T
8L°TT
AT |
67 €T/
LR
€0 BT
AR A
9% HT
LT E
by GT
BE e
Th GT
9£° 8T
LG 8T
GBS
Gh 6T
cT*0%
0z 024
€V 02
Ly 02
pe g
09° T2
1L T2
8L 12
TH"8Z
L6872
£2°62
bl 62
pE€e
[g"Jie
o e
CH g
$S 06
89°06
T TS
AE
g2 16
bz €9
LT"69
12°69
€V 0L
SR L
B0 TL
87" TL
8€° 18
07" G8
0T" 68
80°0TT

PT*OTT

0v°0TT

A T

T0°8€T

88°6¢T

08 T/ T

b6 THTA

TE" EF I

LZ°ZhTA ;

€L ZhTA

8L ZyTd

Figura 106. Espectro de DEPT-135 de SMH-22.5.P1 (75 MHz, acetona-ds)

ppm

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

220

145



=8
A
II- I."-'
- | -‘I
.
By : - g 1
]
[ ]
| | |'..
| | | | | | | | | | | | | | | | | | |
8 6 4 2 F2 [ppm]

Figura 107. Mapa de HSQC de SMH-22.5.P1 (300/75 MHz, acetona-ds)
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Figura 108. Mapa de HMBC de SMH-22.5.P1 (300/75 MHz, acetona-ds)
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Figura 109. Espectro de COSY de SMH-22.5.P1 (300 MHz, acetona-ds)
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Tabela 34. RMN de 'H (300 MHz) e "*C (75 MHz) das substancias 9 e 10 em acetona-ds

substancia (9)

substancia (10)

N° Oc OH oc OH
multi; J (Hz)™ .multi; J (Hz)™M
1 85,71 - 85,75 -
2 85,02 - 86,00 -
3 89,10 481s 85,41 502s
4 43,67 - 43,62 -
5 37,67 2,85 m 37,82 2,85 m
2,48 m 2,48 m
6 32,77 2,35d (16,7) 32,77 2,35 d (16,7)
7 172,5 - 172,5 -
8 88,57 - 88,16 -
9 86,84 - 87,13 -
10 53,20 - 53,20 -
11 71,08 5,36 dd (11,5 e 3,2) 71,08 5,36 dd (11,5 e 3,2)
1,90 m 1,90
12 32,77 160 m 32,42 197
13 43,54 - 43,36 -
14 87,55 - 87,83 -
3,47 d (14,2) 3,45d (14,1)
15 39,21 3,04 d (14,1) 39,09 3,04d (14,1)
16 170,54 - 170,92 -
17 69,21 6,04 s 69,18 6,11 s
18 18,64 1,16 s 18,56 1,14 s
19 15,70 1,16 15,58 1,18 s
20 121,51 - 121,51 -
21 142,27 7,80m 142,21 7,86 m
22 110,08 6,63 m 110,13 6,68 m
23 142,72 7,54 t(1,7) 142,77 7,56 1(1,6)
Me-28 14,46 0,94 s 14,21 0,83 s
2,50 s/ 2,50 s/
29 39.41 2,60 d (12,0) 39,45 2,60 d (12,0)
30 70,83 491s 71,48 502s
MeO-7’ 51,20 3,69 s 51,20 3,69 s
MeO-16’ 51,18 3,66 s 50,18 3,66 s
HO-1” - - - -
AcO-1’ 168,75 168,76
CHs 21,53 2,065 21,70 2,06 s
AcO-11 168,87 - 168,92 -
CHs 21,53 2.05s 21,53 2.05s
AcO-17’ 168,51 - 168,52 -
CH3 20,42 2,04 s 20,44 2,04
1’ 169,80 - 166,77 -
2 128,66 - 128,31 -
3 139,87 7,38 dq (7,0 e 1,3) 138,01 7,22dd (7,1 e 1,3)
& 14,02 1.85d (7,0) 13,81 1,84 d(71)
5 11,64 1,90 m 11,77 1,89 m
17 123,41 - 122,67 -
2" 30,87 1,90 m 30,58 1,78 m
1,28
3 8,09 1,009t (7.3) 7,68 0,90 t (7,4)
17 119,09 - 119,2 -
27 15,70 1,73 s 15,48 1,78 s
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date 2/11/2022 3:48:48 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2022\DaPaz\Alunos\Henrique\MS\11-02-2022UD_APCI-_SMH-22-5-P1.d
Method ID_APCI-__50-1600 COM FOCO_TUNEMIX APCI.m Operator BDAL@DE
Sample Name ID_APCI-_SMH-22-5-P1 Instrument micrOTOF-Q
Comment Diluigao = 10 uL (1mg/mL 2-PrOH) + 990 ul 2-PrOH
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z e [ppm)
M-H 887.3301 C44HS55019 887.3343 48
Im [M-HJ -MS, 0.2min 811
8873301
1.5
8583301
10
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£89.3410
890.3286
8933223
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Figura 110. Espectro de massas de 9 e 10 (APCI/MS, modo negativo)
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6.4.2 Elucidagao estrutural da substancia 15 (SMM-3.1.14.3P)

A substancia 15, (SMM-3.1.14.3P; 15,2 mg) apresentou-se como cristais
brancos e seus constituintes foram isolados seguindo os procedimentos
cromatograficos descrito no Esquema 15. Em placa de CCD de fase normal, mostrou

mancha amarela, apdés revelada em vanilina sulfurica, com Rf=0,34 ao utilizar

DCM:MeOH:acetona (97:1,5:1,5) como sistema de elui¢ao (Figura 111).
ﬁanilina Sulfurica Fase estaciondria: Normal

\
Sistema de eluicéo:
DCM:MeOH:Acetona (97:1,5:1,5)
Reveladores: vanilina sulfurica
Solubilidade: DCM

- /

Figura 111. CCD da fragdo com SMM-3.1.14.3P.

A comparagao dos dados de RMN (Tabela 35) mostrou que a estrutura da
substancia 15 esta intimamente relacionada com os limondides 9 e 10 elucidados
anteriormente. A principal diferenga espectral foi a presenga de um singleto de
hidrogénio de grupo metdxi em d+ 3,16 que acoplou a 'J com o sinal de carbono em
0c 49,55, no espectro de HSQC expandido (Figura115). No espectro de HMBC (Figura
112), essa metoxila foi posicionada no carbono de ortoacetato (C-1") devido a
correlagao do sinal em &+ 3,16 com o sinal em 6c¢124,62 (C-1”). Desta forma, chega-
se a conclusao que o grupo hidroxila em C-1” das substancias 9 e 10 foi substituido

por uma por um grupo metoxila na substancia (15). O espectro de massas (Figura
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119, pag. 158), confirma tal substituicdo, devido ao acréscimo de 14 unidades de

massa m/z 901.3503 [M-H] em relagdo ao m/z das substancias 9 e 10 (Figura 110)
4 3,16
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Figura 112. Amplificagdo do HMBC no sinal metdxi em 64 3,16 da substancia 15.

O conjunto de dados tabelados dos espectros de "H-RMN (Figura 116), '3C-
RMN (Figura 117), DEPT-135 (Figura 118), bidimensionais (HSQC e HMBC), massas
e com informagdes de modelos descritos na literatura (CHENG et al., 2014; SAAD et
al., 2003), permitiram propor o nome da substancia 15 como 11-acetoxi-swietenitina
K (Figura 113), com estrutura que difere dos limondides 9 e 10 apenas no grupo
metoxila ligado ao carbono ortoacetato (C-1”). Em resumo, os derivados de limondides
do tipo fragmalina sdo considerados uma classe unica de limondides altamente
oxidados e ja apresentam alguns poucos relatos na Swietenia macrophylla. No
presente trabalho, foi possivel contribuir com informagdes quimicas e biolégicas
adicionais de trés novos fragmalinas 9, 10 e 15. Em outros termos, sdo os primeiros

relatos destes na literatura.
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Figura 113. Estrutura da 11-acetoxi-swietenitina K (15)
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Figura 114. Mapa de contorno de HMBC de SMH-3.1.14.3P (300/75 MHz, CDCls)
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Figura 115. Mapa de contorno de HSQC (300/75 MHz, CDCIs) de 15.
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Tabela 35. Dados espectrais de RMN para as substancias 15,9 e 10

SMM-3.1.14.3P*

SMH-22.5.P1**

Posicéo (15) (9) (10)
5H 5H 5H
oC (multi.J/Hz) oC (multi.J/Hz) oC (multi.J/Hz)
1 85,90 - 85,73 - 86,39 -
2 85,87 - 84,95 - 86,03 -
3 84,47 5,39 s 89,28 482s 85,19 5,10s
4 44,42 - 43,66 - 43,69 -
5 38,30 2,83 d (10,5) 37,91 2,83 m 38,15 2,83 m
2,30 m 2,31 m 2,31 m
6 33,85 2,34 dd (16,8 e 11,1) 3347 2,27 .dd (17,2 e 11,7) 3347 2,27 dd (17,2 e 11,7)
7 172,51 - 172,38 - 172,33 -
8 88,77 - 88,64 - 88,22 -
9 88,06 - 87,13 - 87,49 -
10 53,44 - 53,17 - 53,17 -
11 7158 538dd(114645) 7149  525dd(11564.9) 71,30 532dd (11,56 4.9)
2,00 m 1,98 m 1,98 m
12 32,36 168 m 32,52 160m 32,34 1.69m
13 43,75 - 43,63 - 43,82 -
14 87,7 - 87,76 - 88,04 -
3,36 d (14,2) 3,37 d (14,3) 3,41 dd (14,5)
15 39,59 3,01 d (14,3) 39,41 2,97 d (14,3) 39,14 3,01 dd (14,5)
16 171,56 - 171,48 - 171,43 -
17 69,41 6,14 s 68,95 6,01s 69,06 6,09 s
18 19,08 1,12 s 18,86 1,19s 18,89 1,20 s
19 17,12 1,09 s 16,35 1,12s 16,48 1,15s
20 121,47 - 121,09 - 121,07 -
21 142,03 7,79 m 142,56 7,71 m 142,34 7,78 m
22 110,16 6,56 m 109,98 6,51 m 109,98 6,55 m
23 142,37 738t (1,6) 142,49 7.381(1,6) 142,49 7,401 (1.6)
Me-28 15,09 0,82 s 15,35 0,93s 14,88 0,85s
265 d (11,9) 2.48d (12.1) 39,68 2.79d (12.1)
29 39,25 2,59 d (11,9) 38,48 261 m 2.60m
30 70,69 497 s 70,59 488s 71,39 501s
MeO-7’ 51,33 3,65s 51,93 3,72 s 51,92 3,69s
MeO-16’ 51,81 3,65 s 51,45 3,66 s 51,28 3,66 s
MeO-1” 49,55 3,16 s - - - -
HO-1” - - - 5,78 s - 476 s
AcO-1’ 169,61 - 169,61 - 169,46 -
CH3 22,32 2,06 s 22,28 2,08 s 22,52 2,11s
AcO-11’ 169,04 - 168,90 - 168,90 -
CH3 21,38 1,99 s 20,97 2,01s 20,97 1,99 s
AcO-17’ 168,5 - 168,55 - 168,06 -
CH3 21,11 2,09s 21,37 2,06s 21,35 2,05s
1’ 167,37 - 170,11 - 167,22 -
2’ 128,87 - 18,88 - 128,53 -
> 137,92 712dq(69613) 138,48 __ 7.36dd (7,06 1,4) 13848 __ 7.19dq (7.0 6 1.4)
4 14,64 1,79 s/ 14,62 1,81d (7,5) 14,88 1,88s
5’ 12,64 1,93 s 12,22 1,93 s 12,42 1,94 s
1” 124,62 - 123,78 - 123,01 -
27 28,16 1,92 m 31,07 1,94 m 30,44 1,92 m
3 8.19 0,95  (7.4) 8,55 1,051 (7.4) 8,07 0.95s
17 119,14 : 119,21 : 119,31 :
27 16,35 1,79 s 19,24 1,82s 19,24 1,79 s

* (300 MHz - "H e 75 MHz - '3C; CDCl3), ** (300 MHz - 'H e 75 MHz - '3C; acetona-ds)
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Generic Display Report

Analysis Info

Analysis Name

Acquisition Date 7/15/2022 1:06:02 PM
D:\Data\Usuarios\2022\DaPaz\Alunos\Henrique\MS\15-07-2022\D_APCI-_SMM-3-1-14-3P

Method ID_APCI-__50-1600 COM FOCO_TUNEMIX APCl.m Operator BDAL@DE
Sample Name ID_APCI-_ SMM-3-1-14-3P Instrument micrOTOF-Q
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err[ppm] mSigma Score
M-H 639.2143 C26H39018 639.2142 -0.2 499 100.00
M-H 639.2143 C44H3105 639.2177 53 58.5 7.24
M-H 639.2143 C51H27 639.2118 -39 94 4 417
M-H 653.2245 (C34H37013 653.2240 -0.8 155 100.00
M-H 653.2245 C52H29 653.2275 4.6 109.9 0.64
M-H 668.2878 C39H42M09 668.2865 -1.9 14.7  100.00
M-H 700.2811 C32H46MO16 700.2822 1.6 182.1  100.00
M-H 777.2976 (C38H49017 T77.2975 -0.1 47.8 100.00
M-H 777.2976 C56H4104 777.3010 4.4 148.6 0.08
M-H 795.2921 (C34H51021 795.2928 1.0 19.3 100.00
M-H 831.3084 C41H51018 831.3081 -0.3 66.6 100.00
M-H 831.3084 C59H4305 831.3116 39 103.2 3.16
M-H 845.3235 C42H53018 845.3237 0.3 32.1 100.00
M-H 845.3235 C60H4505 845.3272 45 74.3 217
M-H 855.3109 C43H51018 855.3081 -33 28.3 100.00
M-H 855.3109 C36H55023 855.3140 36 56.7 3476
M-H 887.3358 (C44H55019 887.3343 -1.7 122.3 100.00
M-H 887.3358 (C62H4706 8873378 23 2138 0.09
M-H 889.3197 C36H57025 889.3194 -0.3 36.0 100.00
M-H 889.3197 (C54H49012 889.3230 37 113.0 0.70
M-H 889.3197 C61H4507 889.3171 -29 148.5 0.17
M-H 901.3503 C45H57019 901.3500 0.4 614  100.00
M-H 901.3503 C63H4906 901.3535 5 154.0 0.13
M-H 917.3485 C63H4907 917 3484 -0.2 1147 100.00
Intens. | -MS, 6.9-7.7min #412-458|
x104
[M-HJ
3 4
901.3503
2_
845.3235
889.3197
1_
630 2143 668.2878
831.3084
777:2976 8873358
7952921 \ 855.3109 ‘
| 653224 .
| §245 ?00.‘1811 735.2794 757.2728 | : | Il S aad
0+ - ;  — ; - - — -
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Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 7/15/2022 1:35:47 PM by: BDAL@DE Page 1 of 1

Figura 119. Espectro de massas de 15 (APCI/MS, modo negativo)
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6.5 Determinagao estrutural de Derivados do benzaldeido em S. macrophylila

6.5.1 Identificagcao da substancia 16 (SMM-4.5.7.3)

A fragdo SMM-4.5.7.3 (2,3 mg) apresentou-se como solido cristalino
salmdo e seus constituintes foram isolados seguindo os procedimentos
cromatograficos descrito no Esquema 18. Em placa de CCD, mostrou intensa
absorcao no UV em 254 nm, depois de revelada em vanilina sulfurica exibiu mancha
rosa, com Rf=0,72 ao utilizar DCM:MeOH (97:3) como sistema de eluigdo (Figura

120).

/ 254 nm Vanilina Sulfurica Fase estacionaria:Normal \
Sistema de eluicdo:DCM:MeOH (97:3)
Reveladores: UV e vanilina sulfarica

* SMM-4.5.7.3 j

Figura 120. CCD da fragdo com SMM-4.5.7..3.

Para a determinacgéo estrutural, essa amostra foi submetida a experimentos
de RMN 1D e 2D, massas e por comparagao com dados existentes na literatura. No
espectro de 'H-RMN (Figura 125, Tabela 36) foram presenciados trés sinais de
hidrogénios caracteristicos de anel benzeno com padrao de substituigdo do tipo 1,2,4-
trissubstituido em 6+ 7,61 d (J=8,5 Hz, orto), 6,56 dd (J= 8,5 e 2,2Hz, orto e meta) e
6,36 d (J= 2,2 Hz, meta), correspondentes aos hidrogénios H-6, H-5 e H-3,

respectivamente. Foi também observado no RMN de 'H um singleto tipico de grupo
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aldeido em &+ 9,76 que via HSQC acoplou com a carbonila em 194,8 (C-1’),
sustentando a presencga de um grupo aldeido. Todas as atribuicées heteronucleares
'J foram inferidas através do mapa de correlagées HSQC (Tabela 36; Figura 127).

No espectro '3C-RMN (Tabela 36; Figura 126) o sistema aromatico
caracterizou-se pelos sinais de carbonos metinicos em &¢c 102,2 (C-3), 108,7 (C-5) e
136,2 (C-6), ja os quaternarios cairam em d¢c 114,9 (C-1) e 165, 4 (C-4). Vale ressaltar,
que o carbono quaternario em 164,3 (C-2) ndo aparece no espectro de carbono,
porém no mapa HMBC percebe-se correlagédo a longa distancia com os proétons de H-
1’, H-6 e H-3. Com base nisso foi aplicado a funcdo RVPP na barra de comando do
espectro de HMBC para tirar os carbonos presentes, com isso o sinal em 164,3 (C-2)
€ observado, como representado na Figura 129.

No mapa de correlagéo a longa distancia (HMBC) um dubleto em dn 6,36
(H-3) ajudou a posicionar os dois grupos hidroxila substituidos no sistema aromatico
pela conectividade com os carbonos oxigenados em 164,3 (C-2) e 165, 4 (C-4), outras
correlagdes também foram observadas com os carbonos em d¢ 108,7 (C-5) e 114, 9

(C-1) como demonstra a Figura 121.

108,7 L £ =
- & e o
114,9 FE i 164,3 @ 2
© F
— s RGN
% ''''''' /_\
8 H 3¢ HMBC
164,3 -
165,4 —

Is.4o‘ ;. ‘s.35' o 's.so F2 [ppm]
Figura 121. Amplificagcdo do HMBC na regiao de 61 6,36 € 6¢ 105-130 de 16.

160



O sinal de hidrogénio do grupo aldeido em &+ 9,76 (H-1’) no HMBC (Figura
122) ajudou a posicionar o grupo em C-1, pela conectividade com o carbono 114,9 (C-
1), além das correlagdes com 136, 2 (C-6) e 164,3 (C-2). O dubleto em 7,61 (H-6),
confirma a correlagdo a 3Juc com a carbonila em 194,8 (C-1’) e com os carbonos

oxigenados (C-2 e C-4), como mostra na Figura 123.

9,76
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114,9 - L

E 9,76
136,2 - N
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166

B L o e e e I s o e o s el
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102 100 98 9.6  F2[ppm]

Figura 122. Amplificagdo do HMBC no sinal em 619,76 da substancia 16.
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Figura 123. Amplificagdo do HMBC na regiao de 647,61 e ¢ 160-200 de 16.
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Todos os dados fornecidos e comparados com dados da literatura,
sugerem sobre a identidade da substancia 16 como 2,4-dihidroxibenzaldeido (Figura
124). A confirmacao estrutural para o composto presente na fragdo SMM-4.5.7.3 foi
corroborado com o espectro de massas de baixa resolugdo (modo negativo de
ionizagdo), onde forneceu um sinal em m/z 137,68 correspondente ao pico [M-H]
(Figura 130, pag. 167). Esse € o primeiro relato de isolamento e identificacdo dessa
substancia no género Swietenia, mas ja foi registrada em Bagassa guianensis
(Moraceae) por Hayasida (2015). As informagdes relatadas de atividade bioldgica de
2,4-dihidroxibenzaldeido sdo limitadas como antipolimerizante da hemoglobina S

(DIEGUEZ et al., 2006).

OH

OH

Figura 124. Estrutura do 2,4-dihidroxibenzaldeido (16)

Tabela 36. Dados de RMN da substancia 16 (2,4-dihidroxibenzaldeido)

"H-RMN H-RMN
13C HMBC 13C
Ne° On: multi; J (Hz)M OnH: Multi; J (Hz)@
2,4-dihidroxibenzaldeido (16) Hayasida (2015)
1 - 114,9 - 114,5
2 - 164,3 - 164,1
3 6,36 d (2.2 Hz) 102,2 C-1,C-2,C4eC- 6,27 ddd(2,00,5e 101,8
5 0,2Hz)
4 - 165,4 - 165,9
5 6,5dd(8,5e2,2 108,7 C-3e C-1 6,44 dd (8,5 ¢ 108,5
Hz) 2,0Hz)
6 7,6 d (8,5 Hz) 1362  C4eCT 7,50 d (8,5 Hz) 135,6
CHO 9,7s 194,8 C-2;C-3eC-6 9,70 d (0,5Hz) 194,2

() (Acetona-ds, 300 MHz) (2 (CDs0OD, 500 MHz)
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boat e NAME Henrique2l_ SMM-4.5.7.3
I N EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210809
Time 11.16
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 16
DS 0
jg/ kgl SWH 6103.516 Hz
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Figura 127. Mapa de HSQC (300/75 MHz, acetona-ds) de 16.
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Figura 128. Mapa de HMBC (300/75 MHz, acetona-ds) de 16.
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Comando: RVPP

194.7349

_—165.4136
—— 1643317

136.2337
— 1149287
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—102.1521
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Figura 129. Projegdo de RMN de "*C a partir do mapa HMBC de SMM-4.5.7.3 (16)
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  10/27/2021 9:25:08 AM
Analysis Name  D:\Data\2021\DaPaz\Data\Henrique\LC-MS\27-10-2021\0ODS_MS_ESI-_SMM_4-5-7-3_1-41_01_2303.d

Method 2303.m
Sample Name ~ ODS_MS_ESI-_SMM_4-5-7-3 Instrument amaZon speed
Comment XR-ODS 2X5

A(H200.1%AcFormico)/B(MeOH)

Fluxo:0.4 mL/minSplitde 0,045 mL(MS)/0,255mL(desc); P:2988psi
V.inj: 0.5uL; C =2 mg/mL MeOH); Forno:35C;Inj: MeOH

0-12min: 10-100%

12-14min:100%

14-16min:100-10%

16-18m:10%

Intens. -MS, 3.5min #215
x108
137.67
4.
3.
91.80
2.
1
109.76
153.62
65.89
0 r L 4 + |r Ll
50 100 150 200 250 300 350 400 m/z

Figura 130. Espectro de massas da substancia 16 (ESI, modo negativo)
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6.5.2 Identificacdo das substancias 17 e 18 (SMM-4.5.7.9)

A fragdo SMM-4.5.7.9 (3,7 mg) apresentou-se como solido cristalino
salmdo e seus constituintes foram isolados seguindo os procedimentos
cromatograficos descrito no Esquema 18. Em placa de CCD, mostrou intensa
absorcao no UV em 254 nm, depois de revelada em vanilina sulfurica exibiu mancha
rose claro, com Rf=0,34 ao utilizar DCM:MeOH (97:3), como sistema de elui¢ao

(Figura 131).

f 254 nm Vanilina Sulfurica Fase estacionaria:Normal \
Sistema de eluigado:DCM:MeOH (97:3)
Reveladores: UV e vanilina sulfurica
Solubilidade: DCM

Figura 131. CCD da fragdo com SMM-4.5.7.9.

Para a determinacéo estrutural, o solido da fragdo SMM-4.5.7.9 (3,7 mg) foi
submetido a experimentos uni e bidimensionais de RMN, EM e os valores dos
deslocamentos quimicos foram comparados com os valores da literatura. Nas analises
preliminares dos espectros unidimensionais ("H e'3C), foi possivel observar que a
fracdo tratava-se de uma mistura (1:5) de substéncias fendlicas com grandes
semelhancgas espectrais. Mas, por meio das intensidades dos sinais foi possivel
identificar as duas substancias da fragdo SMM-4.5.7.9.

No espectro de 'H-RMN (Tabela 37, Figura 135), foi possivel observar

sinais caracteristicos de anel benzeno trissubstituido em 61 6,91 d (J=8,1 Hz, orto),
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7,45 dd (J= 8,1 e 2,0 Hz, orto e meta) e 7,47d (J= 2,0 Hz, meta) do composto
majoritario (17) da mistura, sugerindo a presenga de um grupo arila 1,3,4-
trissubstituido, como mostra o 'H-RMN expandido (Figura 136). Foi também
observado no espectro de 'H-RMN, hidrogénios metilicos em d+2,46 s (H-2'), que via
HSQC (Figura 138) fez acoplamento com o carbono em 25,39 (Me-2’), sugestivo de
grupo cetona. Todas as atribui¢des heteronucleares (C-H) foram inferidas através do
mapa de correlacées HSQC (Tabela 37, Figura 138).

No espectro '3C-RMN (Tabela 37, Figura 137) o sistema aromatico
caracterizou-se pelos sinais de carbonos metinicos em &c 114,7 (C-2), 114,6 (C-5) e
121,9 (C-6), ja os desidrogenados cairam em 6¢130,0 (C-1),144,8 (C-3), 150,0 (C-4)
e uma carbonila de cetona em 195,4 (C-1’).

No mapa de correlagéo a longa distancia (HMBC) o dubleto em &1 7,47 (H-
2) ajudou a posicionar os dois grupos hidroxilas substituidos no sistema aromatico,
pela conectividade com os carbonos oxigenados em &c 144,8 (C-3) e 150,0 (C-4).
Este mesmo sinal foi essencial para posicionar a carbonila pela conectividade a 3Jnc
com o sinal de carbono em 195,4 (C-1’), além de uma correlagdo com o carbono
metinico em 121,9 (C-6) do anel aromatico, como demonstra a figura 132. A
localizagdo da cetona foi reforcada em C-1 pelas correlagbes a longa distancia dos
hidrogénios metilicos em dn 2,46 pela conectividade com os carbonos 130,0 (C-1) e

195,4 (C-1°), as correlagdes sédo apresentadas no HMBC (Figura 133)
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Figura 132. Amplificagcdo do HMBC na regiao de 6y 7,47 e d¢ 20-200 de 17.
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Figura 133. Amplificagdo do HMBC na regiao de &4 2,46 e 6c 20-205 de 17.

A confirmagao estrutural para a substancia 17 da fragdo SMM-4.5.7.9, veio
com o espectro de massas de baixa resolugdo (modo negativo de ionizagéo), onde

forneceu um sinal em m/z 151,66 correspondente ao pico [M-H] ~ (Figura 140, pag.
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177), que acompanhado com os dados espectrais de RMN, foi possivel propor a
férmula molecular CsHsOs para o derivado do benzaldeido. O conjunto dessas
analises, associadas com os dados encontrados na literatura (GRUBER et al., 2014),
sugerem a identidade da substancia 17 como 3,4-diihidroxiacetofenona (Figura 134).

Esse é o primeiro relato do isolamento e identificacdo dessa substancia no
género Swietenia e é importante ressaltar que o composto 3,4-diiidroxiacetofenona é
um ingrediente ativo da medicina tradicional chinesa, que além de apresentar
atividade antimelanogénica (KIM et al., 2006), essa substancia também é util no
tratamento de gestagbes patoldgicas com circulagdo utero-placentaria defeituosa
cronica (YANG et al.,, 1989). Outros relatos na literatura sdo direcionados para as

atividades de autotoxicidade e alelopatia (RUAN et al., 2011).
0] CH;

OH
OH

Figura 134. Estrutura do 3,4-dihidroxiacetofenona (17)

Tabela 37. Dados de RMN da substancia 17 (3,4-diidroxiacetofenona)

"H-RMN 'H-RMN
N© On: multi; J (Hz)* 3C HMBC On: multi; J (Hz)** 3C
3,4-diidroxiacetofenona (17) (GRUBER et al., 2014)

1 - 130,0 - 131,0

2 7,47 d (2,0 Hz) 114,7 C-6;C-3;C-4 e C-1 7,45 d (1,5 Hz) 116,4

3 - 144,8 - 146,7

4 - 150,0 - 152,6

5 6,91 d (8,1 Hz) 114,6 C-1eC-4 6,86 d (8,5 Hz) 116,1

6 7,45dd (8,1e2,0Hz) 121,9 C-2eC-1 7.47dd (8,0e1,5Hz) 1238
Me 24s 25,3 C-1eC-1 2,54 s 26,5
C=0 - 195,4 - 200,0

*(300 MHz, acetona-ds) ** (600 MHz, CD30D)
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RG 19.8835
OH DW 81.920 usec
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Amplificagdo de RMN "H na regido de d 7,47-6,88 (300 MHz, acetona-ds)
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Figura 138. Mapa de HSQC (300/75 MHz, acetona-ds) de 17 e 18.
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Analysis Info

Analysis Name

Generic Display Report

Acquisition Date  8/4/2021 1:08:13 PM
D:\Data\2021\DaPaz\Data\Henrique\LC-MS\03-08-2021\ODS_ESI-_SMM_4.5.7_1-42_01_2166.d

Method 2166.m
Sample Name  ODS_ESI-_SMM_4.5.7 Instrument amaZon speed
Comment XR-ODS 2X5
A(H200.1%AcFormico)/B(ACN)
Fluxo:0.3 mL/minSplitde 0,045 mL(MS)/0,255mL(desc); P:2692psi
V.inj: 2uL; C =1 mg/mL ACN); Forno:35C;Inj: MeOH
0-5min: 5%
5-10min:5-100%
10-12min:100%
12-14m:100-5%
14-16min:5%
Intens‘i ODS_ESI-_SMM_4.5.7_1-42_01_2166.d: BPC -All MS, Smoothed (2.90,1,GA)
x10
8.
6_
4.
m/z 151.66
24 2
0 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 Time [min]
Intens. | -MS, 4.9-5.1min #288-303
x104
] 151.66
1.5
109.76
1.0+
0.5
124.68
297.54
o i 283.62 311.35
211.46 241.48 269.57 3 s 339.65
R _ 137.59 187.51 225.73
0.0- b AN 0 . AL B A0 A Sk A A Ao Mt L AL A AN L‘n.‘lfl.d‘lu'ﬂm‘ul’u-lu‘.md“.‘h\duunh.mh
50 100 150 200 250 300 miz

Figura 140. Espectro de massas da substancia 17 (ESI, modo negativo).
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A substancia minoritaria 18 da mistura SMM-4.5.7.9 mostrou dados
espectrais de RMN de 'H e '3C similares aos da substancia 17. No espectro de 'H-
RMN (Figura 135) da substancia em mistura em menor proporgéao (18), foi evidenciada
a existéncia de um anel benzeno 1,3,4-trissubistituido com sinais em &1 7,01 d (J=8,1
Hz), 7,36 dd (J= 8,8 e 2,0 Hz) e 7,36 sl (Figura 136). Vale ressaltar que o sinal em &+
7,36 apresentou superposicdo de sinais com a substancia 17, porém, partindo do
conjunto de analises baseadas nas intensidades dos picos, integragdes dos sinais e
das correlagdes no HSQC expandido (Figura 138), foi possivel atribuir os sinais
metinicos nas posigdes 2 e 6 da substancia 18. No espectro de '3C-RMN (Tabela 38,
Figura 137), o anel aromatico caracterizou-se pelos sinais de carbonos metinicos em
oc 114,1(C-2), 115,2 (C-5) e 124,5 (C-6), ja os carbonos quaternarios cairam em dc
145,5 (C-3), 151,0 (C-4) e 130,0 (C-1), no qual apresentou superposi¢cao de sinais dos
C-1 para as duas substancias. Todas as atribuicdes heteronucleares 'Jc.H foram
inferidas através do mapa de correlagbées HSQC (Figura 138).

A principal diferengca das substéncias 17 e 18 na mistura estava no
substituinte da posigdo C-1, que na substancia majoritaria (17) apresentou um grupo
cetona, enquanto que no composto minoritario (18) foi observado no espectro de 'H-
RMN um sinal tipico de grupo aldeido em &+ 9,78 s (integrando para 0,5) e que
analisando o HSQC (Figura 141) acopla com uma carbonila em 190,3 (C-1’), no qual

sustenta a presenga de um grupo aldeido na substancia 18.
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Figura 141. Amplificacdo do HSQC na regido de &1 9,78 e 6¢c 20-210 de 18.

No espectro de HMBC expandido (Figura 142), o sinal de hidrogénio em &H
7,36 sl (H-2) ajudou a posicionar os dois grupos hidroxilas substituido no sistema
aromatico pela conectividade com os carbonos oxigenados em dc 145,6 (C-3) e 151,4
(C-4). Este mesmo protén em o1 7,36 foi essencial para posicionar o grupo aldeido
pela conectividade a 3J1.c com o carbonila em 190,3 (C-1"), além de uma correlagéo
com o carbono metinico em 124,5 (C-6) do anel aromatico, como demonstra a Figura
142. O grupo aldeido foi reforcado em C-1 pelas correlagées a longa distancia do
hidrogénio oximetinico em &n 9,78 com os carbonos 130,0 (C-1) e 114,1 (C-6), as

correlagdes sao apresentadas no HMBC (Tabela 38, Figura 143).
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Figura 142. Amplificagdo do HMBC na regiao de &4 7,36 e 6¢ 110-200 de 18.
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Figura 143. Amplificagdo do HMBC na regiao de &4 9,78 e 6¢ 110-135 de 18.

A substancia 18, teve sua confirmagao estrutural a partir do espectro de

massas de baixa resolugao (modo negativo de ionizag&o), onde forneceu um sinal em

m/z 137,67 correspondente ao pico [M-H] (Figura 145, pag. 182), bem como o ion em
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m/z 108,76 devido a perda de o grupo bormila (29 u.a), que acompanhado dos dados
de RMN e os modelos encontrados na literatura (PRACHAYASITTIKUL et al., 2008;
SYAFNI et al., 2012), sugerem a identidade da substancia 18 como 3,4-
diiidroxibenzaldeido (Figura 144).

A 3,4-diidroxibenzaldeido teve seus primeiros relatos fitoquimicos nas
folhas de Vitis vinifera L. (Vitaceae) com o nome de protocatecualdeido (WEBER et
al., 1995). A presenca dessa substancia foi também relatada no cogumelo Phellinus
gilvus da familia Hymenochaetaceae (CHANG et al., 2011), em Trichomanes chinense
da familia Polipodiacea (SYAFNI et al., 2012) e em Hydnophytum formicarum,
pertencente a familia Rubiaceae (PRACHAYASITTIKUL et al., 2008). Essa substancia
tem relatos na literatura de atividades antimicrobiana e antioxidante
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2008; SYAFNI et al., 2012). Vale ressaltar, que esse &

o primeiro registro da substancia em Swietenia macrophylla.

O H

OH
OH

Figura 144. Estrutura do 3,4-dihidroxibenzaldeido (18)

Tabela 38. Dados de RMN da substancia 18 (3,4-dihidroxibenzaldeido)

'"H-RMN 13 '"H-RMN 13
N° on: multi; J (Hz)* c HMBC on: multi; J (Hz)** c
3,4-diiidroxibenzaldeido (18) (PRACHAYASITTIKUL et al., 2008)
1 - 130,0 - 129,29
2 7,36 sl 114,1 C-2;C-4e C-1 725s 113,97
3 - 145,6 - 145,18
4 - 151,5 - 151,74
5 7,0d (8,1 Hz) 115,2 C-1e C-3 6,87 d (8,0Hz) 114,90
6 7,36dd(8,8e1,9Hz) 1245 C-6; C-3,C-4 e C-1’ 7,23d (Hz)* 125,83
CHO 9,7s 190,3 C-1,C-2eC-6 9,63 s 191,93

() (Acetona-ds, 300 MHz) 2(CDs0OD, 400 MHz)  *(J ndo informado)
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Figura 145. Espectro de massas da substancia 18 (ESI, modo negativo)
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6.6 Determinagao estrutural de cumarina de Swietenia macrophylla

6.6.1 Identificacdo da substancia 14 (SMM-3.1.10)

A substancia 14, codificada na fragdo SMM-3.1.10 (4,3 mg) foi obtida na forma
de um solido marrom, conforme os procedimentos cromatograficos descritos no
Esquema 14. Em placa de CCD, mostrou absorgdo no UV e depois de revelada em
vanilina sulfurica exibiu mancha roxa, com Rf=0,35 ao utilizar Hex: Acetona (7:3),

como sistema de eluicdo (Figura 146).

/ 254 nm 365nm Vanilina Sulf. \

Fase estacionaria: Normal

Sistema de eluigédo: Hex: acetona (7:3)
Reveladores: vanilina sulftrica
Solubilidade: Metanol

* * SMM-3.1.10 J
Figura 146. CCD da fragdo com SMM- 3.1.10.

O espectro de 'H-RMN (Figura 149) da substancia 14, demonstrou sinais
caracteristicos de cumarina, como dois dubletos na regido de dn 7,65 (J=9,4 Hz) e
6,31 (J=9,4 Hz) que sao referentes a ligagao dupla a,B-insaturada, em outras palavras,
sdo dos hidrogénios H-4 e H-3 do anel lacténico. Singletos em 6+ 6,85 (H-8) e 6,86
(H-5) apontaram para um anel aromatico tetrassubstituido. Nota-se também a
presenga de dois singletos, ambos integrando para 3H, caracteristicos de grupos
metoxis em OH 3,93 e 3,96.

No espectro de '3C-RMN (Figura 150), foi possivel observar a presencga de 11

carbonos, sendo que a carbonila foi evidenciada em 161,45 (C-2) e as metoxilas em
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56,35 (7-OCHs) e 56,40 (8-OCHs). Todas as outras atribui¢cdes estao listadas na tabela
39 e foram inferidas através do mapa de correlagdes HSQC (Figura 151).

No espectro de HMBC (Figura 147), o dubleto vinilico em &1 7,65 (H-4) fez
correlacionou-se com o sinal da carbonila do anel lactdnico em &c 161,4 (C-2) e com
os aromaticos em &¢ 107,90 (C-5) e 150,02 (8a). A metoxilas foram posicionadas nas
posicoes 6 e 7, devido a correlagdo a 3J dos sinais metilicos d+ 3,93 e 3,96 com os

dos carbonos &c 146,33 (C-6) e 152,82 (C-7), respectivamente.

6-OMe; 7-0Me
H-4 __J;U"n_._
I?I_'_I_
l J l a8
B
o
P— 4 a - &
o
@
-
AT | L ] [ —E
c-5 B
C-da — s _ B
I o
—
-
—
e = - 6-OMe L -
C-Ba — - - : -
i 7-OMe o
C-2 —}------ - - _E
IIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|
8 T 6 5 F2 [ppm]

Figura 147. Espectro de HMBC (300/75 MHz, CDCls) da substancia 14.
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Todos os dados de RMN analisados e comparados com modelos da literatura
(CORREIA et al., 2020) sugerem a identidade da substancia 14 como 6,7-dimetoxi-
cumarina, conhecida popularmente como escoporona (Figura 148). Esse € o primeiro
relato de isolamento e identificacdo dessa substancia no género Swietenia, mas ja foi

registrada em Trichilia elegans (Meliaceae) por Matos e colaboradores (2009).

MeO

8a

MeO

4
6 43\3
7 2

Q O

Figura 148. Estrutura da escoporona (14)

Tabela 39. Dados de RMN da substancia 14 (escoporona)

H-RMN 'H-RMN
13C HMBC 13C
Ne° Ou: multi; J (Hz)M On: multi; J (Hz)@
escoporona (14) CORREIA et al., (2020)
2 161,46 161.4
3 113,56 6,32 d (9,4 Hz) C-4a; C-2 1135  6.32d (9.45 Hz)
4 143,33 7,65 d (9,4 Hz) C-5;C-8a;C-2 1433 7.65d (9.45 Hz)
5 C-4a; C-4; C-6; 6.83s
107,90 6,86 s C-8a: -7 107.9
6 146,33 146.3
7 152,82 152.8
8 100,00 6,85 s C-4a;C-6:C-8a 454, 7825
c-7
4a 111,43 111.4
8a 150,02 150.0
6-OMe 56,40 3,93s C-6 564  3.95s
7-OMe 56,35 3,96 s c-7 56.3 3.98s

@ (CDCls, 300 MHz) @ (CDCls, 500 MHz)
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6.7 Resultados dos Bioensaios

6.7.1 Atividade antifungica

Os resultados encontrados para os testes in vitro das substancias
provenientes dos residuos da madeira de Swietenia macrophylla (Figura 152), frente
as diferentes linhagens de fungos Candida albicans (ATCC 60193), Candida krusei

(ATCC 34135) e Cryptococcus gatii (CFP55), sdo apresentadoas na tabela 40.

Tabela 40. CIM das substancias frente as cepas de fungos

CIM (pg/mL)
Substancias Candida Candida Cryptococcus
albicans krusei gattii
HCS-SG1 (19) 40 pg/mL 160 pg/mL 160 pg/mL
HCS-L1 (9 e 10) 160 pg/mL S.A 160 pg/mL
HCS-T1 (1) 160 pg/mL S.A 80 pg/mL
HCS-T3 (11 e 12) S.A S.A S.A
HCS-T5 (2 e 3) 80 pg/mL S.A 80 pg/mL
Fluconazol 0,25 pg/mL 32 pg/mL 8 ug/mL

S.A (Sem Atividade na concentragéo de 320 ug/mL)

Os resultados mais expressivos do ensaio antifungico demonstram que o
esteroide glicosilado (HCS-SG1) foi o mais promissor, com inibicdo de 100% na
concentragdo de 40 ug/mL para C. albicans, seguido das substancias em mistura
(HCS-T5), na concentracédo de 80 ug/mL e de 160 ug/mL para as substancias HCS-
L1. Ja para os isolados testados contra Cryptococcus gatti, as substancias HCS-T1 e
HCS-T5 apresentaram-se ativa, com 100% de inibicdo nas concentragdes em 80
Mg/mL, acompanhado das substancias HCS-SG1, HCS-L1, com inibicao de 160
pg/mL. Enquanto que, para o Candida krusei, apenas a substancia HCS-SG1

apresentou atividade na concentragao de 160 pg/mL.
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Figura 152. Estruturas das substancias utilizadas no ensaio fungicida
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6.7.2 Atividade inseticida sobre as ninfas de Bemisia tabaci

Para avaliacdo da atividade inseticida das substancias (Figura 153)
provenientes dos residuos de madeira de Swietenia macrophylla, foi realizado o
teste de sensibilidade para testar a eficiéncia destes compostos naturais no inseto

B. tabaci, biotipo B, sob condi¢des de semi-campo em casa de vegetagao.

4 h

HCS-T1

HCS-L1e L2 0

(9) R1= B-etil R2= a-OH (1) Cicloeucalenol
(10) R1=a-etili R2= (-OH
(15) R1=a-etil R2=a-Me

CODIGO SUBSTANCIAS

(ENSAIO) (TESE)
HCS-SG1 HCS-SG1 19
HCS-L1 9 e 10 (Mistura)
HCS-L2 15
HCS-T1 1

HO o o
\”O%/ (19) /
HO

Figura 153. Estruturas dos compostos utilizados no ensaio inseticida
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Os resultados de mortalidade obtidos nos testes in vitro, sdo evidenciados
na tabela 41. Resumidamente, os tratamentos demonstram que os limondides (15)
e (9 e 10), obtiveram o melhor resultado ao efeito de mortalidade causado nas
ninfas com 53,88 e 52,31%, respectivamente. Ja o triterpeno (1) apresentou
porcentagem de mortalidade de 33,67%, seguido do composto 19 (18,70%) que
apresentaram atividade menor em comparagao com controle positivo Evidence

WG700 (41,25%). Todos tiveram os resultados em uma concentragdo de 1 mg/mL.

Tabela 41. Mortalidade obtidos nos testes de sensibilidade

Tratamento Mortalidade (%)
HCS-L2 (15) 53,88+0,32 a
HCS-L1 (9 e 10) 52,31+0,53 b
Evidence WG700 (1g/L) 41,25+0,45 c
HCS-T1 (1) 33,67+0,23 d
HCS-SG1 (19) 18,70+0,19 e
Acetona P.A. 16,93+0,20 f

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey

Os limondides fragmalinas (HCS-L1, HCS-L2) mostraram-se mais
eficiente em relagdo ao triterpeno cicloeucalenol (HCS-T1) e ao esteroide
glicosilado (19), que provavelmente s&o justificados por serem substancias
altamente oxigenados. E que, de alguma forma esse alto grau de oxigenacgao acaba
influenciando na atividade ninficida, seja na produgdo de toxicidade as ninfas,
desativacdo de enzimas, formagdo de radicais de oxigénio ativos ou pelas
propriedades antialimentares que € caracteristica dos limondides. A exemplo,
temos a azadiractina que é téxica a insetos, tem efeito de repeléncia e inibe a

alimentacdo e crescimento destes (SCHMUTTERER, 1990; BEARD, 1989;
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MORDUE e BLACKELL, 1993). Da mesma forma, o limondide 15 com atividade um
pouco superior a mistura de 9 e 10, podem ser explicadas estruturalmente pela
troca de um grupo metoxila por hidroxila, ou seja a substancia 15 com grupo metoxi
apresenta maior atividade frente ao inseto. Esses, sdo os primeiros relatos de

atividade inseticida com Bemisia tabaci com as substancias aqui relatada.
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7 CONCLUSAO

Os estudos fitoquimicos trouxeram mais informagdes do perfil quimico até
entdo nunca relatadas na madeira de S. macrophylla, com a predominancia de
compostos da classe dos triterpenos cicloartanicos (cicloeucalenol,
cicloeucalenona, cicloartenol, 24-metileno-cicloartan-386-ol/, cicloart-23-eno-3,25-
diol e cicloeucalenol éster), além dos triterpenos (a-amirina e -amirina), foram
também encontrados esteroides (B-sitosterol, estigmasterol, sitosterol éster e
sitosterol-3-O--D-glucopyranosideo),  derivados do  benzaldeido (2,4-
diidroxibenzaldeido, 3,4-diidroxibenzaldeideo e 3,4-diidroxiacetofenona), cumarina
(escoporona) e trés novos limondides do tipo fragmalina (11-acetoxi-1"a-hidroxi-
swietenitina K, 11-acetoxi-1"B-hidroxi-swietenitina K e 11-acetoxi-swietenitina K).

Na busca por substéncias com potencial bioldgico, todas as substancias
testadas contribuiram com os primeiros relatos de atividade inseticida frente as
ninfas de Bemesia tabaci (mosca branca) e fungicida frente as cepas de Candida
albicans, C. Krusei e Criptococcus gatii.

A importancia de agregar valor aos residuos madeireiros descartados foi
demonstrada na presente pesquisa, através de conhecimentos fitoquimicos, pois
através da doagao dos residuos da madeira de mogno, foi possivel conhecer a
natureza quimica e biolégica da madeira, uma vez que, mesmo sendo uma madeira
envelhecida, preservou varias classes de metabolitos secundarios, especialmente

os triterpenos e limonoides, que provavelmente refletem em sua resisténcia.
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