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SANTOS, Carlos Henrique Corréa dos. Metabolitos secundarios e avaliacdo de
atividades bioldgicas de Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill. (Cucurbitaceae) e espécie do
género Ziziphus Mill. (Rhamnaceae). 2018. 211p Tese (Doutorado em Quimica). Instituto

de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

RESUMO: Vinte substancias foram isoladas do extrato bruto hidroetanolico do caule
de Siolmatra brasiliensis, suas estruturas foram determinadas por analises extensivas de RMN
e EM-AR-ESI. Foram identificados cinco flavonoides, duas lignanas, um fitoesterol
glicosilado e sete nor-cucurbitacinas ja descritas na literatura além de um derivado fendlico e
quatro saponinas de esqueleto do tipo damarano inéditas na literatura cientifica (siolmatrina e
siolmatrosideos 11-V, respectivamente). Foram avaliadas as atividades antinociceptiva e anti-
glicacdo in vitro do extrato bruto e fracBes da espécie. Sugere-se que a presenca de saponinas
do tipo damarano e nor-cucurbitacinas sejam responsaveis pela atividade antinociceptiva
conferida ao extrato e especialmente fracdo em acetato de etila e que as substancias fendlicas
sejam responsaveis pela atividade anti-glicacdo conferida especialmente a fracdo em
cloroférmio. Incluiram-se nesse trabalho quatro espécies do género Ziziphus para avaliacdo de
atividades bioldgicas, onde Z. joazeiro e Z. glaziovii apresentaram resultados promissores de
inibicdo bacteriana de Aliivibrio fischeri e Bacillus subtilis e todos os extratos apresentaram
atividades citotdxicas significantes frente a linhagens celulares PC-3 e HT-29. Desessete
substancias foram isoladas da fracdo em cloroférmio do extrato metandélico do caule de Z.
glaziovii, sendo uma xantona, uma lignana, dois triterpenos do tipo lupano, quatro do tipo
ceanotano e um fitosterol glicosilado ja descritos na literatura além de sete saponinas do tipo
damarano inéditas na literatura cientifica (ziziglaziovigenina, ziziglaziovigenina 3-O-o-L-
arabinopiranosideo, ziziglaziovigenina-3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-o-L-
arabinopiranosideo, ziziglaziovigenina 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-a-L-arabinopiranosideo,
16,22:16,30-diepdxi-20-hidroxidamar-24-metilideno  3-O-B-D-apiofuranosil-(1-3)-0O-[6-(3-
metdxi-4-hidroxibenzoato)-p-p-glicopiranosil-(1-2)]-p-p-glicopiranosil-(1-2)-B-b-
glicopiranosideo, 16,22-ep0Oxi-15,16,20-trihidroxidamar-24-metilideno-3-O-B-D-
apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metoxi-4-hidroxibenzoato)-p-D-glicopiranosil-(1-2)]-p-D-
glicopiranosil-(1-2)-p-D-glicopiranosideo e 16,22:16,30-diepOxi-20-hidréxidamar-24-
metilideno 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-O-[4-O-sodio-sulfato-B-b-glicopiranosil-(1-3)]-a-
L-arabinopiranosideo). As subtancias foram avaliadas quanto a atividade antibacteriana, onde
o0 acido epigouanico e acido alfitélico mostraram bons resultados frente a B. subtilis (ICso de

20 e 12 pM, respectivamente). As substancias apresentaram pouca ou nenhuma atividade



citotoxica nas concentracOes testadas (0,01 e 10 uM). A anélise de CLUE-EM-EM da fragéo
alcaloidica do extrato bruto do caule de Z. joazeiro possibilitou a identificacdo de oito
alcaloides ciclopeptidicos do tipo Ib, onde as estruturas foram sugeridas por propostas de

fragmentacdo de massas.

Palavras chave: Siolmatra brasiliensis, Ziziphus, triterpenoides, alcaloides ciclopeptidicos, atividades

bioldgicas.



SANTOQOS, Carlos Henrique Corréa dos. Secondary metabolites and evaluation of
biological activities of Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill. (Cucurbitaceae) and species
from Ziziphus Mill. genus (Rhamnaceae). 2018. 211p. Thesis (Ph.D. in Chemistry).

Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

ABSTRACT: Twenty compounds were isolated from the crude hydroethanolic stem
extract of Siolmatra brasiliensis, the structures were assigned by extensive NMR and HR-
ESI-MS analyses. Five flavonoids, two lignans, one glycosylated phytosterol and seven nor-
cucurbitacins already described in the literature were identified, along with a previously
undescribed phenolic derivative and four dammarane-type saponins (siolmatrin and
siolmatrosides 11-V). The antinociceptive and in vitro antiglycation activities of the crude
extract and fractions from the species were evaluated. It is suggested that the presence of
dammarane-type saponins and nor-cucurbitacins are responsible for the observed
antinociceptive activity of the extract and especially the ethyl acetate fraction, on the other
hand, the identified phenolic compounds may be responsible for the anti-glycation activity
observed specially in the chloroform fraction. Four species of Ziziphus were included in this
project to evaluate biological activities, in which, Z. joazeiro and Z. glaziovii presented
promising results of bacterial inhibition of Aliivibrio fischeri and Bacillus subtilis, and all
extracts showed significant cytotoxic activities against PC- 3 and HT-29. Seventeen
compounds were isolated from the chloroform fraction of Z. glaziovii stem extract, one
xanthone, one lignan, two lupane-type triterpenes, four ceanothane-type triterpenes and one
glycosylated phytosterol, besides seven previously undescribed dammarane-type saponins
(ziziglaziovigenin, ziziglaziovigenin 3-O-a-L-arabinopyranoside, ziziglaziovigenin-3-O-a-L-
arabinofuranosyl-(1-2)-a-L-arabinopyranoside, ziziglaziovigenin 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1-
3)-a-L-arabinopyranoside, 16,22:16,30-diepoxy-20-hydroxydammar-24-methylidene 3-O-f-
D-apiofuranosyl-(1-3)-O-[6-(3-methoxy-4-hydroxybenzoate)-p-D-glucopyranosyl-(1-2)]-p-D-
glucopyranosyl-(1-2)-p-D-glucopyranoside, 16,22-epoxy-15,16,20-trihydroxydammar-24-
methylidene 3-0-B-p-apiofuranosyl-(1-3)-O-[6-(3-methoxy-4-hidroxybenzoate)-p-D-
glucopyranosyl-(1-2)]-B-D-glucopyranosyl-(1-2)-B-D-glucopyranoside e 16,22:16,30-diepoxy-
20-hydroxydammar-24-methylidene 3-0-a-L-arabinofuranosyl-(1-2)-O-[4-O-sodium-
sulphate-B-D-glucopyranosyl-(1-3)]-a-L-arabinopyranoside. The compounds evaluated for
antibacterial activity, where epigouanic acid and alphitolic acid showed good inhibition of B.
subtilis (ICsp of 20 and 12 uM, respectively). The isolated compounds presented up to a 10

MM concentration, none or weak cytotoxic activity. UHPLC-MS-MS analysis of the



alkaloidal fraction from the crude stem extract of Z. joazeiro stem allowed the identification
of eight Ib-type cyclopeptide alkaloids, the structures were suggested by mass fragmentation

proposals.

Keywords: Siolmatra brasiliensis, Ziziphus, triterpenoids, cyclopeptide alkaloids, biological activities.
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1.  INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido utilizados pela humanidade desde tempos antigos
devido a suas aplicacfes para cura e alivio de enfermidades e doencas, como mecanismos de
defesa de pragas, entre outras inumeras utilizacdes. Civilizacbes antigas, como egipcia e
chinesa, tem seu desenvolvimento atrelado a utilizacdo dos produtos naturais pelos seus povos
e a histéria do Brasil também possui grande vinculo com a utilizagdo dos produtos naturais
sendo a extracdo e comércio do pau-brasil [Caesalpinia echinata Lam., com uma nova
classificagdo sugerida para Paubrasilia echinata Lam. (GAGNON et al., 2016)] uma das
primeiras atividades realizadas em solo brasileiro (VIEGAS et al, 2006).

A interacdo com 0s povos primitivos e indigenas, 0s quais tinham um enorme
conhecimento das propriedades das plantas, foi um dos principais fatores para o
descobrimento de substancias tdxicas ou medicamentosas da natureza, como 0s curares que
eram drogas obtidas de algumas espécies de Strychnos e Chondrodendron africanas e
americanas, respectivamente, utilizadas para envenenar flechas para caca e pesca (VIEGAS et
al, 2006).

O Brasil é conhecido mundialmente por sua vasta biodiversidade, sendo a maior do
mundo, distribuida em uma area de 8.511.996 km? onde se encontram seis biomas (Figura 1)
(mata atléntica, caatinga, cerrado, floresta amazonica, pantanal e os pampas), uma area
costeira de 7.491 km que abriga trés ecossistemas marinhos e doze regides hidrograficas. Dos
biomas brasileiros, o cerrado e a mata atlantica ja sdo considerados ‘“hotspots” de
biodiversidade (que sdo, por defini¢do, biomas que sofrem perda acentuada de sua vegetacao
endémica) devido a acelerada perda de diversidade biol6gica causada principalmente pela
agricultura, pecuéria e urbanizacdo (VALLI et al., 2018).

O Brasil tem um potencial muito grande na pesquisa de produtos naturais e explorar de
forma consciente e eficaz esses biomas, juntamente com informagdes obtidas com 0s povos
nativos (povos indigenas, quilombolas e ribeirinhos, por exemplo) diante de seu
conhecimento sobre as plantas medicinais de cada regido (etnobotanica e etnofarmacologia)
sdo fatores importantes para que a pesquisa com produtos naturais tenha éxito nas suas buscas
e também contribua para maior entendimento de seu ecossistema incluindo a preservagéo e

uso consciente das espécies.
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Figura 1. Biomas brasileiros.
Fonte: http://siscom.ibama.gov.br/monitora_biomas/ acesso em agosto de 2018.

2. CUCURBITACEAE

Cucurbitaceae compreende uma familia de grande importancia econémica devido a
suas frutas e legumes mundialmente comercializados como o meldo (Cucumis melo L.),
melancia (Citrullus lanatus), abébora (género Cucurbita), pepino (Cucumis sativus), chuchu
(Sechium edule), entre outros. A familia engloba cerca de 118 géneros e 825 espécies
(JEFFREY, 2005) distribuidas nos trépicos umidos ou aridos do Velho e Novo mundo,
especialmente em florestas Umidas da América do Sul e florestas, campos e savanas da
Africa, com espécies bem adaptadas a areas desérticas deste continente. Nas Américas s&o
citados 53 géneros nativos com aproximadamente 325 espécies (LIMA, 2010). No Brasil, as
cucurbitaceas estdo representadas por cerca de 200 espécies distribuidas em 30 géneros
(BARROSO et al, 1978).

As cucurbitaceas sdo caracterizadas por serem trepadeiras herbaceas ou lenhosas,
perenes ou anuais, raramente arbustos (Acanthosicyos) ou arvores (Dendrosicyos), com
tubérculos subterraneos ou superficiais que se formam pelo entumescimento do hipocétilo
(LIMA, 2010).
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2.1. Metabolitos secundarios e atividades bioldgicas da familia Cucurbitaceae

Ha varios relatos de isolamento e elucidacdo estrutural de cucurbitacinas e saponinas
em espécies de cucurbitaceas, ambos de esqueleto triterpénico, testados para diversos fins
farmacoldgicos e bioldgicos. Os estudos quimicos e farmacolégicos feitos com a espécie
Momordica charantia L. (conhecida popularmente por meldo-de-Sao-Caetano) sdo 0s mais
numerosos dentro da familia Cucurbitaceae. Estudos etnobotanicos confirmam seu uso para
os mais variados fins farmacoldgicos como: antidiabético, abortivo, contraceptivo,
antimalarico, dor abdominal, pedra nos rins, laxativo, pneumonia, psoriase, reumatismo, febre
entre outras (GROVER & YADAV, 2004). Devido ao seu uso ser difundido no mundo
inteiro, estudos fitoquimicos foram realizados por varios pesquisadores e a maioria descreve o
isolamento e elucidacdo estrutural de triterpenoides com esqueleto cucurbitano

(cucurbitacinas) e saponinas triterpénicas.

Cinco cucurbitacinas foram isoladas de M. charantia, incluindo o glicosideo ainda ndo
descrito nomeado momordicosideo U (1), que foi testado quanto a sua capacidade de secrecdo
de insulina in vitro, apresentando atividade moderada (0,0065 £ 0,0002 pg de insulina/1 x 10°
celulas) (MA et al., 2010).

1)

Em outro estudo, cinco triterpenoides foram isolados de M. charantia e testados
quanto sua estimulacdo de secrecdo de insulina in vitro, verificando que as substancias
momordicina 1l (2) e Kuguaglicosideo G (3) em doses de 10 e 25 pg.mL? estimularam de
maneira significativa a secre¢do de insulina em comparacdo com o veiculo, DMSO em
tampao de Krebs Ringer (KELLER et al., 2011).
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@ R=H
(3) R = B-D-Glc

Os aspectos farmacoldgicos de M. charantia foram revisados onde associou-se a
presenca de glicosideos triterpénicos (saponinas) dos frutos, sementes e vinhas da espécie
com a sua atividade antidiabética. A fracdo rica em saponinas [contendo momordicosideos A,
B, C, D, E, F1, F2, G, I, K, L (1-14) e momordicinas I, 1l e 1ll (15-17)] apresentou efeitos
insulinomimeéticos in vitro (RAMAN & LAU, 1996).

25



"
(9) R = CH, (11) R = CH,
(10)R=H (12)R=H

7, Y
2, 2,

OR
HOY > % HO
4 0
HO OH
(13) R =CH;,4 (15) R = H; (16) R = B-D-Glc
(14)R=H 2,

HO

;
K

(17) R = B-D-Glc

Outra espécie muito estudada na familia Cucurbitaceae &€ Gynostemma pentaphyllum
(Thunb.) Makino que tem uso na medicina popular chinesa para os mais variados fins, como
reduzir os niveis de colesterol, regular a pressao sanguinea, fortalecer o sistema imunolégico,
tratar bronquites, gastrites crénicas e reduzir inflamac@es. O estudo quimico das partes aéreas
de G. pentaphyllum levou ao isolamento de cinco saponinas do tipo ocotilona, juntamente
com mais dez saponinas de esqueleto damarano, que foram nomeadas de Gynosideos A-E (18
—22) (LIU et al, 2004).

HO >
H
%o (18) R, = H; R, = H; 24§
@0) R, = H; R, = H; 24R
@R, = H; R, = OH; 245
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Outros estudos realizados com a espécie G. pentaphyllum permitiram o isolamento de
uma saponina do tipo gypenosideo, nomeado de Phanosideo (23), que promove liberacéo

potencial de insulina em testes in vitro e in vivo (NORBERG et al., 2004).

Sete saponinas do tipo damarano foram isoladas da espécie G. pentaphyllum,
nomeadas gypenosideos VN1 — VN7 (24 — 30), e as testadas quanto sua citotoxidez frente a
quatro tipos de linhagens tumorais (pulmao, c6lon, mama e ovario) onde todas as substancias
apresentaram atividade moderada (ICso 19,6 = 1,1 a 43,1 £ 1,0 uM). Ja frente & linhagem
celular de leucemia promielocitica aguda as substancias 24, 29 e 30 foram pouco ativas. As

demais apresentaram menor atividade (KY et al., 2010).
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ALGHASHAM (2013) descreve num artigo de revisdo uma série de cucurbitacinas e
suas propriedades antitumorais promissoras. Dentre as varias citadas, a cucurbitacina A (31),
E (32) e Q (33) apresentaram atividades significativas contra linhagem celulares de cancer de

pulméo.

(32)

H O//,

HO

(33)

28



As cucurbitacinas B (34) e D (35) apresentaram efetiva acédo contra linhagens celulares
de leucemia e linfoma e a diidrocucurbitacina B (36) apenas apresentou agdo contra leucemia.

A OHQ 4, OHP

HO _ | : OH

(36)

As cucurbitacinas B (34), E (32), D (35), | (37) e a diidrocucurbitacina B (36)
apresentaram atividade citotdxica contra linhagens de cancer de mama.

4, OHD

OH
HO

Y

37

DU & CUI (2007) descreveram o isolamento de uma nova flavona glicosilada, o éster

metilico de diosmetina-7-O-B-D-glucoronideo (38) dos frutos de Luffa cylindrica.

(38)

Da espécie Actinostemma lobatum MAXIM isolaram-se seis bisdesmosideos que
foram testados quanto seu efeito citotdxico frente a células de cancer humano (carcinoma,
pulméo e cancer gastrico) onde as substancias lobatosideo L (39), dexilosiltubeimosideo il
(40) e tubeimosideo 111 (41) mostraram atividade citotoxica significante (ICso 8,25 a 36,85
uM) (LI et al., 2012).
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(39) R = OH; R, =R = B-D-Glc
(40)R=0OH;R,=H
(41) R = OH; R, = B-D-Xil

Nove triterpenoides com esqueleto cucurbitano foram isolados das raizes de Bryonia
dioica Jacq. e testados quanto a sua atividade anti-inflamatoria e efeitos antitumorais. Todas
as substancias apresentadas, bryoniosideos A-G (42-48), cabenosideo D (49) e bryoamarida
(50) e as agliconas dos bryanosideo A (51), E (40) e F (41), apresentaram atividade anti-
inflamatoria significativa frente as formas testadas (inflamacéo induzida por 13-acetato de 12-
O-tetradecanoilforbol e ativacdo precoce de antigeno de virus Epstein-Barr) (UKIYA et al.,
2002).
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K
(42) R =H; R; =R = B-D-GlcGlc (45) R = B-D-Glc
(43) R = a-L-Ram-(1-2)-B-D-Glc; Ry =H
(44) R = a-L-Ram-(4-Ac)-(1-2)-B-D-Glc; R, =H
(49) R =B-D-Glc; R =H
(51)R=R,=H

2, o

OH

RO -,
(47) R = B-D-Gle (46) R = B-D-Glc
(48) R = o-L-Ram-(1-2)-B-D-Glc @O)R=H
@HR=H

(50) R = B-D-Glc

Dois triterpenoides de esqueleto cucurbitano de um extrato com atividade anti-
inflamatoria das raizes de Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn. As substancias diidrocucurbitacina
B (36) e cucurbitacina R (52) foram testadas em variados modelos experimentais de dor e
inflamacdo (inflamacdo de pata induzida por carragenina, fosfolipase A2 e serotonina, e
inflamacdo de orelha induzida por TPA) apresentando resultados satisfatorios com doses
variando entre 0,5 e 4 mg/kg e inibicdes de inflamacéo variando de 39% a 73% (RECIO et al.,
2004).

(52)

Num estudo com a espécie Cucurbita foetidissima H. B. K., descreve-se o isolamento
e elucidacgdo estrutural de uma saponina triterpénica majoritaria, foetidissimosideo B (53)

onde avaliou-se a sua habilidade de potencializar a citotoxidez in vitro da cisplatina em
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células de cancer de colon humano, ndo apresentando atividade significante (GAIDI et al.,
2000).

HOOC

HO

(53)

Dos frutos da espécie Cucurbita pepo cv dayangua, dois triterpenoides de esqueleto
cucurbitano, cucurbitaglicosideo A (54) e B (55), que apresentaram citotoxicidez contra
células de carcinoma epitelial com ICso de 17,2 e 28,4 pug.mL™, respectivamente (WANG et
al., 2008).

(54) R = Ribose
(55 R=H

Estudos fitoquimicos com a espécie Dendrosicyos socotrana Balf.f., considerada a
Unica espécie em forma de arvore da familia Cucurbitaceae, levaram ao isolamento de uma
isocucurbitacina com cadeia lateral incomum, nomeada dendrocina (56), juntamente com o
isolamento da isocucurbitacina R (57) (HUSSEIN et al., 2004).

(56) (57)

Num estudo fitoquimico com a espécie Hemsleya jinfushanensis L. T. Shen descreve-
se o isolamento e elucidacdo estrutural de quatro glicosideos com esqueleto cucurbitano,

jinfushanosideos A — D (58 — 61), juntamente com quatro cucurbitacinas j& descritas na
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literatura cientifica, carnosiflosideo | (62), scandenosideo R8 (63), diidrocucurbitacina F (64)
e 25-O-acetil-23,24-diidrocucurbitacina F (65). As substancias 58 — 64 foram testadas quanto
a sua capacidade de inibir agregacdo plaquetaria em coelhos induzida pelo fator de agregacéo
plaquetaria (PAF), onde as substancias 58, 62, 63 e 64 apresentaram inibicdo fraca, com
percentual de agregacéao variando entre 42,7% e 48,6% a 270 uM (CHEN et al., 2005).

(59) R = B-D-Glc; Ry = H; R, = OH (64)R=H

(60) R = B-D-Glc; R, = B-D-Glc; R, = OH (65) R =Ac

(61) R = H; R = B-D-Glc-(6-1)-B-D-Glc; R, = OH
(62) R = H; R = B-D-Glc-(6-1)-B-D-Glc; R, =H
(63) R = B-D-Glc; R; = B-D-Glc; R, =H

Procedimentos cromatograficos com o extrato apolar das raizes de Ibervillea sonorae
Greene descrevem o isolamento de onze monoglicerideos [1-monopalmitina (66); 1-
monomargarato de glicerila (67); 1-monostearina (68); 1-monononadecilato de glicerila (69);
1-monoaraquidato de glicerila (70); 1-monobehenato de glicerila (71); 1-monotricosanoato de
glicerila (72); 1-monotetracosanoato de glicerila (73); 1-monopentacosanoato de glicerila
(74); 1-monohexacosanoato de glicerila (75); 1-monooctacosanoato de glicerila (76)] e cinco
acidos graxos [acido laurico (77); acido miristico (78); acido pentadecandico (79); acido
palmitico (80); acido estearico (81)] juntamente com a atividade hipoglicemiante do extrato
diclorometanico, das fracdes provenientes do extrato (F1 — F10 e SF1 — SF5), dos
monoglicerideos e dos acidos graxos. A fracdo SF1 apresentou a maior atividade dentre as
amostras testadas (concentracdo de 150 mg/kg e glicose sanguinea calculada em 15,7 + 1,4
mg/dL em 240 minutos, mais pronunciada que a tolbutamida usada como controle), os
monoglicerideos e acidos graxos, isoladamente, ndo apresentaram atividade hipoglicemiante
significativa, mas quando combinados em proporcfes iguais (75:75 mg/kg) a atividade é
comparavel com a atividade da fragdo SF1 (HERNANDEZ-GALICIA et al., 2007).
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0)

H,C—0
H(:)—OH
H2C_OH
(66) R= CHz-(CHz)lz-CHz-CH3 (72) R= CHz-(CHz)lg-CHz-CH3
(68) R= CHz-(CH2)14-CH2-CH3 (74) R = CH2-(CH2)20-CH2-CH3
(69) R= CHZ_(CHZ)IS_CH2_CH3 (74) R= CHz‘(CHz)ZI-CHz-CH?,
(71) R = CH,-(CH,),-CH,-CH;  (76) R = CH,~(CH,),4-CH,-CH

Oy OH Oy OH

T S

(77) (78)

(79 80)

Oy OH

\/\/\/\/\/\/\/\j

(81

Procedimentos cromatograficos resultaram no isolamento de cinco lignanas
glicosiladas, (8R, 7'S, 8'R)-3, 5, 3, 5'-tetrametoxi-4, 4'-dihidroxi-7-oxolariciresinol-9'-O-B-D-
xilopiranosideo (82), alcool (7S, 8R)-diidrodeidroconiferilico-9-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-
O-B-bp-glicopiranosideo (83), (7S, 8R, 7'S, 8R)-4,4'-dimetdxihuazhongilexina 9-O-B-D-
xilopiranosideo  (85), (7S, B8R, 7'S, 8'R)-4,4-dimetdxihuazhongilexina  9-O-a-L-
arabinopiranosideo (86) e (7S, 8R, 7'S, 8'R)-huazhongilexina 9-O-(2-feruloil)-p-D-
glicopiranosideo (87), juntamente com quatro substancias conhecidas, alcool (7R, 8S)-
diidrodeidrodiconiferilico 9-O-p-D-glicopiranosideo (84), 9-O-B-D-xilopiranosideo do icariol
A2 (88), huazhongilexina (89) e nudiposideo (90), das folhas de Neoalsomitra integrifoliola
(Cogn.) Hutch. As substancias 83, 84, 89 e 90 apresentaram atividade anti-inflamatdria fraca
(SU et al., 2008).
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OMe HO_O o)
HO ’?2/ 83)R = w 'L%@&/OES B4 R= HHOO’év\/O\SS

HO OH
(82) OHOH

O\ OH
MeO ! OMe
:© MeO OMe

OMe OH

90)

(@]
5 R="ToNJYO R =Me
OH
(86) R = HO&%QO\SS R, = Me

HO O
BDR="HoA~y O R,=H
~Feruloil

HO—0
B8R = HO’Y/’%QO? Ry =H

89 R=H R,=H

O estudo fitoquimico dos frutos de Siraitia grosvenorii (Swingle) Lu & Zhang
permitiu o isolamento de seis glicosideos, mogrosideo Il B (91), 11-deoximogrosideo 111 (92),
7-oxomogrosideo Il E (93), 7-oxomogrosideo V (94), 11-oxomogrosideo Il A1 (95) e 11-
oxomogrosideo IV A (96), e dois descritos de ocorréncia natural pela primeira vez,
mogrosideo Il A1 (97) e mogrosideo Il Az (98). As substancias isoladas foram testadas
guanto a sua inibicdo do antigeno precoce do virus Epstein-Barr (herpesvirus humano 4)
induzida por TPA e todos apresentaram resultados satisfatorios (346 — 400 de razdo molar/32
pmol de TPA), proximos ao controle (B—caroteno) (AKIHISA et al., 2007).
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(91) R = H; R, = B-D-Glec-(1-6)-B-D-Glc; R, =H (94) R = B-D-Glc; R = B-D-Gle-(1-6)-B-D-Gle
(92) R = B-D-Glc; Ry = H; R, = B-D-Glc
(93) R = B-D-Gle-(1-6)-B-D-Glc; R = B-D-Glc;

(95) R = B-D-Glc; R, = p-D-Gle (97) R = H; R, = B-D-Gle-(1-6)-B-D-Glc
(96) R = B-D-Gle-(1-6)-B-D-Gle; R = (98) R = B-D-Gle-(1-6)-B-D-Glc; R, = p-
B-D-Gle-(1-6)-B-D-Gle-(1-2)-p-D-Gle D-Gle-(1-6)-B-D-Gle

O fracionamento biomonitorado do extrato metandlico das sementes de Trichosanthes
kirilowii MAXIM. para a inibi¢do do fator indutor de hipoxia-1o. — 1 (HIF-1) e fator nuclear
kB (NF-xB), levou ao isolamento de uma isoaurona rara, 4',6-dihidroxi-4-metoxiisoaurona
(99), juntamente com mais trés substancias ja descritas na literatura, cucurbitacina B (34), 6-
(3-hidroxi-4-metoxistiril)-4-metdxi-2H-piran-2-ona (100) e blumenol A (101). As substancias
isoladas inibiram significantemente HIF-1 e NF-xB (com ICso variando entre 0,27-15,8 e
0,061-12,3 uM, respectivamente), sugerindo que a atividade de inibicdo de crescimento de
células tumorais, presentes em Trichosanthes Kirilowii, esta associado com a inibicdo dos
fatores HIF-1 e NF-xB (DAT et al., 2010).

HO 0 o OMe
O A OH

) | 9
OMe NS S
v o
MeO (@)
HO OH
(99) (100) aom

Ainda no género Trichosanthes, o estudo dos frutos de Trichosanthes tricuspidata
Lour. conduziram ao isolamento e elucidacao estrutural de quatorze glicosideos cucurbitanos
(khekadaengosideos A — E (104-108), F —J (111 — 115), M — N (118 — 119), cucurbitacina J
2-O-B-glicopiranosideo (109) e cucurbitacina K 2-O-B-glicopiranosideo (110)), um glicosideo
hexanorcucurbitano [khekadaengosideo K (116)] e um glicosideo octanorcucurbitano,

khekadaengosideo L (117), juntamente com dois glicosideos cucurbitanos ja descritos
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[cucurbitacina L 2-O-B-glicopiranosideo (102) e cucurbitacina L 25-O-acetil-2-O-p-
glicopiranosideo (103)] (KANCHANAPOOM et al., 2002).

OH

Z,

Ry

"11OH

(102) R =B-D-Gle; Ry =H; R, = (108) R = B-D-Glc; R, = H; R, =

OH
=

/\/%H

O OH

(109) R =B-D-Glc; R; =H; R, =

OH

O OH
= )K/\ﬁ)H

(103) R = B-D-Gle; Ry =H; R, =

(e}
)K/w(OH
(6]
)J\/\KOAC
O
(104) R = o-L-Ram-(1-2)-B-D-Glc; R, =H; R, = )W
OH

O

(105) R = a-L-Glc(1-4)-B-D--Glc; Ry =H; R, = )j\/\f
OH

0]

(106) R = B-D-Glc; R, = H; R, = )‘\/\( (110) R = §-D-Gle; Ry = H; Ry
o 1R = Gl-R—OH-R—O
(107) R = B-D-Glc; R, = H; R2=/k/* (I11) R = B-D-Gle; R, = OH; r)K%H
OH

(112)R = -D-Glc; R, = H (113) R = B-D-Glc
(114) R = B-D-Glc; R, = OH

o)

(117) R = a-L-Ram-~(1-2)-B-D-Glc
(118) R = B-D-Glc; R, 1% . Ra = orLRam-(1-2)f-D-Gle

(119) R = B-D-Glc; Ry =0 R, = a-L-Ram-(1-2)-B-D-Glc
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2.2. O género Siolmatra Cogn.

O género Siolmatra foi criado por Baillon em 1885, com o intuito de reclassificar a
espécie Siolmatra brasiliensis que pertencia ao género Alsomitra, que agora se encontra
restrito a0 Velho Mundo (Africa e Asia), que apresentava alta heterogeneidade. O nome
Siolmatra é um anagrama de Alsomitra, de onde teve origem (ROBINSON & WUNDERLIN,
2005).

2.3. Siolmatra brasiliensis (Cong.) Baill.

A espécie Siolmatra brasiliensis (Figura 2) é uma planta trepadeira conhecida
popularmente como “taiuia” ou “cipd-taua” e ¢ usada popularmente como analgésico (para
dor de dente), suas raizes sdo tidas como depurativas e antissifilitica e o caule possui
propriedades antidiabéticas (POTT & POTT, 1994; SANTOS et al., 2016).

Figura 2. Espécie Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill.

Fonte: POTT & POTT, 1994.

Alguns estudos preliminares foram realizados com a espécie S. brasiliensis. Numa
avaliagcdo da toxidez aguda do extrato etanolico do caule de S. brasiliensis em ratos, concluiu-
se que o extrato é seguro quando utilizado em doses de 10 a 100 mg/kg, também avaliaram a
toxidez do extrato bruto etanolico frente a células de Sarcoma 180 (S180), concluindo-se que

0 extrato é toxico na concentracdo de 5 mg.mL? em células de Sarcoma 180 e nas
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concentrages de 2,5 e 5 mg.mL? sobre macréfagos (com percentual de 46 e 36%,
respectivamente) (LIMA et al., 2006; LIMA et al., 2010).

O estudo com a espécie foi continuado do projeto realizado no mestrado onde se
descreveu o isolamento de quatro triterpenoides, sendo trés nor-cucurbitacinas
(cayaponosideos Ai, B4 e D) e uma saponina de esqueleto do tipo damarano 3-O-B-D-
gentiobiosil-26-0O-B-D-glicopiranosil-20-hidroxidamar-24-eno  (siolmatrosideo 1) além da
avaliacdo da atividade antidiabética em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina,
onde se concluiu que, quando ratos com diabetes induzida por estreptozotocina eram tratados
com o extrato bruto hidroetandlico da espécie, 0s mesmos apresentavam diminui¢do da

hipoglicemia e glicosdria e aumento do glicogénio hepatico (SANTOS et al., 2016).
2.3.1. Classificacdo taxonémica de Siolmatra brasiliensis.
Reino: Plantae
Classe: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Siolmatra
Espécie: Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill
Fonte: https://www.gbif.org/species/7317597 acesso em outubro de 2018.

3. RHAMNACEAE

Plantas da familia Rhamnaceae sdo um grupo de arvores, arbustos e plantas
trepadeiras cosmopolitanas que sdo agrupadas em aproximadamente 50 géneros e 900
espécies. Sdo caracterizadas por flores com estames opostos a pétala e tendéncia ao
xeromorfismo (adaptacdo a climas secos) (RICHARDSON et al., 2000). Plantas dessa familia
Rhamnaceae sdo de importancia pouco notavel no Brasil se levado em conta 0 nimero de
espeécies e sua utilizagdo que se concentra, sobretudo, em espécies ornamentais ou de frutos
comestiveis (SOUZA & LORENZI, 2005). No Brasil sdo encontrados cerca de 14 géneros da
familia Rhamnaceae com aproximadamente 47 espécies (LIMA, 2000).
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3.1. O género Ziziphus Mill.

O género Ziziphus compreende um importante género da familia Rhamnaceae. Este
género contém aproximadamente 100 espécies distribuidas na sua maioria na América
tropical, Africa, regido mediterranea, Indo-Malaia, Australia, Paquistdo e india (UR-
RAHMAN et al, 2001), a grafia Zizyphus também é utilizado, porém o nome original Ziziphus

tem sido utilizado universalmente nos ultimos 50 anos (BRUMMITT, 2000).

O género Ziziphus possui varias espécies medicinais difundidas ao redor do mundo,
com destaque para a espécie Ziziphus jujuba Mill., conhecida por “jujuba”, uma espécie muito
utilizada na medicina tradicional chinesa, que tem seu uso difundido para varias finalidades
finalidades farmacoldgicas como calmante (atuando no sistema nervoso central), para
problemas gastrointestinais, fraqueza, hepatite, infeccGes de pele, febre, faringite, bronquite,
cancer, entre outras (PLASTINA, 2016). No Brasil, a espécie mais representativa e conhecida
deste género é Ziziphus joazeiro Mart. conhecida popularmente como “juazeiro”, comumente
encontrada na caatinga nordestina, utilizada popularmente contra febre, infecgdes do trato

respiratorio, bronquite crénica, entre outras enfermidades (LEAL et al., 2010).

No Brasil hd a ocorréncia de aproximadamente nove espécies do género, sendo

distribuidas em todas as regides, exceto no sul do pais (LIMA, 2000).

Estudos de relacdes filogenéticas sugerem a recolocacao de espécies sul-americanas de
Ziziphus (como as utilizadas neste trabalho) para género Sarcomphalus Griseb., que havia
sido descontinuado (HAUENSCHILD et al., 2016). Tal sugestdo, até o momento, ndo foi

aprovada por toda a comunidade cientifica.

3.1.1. Classificacdo taxondmica das espécies de Ziziphus.
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Rosales
Familia: Rhamnaceae
Género: Ziziphus Mill.
Fonte: https://www.gbif.org/species/3039411 acesso em outubro de 2018.
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3.2.  Metabdlitos secundarios e atividades bioldgicas do género Ziziphus Mill.

Devido a variada gama de atividades farmacoldgicas atribuidas a espécies desse
género, vérios estudos sobre a composicdo de metabolitos secundarios tém sido executados
por varios grupos de pesquisa ao redor do mundo. Como exemplo, num estudo das raizes de
Ziziphus mauritiana Lam. (PANSEETA et al., 2011) que descreve o isolamento dos
alcaloides ciclopeptidicos (ACPs) mauritina L (121) e M (122), nummuralinas H (123) e B
(124) e hemsina A (125) que apresentaram atividade antiplasmddica (ICso variando de 3,7-

10,3 pM) e antimicobacteriana (substancias 122 e 123 apresetaram ICso de 72,8 e 4,5 UM,
respectivamente).

HN 2]/& HN\/KO

W HN A o R 0 D)
o = HN__oO
Y I

R
az1) 3 R

(122) R1 = A; R2 =B; R; = C; R, = NH(CH,)
(123) R, = A; R, = R; = CH,-C4Hs; R, = NH(CH,)
(124)R, =D; R, = CH(CH3)2B R; = CHj; R, = NH(CH,)

C \

{ D=
N HN\%O

O =
wm /\\

(125)

a0

Estudo realizado com a espécie Zizyphus oxyphylla Edgew descreve o isolamento e
elucidacao estrutural de um ACP de quatorze membros (quatorze 4tomos formando o ciclo

principal), ao qual se nomeou oxyphillina A (126), juntamente com a nummularina R (127)
(UR-RAHMAN et al., 2007).
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Outro estudo promovido com a espécie Z. oxyphylla e descreve o isolamento de dois
ACPs de 14 membros, oxyphillina B (128) e C (129) das cascas e raizes da espécie
juntamente com mais 13 ACP’s ja descritos na literatura. Todos foram testados quanto a sua
atividade antibacteriana frente a cepas gram-positicas e gram-negativas onde a oxyphillina B
se mostrou mais eficaz que as demais com valores de MIC variando de 5 a 50 pg.mL™*
(KALEEM et al., 2012).
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(128) (129)

Seis ACPs do tipo la-3 foram isolados a partir do estudo fitoquimico efetuado no
extrato do caule de Ziziphus apetala Hook. F. (HAN et al., 2011) denominados de apetalina A
(130), apetalina B (131), epimauritina A (132), N-6xido da epimauritina A (133), N-6xido da
mauritina A (134), apetalina C (135) e os ACP’s ja conhecidos como mauritina A (136) e
mauritina F (137) testando-os quanto a sua capacidade antidepressiva em camundongos,
citotoxidez e inibicéo in-vitro de 11B-hidroxiesteroide desidrogenase (11B-HSD). Apenas 134
apresentou atividade significativa para inibicdo de 11p-HSD com ICsp de 52,0 pg.mL™* em

humanos e 31,2 pg.mL™* em camundongos.
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No estudo fitoquimico com as partes aéreas de Ziziphus incurva Roxb., isolou-se um
flavonoide triglicosilado nomeado de bayarina (138), juntamente com seis flavonoides e duas
saponinas ja descritas na literatura (DEVKOTA et al., 2013).

OH

OH O

(138) R = Ram-(1-2)-Xil; R;{ = Ram

KANG e colaboradores (2015) descrevem O fracionamento cromatografico do extrato
das raizes de Ziziphus jujuba Mill. permitiram o isolamento e elucidagéo estrutural de cinco
ACPs do tipo Ib, jubaninas F-J (139 — 143) juntamente com os substancias ja conhecidos,
nummularina B (144), daechuina-S3 (145) e mucronina (146). As substancias 139-141 e 144
foram testadas quanto a sua capacidade antiviral frente ao virus da diarreia epidémica suina
(PEDv, sigla em inglés). Os ACPs 140, 141 e 144 apresentaram resultados significantes com
valores de concentragdo efetiva (ECso) de 13,41, 4,49 e 6,17 UM, respectivamente.
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Espécies de Ziziphus comumente apresentam também em sua composicao
triterpenoides, principalmente do tipo lupano (derivados do acido betulinico), ceanotano e
damarano (comumente na forma de saponinas). Como exemplo, num estudo sobre o potencial
antibacteriano do extrato em diclometano das cascas do caule de Zizyphus joazeiro Mart.,
onde realizou-se um fracionamento bioguiado com ensaios em 17 cepas bacterianas (incuindo
algumas sensiveis e resistentes a metilciclina) de onde isolaram cinco triterpenos, trés do tipo
lupano conhecidos como betulinato de metila (146), acido betulinico (147) e acido alfitélico
(148) e dois do tipo ceanotano conhecidos como ceanotato de metila (150) e é&cido
epigouanico (151). As substancias 150 e 151 apresentaram os menores valores de MIC para
algumas das cepas testadas (ATCC 29213, ATC 33591MRS ATCC 12228 e PVL+S.
aureusMRS) variando de 16 a 32 pg.mL™?) (LEAL et al., 2010).

(146) Rl H R2 CH3 (150) Rl = COOH R2 = OH R3 = CH3 R4 = CH3
(147)R,=H;R,=H (151) R, = CH,OH; R, = H; Ry = COOH; R, = H
(148) R, =OH; R, =H
Nove triterpenoides do tipo ceanotano e lupano (alguns na forma de ésteres) foram
isolados das cascas da raiz de Ziziphus cambodiana Pierre, acido 3-O-vanililceandtico (152),
acido zizyberanalico (153), acido ceandtico (154), lupeol (155), betulinaldeido (156), acido
betulinico (147), acido 2-O-E-p-cumaroilalfitolico (157), acido alfitélico (148) betulinaldeido

(154). Os triterpenoides foram testados quanto a sua capacidade antiplasmodica frente a

44



Plasmodium falciparum, onde 152, 157 e 158 apresentaram atividades significantivas com
ICso de 3,7, 0,9 e 3,0 ug.mL™, a capacidade antimicobateriana (frente a Mycobacterium
tuberculosis) das substancias também foi testadas onde todas as substancias foram ativas, com
excecdo da substincia (155), com valores de MIC variando de 12,5 a 100 pg.mL*
(SUKSAMRARN et al., 2006).

(152) R, = aCOOH; R, = A (155) R, = H; R, = OH; R3 = CH3
(153) R, = BCHO; R, = cOH (156) R, = H; R, = OH; R; = CHO
(154) R, = aCOOH; R, = BOH (157) R, = B; R, = OH; R; = COOH

O O
A S
OH OH
A) (B)

Saponinas do tipo damarano também sdo comumente isoladas de espécies do género

(158)

Ziziphus, onde encontra-se, na sua maioria, saponinas com por¢do aglicona da jujubogenina
(159) (KURIHARA et al., 1988).

(159)

Num trabalho de isolamento de metabolitos das folhas frescas de Zizyphus jujuba se
descreve o isolamento de quatro saponinas com aglicona jujubogenina, jujubasaponinas I-111
(160 — 162) e ziziphina (163), além da hidrolise enzimatica de (160) fornecendo as saponinas
(164) e (165). As substancias foram testadas quanto a capacidade anti adocante onde as
substancias 161 e 162 apresentaram o efeito desejado (solucdo de 1 nM das substancias,
quando aplicada na boca de voluntarios, suprimiu completamente o sabor adocicado de
solucéo de sucrose 0,4 M) (YOSHIKAWA et al., 1991).
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HO@? (160)R, = H; R, = H (164)

(162) R, = H; R, = Ac

(165)

Quatro saponinas de esqueleto damarano, semelhante as anteriores, foram isoladas das
cascas da raiz de Zizyphus lotus (L.) Desf. (RENAULT et al., 1997), sendo nomeadas
jujubosideos A-B (166-167) e lotosideos I-11 (168-169).

(167T)R = OH 0 (169) R = OH
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As revisdes apresentadas para a familia Cucurbitaceae e género Ziziphus apresentam
uma gama variada de metabolitos secundarios, com destaque para os triterpenoides, que
possuem atividades bioldgicas promissoras para variados fins, como citotoxico e anti-
inflamatdrio, por exemplo. A busca de metabdlitos secundarios presentes em espécies da flora
brasileira tem instigado varios grupos de pesquisa no Brasil e no mundo devido a sua vasta
biodiversidade, logo, faz-se necessario promover o conhecimento da composi¢do quimica
dessas espécies buscando sua utilizacdo de maneira sustentavel para fins medicinais,

nutricionais, controle de pragas, entre outras.

4.  OBJETIVOS
4.1. Obijetivo geral

I Efetuar o estudo fitoquimico e avaliacdo das atividades bioldgicas de Siolmatra
brasiliensis (Cogn.) Baill. (Cucurbitaceae) e espécies do género Ziziphus Mill. (Rhamnaceae)

selecionadas visando o isolamento e elucidacgéo estrutural de metabdlitos secundarios.

4.2. Obijetivos especificos

i. Avaliar a composicdo quimica de metabdlitos secundarios das espécies
selecionadas;

ii. Utilizar de metologias de analises fisicas de substancias organicas (RMN !H e
13C uni e bidimensionais, EM, UV, IV, etc) para se elucidar inequivocadamente as estruturas
das substancias;

iii. Avaliar atividades bioldgicas dos extratos, fracGes e metabdlitos isolados das
espécies buscando se estabelecer uma correlacdo entre a presenca dos metabdlitos com as

atividades bioldgicas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Materiais

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram de grau analitico (P.
A.)) Vetec ou Dindmica. Utilizou-se solventes deuterados (CDCls, CsDsN, DMSO-ds €

CD30D) da marca Tedia ou Deutero nos experimentos de RMN.

Os adsorventes utilizados para os processos cromatograficos foram gel de silica 60 (70
—230 e 230 - 400 mesh) da Vetec ou Silicycle.

Os procedimentos de CCDA foram realizados em cromatoplaca Silicycle ou Merck
com fator de revelagdo Fos4. Utilizou-se para revelecdo das cromatoplacas irradiagdo com luz

ultravioleta (254 e 366 nm) e reagente de vanilina sulfurica com posterior aquecimento.

Nos procedimentos de cromatografia de exclusdo molecular utilizou-se Sephadex LH
— 20 da Sigma-Aldrich.

5.2. Equipamentos

Os espectros de RMN (1D e 2D) foram obtidos em espectrometro Bruker AVANCE
11, 9,4 T (400 MHz para *H e 100 MHz para *3C) , espectrdmetro de RMN com 11,5 T (500
MHz para 'H e 125 MHz para 3C), espectrometro Agilent DD2 400 NMR (399,915 e
100,569 MHz para 'H e 3C, respectivamente) e experimentos de TOCSY seletivo foram
realizados em espectrometro Varian VNMRS 600 MHz (*H), na central analitica do 1Q-
UFRRJ ou no Leibniz Institute of Plant Biochemistry. O tratamento dos espectros de RMN foi

realizado no software MestreNova (Mestrelab Research S.L.) versdo 9.0.1-13254.

Os espectros de massas com ionizac¢do por impacto de elétrons (70 eV) foram obtidos
em equipamento CG-EM-QP2010 Plus da Shimadzu na Central Analitica do Departamento
de Quimica da UFRRJ.

Os espectros de massas de alta resolugdo com ionizagcdo por eletronspray foram
obtidos em um espectrébmetro Orbitrap Elite Mass (Thermofischer Scientific, Bremen,
Alemanha) no Leibniz Institute of Plant Biochemistry. Os espectros foram tratados em
software Xcalibur 2.2 SP1.48.
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5.3. Material vegetal
5.3.1. Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill.

O caule de S. brasiliensis foi coletado no municipio de Jangada — Mato Grosso, nas
proximidades do Posto Foz do Iguacu, no distrito de Nova Jangada (BR-364/BR-163), uma
amostra testemunho foi identificada pela Profé. MSc. Vali Joana Pott, do departamento de
Biologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. A amostra foi depositada no

herbario da mesma instituicdo sob nimero CGMS: 31.643.

5.3.2. Espécies de Ziziphus Mill.

Coletaram-se folhas e caule de quatro espécies de Ziziphus (Tabela 1). Folhas e caule
de Ziziphus joazeiro Mart. foram coletados no campus da UFRRJ, uma amostra testemunho
foi depositada no herbario central da UFRRJ sob nimero: RBR 39319.

Folhas e caules de Ziziphus glaziovii Warm. e Ziziphus platyphylla Reissek foram
coletadas na Reserva Natural da Vale do Rio Doce em Linhares — ES e identificadas por
Domingos Antdnio Folli (bidlogo da reserva), uma amostra testemunho de cada espécie foi
depositada no herbario central da UFRRJ sob nimeros: RBR 39317 e RBR 39318,

respectivamente.

Folhas e caule de Ziziphus oblongifolia foram coletados no municipio de Cuiaba —
MT, as margens do rio Coxipd, em setembro de 2015 sob a supervisdo da Prof?. Dr2. Virginia
Claudia da Silva. Uma amostra testemunho foi coletada e depositada no herbéario central da

Universidade Federal de Mato Grosso sob nimero: 42.854.

Tabela 1. Espécies de Ziziphus Mill. coletadas.

Espécie Caule Folhas Local de Coleta

Z. joazeiro Mart. 1,72kg 712g  Campus da UFRRJ (Seropédica, Rio
de Janeiro, Brasil)

Z. glaziovii Warm. 157kg 3979g Reserva Natural da Vale (Linhares,

Espirito Santos, Brasil)
Z. platyphylla Reissek 1,46 kg 2779  Reserva Natural da Vale (Linhares,
Espirito Santo, Brasil)
Z. oblongifolius S. 2,10kg 762g  Margens do rio Coxipd (Cuiaba,
Moore* Mato Grosso, Brasil)
* Sinonimia de Ziziphus mistol Grieseb.
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5.4. Preparacao dos extratos

O caule de S. brasiliensis foi coletado e seco a temperatura ambiente e entdo triturados
e pesados, totalizando 2,07 kg de material botanico seco. Submeteu-se o material boténico a
percolacdo com mistura hidroalcodlica de etanol:dgua (7:3) (6 L). Retirou-se o percolato
periodicamente e submeteu-se 0 mesmo a evaporacao em evaporador rotativo para a retirada
do solvente e estufa de circulacdo até secagem do extrato. Foram realizados trés ciclos de

extracdo de onde obteve-se 236 g de extrato bruto hidroetandlico da espécie (Sb-EBHE).

Os materiais botanicos das espécies de Ziziphus foram secos a temperatura ambiente e
moidos mecénico de facas. Ap6s a moagem, o material foi submetido a maceracao a frio com
metanol, retirou-se periodicamente a solucdo que foi concentrada sob pressao reduzida que,
apos retirada total do solvente, forneceram as quantidades descritas na tabela abaixo (Tabela
2):

Tabela 2. Extratos obtidos das espécies de Ziziphus.

Espécie Orgdo  Massa de material (kg) Massa de extrato obtida
(9
Ziziphus joazeiro Mart. Caule 1,72 134,75
Folhas 0,71 45,34
Ziziphus glaziovii Warm. Caule 1,57 81,25
Folhas 0,40 31,33
Ziziphus platyphylla Reissek Caule 1,46 67,81
Folhas 0,28 23,43
Ziziphus  oblongifolius S. Caule 2,10 60,70
Moore Folhas 0,76 105,30

5.5. Isolamento de metabdlitos secundario de Siolmatra brasiliensis.

149 g do Sb-EBHE foram submetidos a parti¢do liquido-liquido. Solubilizou-se os
149 g do extrato em 1 L de solugdo MeOH:H>O (1:1), transferiu-se a amostra para funil de
decantagdo e extraiu-se com solventes organicos de diferentes polaridades de maneira
exaustiva. Usou-se CHCIs (0,8 L), AcOEt (1,2 L) e BuOH (2 L) obtendo-se, assim, ap0s
evaporacao do solvente em evaporador rotativo com pressdo reduzida, as fragdes cloroférmica
(Sb-FC) (17 g, 11,4%), acetato de etila (Sb-FA) (8,4 g, 5,6%) e n-butandlica (Sb-FB) (26,7
0, 17,9) e a fracéo residual (Sb-FR) (79,19 g, 53,2%).
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5.5.1. Procedimentos cromatograficos com Sb-FC.

16 g de Sb-FC foram submetidas a cromatografia em coluna de gel de silica 60 (70 —

230 mesh, h =46 cm, d = 4,5 cm) com gradiente de solventes organicos conforme a tabela a

sequir (Tabela 3).

Tabela 3. Fases moéveis utilizadas no fracionamento de Sbh-FC.

Fase movel Volume (L) Fase movel Volume (L)
Hex 0,5 CHCI3:AcOEt (6:4) 0,6
Hex:CHCIz (9:1) 0,5 CHCI3:AcOEt (3:7) 1,0
Hex:CHClIz (8:2) 0,4 CHCIl3:AcOEt (2:8) 1,0
Hex:CHCIz (7:3) 0,5 CHCI3:AcOEt (1:9) 0,8
Hex:CHClIz (6:4) 0,4 AcOEt 2,0
Hex:CHCIz (1:1) 0,5 AcOEt:MeOH (95:5) 1,4
Hex:CHClIs (4:6) 1,0 AcOEt:MeOH (9:1) 0,6
Hex:CHCIz (3:7) 0,5 AcOEt:MeOH (8:2) 1,8
Hex:CHClIz (2:8) 1,5 AcOEt:MeOH (7:3) 0,4
Hex:CHCIz (1:9) 0,5 AcOEt:MeOH (6:4) 1,2
CHCIs 1.3 AcOEt:MeOH (1:1) 0,8
CHCIl3:AcOEt (95:5) 4,3 AcOEt:MeOH (3:7) 0,6
CHCI3:AcOEt (9:1) 0,6 AcOEt:MeOH (2:8) 0,6
CHCI3:AcOEt (8:2) 3,1 AcOEt:MeOH (1:9) 0,2
CHCI3:AcOEt (7:3) 0,9 MeOH 1,0

Coletaram-se 232 fragOes de aproximadamente 125 mL cada. As fragdes foram

concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e entdo analisadas em CCDA

utilizando radiacdo ultravioleta (254 e 365 nm) e solucdo de vanilina-H.SO4 como

reveladores.

Ap0s analises as fragdes foram reunidas por similaridade de Rf em 30 grupos (Sb-C1

a Sb-C30) conforme a tabela a seguir (Tabela 4).
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Tabela 4. Grupos formados pela reunido das fraces de SB-FC.

Grupo  Fracgdes reunidas Massa(mg) | Grupo  Fracgdes reunidas  Massa (mg)
Sb-C1 1 977,6 Sb-C16 84 — 87 150,4
Sh-C2 2 11,4 Sh-C17 88 — 96 220,9
Sb-C3 3-5 17 Sb-C18 97 -100 77,9
Sh-C4 6-9 13,8 Sh-C19 101 - 109 551,7
Sb-C5 10-16 94,8 Sb-C20 110 - 117 361,8
Sb-C6 17 -18 40,3 Sb-C21 119-129 5217,1
Sh-C7 19-25 149,8 Sh-C22 130 - 140 3898
Sh-C8 26 - 32 10288 Sh-C23 141 - 150 5126
Sh-C9 33-38 4231 Sh-C24 151 - 160 276,5
Sb-C10 40 - 45 236,5 Sh-C25 161 - 169 19133
Sh-C11 46 — 52 158,8 Sb-C26 170-176 1505,6
Sb-C12 53 - 66 228,7 Sb-C27 177 — 188 943,6
Sh-C13 6771 236,8 Sb-C28 189 — 199 696,8
Sb-C14 72-80 703,7 Sh-C29 200 - 216 11658
Sb-C15 8183 62,1 Sb-C30 217 — 232 540,9

5.5.1.1. Fracionamento de Sb-C10

Submeteu-se o grupo Sb-C10 (236 mg) a cromatografia em coluna de gel de silica
(230 — 400 mesh, h = 24 cm; d = 2 cm) empregando=se como fase movel, gradiente de
CHCI3:AcOEt (95:5 a 0:10, 100 mL cada).

Coletaram-se 85 fragdes de aproximadamente 10 mL que foram analisadas em CCDA

e agrupadas por similaridade de Rf.

Submeteu-se, entdo, a fracdo Sb-C10.5 (fracdes 26-35, 60 mg) a cromatografia em
coluna de gel de silica (230 — 400 mesh, h = 22,5 cm, d = 2,2 cm) com eluicdo em gradiente
de CHCIs:AcOEt (98:2 a 92:8, 50 mL cada) de onde coletaram-se 22 fracOes de
aproximadamente 6 mL. As fracbes 14 a 18 (13 mg), provenientes desta separacgéo,
apresentaram-se com uma mancha majoritaria que foi isolada por CCDP eluida em sistema de
CHCI3:AcOEt (97:3) fornecendo, ao final da extragdo da mancha, 7 mg da flavanona

conhecida como sakuranetina (7 mg, Sb1).
5.5.1.2. Fracionamento de Sb-C12/Sb-C13 (450 mg)

Reuniu-se as fragcbes Sh-C12 e Sh-C13 (450 mg), pois as mesmas apresentavam em
CCDA algumas manchas com Rf semelhantes. Submeteu-se as amostras totalizando 450 mg a
cromatografia em coluna de gel de silica 60 (70 — 230 mesh) com eluicdo em gradiente de
CHCI3:AcOEt (98:2 a 94:6, 100 mL cada) de onde coletaram-se 75 fracOes de
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aproximadamente 6 mL. Apds analises em CCDA reuniu-se as fracbes semelhantes por
similaridade de Rf.

Submeteu-se o grupo Sb-C12.5 (30 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex —
LH20 (h = 22 cm, d = 2 cm) com fase movel em CHCI3:MeOH (9:1, 200 mL) de onde
coletaram-se 25 fracdes de aproximadamente 5 mL cada. Apos analises em CCDA as fracoes
9 e 18 apresentaram-se puras e foram submetidas a analises de RMN tH e 3C. A fracéo 9 (6
mg, Sb2) foi identificada como sendo o flavanonol 4',7-O-dimetil-diidroquercetina e a fragdo
18 (8 mg, Sb3) como sendo o flavonol ramnocitrina, ambos ja descritos na literatura
cientifica. A cromatografia do grupo Sb-C11 em coluna de Sephadex — LH20 nos mesmos

parametros do grupo anterior, forneceu novamente (7 mg) do flavonol ramnocitrina.
5.5.1.3. Fracionamento de Sh-C14

Submeteu-se o grupo Sb-C14 (100 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex —
LH20 nos mesmos parametros dos grupos anteriores (200 mL de solugéo eluente), de onde
coletaram-se 23 fracBes de aproximadamente 5 mL cada. Apo6s analisadas em CCDA as
fracdes 15 e 23 apresentaram-se puras e foram submetidas a analises de RMN *H e 3C. A
fracdo 15 (6 mg, Sb4) foi identificada como sendo o flavanonol 7-O-metil-aromadendrina e a
fragdo 23 (9 mg, Sb5) como sendo a flavanona naringenina.

5.5.1.4. Fracionamento de Sh-C19

Submeteu-se o grupo Sb-C19 (523 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex —
LH20 (h =30 cm, d = 2 cm), utilizando-se como fase mével mistura de CHCI3:MeOH (7:3,
150 mL). Coletaram-se 23 fracBes de aproximadamente 5 mL que foram submetidas a

analises em CCDA e posteriormente agrupadas por similaridade de Rf.

O subgrupo Sb-C19.3 (297 mg) foi fracionado por cromatografia em coluna de gel de
Sephadex-LH20 (h = 30 cm, d = 2 cm) empregando-se como fase movel mistura de
CHCI3:MeOH (9:1, 100 mL). Coletaram-se 10 fracdes de aproximadamente 5 mL.

Submeteram-se as amostras a analises em CCDA e agruparam-se por similaridade de Rf.

Analisou-se 0 subgrupo Sb-C19.3.2 (214 mg) em CCDA onde 0 mesmo apresentou
manchas majoritaria, optando-se entdo por submeter-se o grupo a cromatografia em coluna de
gel de silica (70 — 230 mesh, h = 25 cm, d = 2 cm) e empregando-se como fase mdvel
gradiente de CHCI3:AcOEt (9:1 a 6:4, 150 mL cada). Coletaram-se 50 fragcbes de
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aproximadamente 5 mL. Submeteram-se as amostras a anélise em CCDA e reuniram-se por

similaridade de Rf.

O grupo Sb-C19.3.2.2 apresentou-se com manchas majoritarias optando-se entdo por
submeter o grupo a CCDP em placa de gel de silica 60 F2s4 € empregando-se como fase movel
um sistema de CHCI3:AcOEt (8:2) coletando-se ao final do processo uma mancha majoritaria
que foi extraida da fase estaciondria com mistura de CHCI3:MeOH (8:2) (11 mg, Sb6). Apds
analises de RMN H e *C e CG-EM a substéncia foi identificada como sendo uma lignana do

tipo dibenzilbutirolactol conhecida por 3,4'-dihidroxi-4,9,3'-trimetoxi-9,9'-epoxilignana.
5.5.1.5. Fracionamento de Sb-C20

Submeteu-se o grupo Sb-C20 (360 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex —
LH20 (h = 26 cm, d = 2 cm) com eluicdo isocratica de CHCI3:MeOH (9:1, 150 mL),
coletaram-se 23 fracdes de aproximadamente 5 mL cada. As amostras foram submetidas a

analise em CCDA e agrupadas por similaridade de Rf.

O grupo Sb-C20.5 (75 mg) apresentou mancha majoritaria sendo entdo submetido a
cromatografia em coluna de gel de silica 60 (230 — 400 mesh, h = 23 cm, d = 1,5 cm) com
eluicdo isocratica com mistura de CHCIs:AcOEt (1:1, 150 mL). Coletaram-se 20 fracBes de
aproximadamente 5 mL cada, onde a fracdo 11 apresentou-se quase pura, optando-se entdo
por fazer uma filtracdo em coluna de gel de silica (230 — 400 mesh) onde se aplicou a amostra
com a fase estacionaria seca e entdo aplicou-se a fase movel, CHCI3:AcOEt (6:4), para
retirada da substancia pura (13 mg, Sb7).

Apds analises de RMN H e 3C e CG-EM a substincia Sb7 foi identificada como

sendo a lignana do tipo dibenzilbutirolactol 4,9,4'-trihidroxi-3,3'-dimetoxi-9,9'-epdxilignana.
5.5.1.6. Fracionamento de Sh-C24

O grupo Sh-C24 (276 mg) foi solubilizado em mistura de CHCI3:MeOH (1:1) onde
houve a precipitagdo de um sdélido esbranquicado que foi lavado com acetona quente

totalizando 43 mg do precipitado, que por CCDA apresentou-se puro.

Apos analises de RMN H e 3C (uni e bidimensionais) a amostra foi identificada como sendo
0 esteroide glicosilado conhecido como daucosterol (B-sitosterol 3-O-B-D-glicopiranosideo)
(55 mg, Sb8).
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5.5.1.7. Fracionamento de Sh-C25

Submeteu-se o grupo Sb-C25 (1,9 g) a cromatografia em coluna de Sephadex — LH20
(h =27 cm; d = 2 cm) com eluicdo isocratica de CHCI3:MeOH (9:1, 300 mL), coletaram-se

30 fracOes de aproximadamente 8 mL cada.

Ap0s analise em CCDA, reuniram-se as fra¢6es por similaridade de Rf em seis grupos
(Sb-C25.1 — Sh-C25.6).

O grupo Sb-C25.2 (fracdes 9 — 12, 475 mg) foi submetido a cromatografia no sistema
Isolera Four ACI™ (Accelerate Chromatography Isolation) com coluna Snap KP-Sil 25g,
eluicdo isocratica de CH.Cl2:MeOH (9:1, 25 mL.min). Coletaram-se 25 fracdes de 11 mL
cada que foram analisadas por CCDA, onde a fragdo 12 apresentou-se pura e através de
analises de RMN H e *3C (uni e bidimensionais) identificou-se a amostra como sendo a

cucurbitacina cayaponosideo Az (13 mg, Sh9).

O grupo Sb-C25.4 (fragbes 17 — 19, 115 mg) também foi submetido a cromatografia
no sistema Isolera Four ACI™ com coluna Snap Ultra 10g, eluicdo em gradiente de
CHCl3:MeOH (95:5 — 8:2, 15 mL.min). Coletaram-se 50 fracdes de 15 mL cada que foram
analisadas em CCDA, onde as fracdes 24, 33 e 35 se apresentaram puras. Apos analises de
RMN uni e bidimensionais, as fracdes foram identificadas como sendo as cucurbitacinas
cayaponosideo A (19 mg, Sbl10) 25-acetoxi-2-(B-D-glicopiranosiloxi)-3,16R,20,22-
tetrahidroxi-29-norcucurbita-1,3,5(10)-trien-11-ona (6 mg, Sb11) e cayaponosideo C (8 mg,
Sb12.

5.5.1.8. Fracionamento de Sh-C26.

Submeteu-se o grupo Sb-C26 (1,5 g) a cromatografia em coluna de Sephadex — LH20
(h =25 cm; d =2 cm) com eluicdo isocratica de CHCI3:MeOH (9:1, 250 mL), coletaram-se
25 fragOes de aproximadamente 8 mL cada. Apos analise em CCDA, reuniram-se as fragdes

conforme suas devidas similaridades de Rf.

O subgrupo Sbh-C26.5 (fragbes 18 — 19, 165 mg) foi submetido a cromatografia no
sistema Isolera Four ACI™ com coluna Snap Ultra 10g, eluicdo em sistema de
CH2Cl:MeOH (95:5 — 8:2, 10 mL.min). Coletaram-se 40 fragdes de 12 mL que foram
analisadas em CCDA onde a fragdo 53 se apresentou pura, apos analises de RMN H e
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DEPTQ, identificou-se a mesma como sendo a cucurbitacina conhecida como cayaponosideo
Cz (14 mg, Sb13).

O grupo Sh-C26.6 (fragdes 20 — 22, 150 mg) foi submetido a cromatografia em coluna
de Sephadex — LH20 (h = 30 cm, d = 2 cm) com eluicdo isocratica em MeOH (200 mL).
Coletaram-se 28 fracdes de aproximadamente 7 mL cada. Apos analises em CCDA, as

amostras foram agrupadas por similaridade de Rf.

O grupo Sh-C26.6.2 (109 mg) foi submetido a cromatografia no sistema Isolera Four
ACI™ com coluna Snap KP-Sil 25g e eluicdo em gradiente de CH2Cl2:MeOH (95:5 — 6:4, 25
mL.min™). Coletaram-se 50 fragdes de 10 mL. Apds analisadas em CCDA as fragdes 35-38
(substancia Sb14) apresentaram-se puras, apos as analises de RMN H e DEPTQ, identificou-

se a substancia Sb14 como sendo a nor-cucurbitacina como cayaponosideo D (6 mg, Sb14).
5.5.2. Procedimentos cromatograficos com Sb-FA

7,5 gramas de Sb-FA foram submetidas a cromatografia em coluna de gel de silica (70
— 230 mesh, h =28 cm, d = 4,5 cm). Eluiu-se a coluna com mistura de CH2Cl2:MeOH (95:5)
a (0:100) conforme a tabela abaixo (Tabela 5).

Tabela 5. Fases méveis utilizadas no fracionamento de Sb-FA

Fase movel Volume (L) Fase movel Volume (L)
CH2Cl2:MeOH (95:5) 1,4 CH2Cl2:MeOH (1:1) 1,0
CH2CI2:MeOH (9:1) 1,4 CHCl2:MeOH (4:6) 0,6

CH2Cl2:MeOH (85:15) 1,0 CHCl2:MeOH (3:7) 0,4
CH2ClI>:MeOH (8:2) 1,0 CHCl2:MeOH (2:8) 0,8
CHCl2:MeOH (75:25) 0,6 CHCl2:MeOH (1:9) 0,6
CH2ClI2:MeOH (7:3) 1,0 MeOH 0,5
CH2Cl2:MeOH (6:4) 1,2 MeOH + 1% MeCOOH 0,8

Coletaram-se 75 fracOes de aproximadamente 125 mL que foram concentradas em
evaporador rotativo, analisadas em CCDA e entéo reunidas por similaridade de Rf de acordo
com abaixo (Tabela 6), nas fracbes 29-32 identificou-se a presenca majoritaria da nor-

cucurbitacina isolada na fragdo CHCIs, cayaponosideo D (Sb14) (= 1,1 g).
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Tabela 6. Grupos formados pela reunido das fracdes de Sb-FA.

Grupo FracOes reunidas Massa (g) | Grupo Fracdes reunidas Massa (Q)
Sb-Al 1-6 0,046 Sb-A8 33-35 0,227
Sb-A2 7-10 0,217 Sb-A9 36 —40 0,697
Sb-A3 12 -13 0,104 Sb-A10 41 - 46 0,396
Sh-A4 14 -18 0,350 Sbh-Al11 47 —-54 0,544
Sbh-A5 19-21 0,141 Sh-A12 55-65 0,339
Sbh-A6 22 -25 0,700 Sb-A13 66 — 69 0,195
Sh-A7 26— 28 0,663 Sbh-Al4 70-75 0,106

5.5.2.1. Fracionamento de Sh-A2

Submeteu-se 0 grupo Sb-A2 (217 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex-LH20
(h =35 cm, d = 2 cm) eluindo-se com sistema isocratico de CH2Cl.:MeOH (9:1, 300 mL).
Coletaram-se 20 fracbes de aproximadamente 10 mL. Houve a precipitacdo de um sélido
amarelado nas fracdes finais (17-19, 13 mg) que foi identificada como a flavanona

naringenina por comparagdo (Rf e RMN *H) com a substancia Sb5.
5.5.2.2. Fracionamento de Sh-A4

Submeteu-se o grupo Sh-A4 (350 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex-LH20
(h =35 cm, d =2 cm) com eluicdo em sistema isocratico de CH,Cl:MeOH (9:1, 200 mL).
Coletaram-se 15 fracOes de aproximadamente 10 mL cada, que foram analisadas por CCDA.
Submeteu-se as fragdes iniciais (3-7, 48 mg) a cromatografia em silica (70 — 230 mesh, h = 20
cm, d = 1,5 cm) com eluicdo em sistema isocratico de CH2Cl2:MeOH (85:15) de onde isolou-
se a nor-cucurbitacina cayaponosideo Az, identificada por comparacdo de Rf e espectro de
RMN *H da substancia Sb9.

5.5.2.3. Fracionamento de Sh-A5

Submeteu-se 0 grupo Sh-A5 (141 mg) a cromatografia em coluna de Sephadex-LH20
nas mesmas condi¢es do grupo anterior (Sb-A4) (200 mL de eluente). Coletaram-se 16
fragbes de aproximadamente 10 mL cada que foram analizadas em CCDA e reunidas por
similaridade de Rf em 3 grupos (Sb-A5.1 — Sh-A5.3). Submeteu-se o grupo Sb-A5.2 (30 mg)
a cromatografia em gel de silica (230 — 400 mesh, h =12 cm, d = 1 cm) com eluicdo em
sistema isocratico de CH2Cl:MeOH (85:15, 50 mL) de onde isolou-se, na fragdo 9-10 (12
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mg) o nor-ccucurbitacina cayaponosideo Cs que foi comparada por Rf e espectro de RMN H
com a substancia Sb13.

5.5.2.4. Fracionamento de Sh-A6

Submeteu-se o grupo Sb-A6 (700 mg) a coluna de gel de silica (h =26 cm, d =2 cm,
230 — 400 mesh) com gradiente de CH.Cl;:MeOH (9:1 — 6:4, 100 mL cada) de onde
coletaram-se 35 fracOes de aproximadamente 12 mL cada. Analizou-se as amostras por
CCDA e reuniram-se as fragdes em 3 grupos (Sb-A6.1 — Sb-A6.2), entdo submeteu-se 0
grupo Sb-A6.2 (102 mg) a cromatografia em coluna de gel de silica (h =21 cm, d =1 cm, 230
— 400 mesh) com eluicdo em sistema isocratico de CH>Cl>:MeOH (85:15, 100 mL) de onde

isolou-se, nas fragdes 6-8 (22 mg), a nor-cucurbitacina cayaponosideo B (36 mg, Sb15).
5.5.2.5. Fracionamento de Sb-A7

Submeteu-se o grupo Sb-A7 (663 mg) a cromatografia de adsor¢do com gel de silica
(230 — 400 mesh, h =19 cm, d = 3 cm) com eluicdo em gradiente de CH,Cl,:MeOH (85:15 e
8:2, 200 mL cada) de onde coletaram-se 28 fracdes de aproximadamente 10 mL cada.
Analisaram-se as amostras em CCDA e agrupou-se em seis grupos por similaridade de Rf
(Sb-A7.1 — Sb-A7.6). Submeteu-se o grupo Sb-A7.5 (210 mg) a CLAE semi-preperativa nas
seguintes condi¢des: coluna Phenomenex Cig (30 cm x 10 mm x 5 um), elui¢do isocratica em
sistema de H,0:MeOH (55:45), UV em 280 nm, fluxo de 3,5 mL.min, ocorrendo a eluicéo
de uma substancia em 7 minutos que foi identificada como um derivado fendlico 4-[2-(p-
hidrdxifenil)-1-oxoetil]-3-O-B-D-glicopiranosil-5-hidroxibenzoato  de  metila, nomeado
siolmatrina (17 mg, Sb16).

5.5.2.6. Fracionamento de Sh-A9

Submeteu-se o0 grupo Sb-A9 (840 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20) com eluigdo isocratica com sistema de CHCIl3:MeOH (7:3) coletando-se 20
fracOes de aproximadamente 15 mL cada. Apds analisadas em CCDA, agrupou-se as fragdes
por similaridade de Rf em quatro grupos (Sb-A9.1 — Sb-A9.4). Submeteu-se o grupo Sb-A9.2
(164 mg) a cromatografia de adsorcdo em gel de silica (230 — 400 mesh, h =20 cm, d =1
cm,) com eluicdo isocratica em sistema de CHCI3:MeOH (6:4, 250 mL) coletando-se 22
fragdes de 10 mL onde nas fragdes de 17-18 identificou-se uma saponina de esqueleto
damarano, 20,26-dihidroxi-damar-24-eno 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo,

nomeada siolmatrosideo 11 (27 mg, Sb17).
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5.5.2.7. Fracionamento de Sh-Al11l

Submeteu-se o grupo Sb-Al1l (602 mg) a cromatografia em fase reversa (Cigs) (h = 15
cm, d =2 cm) com eluicdo em gradiente com sistemas MeOH:H»O (7:3 — 9:1, 100 mL cada)
de onde coletaram-se 30 fracGes de aproximadamente 10 mL cada. Apds analisadas em
CCDA, agruparam-se as fracdes em cinco grupos (Sb-A11.1 — Sb-A11.5). O grupo Sb-A11.3
(fracBes 16 — 18) apresentou uma substancia majoritaria que foi identificada por analise de
RMN como outra saponina de esqueleto do tipo damarano identificada como 20-
hidroxidamar-24-eno 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosil]-26-O-p-D-

glicopiranosideo, nomeada de siolmatrosideo 111 (47 mg, Sb18).
5.5.2.8. Fracionamento de Sb-A12

Submeteu-se 0 grupo Sb-A12 (339 mg) a cromatografia em fase reversa (Cis, h = 15
cm, d =2 cm) com eluicdo em gradiente com sistemas MeOH:H20 (7:3 — 10:0, 100 mL cada)
de onde coletaram-se 31 fragdes de aproximadamente 10 mL cada. Apds analisadas em
CCDA, agruparam-se as fraces em seis grupos (Sb-Al12.1 — Sb-A12.6). Submeteu-se o grupo
Sb-A12.2 (20 mg) a cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex-LH20) com eluicdo
isocratica com MeOH de onde isolou-se mais uma saponina de esqueleto do tipo damarano
identificada como 20-hidréxidamar-24-eno 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-6)-p-D-glicopiranosil-
(1-2)-B-D-glicopiranosil]-26-O-B-D-glicopiranosil-(1-6)-B-D-glicopiranosideo, nomeada de
siolmatrosideo V (28 mg, Sb20,). O grupo Sb-A12.3 (28 mg) apresentou-se praticamente
puro em CCDA e, apds analises espectroscopicas, foi identificado como outra saponina do
tipo damarano, 20-hidroxidamar-24-eno 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosil]-26-
O-B-D-glicopiranosil-(1-6)-p-D-glicopiranosideo, nomeada de siolmatrosideo 1V (35 mg,
Sb19).

5.5.3. Procedimentos cromatogréaficos com Sb-FB

Submeteu-se 2 g de Sb-FB a cromatografia em coluna de Sephadex — LH20 (h = 41
cm, d = 3,5 cm) com eluicdo isocratica com sistema de MeOH:H.O (7:3, 500 mL).
Coletaram-se 45 fracOes de aproximadamente 10 mL cada. As fracGes foram secas e
analisadam em CCDA com comparagdo com padrdes das saponinas isoladas na fragéo
anterior (Sb-FA), sendo possivel identificar as substancias Sb18, Sb19 e Sb20 como

majoritarias na fracdo Sb-FB.

59



5.6. Isolamento de metabdlitos secundarios de Ziziphus Mill.

Ap0s as avaliagdes das atividades antibacterianas (p. 170 e 173) e citotoxica (p. 175)
optou-se pelo estudo fitoquimico de espécies que apresentaram boas atividades e que nao
possuissem muitos estudos registrados na literatura quanto a sua composi¢cdo de metabdlitos
secundarios. Sendo assim, devido a eficiente atividade de inibicdo de Bacillus subtilis e
atividade citotoxica frente a linhagem celular HT-29, optou-se por efetuar os procedimentos
cromatogréaficos para o isolamento de metabolitos secundarios do extrato metanolico do caule
de Ziziphus glaziovii Warm. (ZgC-EBM).

5.6.1. Fracionamento do extrato de Ziziphus glaziovii Warm.

ZgC-EBM (60 g) foi suspenso em mistura de metanol e &gua (7:3) (1 L), inserido em
funil de separacdo e entdo extraido exaustivamente com n-hexano, CHCIs, AcOEt e BuOH.
Cada fracdo foi concentrada sob pressdo reduzida fornecendo 5,07 (ZgC-FH), 18,0 (ZgC-
FC), 8,40 (ZgC-FA) e 16,28 (ZgC-FB) gramas de cada fracéo, respectivamente.

5.6.2. Procedimentos cromatogréaficos com ZgC-FC

Incorporou-se 17 gramas da fracdo de ZgC-FC a mesma quantidade de gel de silica
(70-230 mesh) e entdo submeteu-se a pastilha a cromatografia em coluna aberta (h =46 cm, d
= 5 cm) utilizando-se como fase mdvel CH>Cl>. e MeOH nas propor¢des e quantidades

descritas na tabela abaixo (Tabela 7).

Tabela 7. Fases moveis empregadas no fracionamento de ZgC-FC.

Fase movel Volume (L) Fase Movel Volume (L)
CH2Cl 1,30 CH2Cl>:MeOH (85:15) 1,00
CH:Cl,:MeOH (98:2) 0,75 CH2Cl2:MeOH (8:2) 1,25
CH2Cl2:MeOH (96:4) 2,00 CHCl>:MeOH (75:25) 1,25
CH2Cl2:MeOH (94:6) 1,50 CH2Cl2:MeOH (7:3) 1,75
CH:Cl,:MeOH (92:8) 1,25 CH2Cl2:MeOH (6:4) 0,75
CH2Cl2:MeOH (9:1) 1,00 CH2Cl2:MeOH (1:1) 1,00
CHCl,:MeOH (87,5:12,5) 1,00 CH2Cl2:MeOH (3:7) 1,00

Coletaram-se 205 fracbes de aproximadamente 70 mL cada. As fracbes, ap0s

concentradas sob pressdo reduzida, foram analisadas em CCDA onde utilizou-se para
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visualizaca luz ultravioleta (254 e 366 nm) e solucdo de vanilina-H>SO4. Na fracdo 5 houve
precipitacdo de um sélido amarelado que foi analisado por RMN (1D e 2D) e EM-AR-ESI
que foi identificado como uma xantona conhecida por liquenxantona (8 mg, Zgl), um
precipitado esbranquicado foi retirado da fracdo 89 e identificado como daucosterol (16 mg),
os dados espectroscépicos foram comparados também com a substéncia Sb8 isolada de S.
brasiliensis. De acordo com sua similaridade, as fracdes da coluna classica foram agrupadas

formando-se 28 grupos (ZgC-C1 — ZgC-C28) como mostrado abaixo (Tabela 8).

Tabela 8. Grupos formados pela reunido das fragdes de ZgC-FC.

Grupo FracOes reunidas Massa (mg) | Grupo FracOes reunidas  Massa (g)
ZgC-C1 30— 36 149 ZgC-C15 102 - 109 150
Z9C-C2 3742 561 ZgC-C16 110 - 113 112
ZgC-C3 43 - 44 280 ZgC-C17 114 -121 310
ZgC-C4 45— 49 314 ZgC-C18 122 - 131 417
ZgC-C5 50 —-59 290 ZgC-C19 132 - 135 203
ZgC-C6 60 — 64 212 ZgC-C20 136 — 141 243
ZgC-C7 65 — 68 166 ZgC-C21 142 - 151 889
ZgC-C8 6971 100 ZgC-C22 152 - 161 638
ZgC-C9 73-76 126 ZgC-C23 162 - 171 747

ZgC-C10 7779 150 ZgC-C24 172 - 177 643
ZgC-C11 80 - 82 167 ZgC-C25 178 - 181 610
ZgC-C12 83— 86 214 ZgC-C26 183 — 188 430
ZgC-C13 87-91 244 ZgC-C27 189 - 192 419
ZgC-C14 92-101 245 ZgC-C28 193 — 207 312

Os grupos entdo foram submetidos a diferentes metodologias cromatogréaficas a fim de

se isolar os metabdlitos secundarios presentes nos mesmos.
5.6.2.1. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C2

Submeteu-se o grupo ZgC-C2 (561 mg) a cromatografia em coluna aberta com gel de
silica 60 (70 — 239 mesh), usou-se uma mistura de CH2Cl2:AcOEt (6:4) como fase movel.

Coletaram-se 24 fra¢Ges que foram analisadas por CCDA, na fracdo 18 (e fracdes proximas)
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houve a precipitacdo de um sélido branco que foi analisado por RMN (1D e 2D) e
identificado como sendo &cido betulinico (160 mg, Zg2).

5.6.2.2. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C3

Submeteu-se o grupo ZgC-C3 (280 mg) a cromatografia em coluna aberta
empregando-se gel de silica 60 (h = 18cm, d = 2,5 cm, 230 — 400 mesh) como fase
estacionaria e mistura de CH.Cl.:MeOH (95:5) como fase movel. 30 fragbes de
aproximadamente 8 mL foram coletadas, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com sua
similaridade de Rf em 4 grupos (ZgC-C3.1 — ZgC-C3.4).

Houve a precipitacdo de um solido esbranquicado em ZgC-C3.4, separou-se 0 mesmo
do restante da amostra e lavou-se com metanol. Apds anélise em CCDA e anélise de EM-ESI
o0 precipitado foi submetido a EM-AR-ESI e analises de RMN (1D e 2D) e identificado como
sendo &cido epigouanico A (92 mg, Zg3).

Submeteu-se ZgC-C3.4 (120 mg) a cromatografia em coluna aberta com gel de silica
60 (70 — 230 mesh) como fase estacionaria e mistura de CH,Cl,:AcOEt (8:2 — 1:1) como fase
movel. Coletaram-se 40 fracGes de aproximadamente 5 mL cada, que foram analisadas em
CCDA. As fragdes 33 a 38 apresentaram uma mancha azulada quando submetidas a reagente
de vanilina-H2SO4, submeteu-se entdo a amostra a espectroscopia de RMN e EM-AR-ESI.
Apbs analises a amostra foi identificada como sendo um novo triterpeno do tipo damarano

nomeado ziziglaziovigenina (25-hidroxijujubogenina) (8 mg, Zg4).
5.6.2.3. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C4.

Submeteu-se ZgC-C4 (314 mg) a cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex-
LH20) em coluna aberta (h = 41 cm, d = 3,5 cm) utilizando-se mistura de CH>Cl>:MeOH
(9:1) como fase movel. Coletaram-se 40 fracdes de aproximadamente 5 mL cada, na fracdo 38
houve a precipitagdo de um solido que foi analisado por EM-AR-ESI e RMN (1D e 2D) sendo
identificado como &cido ceanotico (130 mg, Zg5). Apos analisadas em CCDA, as fragdes
foram agrupadas em 3 subgrupos (ZgC-C4.1 — ZgC-C4.3), identificou-se no subgrupo ZgC-
C4.2 a ziziglaziovigenina (comparacdo feita por CCDA com o padrdo isolado da fracéo
anterior). O subgrupo ZgC-C4.3 (37 mg) foi submetido a cromatografia em coluna aberta
com gel de silica 60 (230 — 400 mesh) (h = 35 cm, d = 1,5 cm), utilizou-se como fase movel

uma mistura de CH2Cl2:AcOEt (7:3, 200 mL). Coletaram-se 20 fragdes de aproximadamente
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8 mL que foram analisadas em CCDA, a fragéo 8 apresentou-se pura entdo foi analisada por
EM-AR-ESI e RMN (1D e 2D) e identificada como &cido alfitolico (11 mg, Zg6).

5.6.2.4. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C5.

Submeteu-se o subgrupo ZgC-C5 (290 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20, h = 40 cm, d = 3,5 cm) com eluicdo em mistura de CH2Cl>:MeOH (9:1).
Coletaram-se 42 fracbes de aproximadamente 5 mL cada. As fragdes foram analisadas em
CCDA e identificou-se nas fracbes finais (38 a 42) a presenca de &cido ceanotico

(comparacGes feitas por CCDA com o padréo isolado do grupo ZgC-C4 e RMN).
5.6.2.5. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C10.

Submeteu-se 0 grupo ZgC-C10 (150 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20, h =42 cm, d = 1,5 cm) com eluicdo isocratica em CH2Cl2:MeOH (9:1). 20
fracOes de aproximadamente 5 mL cada foram coletadas e analisadas em CCDA, as fra¢Ges
13-17 foram reunidas e submetidas a purificacdo em gel de silica (230 — 400 mesh) com

eluicdo em CH2Cl2:MeOH (9:1) o que forneceu a lignana (+)-lioniresinol (17 mg, Zg7).

Os grupos seguintes (ZgC-Cl1l e ZgC-C12) apresentaram a mesma substancia
majoritaria que foi identificada por EM-AR-ESI e RMN (1D e 2D) como sendo &cido
cyphostemmico A (229 mg, Zg8).

5.6.2.6. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C14.

Submeteu-se o grupo ZgC-C14 (245 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20, h = 40 cm, d = 3,5 cm) com eluicdo isocratica de CHCIls:MeOH (9:1).
Coletaram-se 25 fracGes de aproximadamente 10 mL cada. Apds analisadas em CCDA, as
fracBes 10-13 foram reunidas e submetidas a purificacdo em coluna aberta de gel de silica 60
(70 — 230 mesh) com eluicdo em CHCI3:MeOH (9:1) o que forneceu ziziglaziovigenina 3-O-
a-L-arabinopiranosideo (13 mg, Zg9), um derivado glicosilado inédito da aglicona Zg4. As
fracOes 18-19 (28 mg) apresentaram uma substancia majoritaria, submeteu-se entdo a amostra
a CLAE preparativa (Coluna ODS; fase movel A: H>O + 1% de &cido férmico, B: ACN + 1%
de &cido formico; gradiente: 0-2 min 20% B > 16 min 60% B > 17 min 100% B > 20 min
100% B > 21 min 20% B, fluxo de 3,5 mL.min) de onde coletou-se uma substancia eluida

em 15,9 min e identificada como sendo &cido ceanotétrico (13 mg, Zg10).

63



5.6.2.7. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C18.

Submeteu-se o grupo ZgC-C18 (417 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20, h = 40 cm, d = 3,5 cm) com eluicdo isocratica em MeOH. Coletaram-se 25
fragdes de aproximadamente 8 mL cada. Apds analisadas em CCDA, reuniram-se as fracdes
14-16 (90 mg) e submeteu-se a cromatografia em coluna aberta com gel de silica (230 — 400
mesh) empregando-se mistura de CH2Cl.:MeOH (85:15) como fase mdvel, 20 fracdes de 5
mL foram coletadas e analisadas em CCDA. As fragOes de 8 a 10 apresentaram-se puras entao
foram submetidas a EM-AR-ESI e espectroscopia de RMN (1D e 2D) de onde identificou-se
outra saponina derivada da aglicona Zg4, ziziglaziovigenina 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-

a-L-arabinopiranosideo (9 mg, Zg1l).
5.6.2.8. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C21.

Submeteu-se o0 grupo ZgC-C21 (889 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20, h =40 cm, d = 3,5 cm) com eluigdo em MeOH. Coletaram-se 34 fracdes de
aproximadamente 8 mL cada que foram analisadas em CCDA. Reuniram-se as fragdes 14-16
(220 mg) e submeteu-se a cromatografia em coluna aberta com gel de silica (70 — 230 mesh)
com eluicdo em mistura de CHCI3:MeOH (9:1). Coletaram-se 45 fra¢Oes de aproximadamente
5 mL. As fragdes 19 a 23 se apresentaram puras quando analisadas em CCDA entdo
submeteu-se a EM-AR-ESI e espectroscopia de RMN (1D e 2D). Identificou-se a amostra
como sendo outra saponina derivada da aglicona Zg4, inédita na literatura cientifica,

ziziglaziovigenina 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-a-L-arabinopiranosideo (23 mg, Zg12).
5.6.2.9. Fracionamento cromatogréafico de ZgC-C23.

Submeteu-se o0 grupo ZgC-C23 (747 mg) a cromatografia de exclusdo molecular
(Sephadex-LH20, h = 40 cm, d = 3,5 cm) com eluicdo em MeOH. Coletaram-se 33 fracOes
que foram analisadas em CCDA e divididas em 3 subgrupos (ZgC-C23.1 — ZgC-C23.3).

Submeteu-se ZgC-C23.1 (390 mg) (fracdes 14 a 21) a cromatografia em coluna aberta
com gel de silica de fase reversa (Cis, h = 26 cm, d = 4 cm) e fase mdével em MeOH:H,0
(7:3). 34 fragdes de aproximadamente 10 mL foram coletadas, as fragdes 9-10 foram reunidas
e submetidas a purificacdo em gel de silica 60 (70 — 230 mesh) com eluicdo em sistema de
CHCI3:MeOH:H20 (65:30:5) o que forneceu a saponina inédita 16,22:16,30-diep0Oxi-20-
hidroxidamar-24-metilideno 3-O-B-D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metoxi-4-hidréxibenzoato)-

B-D-glicopiranosil-(1-2)]-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo (13 mg, Zgl13). As
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fracbes 15-18 (39 mg) foram submetidas a purificagdo como descrito anteriormente
fornecendo outra saponina inédita 6,22-diepoxi-15, 16, 20-trihidroxidamar-24-metilideno 3-
O-B-D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metoxi-4-hidrdxibenzoato)-p-D-glicopiranosil-(1-2)]-B-D-
glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo (9 mg, Zgl4).

Submeteu-se 0 subgrupo ZgC-C23.2 (210 mg) a cromatografia em coluna aberta nos
mesmos parametros do subgrupo anterior (ZgC-C23.1). Coletaram-se 29 fragdes de
aproximadamente 10 mL cada. Apds andlises das fracbes em CCDA as fragdes 17-19 (30
mg) foram reunidas e purificadas em coluna aberta com gel de silica 60 (70 — 230 mesh) com
eluicdo em CHCI3:MeOH:H20 (65:30:5) fornecendo a saponina de esqueleto damarano ja
descrita na literatura 16,23:16,30-diep6xi-20-hidroxidamar-24-eno 3-O-a-L-arabifuranosil-(1-
2)-0-[4-0O-sulfo-p-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabipiranosideo (8 mg, Zg15). As fracbes 21-
24 apresentaram-se puras em anélise de CCDA e foram submetidas a EM-AR-ESI e anélises
de RMN (1D e 2D) sendo possivel identificar uma saponina inédita na literatura cientifica
16,22:16,30-diepoOxi-20-hidroxidamar-24-metilideno  3-O-a-L-arabifuranosil-(1-2)-O-[4-O-
sodio sulfato-B-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabipiranosideo (11 mg, Zg16).

5.6.3. Extracao acido-base de Ziziphus joazeiro Mart.

Submeteu-se 0 extrato bruto metandlico do caule de Z. joazeiro (ZjC-EBM) a
extracdo &cido-base como alternativa para o isolamento de alcaloides ciclopeptidicos.
Suspendeu-se 118,5 gramas de ZjC-EBM em aproximadamente 700 mL de agua destilada,
acidificou-se a solucdo com HCI (2 M) a pH 1-2 e em seguida extraiu-se a solu¢do acidificada
com AcOEt (4 x 250 mL), basificou-se a solucdo acida com solucdo de aménia (NHs) a pH 8-
9 e extraiu-se entdo com CHCIs (4 x 250 mL) de modo a obter-se a fracdo alcaloidica da
especie ZjC-FAlc (523 mg). Analisou-se a amostra em CCDA utilizando-se reagente de
Dragendorff e por CLUE-EM (MS! e MS?). Purificou-se a fragdo em cromatografia de
adsorcdo em gel de silica com eluicdo isocratica com sistema de CHCI3:MeOH (9:1) de onde
coletaram-se 19 fracbes que foram analisadas em CCDA submetida a reagente de
Dragendorff. Quatro fracdes (9 — 12) apresentaram resultado positivo e foram reunidas

totalizando 15 mg.

As analises de EM-AR-ESI com fragmentagdo sequencial permitiram a identificacdo
de oito alcaloides ciclopeptidicos do tipo Ib.
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5.7. Metodologia de ensaios biologicos

5.7.1. Atividade antinociceptiva

A avaliagdo da atividade antinociceptiva do extrato, fracdes e algumas substancias
isoladas de S. brasiliensis foram realizadas pela Dr2. Thais B. S. Giorno sob supervisdo da
Profé. Dr Patricia Dias Fernandes (CCS — ICB — UFRJ).

Ratos foram tratados com extrato ou fragdes (10, 30 e 100 mg.kg™), substancias
isoladas (1, 3 e 10 mg.kg™?), veiculo (DMSO 5%) ou morfina (2,5 mg.kg™) e colocados em
aparelho de placa quente (Insight, Brasil) mantida em temperatura constante (55°C £ 0,5°C),
gravou-se o tempo de laténcia até os animais comegarem a demonstrar estimulo (pulos,
lambidas ou tremores, por exemplo). Mediu-se o tempo antes do tratamento (linha de base,
média de 60 e 30 minutos antes do tratamento) e 30, 60, 90, 120 e 180 minutos apds o
tratamento com extrato, fragGes ou substacias. O resultado do teste é expresso como aumento
percentual de aumento da linha de base, calculado pela formula: (laténcia x 100)/(linha de

base — 100), e também a area sobre a curva (ASC).

5.7.2. Atividade anti-glicacdo in vitro

A avaliacdo da atividade anti-glicacdo in vitro foi realizada na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP,
Céampus de Araraquara — SP) sob a supervisdo da Profe. Drd. Amanda Martins Baviera. A
metodologia para avaliagdo da atividade anti-glicacdo in vitro foi realizada de acordo com
MEEPRON e colaboradores (2013), com algumas modifica¢fes. Incubou-se uma solucdo de
albumina sérica bovina (BSA, 10 mg.mL™?) com solucdo de glicose (0,5 M) em tampé&o
fosfato 0,1 M (pH 7,4) contendo 0,02% de azida sodica a 37°C por 30 dias, contendo ou ndo
Sb-EBHE, Sb-FC, Sh-FA e Sbh-FB (em concentragbes 0,5, 0,25, 0,125 e 0,062 mg.mL™).
Aminoguanidina (AG, 1 mM) foi usada como controle positivo anti-glicacdo. O extrato ou as
fragdes foram solubilizados em DMSO, ndo ultrapassando a concentracdo de 5% de DMSO
no meio de incubacgdo. Aliquotas foram retiradas em 10, 20 e 30 dias de incubacdo para a
estimativa dos produtos finais de glicacdo avancada (sigla em inglés AGEs, Advanced
Glycation Endproducts), via monitoramento dos AGEs fluorescentes, nos comprimentos de

onda de 355 e 430 nm para excitacdo e emisséo, respectivamente.

5.7.3. Atividade antibacteriana
As atividades antivbacterianas foram realizadas pela técnica Anke Dettmer sob

supervisdo da Dr?, Katrin Franke no Leibniz Institute of Plant Biochemistry.
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5.7.3.1. Bacillus subtilis

Avaliou-se a atividade antibacteriana frente a B. subtilis 168 (DSM 10) por ensaio
turbidimétrico. Uma pré-cultura em 100 mL de meio de levedura triptona (L T) foi incubada a
37°C por 24 horas sob agitacdo (120 rpm). Posteriormente a densidade microbiana foi
ajustada para a absor¢cdo do meio a 612 nm. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos de
fundo transparente (Greiner Bio-one) em um volume final de 200 uL de meio LT contendo
1% de DMSO em cada poco (100 pL de suspensdo bacteriana diluida e 100 pL da solucéo
teste). A placa tampada foi incubada por 16 horas a 37°C sob agitacdo (80 rpm) e a absorcao
da solucdo foi determinada a 612 nm usando-se leito de microplaca TecanGeniousPro. Os
resultados (valor médio = desvio padrdo, n = 6) sdo dados como valores relativos (% de
inibicdo) em comparagdo com o controle negativo (crescimento da bacteriano com 1% de
DMSO sem nenhum tratamento). Os extratos foram testados nas concentracdes de 50 e 500

ng.mL2, como controle positivo usou-se cloranfenicol (1 e 10 uM).
5.7.3.2. Aliviibrio fischeri

Utilizou-se a cepa DSM507 (lote 1209), para cada teste incubou-se uma nova solucao
estoque de glicerol em 25 mL de meio Boss (meio especifico para crescimento de bactérias
luminescentes) a 100 rpm e 23°C por 16-18 horas e entdo diluiu-se com meio Boss fresco
para um namero de células apropriado (valor de luminescéncia entre 30.000 e 50.000 ULR).
Realizou-se 0 ensaio em placa de 96 pogos de fundo escuro e reto (cellGrade™premium,
Sterile R) em um volume final de 200 pL de meio Boss contendo 1% de DMSO em cada poco
(100 pL de solucao bacteriana diluida e 100 pL de solucéo teste). Incubaram-se as placas no
escuro a 23°C e 100% de umidade, sem tampa e sem agitacdo por 24 horas. A
bioluminescéncia (obtida em unidades de luminescéncia relativa, ULR) é dependente da
densidade celular e foi determinada apds 24 horas usando-se leitor de microplacas
TecanGeniousPro. Portanto, toda a faixa de comprimento de onda foi detectada por 1000 ms
sem agitacao prévia para evitar efeitos secundarios de oxigénio. Os resultados (valor médio +
desvio padrdo, n = 6) sdo dados como valores relativos (% de inibi¢cdo) em comparagdo com 0
controlo negativo (crescimento bacteriano, 1% de DMSO, sem nenhum tratamento). Valores

negativos indicam uma elevacdo da luminescéncia / aumento do crescimento bacteriano.
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5.7.4. Atividade citotdxica

A atividade citotoxica dos extratos, fracGes e substancias isoladas foram avaliadas
frente a linhagens celulares de cancer de prostata humano (PC-3) e adenocarcinoma colorretal
humano (HT-29). Os ensaios foram realizados pela técnica Martina Lerbs sob a supervisao do

Prof. Dr. Goran Kaluderovi¢ no Leibniz Institute of Plant Biochemistry.

Cultivou-se a linhagem PC-3 em meio RPMI 1640 com L-glutamina e bicarbonato de sédio
(Sigma-Aldrich, R8758), 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, F2442), solucdo de
penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4333, 10.000 unidade por mL de penicilina e 100
mg.mL™* de estreptomicina). Cultivou-se a linhagem HT-29 em meio de Eagle modificado por
Dulbelcco com 1000 mg.L? de glicose, L-glutamina e bicarbonato de sddio (Sigma-Aldrich,
D6046), 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, F2442), solucdo de penicilina-
estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4333, 10.000 unidades de penicilina por mL e 100 mg.mL™*
de estreptomicina). Cultivou-se ambas as linhagens celulares a 37°C em encubador
humidificado com atmosfera de 5% de CO,. Mediu-se 0s experimentos em placa de 6 pogos
onde inseriu-se 2 mL de meio contendo 1 x 10° células (MOREJON et al., 2017). Testou-se
os extratos e fragbes nas concentracdes de 0,05 e 50 pug.mL™? e as substancias isoladas nas
contragdes de 0,01 e 10 uM). Avaliou-se a viabilidade celular por ensaios com MTT (brometo
de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2yl)-2, 5-difenil tetrazolium) e CV (cristal violeta) ap6s 72 horas de
incubacdo. Utilizou-se digitonina (10 uM) como controle positivo (C+) para o ensaio. Mediu-
se a absorbancia das solucdes dos pogcos com leitor automatico de microplacas a 540 nm com
comprimento de onda de referéncia de 670 nm. Os resultados s&o apresentados como
percentagem dos valores de controle obtidos de culturas néo tratadas (C-).

5.8. Dados experimentais das substancias isoladas de Siomatra brasiliensis
Sakuranetina (Sb1)

(2S)-5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-metdxi-2,3-diidrocromen-4-ona); Sélido amarelado. RMN
'H e 3C (500 MHz, CDCls) (Tabela 9, p. 78)

7-metil-3-metdxi-diidroquercetina (Sb2)

3,5-dihidroxi-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-2,3-diidrocromen-4-ona; Sélido
amarelado. RMN *H e 3C (500 MHz, CDCIs) (Tabela 10, p. 79)
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Ramnocitrina (Sb3)

3,5-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-metoxicromen-4-ona. Solido amarelado. RMN H e ¥C
(500 MHz, DMSO-ds) (Tabela 11, p. 80)

7-metil-aromadendrina (Sb4)

3,5-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-metdxi-2,3-diidrocromen-4ona. Sélido amarelado. RMN *H
e 13C (500 MHz, DMSO-ds) (Tabela 12, p. 82)

Naringenina (Sb5)

5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-diidrocromen-4-ona. Sélido amarelado. RMN H e ¥C
(500 MHz DMSO-ds) (Tabela 13, p. 83).

4,4'-dihidréxi-3,3’,9-trimeto6xi-9,9'-epoxilignana (Sh6)

Pasta incolor. EM m/z 374 [M]" (15), 163 (60), 137 (100). RMN *H e C (500 MHz, DMSO-
de) (Tabela 14, p. 85)

4,4',9-trihidroxi-3,3'-dimetoxi-9,9’-epoxilignana (Sb7)

Pasta incolor. EM m/z 374 [M-H.0]" (3), 137 (70), 81 (100). RMN *H e *C (500 MHz,
DMSO-ds) (Tabela 15, p. 89)

Daucosterol (Sb8)

Sélido esbranquicado. RMN H e 13C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 16, p. 92)
Cayaponosideo A1 (Sb9)

S6lido amorfo amarronzado. RMN *H e *C (500 MHz, CsDsN) (Tabela 17, p. 94)
Cayaponosideo A (Sb10)

Solido amorfo amarronzado. RMN *H e *C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 18, p. 96).

25-acetoxi-2-(p-d-glicopiranosiloxi)-3,16R,20,22-tetrahidréxi-29-norcucurbita-1,3,5(10)-
trien-11-ona (Sb11)

S6lido amorfo amarelado. RMN *H e C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 19, p. 98).
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Cayaponosideo C (Sb12)

Sélido amorfo amarelado. RMN H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 20, p. 100).
Cayaponosideo Cs (Sb13)

S6lido amorfo amarelado. RMN *H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 21, p. 102).
Cayaponosideo D (Sb14)

S6lido amorfo amarelado. RMN *H e 3C (400 MHz, CsDsN). (Tabela 22, p. 104)
Cayaponosideo B (Sb15)

S6lido amorfo amarelado. RMN *H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 23, p. 106).
Siolmatrina (Sb16)

4-[2-(p-hidroxifenil)-1-oxoetil]-3-O-B-D-glicopiranosil-5-hidroxibenzoato de metila. 1V (cm”
1) (ATR-FT) 3300 (vo-H), 2922 (vc-n), 1690 (ve=0), 1600, 1515 e 1450 (vc=c), 1070 e 1021 (vc-
0), 825 (0=c-H). UV Amax (MeOH) nm (€) 225 (196.4) 288 (146.4). EM-AR-ESI m/z 463,1235
[M-H]" (calcd. para C22H23011, 463,1246). RMN H e 13C (400 MHz, CD3;0D) (Tabela 24, p.
109).

Siolmatrosideo Il (Sb17)

20,26-dihidroxidamar-24-eno  3-O-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo. EM-AR-
ESI m/z 783,4908 [M-H] (calcd. para Ca2H71013, 783,4900). RMN 'H e 3C (400 MHz,
CsDsN) Tabela 26, p. 112).

Siolmatrosideo 111 (Sb18)

20-hidroxidamar-24-eno 3-0-B-p-glicopiranosil-(1-2)-B-p-glicopiranosil-26-0-p-D-
glicopiranosideo. [a]o® + 1,75 (c 0,3, MeOH). EM-AR-ESI m/z 969,5427 [M+Na]* (calcd.
para CssHs201sNa, 969,5399). RMN *H e C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 27, p. 114).

Siolmatrosideo 1V (Sb19)

20-hidroxidamar-24-eno 3-O-B-Dp-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosil-26-0-p-D-
glicopiranosil-(1-6)-B-D-glicopiranosideo. [a]p?® -8,34 (¢ 0,25, MeOH). EM-AR-ESI m/z
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1131,5947 [M+Na]+ (calcd. para CssHg2023Na, 1131,5927). RMN H e '3C (400 MHz,
CsDsN) (Tabela 28, p. 117).

Siolmatrosideo V (Sb20)

20-hidréxidamar-24-eno 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-6)-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-
glicopiranosil]-26-O-B-D-glicopiranosil-(1-6)-p-p-glucopiranosideo. [a]p?® -15,2 (c 0,25,
MeOH). EM-AR-ESI 1293,6473 [M+Na]* (calcd. para CeoH10202sNa). RMN H e 3C (400
MHz, CsDsN) (Tabela 29, p. 120)

5.9. Dados experimentais das substancias isoladas de Ziziphus glaziovii

Liquenxanthona (Zgl)

Sélido amorfo amarelado. EM-AR-ESI m/z 287,0914 [M+H]* (calcd. para CisH150s,
287,0914). RMN *H e 13C (400 MHz, CDCl3) (Tabela 31, p. 128).

Acido betulinico (Zg2)

Sélido amorfo esbranquicado. EM-AR-ESI m/z 455,3505 [M-H] (calcd. para CzoHa470s3,
455,3531). RMN H e 13C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 32, p. 129).

Acido epigouanico (Zg3)

Sélido amorfo esbranquicado. EM-AR-ESI m/z 485,3254 [M-H] (calcd. para CzoHas0s,
485,3272). RMN H e 13C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 33, p. 131).

Ziziglaziovigenina (Zg4)

16,23:16,30-diepoxi-20,25-dihidroxidamarano. Solido amorfo esbranquicado. [o]o?® -25,9 (c
0,21, MeOH). EM-AR-ESI m/z 491,3733 [M+H]" (calcd. para CsHs1Os, 491,3731). RMN H
e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 34, p. 133).

Acido alfitélico (Zg5)

Sélido amorfo esbranquicado. EM-AR-ESI m/z 495,3431 [M+Na]* (calcd. para C3oHasOsNa,
495,3445). RMN H e ¥C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 35, p. 135)

Acido ceandtico (Zg6)

Sélido amorfo esbranquicado. EM-AR-ESI m/z 485,3251 [M-H] (calcs. para CzoHss0s
485,3272). RMN H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 36, p. 137)
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(+)-lyoniresinol (Zg7)

Sélido amorfo amarronzado. EM-AR-ESI m/z 443,1660 [M+Na]* (calcd. para Cz2H2s0sNa,
443,1676). RMN H e 3C (400 MHz, CDCls) (Tabela 37, p. 139)

Acido cyphostemmico A (Zg8)

Sélido amorfo esbranquicado. EM-AR-ESI m/z 501,3198 [M-H] (calcd. para CsoHasOes,
501,3222). RMN *H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 38, p. 141)

Acido ceanotétrico (Zg9)

Sélido amorfo esbranquicado. EM-AR-ESI m/z 515,3018 [M-H] (calcd. para CsoHa307,
515,3014). RMN *H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 39, p. 143)

Ziziglaziovigenina 3-O-a-L-arabinopiranosideo (Zg10)

16,23:16,30-diepoxi-20,25-dihidroxidamarano  3-O-a-L-arabinopiranosideo. Sélido amorfo
esbranquicado. [o]o?® -15,3 (¢ 0,23, MeOH). EM-AR-ESI m/z 623,4133 [M+H]" (calcd. para
CasHs009, 623,4154). RMN *H e 13C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 40, p. 145)

Ziziglaziovigenina 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-a-L-arabinopiranosideo (Zg11l)

16,23:16,30-diepdxi-20,25-dihidroxidamarano 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-a-L-
arabinopiranosideo. Sélido amorfo amarelado. [a]o® -18,1 (c 0,35, MeOH). EM-AR-ESI m/z
777,4368 [M+Na]* (calcd. para CaoHesO13Na, 777,4396). RMN H e 3C (400 MHz, CsDsN)
(Tabela 41, p. 147).

Ziziglaziovigenina 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-a-L-arabinopiranosideo (Zg12)

16,23:16,30-diepdxi-20,25-dihidroxidamarano 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-a-L-
arabinopiranosideo. Sélido amorfo esbranquicado. [o]o?® -14,8 (c 0,38, MeOH). EM-AR-ESI
m/z 785,4651 [M+H]" (calcd. para Ca1HgoO14, 785,4682). RMN *H e *C (400 MHz, CsDsN)
(Tabela 42, p. 149).
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16,22:16,30-diepdxi-20-hidréxidamar-24-metilideno 3-O--D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-
metdxi-4-hidrdxibenzoato)-p-p-glicopiranosil-(1-2)]-p-p-glicopiranosil-(1-2)-B-D-

glicopiranosideo (Zg13)

S6lido amorfo esbraquigado. [a]o?’ -24,2 (c 0,3, MeOH). EM-AR-ESI m/z 1253,5944 [M-H]
(calcd. para Ce2Hge3026, 1253,5961). RMN H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 43, p. 153).

16,22-ep0dxi-15,16,20-trihidréoxidamar-24-metilideno-3-O-f-D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-
(3-metdxi-4-hidrdoxibenzoato)-p-p-glicopiranosil-(1-2)]-p-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-
glicopiranosideo (Zg14)

Sélido amorfo esbranquicado. [a]o?’ -21,3 (¢ 0,6, MeOH). EM-AR-ESI m/z 1271,6069 [M-
H]" (calcd. para Ce2HosO27, 1271,6066). RMN H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 44, p.
157).

16,23:16,30-diepdxi-20-hidréxidamar-24-eno 3-0-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-O-[4-O-

sodio sulfato-p-p-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo (Zg15)

Solido amorfo amarelado. EM-AR-ESI m/z 977,4424 [M-Na] (calcd. para CasH73020S,
977,4416) e m/z 1023,4215 [M+Na]" (calcd. para CasH73020NazS, 1023,4211. RMN H e 13C
(400 MHz, CsDsN) (Tabela 45, p. 160)

16,22:16,30-diepdxi-20-hidréxidamar-24-metilideno  3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-O-
[4-O-sédio-sulfato-p-p-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo (Zg16)

Sélido amorfo esbranqui¢ado. [a]*®p -6.02 (c 0.3, MeOH). EM-AR-ESI m/z 991,4578 [M-
Na] (calcd. para Ca7H7502S, 991,4572) e m/z 1037,4415 [M+Na]® (calcd. para
Ca7H75020Na2S, 1037,4367). RMN H e 3C (400 MHz, CsDsN) (Tabela 46, p.163).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. Metabolitos secundarios isolados de Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill.

Os procedimentos cromatograficos envolvendo as fracdes de Sb-EBHE permitiram, o
isolamento e elucidacdo estrutural de cinco flavonoides ja descritos na literatura cientifica,
sendo duas flavanonas, sukaranetina (Sb1) e naringenina (Sb5), dois diidroflavondis, 7-metil
aromadendrina (Sb4) e 7-metil-3'-metoxi diidroquercetina (Sb2) e um flavonol ramnocitrina
(Sb3), duas lignanas do tipo dibenzilbutirolactol, também ja descritas na literatura cientifica,
3,9,3"-trimetdxi-4,4'-dihidroxi-9,9'-epdxilignana (Sb6) e 3, 3'-dimetoxi- 4, 9, 4'-trihidroxi- 9,
9’-epoxilignana (Sb7), um esteroide glicosilado conhecido por daucosterol (Sb8), seis nor-
cucurbitacinas, cayaponosideos A: (Sb9), A (Sb10), B (Sb15), C (Sb12), C3 (Sb13), D
(Sb14) e 25-acetoxi-2-(B-D-glicopiranosiloxi)-3,16R,20,22-tetrahidroxi-29-norcucurbita-
1,3,5(10)-trien-11-ona (Sb11) , um derivado fenolico inédito na literatura cientifica nomeado
siolmatrina (Sb16) e quatro saponinas de esqueleto damarano, siolmatrosideos Il (Sb17), Ill
(Sb18), IV (Sb19) e V (Sb20) também inéditas na literatura cientifica (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Substancias isoladas de Siolmatra brasiliensis.
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6.2. Elucidacdo estrutural dos metabdlitos secundarios isolados de Siolmatra

brasiliensis
6.2.1. Elucidagéo estrutural da substancia Sb1l

A substancia Sb1l foi isolada na forma de um solido de cor amarelada. A amostra foi
submetida a experimentos de RMN *H (Figura 1, vol. Il, p. 10) onde apresentou padrio de
sinais caracteristicos de flavonoides, como por exemplo o0s sinais em én 5,35 (dd, 3 e 13,1 Hz,
H-2) e 61 3,10 (dd, 13,1 e 17,15 Hz, H-3a) e 2,79 (dd, 3 e 17,15 Hz, H-3b), alem dos grupos
metoxila em 6n 3,81 (s, OMe-7) e hidroxila quelada em o6 12,03 (OH-5). Na regido mais
desprotegida do espectro nota-se a presenca dos hidrogénios que compde o sistema aromético
da flavanona como oH 6,04 (d, 2,3 Hz, H-6) ¢ 61 6,08 (d, 2,4 Hz, H-8) referentes ao anel A da
flavanona e os hidrogénios do sistema AA'BB’ do anel B em o4 6,89 (d, 8,4 Hz, H-2'/H-6") e
dn 7,33 (d, 8,6 Hz, H-3'/H-5").

No espectro de DEPTQ (Figura 2, vol. I, p. 11) observa-se a presenca dos sinais
referentes a carbonila em 8¢ 196,1 (C-4), da metoxila em dc 55,7 e dos carbonos do sistema
AA'BB' do anel B da flavanona em 6¢ 115,6 (C-2'/C-6') e dc 128,0 (C-3'/C-5').

A posicdo do grupamento metoxila foi determinada por experimento de NOESY 2D
(Figura 3, vol. Il, p. 12) onde nota-se a interacdo dos hidrogénios da metoxila com H-6 e H-8

do Anel A da flavanona.

Os resultados das analises e atribuicdo dos dados de RMN (Tabela 9) déo informacgtes
pertinentes para a elucidagdo estrutural da substancia, sendo que a estrutura proposta ja é
descrita na literatura cientifica como a flavanona conhecida por sakuranetina (Figura 5)
(VASCONCELOS et al., 1998).

Figura 5. Estrutura da substancia Sb1, sakuranetina.
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Tabela 9. Dados de RMN da substancia Sb1 (500 MHz, CDCls).

C Experimental Referéncia*

- d6c mult. oH (mut., J em Hz) oc oH (mult. J em Hz)

2 78,9 CH 5,36 (dd, 3e 13,1) 80,0 5,36 (dd, 3,2 e 13,1)

3 43,1 CH> 3,10 (dd,13,1 e 17,15) 43,2 3,09 (dd, 13,1 e 17,2)
2,79 (dd, 3 e 17,15) 2,78 (dd, 3,2 e 17,2)

4 196,1C - 196,0 -

5 164,1C - 164,2 -

6 95,1CH 6,08 (d, 2,3) 95,1 6,08 (d, 2,3)

7 167,9C - 168,0 -

8 94,2 CH 6,04 (d, 2,3) 94,2 6,05 (d, 2,3)

9 162,8 C - 162,9 -

10 103,1C - 103,1 -

1 130,4 C - 130,5 -

2' 127,9 CH 7,33 (d, 8,4) 128,0 7,34 (d, 8,4)

3’ 115,6 CH 6,89 (d, 8,6) 115,6 6,89 (d, 8,6)

4 156,1C - 156,1 -

5 115,6 CH 6,89 (d, 8,6) 115,6 6,89 (d, 8,6)

6’ 127,9 CH 7,33 (d, 8,4) 128,0 7,34 (d, 8,4)

OMe-7 55,7 CHs 3,81 (s) 55,7 3,81 (s)

* VASCONCELOS et al., 1998 (300 MHz, CDCly).

6.2.2. Elucidagéo estrutural da substancia Sh2

A substéncia Sb2 foi isolada na forma de cristais amarelados. Nota-se na anélise do
espectro de RMN 'H (Figura 4, vol. I, p. 13) a presenca de sinais caracteristicos de
flavonoides como em dn 6,13 (S, H-6) e on 6,07 (S, H-8) referentes aos hidrogénios do anel A
do flavonoide, respectivamente. Os sinais em on 7,05 (sl, H-2'), 7,00 (d, 8 Hz, H-5') e 7,07
(dd, 1,5 e 8 Hz, H-6') juntamente com o0s sinais do espectro de DEPTQ (Figura 5, vol. II, p.
14) &¢c 114,6 (CH-2), 109,7 (CH-5") e 121,1 (CH-6"), revelam a presenca de um sistema ABC
no anel B do flavonoide. A classe do flavonoide foi determinada pelos sinais em 5,02 (d, 12
Hz, H-2) e 4,57 (d, 12 Hz, H-3) juntamente com os sinais em 83,6 (CH-2) e 72,4 (CH-3),

caracteristicos de diidroflavonol.

A posicdo das metoxilas foi determinada pelo espectro de NOESY (2D) (Figura 6,
vol. 11, p. 15) onde uma metoxila ligada ao C-7 (dn 3,83, s) apresenta interacdo espacial com
0s prétons aromaticos H-6 e H-8 e a metoxila em C-3’ interage espacialmente com o préton
H-6'. Apds a andlise dos dados de RMN (Tabela 10) foi possivel determinar a estrutura da
substancia como sendo o diidroflavonol j& descrito na literatura, 7-metil-3’-metoxi
diidroquercetina (Figura 6) (BALZA & TOWERS, 1984).
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Figura 6. Estrutura da substancia Sb2, 3', 7-dimetil diidroquercetina.

Tabela 10. Dados de RMN da substéncia Sb2 (500 MHz, CDCls).

C Experimental Referéncia*

- 6c mult. on (mult., J em Hz) oc oH (mult.)

2 83,6 CH 5,02 (d, 12) 84,9 5,03 (d)

3 72,4 CH 4,57 (d, 12) 73,3 4,55 (dd)

4 1959 C - 198,6 -

5 163,6 C - 164,9 -

6 95,5 CH 6,08 (s) 96,0 6,07 (d)

7 168,8 C - 169,5 -

8 94,7 CH 6,13 (s) 94,9 6,13 (d)

9 162,9C - 164,1 -

10 100,8 C - 102,2 -

1’ 127,8C - 129,6 -

2' 114,6 CH 7,06 (sl) 112,7 7,08 (d)

3 146,7C - 148,3 -

4' 146,7 C - 148,6

5 109,7C 7,00 (d, 8) 115,7 6,99 (d)

6’ 121,1 CH 7,07 (dd, 1,5€e 8) 122,3 7,05 (dd)
OMe-7 56,0 CHs 3,83 (s) 56,6 3,81 (s)
OMe-3" 55,8 CH3 3,96 (s) 56,4 3,93 ()

*BALZA & TOWERS, 1984 (100 MHz, acetona-ds).
6.2.3. Elucidacao estrutural da substancia Sb3

A substancia Sb3 foi isolada na forma de um sélido de cor amarelada. A analise do
espectro de RMN *H (Figura 7, vol. 11, p. 16) apresentou sinais compativeis com esqueleto de
um flavonoide, como por exemplo, os dupletos em &1 6,93 (d, 8,8 Hz, H-2'/H6") e 61 8,08 (d,
8,5 Hz, H-3'/H-5") referentes ao sistema aromatico AA’'BB’ do anel B do flavonoide. Os sinais
em OH 6,74 (sl, H-8) e 61 6,35 (sl, H-6) referentes aos e do anel A do flavondide. Um sinal de
grupamento metoxila em oH 3,86 (S, 3H) e os sinais de hidroxila fendlica em o1 9,51 (OH-4") e
hidroxila quelada em &4 12,47 (OH-5).
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Pelo espectro de DEPTQ (Figura 8, vol. Il, p. 17) pode-se verificar a presenca de
sinais semelhantes aos sinais do flavonoide anterior (Figura 10) onde a diferenca esta na
auséncia de sinais em 8¢ 78,9 e 43,1 e a presenca de sinais de carbonos sp? em ¢ 147,2 e
135,9 referentes a dupla ligacéo entre os carbonos C-2 e C-3 onde ocorre a presen¢a de uma

hidroxila em C-3 aumentando o valor do deslocamento quimico.

A posicdo da metoxila foi, novamente, atribuida com base no espectro de NOESY 2D
(Figura 9, vol. 11, p. 18) da amostra onde ocorre interacdo entre o sinal da metoxila e os
hidrogénios H-6 e H-8 do anel A do flavonol.

Apos anélise dos espectros de RMN 1D e 2D juntamente com os dados j& descritos na
literatura (Tabela 11) tornou-se possivel a identificagdo do flavonol conhecido por

ramnocitrina (Figura 7).

Figura 7. Estrutura da substancia Sh3, ramnocitrina.

Tabela 11. Dados de RMN da substancia Sb3 (500 MHz, DMSO-dg).

C Experimental Referéncia*

- d6c mult. oH (mult., J em Hz) oc oH (mult., J em Hz)
2 147,2C - 147,2 -

3 136,0 C - 135,9 -

4 176,0C - 176,0 -

5 160,3 ( - 160,3 -

6 97,4 CH 6,35 (sl) 97,4 6,32 (d, 2,0)
7 164,9C - 164,9 -

8 92,0CH 6,74 (sl) 92,1 6,71 (d, 2,0)
9 156,1 C - 156,1 -

10 104,0C - 104,0 -

| 1216 C - 121,0 -

2’ 129,6 CH 8,08 (d, 8,5) 129,4 8,06 (d, 8,5)
3 115,4 CH 6,93 (d, 8,8) 115,4 6,92 (d, 8,5)
4 159,3C 159,3 -

5 115,4 CH 6,93 (d, 8,8) 115,4 6,92 (d, 8,5)
6’ 129,6 CH 8,08 (d, 8,5) 129,4 8,06 (d, 8,5)

OMe-7 56,0 CH3 3,86 (s) - 3,84 (s)

* SILVA et al, 2009 (500 MHz, DMSO-ds).
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6.2.4. Elucidacéo estrutural da substancia Sb4

A substancia Sb4 foi isolada na forma de um sélido amarelado. Observa-se no
espectro de RMN H (Figura 10, vol. 11, p. 19) da amostra um padréo de sinais semelhantes
aos dos flavonoides anteriores, como o sinal em 61 7,32 (d, 8,15 Hz, H-2'/H-6") e 6,78 (d, 8,5
Hz, H-3'/H-5') referentes aos hidrogénios do sistema AA’-BB’ do anel B do flavonoide. Os
sinais em 6,10 (sl, H-6) e 6,08 (d, 1,9 Hz, H-8) s&o caracteristicos de anel A tetrassubstituido.
A classe do flavonoide foi caracterizada pelos sinais em o1 5,10 (d, 6 Hz, H-2) referente ao H-
2 do anel B, juntamente com o sinal em 4,64 (dd, 6,3 e 11,35 Hz, H-3) referente ao H-3 e um

sinal incomum em 6 5,81 (d, 6 Hz, OH-3) referente a hidroxila em C-3 do diidroflavonol.

Os sinais em &c 83,0 (C-2) e 71,5 (C-3) no espectro de DEPTQ (Figura 11, vol. I, p.
20) também auxiliaram na definicdo do tipo de flavonoide, sendo estes caracteristicos de

diidroflavonois.

A posigdo do grupo metoxila foi determinado por experimento de NOESY (2D)
(Figura 12, vol. 11, p. 21) onde o sinal da metoxila 6+ 3,78 (S) tem interagdo espacial com os
protons H-6 e H-8 em ox 6,10 (sl) e 6,09 (d, 1,9 Hz), respectivamente, sendo entéo

posicionada no carbono 7 do anel A do diidroflavonol.

Apds analise dos dados (Tabela 12) foi possivel identificar a substancia como sendo o
diidroflavonol ja descrito na literatura, 7-metil-aromadendrina (Figura 8) (AGRAWAL,
1989).

Figura 8. Estrutura da substancia Sb4, 7-metil-aromadendrina.
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Tabela 12. Dados de RMN da substancia Sb4 (500 MHz, DMSO-ds).

C Experimental Referéncia*
d6c mult. oH (mult., J em Hz) oc
2 83,0 CH 5,10 (d, 11,3) 83,1
3 71,5CH 4,64 (dd, 6,3 e 11,3) 71,7
4 198,5C - 198,5
5 162,5C - 163,1
6 94,9 CH 6,12 (sl) 95,0
7 167,5C - 167,7
8 93,8 CH 6,10 (d, 2) 93,9
9 162,5C - 162,6
10 101,4C - 101,4
1’ 127,4C - 127,5
2' 129,5 CH 7,32 (d, 8,5) 129,6
3’ 1149 CH 6,79 (d, 8,5) 115,0
4’ 157,8C - 157,9
5 1149 CH 6,79 (d, 8,5) 115,0
6’ 129,5 CH 7,32 (d, 8,5) 129,5
OMe-7 55,9 CHs 3,78 (s) -
OH-3 - 5,80 (d, 6,5) -

*AGRAWAL, 1989 (25 MHz, DMSO-ds).
6.2.5. Elucidacéo estrutural da substancia Sb5

A substancia Sb5 foi isolada na forma de um sélido amarelado. As analises de RMN
mostraram sinais semelhantes aos dos flavonoides descritos anteriormente. No espectro de
RMN !H (Figura 13, vol. I, p. 22) nota-se a presenca de sinais caracteristico de sistema AA'-
BB’ tipico de flavonoides em 6w 7,30 (d, 7,6 Hz, H-2'/H-6") e 61 6,79 (d, 7,25 Hz, H-3'/H-5") e
um sinal em 5,88 (sl, H-6/H-8) referentes ao anel A do flavonoide. A classe do flavonoide foi
definida a partir dos sinais em 6+ 5,44 (dd, 2,4 e 12,9 Hz, H-2), 81 3,24 (dd, 14 e 16 Hz, H-3a)

e on 2,68 (d, 17 Hz, H-3b) caracteristicos de flavanonas.

O espectro de DEPTQ (Figura 14, vol. Il, p. 23) também apresenta sinais
caracteristicos de flavonoides como &¢c 128,31 (C-2°/C-6’) e d¢ 115,15 (C-3°/C5’) do sistema
AA’-BB' do anel B, ¢ 95,77 (C-6) ¢ dc 94,95 (C-8) e 6¢c 166,64 (C-7) e 162,92 (C-9) além dos
sinais oc 78,04 (C-2) e 6c 41,95 (C-3) caracteristicos de flavanonas.

Ap0s as analises dos espectros e comparacdo com dados da literatura (MARKHAM &
TERNAI, 1976) (Tabela 13), foi possivel identificar a substancia Sb5 como a flavanona
conhecida como naringenina (Figura 9).
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Figura 9. Estrutura da substancia Sb5, naringenina.

Tabela 13. Dados de RMN da substancia Sb5 (500 MHz, DMSO-ds).

C Experimental Referéncia*
- d6c mult. oH (mult., J em Hz) oc
2 78,4 CH 5,43 (dd, 3e 13) 78,2
3 42,0 CH: 3,26 (dd, 13 e 17) 42,0
2,68 (dd, 3e 17)

4 196,4 C - 195,6
5 163,5C - 163,3
6 95,8 CH 5,88 (sl) 95,8
7 166,6 C - 166,4
8 949 CH 5,88 (sl) 94,9
9 1629 C - 162,7
10 101,7C - 101,9
1 128,8 C - 128,9
2' 128,3 CH 7,30 (d, 7,6) 127,6
3’ 115,1 CH 6,78 (d, 7,2) 1151
4’ 157,7C - 157,4
5’ 115,1 CH 6,78 (d, 7,2) 1151
6’ 128,3 CH 7,30 (d, 7,6) 127,6

* MARKHAM & TERNALI, 1976 (25 MHz, DMSO-ds).
6.2.6. Elucidacédo estrutural da substancia Sb6

A amostra Sb6 foi isolada na forma de uma pasta transparente. No espetro de RMN H
(Figura 16, vol. II, p. 25) e de DEPTQ (Figura 17, vol 11, p. 26) nota-se a presenca de sinais
tipicos de dois anéis aromaticos de sistemas ABC, com sinais em 61 6,67 (sl, H-2), 6,66 (d, 9
Hz, H-5) e 6,53 (dd, 2 e 9 Hz, H-6), e os sinais do segundo anel em 6,60 (sl, H-2"), 6,64 (d, 9
Hz, H-5") e 6,46 (dd, 2 e 9 Hz, H-6'). Sinais em on 4,64 (s, H-9) acoplando com carbono em
oc 109,9 (C-9) e on 3,83 (t, 7,9 Hz, H-9'a) e 3,46 (t, 8,7 Hz, H-9'b) acoplando com um Unico
carbono em o¢ 71,4 (C-9’) deram indicios de presenga de anel heterociclico, com o auxilio do
espectro de HSQC (Figura 18, vol. I, p. 27), que também permitiu observar as interacdes dos

sinais de hidrogénio diastereotdpicos 7, 7' e 9’ com seus respectivos carbonos a *Ju.c.
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No espectro de HMBC (Figura 19, vol. Il, p. 28) observaram-se sinais de interacdo a
23]4.c que foram importantes para a definicdo da estrutura, como por exemplo, as interagoes
entre os hidrogénios aromaticos H-2 (6w 6,67) com o carbono C-7 (6¢ 38,0), e H-2' (6w 6,60)
com C-7' (8¢ 38,0), as interacdes entre H-9 (on 4,64) com C-7 (6¢ 38,0), C-8 (dc 52,5), C-8'
(6c 46,1) e C-9' (6c 71,4) foram muito Gteis na elucidagdo da estrutura do heterociclo, além

das outras interacOes importantes assinaladas no espectro.

As posicdes das metoxilas foram determinadas com o auxilio do espectro de NOESY
(2D) (Figura 20, vol. 11, p. 29) onde observou-se a interagéo espacial entre os sinais em on
3,72 (s, OMe-3) com 6,67 (sl, H-2), 3,71 (s, OMe-3’) com 6,60 (sl, H-2") ¢ 3,14 (s, OMe-9)
com 4,64 (s, H-9).

A substancia Sb6 foi submetida a experimento de CG-EM e o cromatograma obtido
(Figura 21, vol. 11, p. 30) apresentou dois picos majoritarios em 21,84 min (58,6%) e 21,87
min (30,57%) e seus espectros de massas (Figuras 22 e 23, respectivamente, vol. 1l, p. 30)
apresentaram picos ion-molecular em m/z 374 e padrdes de fragmentacBes semelhantes, sendo
possivel a presenca de epimeros da mesma substancia. As propostas de fragmentacdo de

massas da substancia (Figura 11) justificam alguns dos fragmentos majoritérios.

Apos as analises de RMN uni e bidimensionais, e CG-EM e comparacdo com dados da
literatura (CHEN et al., 2009) (Tabela 14), foi possivel identificar a mostra como sendo a
lignana do tipo dibenzilbutirolactol, 4,4'-dihidréxi-3, 3',9-trimetoxi-9,9'-epdxilignana (Figura
10).

Figura 10. Estrutura da substancia Sb6, 4,4'-dihidréxi-3, 3’, 9-trimet6xi-9,9'-epoxilignana.
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Tabela 14. Dados de RMN da substancia Sb6 (500 MHz, DMSO-ds).

C HSQC Referéncia*
- 6c mult. oH (mult., J em Hz) oc oH (mult., J em Hz)
1 1315C - 133,1 -
2 112,9 CH 6,67 (sl) 112,7 6,57 (d, 2)
3 1475 C - 146,3 -
4 1447 C - 146,8 -
5 115,4 CH 6,66 (d, 9) 115,6 6,80 (d, 8,5)
6 121,1 CH 6,53 (dd, 2 e 9) 123,0 6,61 (dd, 2 e 8,5)
7 38,0 CH> 2,53 (dd, 9 e 14) 40,2 2,44 (dd, 7,5 e 14)
2,36 (dd, 7 e 14) 2,66 (dd, 7,5 e 14)
8 52,5 CH 2,00 (dd, 7 e 14) 47,4 2,15 (m)
9 109,0 CH 4,64 (s) 111,4 4,70 (d, 1)
1’ 1310C - 135,3 -
2' 112,6 CH 6,60 (sl) 116,2 6,62 (d, 2)
3’ 1475C - 1454 -
4' 1447 C - 1479 -
5 115,4 CH 6,64 (d, 9) 112,0 6,68 (d, 8)
6’ 120,7 CH 6,46 (dd, 2 e 9) 121,4 6,50 (dd, 2 e 8)
7 38,0 CH> 2,42 (d, 7) 40,2 2,55 (m)
2,75 (m)
g8’ 46,0 CH 2,06 (ddd, 7,7,8e22,4) | 54,1 2,15 (m)
9 71,4 CH» 3,83 (t, 8) 73,5 3,62 (t, 8,5)
3,46 (t, 8,5) 3,97 (t, 8,5)
OMe-3 55,6 CHs 3,72 (s) 57,2 3,86 ()
OMe-9 54,4 CHs 3,14 (s) 56,2 3,33 (s)
OMe-3' 55,6 CHs 3,71 (s) 57,4 3,83 ()

*CHEN et al., 2009 (500 MHz, CDCls).
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Figura 11. Propostas de fragmentacfes de massas da substancia Sbé (ie. 70 eV).
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6.2.7. Elucidacéo estrutural da substancia Sb7

A amostra Sb7 também foi isolada como uma pasta incolor. Apos as anélises de RMN
'H (Figura 24, vol. I, p. 31) e DEPTQ (Figura 25, vol. I, p. 32) notou-se a semelhanca do
padrdo de sinais da amostra com a substancia Sb6 e, pelo espectro de DEPTQ, que a amostra
apresenta uma possivel mistura de epimeros devido a presenca de sinais de menor intensidade
em regides proximas aos sinais majoritarios da substancia. As vizinhangas dos prétons,
principalmente do anel lactonico, puderam ser observadas no espectro de COSY (Figura 26,
vol. Il, p. 33).

Os espectros de HSQC (Figura 27, vol. 11, p. 34) e HMBC (Figura 28, vol. 11, p. 35) e
NOESY (Figura 29, vol. 11, p. 36) auxiliaram na confirmacao das interacdes a *Ju.c € 23Juc e
homonuclear entre prétons da molécula como assinalado nos mesmos. A principal diferenca
entre a presente amostra ¢ a anterior consiste na auséncia do sinal em on 3,14 (S) e 6c 54,4

(CHs) correspondente ao grupamento metoxila ligado ao carbono C-9 da amostra Sbé.

Submeteu-se a amostra a CG-EM (Figura 30, vol. II, p. 37) e observou-se, além de
dois picos bem proximos 1 e 2, respectivamente, em 21,5 e 21,6 minutos indicando uma
possivel mistura epimérica, o pico em m/z 342, referente ao pico molecular subtraido de uma
molécula de dgua [M-HQO] nos picos 1 e 2 (Figuras 31 e 32, vol. Il, p. 37). Propostas de
fragmentacédo para justificar os picos mais intensos serviram para se justificar a estrutura da

proposta (Figura 13).

Apos as analises de RMN e CG-EM, foi possivel elucidar a estrutura da amostra como
sendo uma lignana, também do tipo dibenzilbutirolactol, ja descrita na literatura cientifica,
3,3'-dimetoxi-4,9,4'-trihidroxi-9,9-epdxilignana (Figura 12), possivelmente também em
mistura de epimeros como descrito por BARRERO e colaboradores (1994) que propdem
diferentes sinais de H e 3C para os epimeros a e p (Tabela 15).
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Figura 12. Estrutura da substancia Sb7, epimeros a ¢ p da 3,3'-dimetoxi- 4,9,4'-trihidroxi- 9,9’-epoxilignana.
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Tabela 15. Dados de RMN dos epimeros da substancia Sb7 (500 MHz, CDCls).

Experimental

Referéncia*

C HSQC (o) HSQC (B)
- 6c mult. on (mult., J em Hz) dc mult. oH (mult., J em Hz) dC(o)/dc(p) OH(w)/0H@E) (mult., J em Hz)
1 132,0C - 131,4C - 132,67/132,33 -
2 111,0 CH 6,61 (sl) 110,9 CH 6,44 (sl) 111,62/111,29 6,42-6,81 (m)
3 146,33 C - 146,3 C - 146,58 -
4 1438 C - 1438 C - 144,00/143,95 -
5 114,2 CH 6,81 (d, 9) 114,0 CH 6,78 (d, 9) 114,41/114,24 6,42-6,81 (m)
6 121,2 CH 6,64 (dd, 2 e 9) 121,2 CH 6,56 (dd, 2 e 9) 121,42/121,58 6,42-6,81 (m)
7a 33,5 CH> 2,62 (m) 384CH, 2,66 (dd, 7 e 14) 2,42 (m) 33,46/39,21 2,37-2,80 (m)
7b 2,80 (m)
8 51,9 CH 2,46 (m) 52,9 CH 2,18 (m) 51,82/52,85 1,94-2,18 (m)
9 98,9 CH 5,25 (s) 103,4 CH 5,25 (s) 98,92/103,46 5,23 (m)
OMe-3 55,7 CHs 3,80 (s) 55,7 CHs 3,80 (s) 55,73 3,76 (s)
1’ 132,6 C - 132,3C - 132,01/131,49 -
2 111,4 CH 6,73 (sl) 111,1 CH 6,51 (sl) 111,29/111,12 6,42-6,81 (m)
3’ 146,4 C - 146,4 C - 146,45 -
4' 1440C - 1439 C - 143,95/143,80 -
5 114,2 CH 6,83 (d, 9) 114,1 CH 6,80 (d, 9) 114,34/114,16 6,42-6,81 (m)
6 121,4 CH 6,74 (dd, 2 e 9) 121,5CH 6,61 (dd, 2 e 9) 121,23 6,42-6,81 (m)
7 38,8 CH: 2,78 (m) 39,3 CH> 2,61 (m) 38,76/38,33 2,37-2,80 (m)
2,45 (m)
8’ 42,8 CH 2,05 (m) 45,7 CH 2,16 (m) 42,87/45,74 1,94-2,18 (m)
o 72,7 CHa 3,60 (t, 7,9) 72,4 CH2 4,04 (t, 9) 72,62/72,32 4,09 (t, 8)/4,00 (dd, 7 e 8,5)
4,11 (t, 7,9 3,83 (m) 3,57 (t, 8)/3,47 (m)
OMe-3' 55,8 CH3 3,86 (s) 55,8 CHs 3,86 (s) 55,89 3,82 (5)/3,83 (s)

* BARRERO et al., 1994 (300 MHz, CDCls).
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6.2.8. Elucidacéo estrutural da substancia Sb8

A substancia Sb8 foi isolada pela precipitacdo de um solido esbranquicado. No
espectro de RMN H (Figura 33, vol. I, p. 38) nota-se a presenca de sinais caracteristicos de
triterpenos esteroidais como a série de metilas agrupadas entre 6n 0,65 — 0,99. Observaram-se
também os sinais em 2,48 (m) e 2,74 (dd, 2,7 e 13,2 Hz) caracteristico dos hidrogénios
diastereotopicos (H-4) vizinhos do centro assimétrico C-3 e dupla ligagdo C-5/C-6. Uma
unidade glicosidica foi detectada pela presenga de sinal em dn 5,06 (d, 6,3 Hz) caracteristico
de proton de carbono anomérico, visivel no espectro de DEPTQ (Figura 34, vol. 11, p. 39) em
dc 102,8 (CH-1"). Algumas vizinhangas dos protons puderam ser observadas no espectro de
COSY (Figura 35, vol. |1, p. 40). Os hidrogénios diastereotopicos puderam ser identificados
através da expansao do espectro de HSQC (Figura 36, vol. II, p. 41). Os sinais identificados
no espectro de DEPTQ foram atribuidos com exce¢ao do sinal em d¢ 30,4 (CH2) que pode ser
atribuido a algum material graxo presente na substancia. A posicdo do glicosideo pode ser
identificada pelo sinal de 3Ju.c entre o proton anomérico H-1' e C-3, através de sinais
observados no espectro de HMBC (Figura 37, vol. I, p. 42). Apos analise dos dados
espectroscopicos e comparacdo com dados da literatura (Tabela 16) (KOJIMA et al., 1990) a
amostra Sb8 foi identificada como sendo o esteroide glicosilado conhecido como daucosterol

(ou 3-O-B-D-glicopiranosil B-sitosterol) (Figura 14).

Figura 14. Estrutura da substancia Sb8, daucosterol.
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Tabela 16. Dados de RMN da substancia Sb8 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC Referéncia*

- 6c mult. oH (mult., J em Hz) oc oH (mult.)

1 37,7 CH; 0,98 (m), 1,72 (m) 37,62 -

2 30,5CH; 1,74 (m), 2,13 (m) 30,32 -

3 78,4 CH 3,98 (m) 78,3 3,97 (m)

4 39,6CH; 2,48 (m), 2,74 (dd; 2,8 e 13) 39,4 2,38 (M)
2,63 (m)

5 1412C - 141,0 -

6  122,2CH 5,34 (m) 122,02 -

7 324CH; 1,89 (m) 32,22 -

8 32,3CH 1,36 (m) 32,12 -

9 50,6 CH 0,90 (m) 50,42 -

10 372C - 37,02 -

11  21,5CH; 1,42 (m) 21,412 -

12 40,2 CH; 1,11 (m), 1,96 (m) 40,02 -

13 427C - 42,7 _

14  57,1CH 0,93 (m) 57,02 -

15 24,8 CH; 0,96 (m), 1,55 (m) 24,62 -

16 28,8 CH> 1,25 (m), 1,83 (m) 28,72 -

17 56,5 CH 1,11 (m) 56,312 -

18 12,2 CH3 0,66 (s) 12,0 0,66 (s)

19 19,7 CHs 0,93 (s) 19,3 0,94 (s)

20  36,7CH 1,38 (m) 36,52 -

21 19,5 CHs 0,99 (d; 6,3) 19,1 0,99 (d)

22 34,4 CH; 1,07 (m), 1,39 (m) 34,32 -

23 26,6 CH; 1,24 (m) 26,42 -

24 46,3 CH 0,99 (m) 46,112 -

25 29,7 CH 1,68 (m) 29,512 -

26 19,7 CH3 0,90 (d; 7,5) 19,51 0,90 (d)

27 20,3 CHs 0,87 (m) 20,11 0,87 (d)

28 23,6 CH> 1,28 (m) 23,412 -

29 12,4 CHs 0,89 (m) 12,21 0,89 (t)

1’ 102,8 CH 5,06 (d; 7,8) 102,6 4,95 (d)

2' 75,6 CH 4,07 (m) 75,412 -

3  78,7CH 4,00 (m) 78,72 -

4 71,9CH 4,27 (m) 71,7 4,31 (t)

5 78,8CH 4,32(m) 78,5 -

6’  63,0CH; 4,41 (dd; 5,3 e 12), 4,57 (dd; 2 e 12) 62,9 4,59 (dd)

* KOJIMA et al., 1990 (400 MHz, CsDsN); ' Sinais sobrepostos; 2 Dados

espectroscopicos de RMN H n&o divulgados.
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6.2.9. Elucidacéo estrutural da substancia Sb9

A amostra Sh9 foi isolada na forma de um sélido amorfo de coloragdo amarelada. No
espectro de RMN !H (Figura 38, vol. 11, p. 43) observou-se a presenca de uma série de
simpletos em &4 1,08 (s, Me-19), 1,19 (s, Me-18), 1,41 (s, Me-30), 1,48 (s, Me-26), 1,52 (s,
Me-27), 1,60 (s, Me-21), 1,93 (s, Ac-25) e 2,24 (s, Me-28), além dos sinais em 6+ 5,75 (d, 7,2
Hz, H-1") jJuntamente com sinais entre dx 3,98 — 4,52 (m) indicando a presenca de uma por¢éo
glicosidica na amostra. No espectro de DEPTQ (Figura 39, vol. Il, p. 44) observou-se a
presenca de um sinal em &c 103,82, caracteristico de carbono anomérico, confirmando a
presenca da porc¢édo glicosidica na amostra. Sinais observados em ¢ 146,1 (C-3), 142,4 (C-5),
132,8 (C-4) e 130,3 (C-6) indicam a presenca de um sistema insaturado conjugado com um
grupo carbonila em 195,1 (C-2), confirmado pelo experimento de UV (Figura 43, vol. II, p.
48) com maximo de absor¢do em 300 nm. A presenga de um grupo acetoxila foi confirmada
pelos sinais em d¢ 170,5, caracteristico de carbonila de funcdo éster, e 6c 22,6, caracteristico
de metila o-carbonila, e do sinal de 2Ju.c entre o préton da metila em dn 1,93 (s) e 0 carbono
da carbonila, observada via espectro de HMBC (Figura 42, vol. Il, p. 47). Os hidrogénios
diastereotdpicos da estrutura foram identificados pelo experimento de HSQC (Figura 41, vol.
I, p. 46).

Apbs as analises dos dados de RMN (Tabela 17), a substancia Sh9 foi identificada como
sendo a nor-cucurbitacina conhecida como cayaponosideo A1 (HIMENO et al., 1993) (Figura
15).

Figura 15. Estrutura da substancia Sh9, cayaponosideo A;.
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Tabela 17. Dados de RMN da substancia Sb9 (500 MHz, CsDsN).

C HSQC HMBC Ref.*
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 23Juc dc
1 39,8 CH; 2,54 (d, 14,4), 2,66 (dd, 4,4 ¢ 14,4) 40,7
2 195,1C - 197,1
3 1458 C - 147,1
4 1326 C - 134,3
5 1426 C - 145,8
6 130,3 CH 6,17 (s) 132,6
7 253 CH> 2,13 (M), 2,36 (m) 26,7
8 42,6 CH 1,98 (m) 44,5
9 48,9 C - 50,8
10  36,5CH 3,08 (m) 37,8
11 213,0C - 215,8
12 49,4 CH, 2,81 (d, 14,5), 3,08 (m) 50,6
13 51,0C - 52,4
14 48,7 C - 50,3
15 46,6 CH; 1,70 (d, 12,9), 1,91 (m) 47,6
16 70,5 CH 4,98 (m) 72,1
17 59,4CH 2,89 (d, 7,2) 60,4
18 20,6 CH3 1,19 (s) 12, 13,14, 17 214
19 19,7 CHs 1,08 (s) 8,9,10 20,6
20 80,4 C - 81,6
21 259CHs 1,60 () 17,20 26,4
22 2158 C - 217,3
23 32,6 CHz 3,10 (m), 3,32 (m) 33,6
24 356 CH, 2,35 (m), 2,46 (m) 36,6
25 819C - 83,9
26 26,2 CH3 1,49 (s) 24, 25, 27 27,0
27 26,2 CHs 1,52 (s) 24, 25, 26 27,1

28 13,7 CH3 2,24 (s) 3,4,5 14,4

30 18,6 CHs 1,41 (s) 8,13,14,15 196
1’ 103,7CH 5,75 (d, 7,2) 3 -
2 76,2 CH 4,28 (m) -
3/ 78,7 CH 4,31 (m) -
4 71,6 CH 4,31 (m) -
5’ 79,1 CH 3,96 (m) -
6 62,7 CH; 4,38 (m), 4,51 (d, 12) .

Ac  225CHs 1,93 (s) Ac 23,1

170,6 C - 173,2

* HIMENO et al., 1993 (400 MHz, CD30D).
6.2.10. Elucidacéao estrutural da substancia Sb10

A substancia Sb10 foi isolada na forma de um solido amorfo de coloragdo amarelada.
No espectro de RMN *H (Figura 44, vol. 1l, p. 49) observa-se um padrdo de sinais

caracteristico de esqueleto triterpénico semelhante aos presentes na amostra anterior (Sb9).
Nota-se, primeiramente, a presenca de sete sinais de metilas ligadas a carbonos quartenarios
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em oH 1,24 (s, Me-18), 1,47 (s, Me-26/Me-27), 1,49 (s, Me-19), 1,57 (s, Me-21), 1,90 (s, Ac-
25) e 2,30 (s, Me-28) sendo que estes mantém acoplamento a *Ju.c Vvisto no espectro de
HSQC (Figura 46, vol. Il, p. 51) com os sinais em dc 20,14, 26,30, 29,63, 25,71, 22,52 e
12,19, respectivamente. Um sinal de proton ligado a carbono aromaético € observado em 7,34
(s) mantendo correlagdo direta com um carbono sp? em §¢c 114,1. Observa-se um sinal em Sy
5,40 (d, 7 Hz) referente ao préton do carbono anomérico da unidade glicosidica da substancia
que tem acoplamento direto (*Ju-c) com o sinal em &c 105,7, referente ao proprio carbono

anomérico.

Com o auxilio do espectro de HSQC e HMBC (Figura 47, vol. I, p. 52) foi possivel,
também, diferenciar e identificar os hidrogénios diastereotopicos da substancia, assim como
os carbonos quaternarios oxigenados e as vizinhangas dos grupos metilicos da estrutura. O
espectro de DEPTQ (Figura 45, vol. Il, p. 50) auxiliou na definicdo inequivoca das
multiplicidades dos carbonos da substancia. A interpretacdo dos espectros de RMN (Tabela
18), incluindo a comparacdo com dados literatura (HIMENO et al., 1992), possibilitaram a
identificacdo da substancia Sb10 como sendo a nor-cucurbitacina conhecida como
cayaponosideo A (Figura 16) isolada da espécie Cayaponia tayuya.

Figura 16. Estrutura da substancia Sb10, cayaponosideo A.
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Tabela 18. Dados de RMN da substancia Sb10 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC HMBC Ref.*
- dc mult. oH (mult., J em Hz) 233hc oc
1 114,1 CH 7,34 (s) 2,10,9 1143
2 1448 C - 145,5
3 145,7C - 145,8
4 12477 C - 125,7
5 1309C - 132,2
6 24,6 CH; 2,57 (dd, 8  17), 2,82 (m) 25,6
7 19,9 CH» 1,89 (m), 2,17 (m) 21,1
8 43,1 CH 2,13 (m) 44,9
9 50,8 C - 53,0
10 129,6 C - 130,8
11 2146 C - 2179
12 51,6 CH; 2,97 (m) 52,8
13 51,3C - 52,1
14 49,4 C - 50,6
15 46,4 CH; 1,83 (m), 2,04 (m) 47,2
16 70,6 CH 4,94 (t, 7,4) 72,3
17 59,4 CH 2,89 (d, 7) 60,6
18 20,1 CHs 1,24 (s) 12,13,14,17 21,2
19 29,6 CHs 1,49 (s) 8,9,10 30,0
20 80,5C - 81,7
21 257 CHs 1,57 (s) 20 26,3
22 215,7 CH - 217,5
23 32,5CH; 3,09 (m), 3,30 (m) 33,6
24 35,6 CH> 2,30 (m), 2,40 (m) 36,6
25 819C - 83,9
26 26,2 CHs 1,47 (s) 24,25, 27 27,0
27 26,3 CHs 1,47 (s) 24, 25, 26 27,1
28 12,2 CHs 2,30 (s) 3,4,5 12,3
30 20,6 CHs 1,24 (s) 14, 15 20,9
1’ 1057 CH 5,40 (d, 7) 2 ;
2/ 75,1 CH 4,26 (M) -
3 78,6 CH 4,28 (m) -
4’ 71,1 CH 4,41 (m) -
5’ 79,0 CH 3,98 (m) -
6 62,2 CH; 4,47 (dd, 3,6 € 12), 4,59 (dd, 1,76 e 12) -
Ac 22,5 1,90 (s) Ac 23,1
170,6 - 173,2

* HIMENO et al., 1992 (400 MHz, CDs0D).
6.2.11. Elucidacao estrutural da substancia Sb11
A amostra Sb11 foi isolada na forma de um s6lido amorfo de coloragdo amarelada. No

espectro de RMN H (Figura 48, vol. I, p. 53) nota-se a presenca de sinais caracteristicos de
triterpenos, como os sinais em &x 1,27 (s, Me-18), 1,36 (s, Me-30), 1,49 (s, Me-19/Me-21),
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1,51 (s, Me26/Me-27) e 2,32 (s, Me-28), referentes a série de metilas presentes no esqueleto,
além de sinal em ox 1,93 (s, Ac-25) indicando a presenca de um grupo acetil, como na
substancia anterior (Sb9). Uma série de multipletos entre on 1,53 — 2,81, referentes aos
hidrogénios alifaticos, além do sinal em 61 5,43 (d, 7 Hz) caracteristico de hidrogénio de
carbono anomérico, indicando a presenga de uma porcdo glicosidica na substancia. No
espectro de DEPTQ (Figura 49, vol. 1l, p. 54) as funcdes observadas no espectro de RMN *H
sédo confirmadas através dos sinais em oc 12,8 (Me-28), 20,1 (Me-18), 20,6 (Me-30), 26,4
(Me-26), 26,7 (Me-27) e 29,8 (Me-19), confirmando a presenca das metilas. Os sinais em dc

170,6 e 22,6 confirmam a presenga de metila a-carbonila na substancia.

O espectro de HSCQ e HMBC (Figuras 50 e 51, vol. Il, p. 55 e 56) auxiliaram na
determinacéo das interagdes a 1Ju.c e 22Ju.c, além de auxiliar na determinacéo dos hidrogénios

diastereotdpicos presentes na substancia.

Ap0s as andlises detalhadas dos espectros de RMN (Tabela 19), a estrutura de Sb11
foi identificada como sendo a nor-cucurbitacina 25-acetoxi-2-(f-D-glicopiranosiloxi)-
3,16R,20,22-tetrahidroxi-29-norcucurbita-1,3,5(10)-trien-11-ona (Figura 17), ja isolada na
espécie Cyclanthera pedata Scrabs (TOMMASI et al., 1996).

Figura 17. Estrutura da substancia Sb11, 25-acetoxi-2-(5-D-glicopiranosiloxi)-3,16R,20,22-tetrahidroxi-29-
norcucurbita-1,3,5(10)-trien-11-ona .
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Tabela 19. Dados de RMN da substancia Sb11 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC HMBC Ref.*
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 233hc dc
1 114,8 CH 7,37 (5) 10 1135
2 1448 C - 145,6
3 146,1C - 1445
4 124,7C - 1248
5 131,3C - 132,0
6 24,7 CH; 2,60 (m), 2,81 (M) 24,8
7 20,0 CH2 1,91 (m), 2,18 (m) 20,3
8 43,1 CH 2,17 (m) 43,7
9 51,4C - 51,6
10 1298 C - 129,5
11 2148 C - 217,0
12 52,1 CH; 2,95 (m) 52,0
13 51,2C - 51,8
14 49,6 C - 49,5
15 45,9 CH;, 1,98 (m), 2,12 (m) 45,4
16 71,5 CH 5,23 (m) 71,8
17 56,6 CH 2,81 (M) 57,0
18 20,1 CHs 1,27 (s) 8,9 19,1
19 29,8 CHs 1,50 (s) 10 29,8
20 76,6 C - 80,0
21 26,4 CHs 1,51 (s) 17, 20 26,0
22 81,4 CH 3,94 (m) 78,8
23 26,3 CHa 1,91 (m), 2,08 (m) 27,8
24 39,6 CH 2,02 (m), 2,47 (m) 37,0
25 82,7C - 82,5
26 26,7 CHs 1,51 (s) 24, 25, 27 25,0
27 26,7 CHs 1,51 (s) 24, 25, 26 26,5
28 12,3 CHs 2,33 (s) 3,4,5 11,8
30 20,6 CH3 1,36 (s) 13, 14 19,7
1’ 106,1 CH 5,44 (d, 7,3) 104,8
2' 75,3 CH 4,26 (m) 74,3
3" 78,8 CH 4,29 (m) 78,2
4 71,2 CH 4,43 (m) 71,0
5/ 79,2 CH 3,99 (m) 70,8
6’ 62,3 CH, 4,50 (m), 4,60 (m) 62,5
Ac 22,7 CHs 1,94 (s) Ac 21,9

170,6 C - 172,0

* TOMMASI et al., 1996. (500 MHz, CD30D).

6.2.12. Elucidagéo estrutural da substancia Sb12

A substancia Sb12 foi isolada na forma de um so6lido amorfo de coloragdo amarelada.

O espectro de RMN *H da amostra (Figura 52, vol. 11, p. 57) apresenta sinais caracteristicos

de triterpenos como observado nas substancias anteriores, como as metilas em on 1,22 (S, Me-
18), 1,24 (s, Me-30), 1,37 (s, Me-26), 1,37 (s, Me-27), 1,47 (s, Me-19) e 1,55 (s, Me-21),
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além metila em &n 2,31 (s, Me-28) caracteristica de metila ligada a carbono sp2. Um dupleto,
caracteristico de hidrogénio de carbono anomérico, em dn 5,42 (d, 7,2 Hz, H-1") e uma série
de sinais entre o4 3,99 — 4,91 ddo indicio da presenga de uma unidade glicosidica na
substancia. No espectro de DEPTQ (Figura 53, vol. Il, p. 58) confirmou-se a presenca das
metilas em 8¢ 20,6 (Me-30), 20,2 (Me-18), 25,6 (Me-21), 29,6 (Me-19), 30,0 (Me-26) e 30,2
(Me-27) e a metila ligada a carbono sp? em &c 12,2 (Me-28), confirmou-se também, a
presenca de porcdo glicosidica que esta representada pelos sinais em &¢ 105,7 (C-1") referente
ao carbono anomérico. Detectou-se também a presenca de carbonos sp? pelos sinais em 114,1
(C-1), 144,8 (C-2), 145,7 (C-3), 124,4 (C-4), 130,9 (C-5) e 129,6 (C-10), além de duas
carbonilas em 6c 214,5 (C-22) e 216,5 (C-11). Os dados espectroscopicos observados (Tabela
20) permitiram identificar a amostra como a nor-cucurbitacina, conhecida como
cayaponosideo C (Figura 18) (HIMENO et al., 1992) onde a substancia difere-se da
substancia Sb10 somente no grupo hidroxila ligado ao carbono 25 no lugar do grupo

carboxila.

Figura 18. Estrutura da substancia Sb12, cayaponosideo C.
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Tabela 20. Dados de RMN da substancia Sb12 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC Ref.*
- o6c mult. on (mult., J em Hz) oc
1 114,1 CH 7,34 (s) 114,4
2 1448 C - 145,5
3 145;7C - 145,8
4 1244 C - 125,7
5 1309C - 132,2
6 24,2 CH> 2,59 (m), 2,81 (m) 25,6
7 19,9 CH> 1,86 (m), 2,17 (m) 21,1
8 43,1 CH 2,13 (m) 449
9 51,4C - 53,0
10 1296 C - 130,8
11 2145C - 218,1
12 51,6 CH> 2,93 (m) 52,8
13 51,3C - 52,1
14 49,6 C - 50,6
15 46,4 CH> 1,82 (m), 2,03 (m) 47,2
16 71,2 CH 4,41 (m) 72,3
17 59,1 CH 2,92 (m) 60,3
18 20,2 CH3 1,22 (s) 21,2
19 29,6 CH3 1,47 (s) 30,0
20 80,4 C - 81,7
21 25,6 CH3 1,55 (s) 26,2
22 216,5 CH - 217,8
23 33,0 CH2 3,25 (m), 3,47 (m) 33,9
24 38,6 CH> 2,20 (m) 38,9
25 69,4 C - 71,6
26 30,2 CH3 1,37 (s) 30,2
27 30,0 CH3 1,37 (s) 30,0
28 12,2 CH3 2,31 (s) 12,3
30 20,6 CH3 1,24 (s) 20,9
1’ 105,7 CH 5,42 (d, 7,2) -
2' 75,2 CH 4,26 (m) -
3 78,6 CH 4,28 (m) -
4 71,2 CH 4,91 (m) -
5 79,1 CH 3,99 (m) -
6’ 62,2 CH 4,48 (m), 4,60 (m)

* HIMENO et al., 1992 (400 MHz, CD30D).
6.2.13. Elucidacéao estrutural da substancia Sb13

A amostra Sb13 foi isolada na forma de um solido amorfo de coloragdo marrom-
amarelado. Apos analises de RMN *H (Figura 54, vol. Il, p. 59) e DEPTQ (Figura 55, vol.
I1, p. 60) foi possivel ver a semelhanca entre a mesma e a substancia Sb9 devido a presenca
do conjunto de sinais em 5¢c 146,1, 132,8, 142,4 e 130,2 referentes aos carbonos sp? 3,4, 5 e 6

respectivamente, juntamente com o sinal em ¢ 195,1, caracteristico de carbonila conjugada a
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sistema dienico. O sistema dienona, assim como na substancia Sb9, foi confirmado pelo
espectro de UV (Figura 59, vol. I, p. 64) onde apresentam um maximo de absor¢do em 300
nm, caracteristico para esse tipo de cromoforo. A diferenca observada entre essa substancia e
Sh9, estd na auséncia do grupamento acetil ligado em C-25, deduzida pelo deslocamento
quimico em 6c 64,9, onde na substancia Sh9, devido ao efeito retirador mais acentuado do
grupamento carboxilico, o deslocamento quimico do carbono 25 ocorre em &c 81,9.

Os espectros de HSQC (Figura 57, vol. Il, p. 62) auxiliou na identificacdo dos
hidrogénios diastereotopicos da substancia e o espectro de HMBC (Figura 58, vol. I, p. 63)
foi muito atil para o assinalamento das vizinhancas das metilas para a caracterizacdo do

esqueleto cucurbitano.

Os dados de RMN (Tabela 21) juntamente com o espectro de UV corroboram para
que a substancia seja identificada como sendo a cucurbitacina, ja descrita na literatura
cientifica, cayaponosideo Cs (Figura 19) (HIMENO et al., 1993) j& isolada da espécie

Cayaponia tayuya.

0]
2;,// OH

7

/I
18 20/

Figura 19. Estrutura da substancia Sb13, cayaponosideo Cs.
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Tabela 21. Dados de RMN da substancia Sb13 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC HMBC Ref.*
- dc mult. oH (mult., J em Hz) 233nc dc
1 40,0 CH; 2,55 (d, 15) 40,7
2,65 (dd; 4 e 14,5)
2 1952 C - 197,1
3 146,1 C - 1471
4 132,8C - 134,3
5 142,4C - 145,8
6 130,3 CH 6,16 (s) 130,6
7 25,4 CH; 2,10 (m) 26,7
2,32 (m)
8 42,7 CH 1,98 (d; 15 Hz) 44,6
9 514C - 50,6
10 36,7 CH 4,17 (m) 37,8
11 2128 C - 215,8
12 49,5 CH> 2,78 (d; 15,2 Hz) 50,8
3,06 (M)
13 51,1C - 52,4
14 49,0 C - 50,4
15 46,8 CH> 1,70 (d; 12,9 Hz) 47,7
1,90 (m)
16 70,5 CH 4,94 (m) 72,2
17 59,1 CH 2,92 (d; 6,95 Hz) 60,2
18 20,6 CH3 1,17 (s) 13 21,4
19 19,7 CHs 1,07 (s) 8,9,10 20,7
20 80,4C - 81,6
21 25,8 CH3 1,59 (s) 17, 20 26,4
22 216,4 C - 218,0
23 33,1 CH; 3,28 (M) 33,9
3,47 (M)
24 38,8 CH; 2,18 (m) 39,0
25 69,4 C - 71,6
26 30,5 CHs 1,38 () 24, 25,27 30,2
27 30,4 CHs 1,38 () 24, 25, 26 30,0
28 13,8 CHs 2,23 (s) 3,4,5 14,4
30 18,7 CHs 1,39 () 8, 14 19,7
1’ 104,0 CH 5,74 (d; 7,25) -
2! 76,4 CH 4,26 (m) -
cl 78,9 CH 4,29 (m) -
4 71,7 CH 4,31 (m) -
5/ 79,3 CH 3,95 (m) -
6’ 62,9 CH, 4,26 (dd, 5 2 e11,6) -
4,51 (d, 11,6)

* HIMENO et al., 1993 (400 MHz, CDsOD).
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6.2.14. Elucidacéao estrutural da substancia Sb14

A amostra Sb14 foi isolada na forma de um solido amorfo de coloracdo amarelada.
Observa-se no espectro de RMN !H (Figura 60, vol. I, p. 65) a presenca de sinais
caracteristicos de metilas de esqueletos triterpénicos em 6H 1,26 (S, Me-18), 1,34 (s, Me-30),
1,48 (s, Me-19/Me-21), 1,50 (s, Me-26/Me-27) e 2,32 (s, Me-28). O sinal em 8n 5,42 (d, 7,5
Hz, H-1") indica a presenca de uma porcéao glicosidica na substancia. Observou-se também a
presenca de protons de carbonos sp? em 8+ 6,36 (d, 15,5 Hz, H-24), 6,50 (dd, 5,3 e 15,5 Hz,
H-23) e 7,34 (s, H-1).

No espectro de DEPTQ (Figura 61, vol. Il, p. 66) os sinais de grupos metilicos
correspondentes aos observados no espectro de RMN H sdo confirmados pelos sinais em ¢
12,2 (Me-28), 20,0 (Me-30), 20,6 (Me-18), 25,0 (Me-21), 29,8 (Me-19), 31,0 (Me-26) e 31,1
(Me-27). Além dos sinais em dc 106,0 (CH-1") confirmando a presenca de um carbono
anomérico da porgdo glicosidica da substancia. Os sinais em 6¢c 114,9 (CH-1), 126,2 (CH-23)
e 142,1 (CH-24) confirmaram a presenca de carbonos metinicos sp?. Outros sinais também
auxiliaram na confirmacdo de algumas fungdes presentes na substancia, como 6c 214,8 (C-
11), caracteristico de grupo carbonila, a presenca de um anel aroméatico com 0s sinais em dc
146,1 (C-3), 144,7 (C-2), 131,3 (C-5) e 129,7 (C-4), e alguns carbonos oxigenados em 76,6
(C-20), 70,2 (C-25), 71,7 (CH-16) e 82,3 (CH-22), além dos sinais dos carbonos oxigenados
da porcdo glicosidica entre 62,3 — 79,2. Os dados de RMN juntamente com compara¢do com
a literatura (HIMENO et al., 1992) (Tabela 22) permitiu identificar a substancia como sendo

a nor-cucurbitacina conhecida por cayaponosideo D (Figura 20).

Figura 20. Estrutura da substancia Sb14, cayaponosideo D.
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Tabela 22. Dados de RMN da substancia Sb14 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC Ref.*
- 6c mult. oH (mult., J em Hz) oc
1 114,9 CH 7,34 (s) 114,3
2 144,7C - 145,4
3 146,1C - 145,7
4 1247 C - 125,7
5 131,3C - 132,2
6 24,7 CH> 2,58 (dd, 8 e 18), 2,78 (m) 25,6
7 20,0 CH> 1,91 (m), 2,11 (m) 21,0
8 43,1 CH 2,78 (d, 5,5) 44,8
9 516C - 52,8
10 129,7C - 130,8
11 2148C - 218,2
12 51,8 CH> 2,84 (d, 11) 52,9
13 51,1C - 52,8
14 494 C - 50,6
15 45,6 CH: 1,94 (m), 2,12 (m) 46,2
16 71,7 CH 5,28 (m) 73,0
17 56,6 CH 2,16 (m) 57,4
18 20,6 CHs 1,34 (s) 21,0
19 29,8 CHs 1,48 (s) 29,9
20 76,6 C - 77,9
21 25,0 CHs 1,48 (s) 24,8
22 82,3 CH 4,24 (m) 82,6
23 126,2 CH 6,51 (dd, 5,3 e 15,6) 127,0
24 142,1 CH 6,36 (d, 15,6) 142,3
25 70,2C - 72,0
26 31,0 CHs 1,50 (s) 30,8
27 31,1 CHs 1,50 (s) 30,9
28 12,2 CH3 2,33 () 12,3
30 20,0 CHs 1,26 (s) 20,7
1’ 106,0 CH 5,42 (d, 7,5) -
2' 75,2 CH 4,22 (m) -
3’ 78,7 CH 4,27 (m) -
4' 71,2 CH 4,39 (m) -
5 79,2 CH 3,97 (m) -
6’ 62,3 CH> 4,52 (m), 4,57 (m) -

* HIMENO et al, 1992 (400 MHz, CDsOD).

6.2.15. Elucidacéao estrutural da substancia Sb15

A substancia Sb15 foi isolada na forma de um sélido amorfo amarronzado. Na analise
de RMN *H (Figura 62, vol. Il, p. 67) observa-se a presenca de seis simpletos referente a
grupos metilicos em on 1,31 (s, Me-30), 1,36 (s, Me-18), 1,50 (s, Me-19), 1,52 (s, Me-19),
1,82 (s, Me-27) e 2,32 (s, Me-28), sinais referentes a ligacdo dupla dissubstituida em 6,36 (dd,
5,5 e 16 Hz, H-23) e 6,83 (d, 16 Hz, H-24), dois simpletos largos referentes a um metilideno
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em 4,96 e 5,02 (sl, H-26), um préton em carbono sp? também foi detectado em 7.36 (s, H-1) e
também um proéton de carbono anomérico em 5,41 (d, 7,5 Hz, H-1"). O espectro de DEPTQ
(Figura 63, vol. II, p. 68) confirmou os grupamentos citados anteriormente e ainda apresentou
um sinal referente a carbonila em d¢ 214,7 (C-11), dois sinais de carbono terciario oxigenado
em 71,6 (C-16) e 80,9 (C-22) e ainda os sinais dos carbonos oxigenados do glicosideo (106,1,
75,2, 79,2, 71,1, 78,7 e 62,3). Os protons diastereotopicos da substancia foram assinalados
com auxilio do espectro de COSY e HSQC (Figuras 64 e 65, vol. Il, p. 69 e 70). A porcéo
glicosidica da substancia ligada ao carbono 2 da aglicona foi definida através de experimento
bidimensional HMBC (Figura 66, vol. 1l, p. 71) onde observou-se uma interacdo a longa
distancia (*Juc) entre o proton anomérico e o sinal em 144,8 (C-2). Dessa maneira, a
extensiva analise dos experimentos de RMN uni e bidimensionais (Tabela 23) possibilitou a
identificacdo da substancia Sb15 como sendo uma nor-cucurbitacina conhecida como
cayaponosideo B (Figura 21) (HIMENO et al., 1992).

Figura 21. Estrutura da substancia Sb15, cayaponosideo B.
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Tabela 23. Dados de RMN da substancia Sb15 (500 MHz, CsDsN).

C HSQC HMBC Ref.*
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 23Juc dc
1 114,8 CH 7.36 (s) 2,3,10e9 1143
2 1448 C - 145,5
3 146,1C - 145,8
4 12477 C - 125,7
5 131,2C - 132,3
6 24,7 CH, 2,61 (dd, 8,2 e 19,1); 2,84 (m) 7 25,6
7 20,0 CH. 1,94 (m): 2,19 (m) 6 21,1
8 43,1 CH 2,16 (M) 44,8
9 51,2C - 52,8
10 1298 C - 130,8
11 214,7C - 218,1
12 51,9 CH> 2,94 (s) 18,9, 11 53,0
13 51,4C - 52,7
14 49,6 C - 50,6
15 46,0 CH2 1,99 (d, 13,1); 2,14 (m) 46,4
16 71,6 CH 5,31 (t, 6,9) 73,0
17 57,0 CH 2,87 (d, 6,8) 57,8
18 20,7 CH3 1,37 (s) 17 21,1
19 29,9 CHs 1,51 (s) 8,9, 10, 11 29,9
20 76,8 C - 78,0
21 24,0 CHs 1,52 (s) 17 24,3
22 80,9 CH 4,79 (sl) 82,2
23 131,4 CH 6,36 (dd, 5,4 e 15,8) 22,25 130,4
24 134,2 CH 6,83 (d, 15,5) 22, 25, 27 136,5
25 142,7C - 143,8
26 126,3 CH, 4.96 (s), 5.02 (sl) 24, 27 117,5
27 19,1 CHs 1,82 (s) 24, 25, 26 19,6
28 12,3 CH3 2,32 () 3,4,5 12,3
30 20,0 CHs 1,32 (s) 8,12, 14 20,7
1" 106,1CH 541 (d, 7,5) 2

2! 75,2 CH 4,24 (m)

3’ 79,2 CH 3,96 (m)

4 71,1 CH 4,41 (m)

5/ 78,7 CH 4,27 (m)

6  62,3CH; 4,47 (M), 4, 58 (M)

* HIMENO et al., 1992 (400 MHz, CDsOD).
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6.2.16. Elucidacéo estrutural da substancia Sb16

A substancia Sb16 foi isolada na forma de um s6lido amorfo amarronzado. A analise
de EM-AR-ESI (Figura 67, vol. Il, p. 72) em modo negativo apresentou um pico
correspondente ao ion molecular desprotonado de 463.1248 [M-H] compativel com a férmula
molecular C22H23011 (calcd. m/z 463,1246). O espectro de UV (Figura 68, vol. Il, p. 72)
apresenta um maximo de absor¢do em 288 e 225 nm, ja o espectro de IR (Figura 69, vol. II,
p. 73) apresenta bandas de absorcdo em 3200 — 3450 cm™ (von), estiramento de grupo
metilénico em 2922 cm™ (vas CH>), estiramento de grupo carbonilico em 1690 e 1615 cm™
(vc=0), estiramento de ligagdo carbono-oxigénio em 1070 e 1021 cm™ (vc.o0), estiramento de
ligaco sp? carbono-carbono indicativa de presenca de anel aromético em 1600, 1515 e 1450
cm? (ve=c), além de banda sugerindo anel 1,4-dissubstituido em 825 cm™(8=c.n). O Espectro
de RMN !H (Figura 70, vol. Il, p. 74) apresentou sinais referentes a protons de anel
aromatico com acoplamento em meta em o1 6,17 (d, 1,9 Hz, H-2) e 6,14 (d, 1,9 Hz, H-4),
sinais referentes a anel aromatico dissubstituido em para em 6,98 (d, 8,4 Hz, H-2'/H-6') e
6,55 (d, 8,4 Hz, H-3'/H-5"), um sinal de grupamento metoxilico em 3,82 (s), um grupamento
metilénico a-carbonilico em 3,09 (s, H-7') e também um sinal pertencente a proton de carbono
anomérico em 4,90 (d, 8 Hz, H-1"). Nos espectros de RMN *3C e DEPT 135° (Figuras 71 e
72, vol. Il, p. 75 e 76) confirmaram-se a presenca de tais grupos e ainda sinais de carbonilas
de éster em oc 172,6 e 174,6, confirmadas via espectro de HMBC (Figura 75, vol. 1I, p. 79)
devido a interacdo a longa distancia entre os protons do grupo metoxilico com as carbonilas.
Notou-se também nos espectros de RMN *3C e DEPT 135° algumas duplicagdes dos sinais,

assim como no espectro de RMN H.

Devido as duplicagdes de sinais observadas nos espectros da substancia, optou-se pelo
preparo do derivado acetilado onde 8 mg da amostra foram solubilizados em 1 mL de piridina
e adicionou-se entdo 1 mL de anidrido acético, a mistura foi deixada sob agitacdo magnética
durante 24 horas. Ao final da reacdo, adicionou-se a reacdo 3 mL de &gua gelada e extraiu-se
com CHCIs (3 x 5 mL). A fase orgénica foi seca sob pressdo reduzida e submetida & analise
de RMN uni e bidimimensional (Tabela 25) e EM-AR-ESI. A analise de EM-AR-ESI
(Figura 77, vol. 11, p. 81) permitiu identificar um pico de ion molecular aduto com sodio de
m/z 739,1874 [M+Na]*, compativel com a férmula molecular C34H3s017Na, confirmando a
insercdo de seis grupamentos acetoxilicos na substancia apos a reacdo de acetilacdo. No
espectro de RMN H (Figura 78, vol. 11, p. 82) observa-se a presenca das mesmas porgoes

presentes na substancia original como os prétons aromaticos com acoplamento meta em 6n
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6,19/6,20 (d, 2 Hz, H-2), 6,12/6,14 (d, 2 Hz, H-5), os prétons do anel aromético para-
substituido em 7,21/7,25 (d, 8,5 Hz, H-2'/H-6') ¢ 6,92/6,96 (d, 8,5 Hz, H-3'/H-5"), 0 grupo
metilénico a-carbonila em 3,02 e 3,25/3,08 e 3,29 (d, 14,3 Hz, H-7’), o grupo metoxilico em
3,78/3,79 (s) e o proton do carbono anomérico do glicosideo em 5,19/5,22 (d, 8 Hz, H-1"). No
espectro de DEPTQ (Figura 79, vol. II, p. 83), nota-se novamente a duplicacdo dos sinais
assim como no espectro de RMN *H. Os sinais observados nos espectros de HSQC, HMBC e
ROESY do derivado acetilado (Figuras 81, 82 e 83, vol. II, p. 85, 86 e 87), estdo de acordo
com as informac6es obtidas do produto natural. Os dados de EM-AR-ESI e RMN do produto
natural (Tabela 24) e do derivado acetilado (Tabela 25, Figura 23) permitiram propor a
estrutura da substdncia Sb16 como sendo 4-[2-(p-hidrdxifenil)-1-oxoetil]-3-O-p-D-
glicopiranosil-5-hidroxibenzoato de metila, nomeado siolmatrina (Figura 22), que esta sendo
descrita pela primeira vez na literatura cientifica. As duplicacfes dos sinais observadas nos
espectros de RMN *H e $3C podem ter sido causadas por efeitos de atropoisomerismo entre os
grupos ligados a C-3 (B-d-glicopiranosideo) e C-4 [2-(p-hidroxifenil)-1-oxoetil] que, por
serem grupos volumosos, tem sua rotacdo impedida, causando assim diferentes efeitos

anisotrépicos.
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Figura 22. Estrutura da substancia Sb16, siolmatrina.

Tabela 24. Dados de RMN da substancia Sb16 (400 MHz, CD3;0D).

C HSQC HMBC ROESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 23Jh-c 'Ho'H
1 107,7/107,8 C -
2 96,60/96,98 CH 6,17 (d, 1,9) 2,4,5,7 1", OMe
3 157,89/158,02 C -
4 104,42/104,60 C -
5 157,89/158,02 C -
6 91,58/91,62 CH 6,14 (M) 2,3,4,7 OMe
7 172,55/174,63 C -

OMe 56,79 CHs 3,82 (s) 7 2,6
1’ 125,40 C -
2 132,50/132,52 CH 6,98 (d, 8,4) 46,7 3,7
3’ 115,76/115,79 CH 6,55 (d, 8,4) 1,45 2
4’ 157,30/157,33 C - -
5’ 115,76/115,79 CH 6,55 (d, 8,4) 1,3, 4 6’
6’ 132,50/132,52 CH 6,98 (d, 8,4) 2,47 507"
7’ 41,94/42,10 CH, 3,09 (s)
8’ 197,36/197,44 C -
1" 101,70/101,74 CH 4,90 (d, 8) 3,2" 3,5"
2" 74,08/74,14 CH 3,51 (m)
3" 77,35/77,42 CH 3,46 (m)
4" 71,33 CH 3,35 (m)
5" 78,50/78,59 CH 3,43 (m)
6" 62,42/62,45 CHz 3,63 (m), 3,86 (m)
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Figura 23. Estrutura do derivado acetilado de Sb16.

Tabela 25. Dados de RMN do derivado acetilado de Sb16 (500 MHz, CDCls).

C HSQC COSY HMBC ROESY
- dc mult. 8H (mult., J em Hz) 1H-1H 23Jh-c 'HotH
1 104,9/104,7 C - -
2 99,2/98,9 C - -
3 155,4/155,1 CH 6,23 (d, 2)/ 6,24 (d, 2) - 2,4,5:7 OMe, 1"
4 103,4/103,1 C - - -
5 150,0 CH 6,17 (d, 2)/ 6,18 (d, 2) - 3,4,7 OMe
6 91,4/91,2C -
7 169,3/170,6 C - -

OMe 56,1 CH3 3,84/3,82 (s) - 7 3,5
1’ 129,9/129,7 C - - -
2" 131,8/131,7 CH 7,28 (d, 8,5)/7,25 (d, 8,5) 3’ 4.6 3,7
3’ 121,15/121,22 CH 7,00 (d, 8,5)/6,96 (d, 8,5) 2’ 1,45 2'
4' 150,0/149,9 C -
5' 121,15/121,22 CH 7,00 (d, 8,5)/6,96 (d, 8,5) 6’ 1,3, 4 6’
6  131,8/131,7 CH 7,28 (d, 8,5)/7,25 (d, 8,5) 5 1,4 5,7
7' 40,10/40,13 CH> 3,02 (d, 14,3), 3,25 (d, 14,3) - 4,2',6' 8 2'6'

3,08 (d, 14,3), 3,29 (d, 14,3)
8’ 190,2C - - -
1 99,5/99,4 CH 5,23 (d, 7,8)/5,26 (d, 7,4) 2" 2,2 3
21 70,7/70,4 CH 5,37 (m) 173"
3" 72,5/72,4 CH 5,31 (m) 2" 4"
4 68,25/68,28 CH 5,16 (m) 3", 5" 5", 6"
5" 72,3/72,1 CH 3,90 (M) 4" 6" 4", 6"
6" 61,9/61,8 CHz 4,21 (m) 5
Ac 20,5-21,2 CHs 2,06-2,30 (s)
167,8-171,2C
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6.2.17. Elucidagéo estrutural da substancia Sb17

A amostra Sb17 foi isolada na forma de um s6lido amorfo amarronzado. A analise de
EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 84, vol. Il, p. 88) apresentou dois picos de ions
moleculares, um desprotonado de m/z 783,4901 [M-H] e outro como ion aduto com ion
formiato de m/z 829,4960 [M+HCOQOT", compativeis com as formulas moleculares C42H71013
(calcd. m/z 783,4900) e Ca3H7301s, respectivamente. O espectro de RMN H (Figura 85, vol.
I, p. 89) apresentou sinais caracteristicos de saponinas triterpénicas, como a serie de
simpletos em 61 0,78 (Me-19), 0,94 (Me-30), 0,98 (Me-18), 1,12 (Me-28), 1,30 (Me-29), 1,44
(Me-21) e 1,87 (Me-27), além de dois sinais de prétons de carbono anomérico em 4,95 (d, 7,6
Hz, H-1") e 5,40 (d, 7,6 Hz, H-1") e um sinal caracteristico de proton olefinico em 5,85 (m, H-
24). No espectro de DEPTQ (Figura 86, vol. I, p. 90) observa-se também a presenca das
metilas em ¢ 16,8 (C-19), 17,1 (C-30), 16,0 (C-18), 28,4 (C-28), 16,8 (C-29), 26,4 (C-21) e
14,3 (C-27), também observa-se a presenca dos carbonos anoméricos em 105,4 (C-1") e 106,3
(C-1"), dois carbonos sp? em 125,8 (C-24) e 136,3 (C-25), um carbono quaternario oxigenado
em 74,4 (C-20), um carbono metilénico oxigenado em 68,4 (C-26) e um carbono metinico
oxigenado 89,3 (C-3) (com excecdo dos carbonos oxigenados dos glicosideos). Com o auxilio
do espectro de HSQC (Figura 87, vol. Il, p. 91) foi possivel assinalar corretamente 0s
hidrogénios diastereotopicos presentes na aglicona e nos glicosideos. As posicBes dos
glicosideos na molécula foram determinadas com auxilio do espectro de HMBC (Figura 88,
vol. I, p. 92) onde observou-se duas interacdes a longa distancia dos prétons do carbono
anomérico, H-1' mostra correlagdo a 3Ju.c com carbono 3 da aglicona (5c 89,3) e H-1"
apresenta correlagdo com dc 83,6 (C-2'), caracterizando assim uma ligagdo interglicosidica (jB-
D-sophorose), os dados também foram comparados com modelos da literatura (YANG et al.,
1983). Apos a extensiva analise dos dados de EM-AR-ESI e RMN (Tabela 26) identificou-se
a substancia como sendo uma saponina de esqueleto tipo damarano inédita na literatura
cientifica, 20,26-dihidroxidamar-24-eno 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo,
que foi nomeada como siolmatrasideo Il (Figura 24). A saponina possui a mesma aglicona
que a saponina identificada no trabalho desenvolvido durante o mestrado (SANTOS et al.,

2016) diferenciando-se apenas pelo nimero e arranjo das por¢des glicosidicas na estrutura.
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Figura 24. Estrutura da substancia Sb17, siolmatrosideo I1.

Tabela 26. Dados de RMN da substéncia Sb17 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC HMBC
- dc mult. 61 (mult., J em Hz) 233h.c
1 39,6 CH> 0,78 (m), 1,48 (m)

2 27,1 CH> 1,85 (m), 2,24 (m)
3 89,3 CH 3,30 (dd, 4,2 e 11,4)
4 40,1C -

5 56,7 CH 0,68 (d, 13)

6 18,7 CH» 1,35 (m), 1,48 (m)

7 32,0 CH: 1,11 (m), 1,60 (m)

8 409C -

9 51,3CH 1,31 (m)

10 37,2C -

11 22,2 CH; 1,17 (m), 1,42 (m)

12 25,7 CH; 1,94 (m)

13 42,8 CH 1,84 (m)

14 510C -

15 36,0 CH: 1,21 (m), 1,48 (m)

16 28,4 CH, 2,10 (m)

17 50,6 CH 1,98 (m)

18 16,0 CH3 0,94 (s) 7,8,9, 14

19 16,8 CHs 0,78 (s) 1,5,9,10;

20 74,4 C -

21 26,4 CH3 1,44 (s) 17, 20, 22

22 42,1 CH, 1,84 (m) 20, 24

23 23,2 CH; 2,48 (m)

24 125,8 CH3 5,85 (m) 27

25 136,3C -

26 68,4 CH; 4,33 (m) 24, 25, 27

27 14,3 CHs3 1,87 (s) 24, 25, 26

28 28,4 CHj3 1,30 (s) 3,4,5,29

29 16,9 CHs 1,12 (s) 3,4,5,28
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30 17,1 CHs 0,98 (s) 8,13, 14,15

1’ 105,4 CH 4,95 (d, 7,6) 3
7k 83,6 CH 4,28 (m)

cl 78,4 CH 3,95 (M)

4 71,9 CH 4,17 (m)

5’ 77,5 CH 4,15 (m)

6’ 63,0 CHs 4,49 (m)

1 106,3 CH 5,40 (d, 7,6) 2
27 75,5 CH 4,08 (m)

3" 78,3 CH 4,27 (m)

4" 71,9 CH 4,36 (m)

5 78,6 CH 3,96 (M)

6" 63,1 CHs 4,40 (m), 4,60 (m)

6.2.18. Elucidacéo estrutural da substancia Sb18

A substancia Sb18 foi isolada como um sdlido amorfo esbraquicado. Observa-se no
espectro de EM-AR-ESI em modo positivo (Figura 89, vol. 11, p. 93) o pico do ion aduto com
sodio em m/z 969,5427 [M+Na]* compativel com a formula molecular C4sHs201sNa (calcd.
m/z 969,5399). Observa-se no espectro de RMN H (Figura 90, vol. I, p. 94) o mesmo
padrdo de sinais obtidos para a saponina descrita anteriormente (Sb17). Na analise do
espectro de RMN 3C (Figura 91, vol. I, p. 95) observou-se a presenca de um sinal de
carbono anomérico adicional em &c 1052 (C-1'), 106,1 (C-1") e 103,6 (C-1"") que
apresentaram correlacio a 1Ju.c com os prétons em 4,93 (d, 7,8 Hz, H-1"), 5,40 (d, 7,5 Hz, H-
1"y e 4,91 (d, 7,8 Hz, H-1""), respectivamente (assinalados via espectro de HSQC, Figura 93,
vol. 11, p. 97). No espectro de HMBC (Figura 94, vol. Il, p. 98) observa-se as interacfes a
longa distancia entre os prétons dos carbonos anoméricos onde observou-se a presenca da
mesma ligacéo interglicosidica entre o H-1" e 83,3 (C-2") juntamente com a ligacéo entre o H-
1" e o carbono em 89,4 (C-3) da aglicona, observou-se adicionalmente a correlacdo a longa
distancia (3Ju-c) entre H-1"" com o carbono metilénico em §c 75,4 (C-26) da aglicona, essas
ligagbes foram confirmadas com auxilio do espectro de ROESY (Figura 95, vol. 1, p. 99)
onde observou-se as interagdes espaciais homonucleares entre H-1" e 3,30 (dd, 4,3 e 11,5 Hz,
H-3), H-1" ¢ 4,28 (m, H-2") e H-1""" com 4,08 — 4,23 (m, H-26). Com 0 auxilio do espectro de
COSY, TOCSY 2D (Figuras 92 e 96, vol. I, p. 96 e 100, respectivamente), °C e
comparagdo com modelos da literatura foi possivel confirmar a presenca de trés unidades de
[-D-glicopiranoses, sendo assim, os dados de RMN 1D e 2D (Tabela 27) possibilitaram a

identificacdo da substancia Sb18 como 20-hidréxidamar-24-eno 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-
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2)-p-D-glicopiranosil]-26-O-B-D-glicopiranosideo, nomeada de siolmatrosideo Il (Figura

25), saponina triterpénica do tipo damarano inédita na literatura cientifica.

Tabela 27. Dados de RMN da substéncia Sb18 (400 MHz, CsDsN).

Figura 25. Estrutura da substancia Sb18, siolmatrosideo I11.

C HSQC COSY HMBC ROESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 'H-1H 23Jhc 'He'H
1 39,3(CHo) 0,77 (m), 1,49 (m) 2

2 269(CH,) 1,86(m),225(dd,55e17,5) 1,3

3 89,0 (CH) 3,32 (dd, 5,5 e 15) 2 4,28,29,1' 1,2,5,28
4 39,8 (C) -

5 56,4 (CH) 0,71 (dl, 14) 6 4,10, 29 1,28
6 18,5 (CHy) 1,36 (m), 1,48 (m) 5,7

7 357 (CHy) 1,23 (m), 1,49 (m) 6

8 40,7 (C) -

9 51,0 (CH) 1,31 (m) 11 5, 30
10 37,0 (C) -

11 22,1(CHo) 1,19 (m), 1,46 (m) 9,12

12 25,6 (CH,) 1,86-1,97 (m) 11, 13

13 42,8 (CH) 1,75-1,85 (m) 12,17 18
14 50,7 (C) - -

15 31,7 (CHo) 1,11 (m), 1,59 (m) 16

16 23,0 (CHy) 2,37-2,49 (m) 15, 17

17 50,4 (CH) 1,97 (m) 13, 16 21
18 15,7 (CHs) 0,95 (s) - 7.8, 14 7,13, 19
19 16,5 (CHs) 0,80 () - 1,5,9, 10 18, 29
20 74,0 (C) - -

21 26,0 (CHs) 1,41 (s) - 17, 20, 22 17
22 41,6 (CHy) 1,76-1,84 (m) 23

23 28,1 (CHo) 1,39 (m), 2,09 (m) 22, 24

24 1293 (CH) 5,76 (M) 23

25 132,1 (C) - -
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26 75,2 (CH) 4,28 (), 4,54 (m) -

27 14,2 (CHs) 1,84 (s) - 24, 25, 26

28 28,1 (CHs) 1,31 (s) - 3,4,5,29 3,519,
29

29 16,6 (CHs) 1,14 (s) - 3,4,5,28 9, 19,28

30 16,8 (CHa) 0,99 () - 8,13, 14,15

OH-20 - 5,14 () - 17, 20, 21, 22

1’ 105,1(CH) 4,97 (0) 3 3

2’ 835 (CH) 4,27 (m)

3 78,6 (CH) 4,28 (m)

4 71,6 (CH) 4,18 (m)

5 783 (CH) 3,96 (M)

6 62,9 (CHy) 4,40 (m), 4,58 (m)

1”  106,1 (CH) 5,40 (d, 7,6) 2 2

2" 77,2 (CH) 4,16 (m)

3" 78,0 (CH) 4,28 (m)

4" 71,7 (CH) 4,37 ()

5" 78,4 (CH) 3,94 (m)

6" 62,7 (CHy) 4,48-4,52 (m)

1" 103,6 (CH) 4,93 (d, 7,6) 26, 3"

2" 752 (CH) 4,09 (m)

3" 78,6 (CH) 4,28 (m)

4 71,7 (CH) 4,28 (m)

5" 785 (CH) 3,97 (M)

6" 62,8 (CHy) 4,40 (m), 4,58 (m)

(o) sobreposto ao sinal da agua.
6.2.19. Elucidagéo estrutural da substancia Sb19

A substancia Sb19 foi isolada na forma de um sélido amorfo esbraquicado. A analise
do EM-AR-ESI (Figura 97, vol. I, p. 101) mostra um pico de ion aduto com sodio de m/z
1131,5947 [M+Na]*, compativel com a férmula molecular CssHg92023Na (calcd. m/z
1131,5927). A analise de RMN *H (Figura 98, vol. Il, p. 102) indica a presenca de sete
grupos metilicos, todos como simpletos em 6n 0,75 (Me-19), 0,95 (Me-18), 0,97 (Me-30),
1,12 (Me-29), 1,30 (Me-28), 1,39 (Me-21) e 1,80 (Me-27), quatro prétons de carbono
anomérico em 4,95 (d, 8 Hz, H-1""), 4,94 (d, 7,2 Hz, H-1"), 5,13 (d, 8 Hz, H-1""") ¢ 5,39 (d,
7,6 Hz, H-1"), um préton metinico oxigenado na aglicona em 3,29 (dd, 4,9 e 11,6 Hz, H-3) e
um préton de carbono sp? em 5,5 (t, 3,8 Hz, H-24). As presencas dessas por¢des foram
confirmadas por experimentos de RMN **C, DEPT-135 e HSQC (Figuras 99, 100 e 102, vol.
Il, p. 103, 104 e 106, respectivamente). Esses dados corroboram para que a substancia em
questdo seja mais uma saponina de esqueleto do tipo damarano como as descritas
anteriormente (Sb17). A presenca de um sinal adicional de carbono/préton anomérico em

comparacdo com a saponina descrita anteriormente, mais a diferenca de massa de 162,052
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unidades de massa indica a presenca de mais um grupo glicosidico na estrutura. O arranjo das
quatro porgdes glicosidicas foi definido com base nos experimentos de HMBC, (Figuras 103,
vol. I, p. 107) e comparacdo com alguns modelos da literatura (YOSHIKAWA et al., 1997)
como sendo uma unidade de sophorose [B-D-glicopiranosil-(1-2)-p-D-glicopiranosideo] ligada
ao carbono 3 da aglicona e uma unidade de gentiobiose [B-D-glicopiranosil-(1-6)-p-D-
glicopiranosideo] ligada ao carbono 26 da aglicona. As correlacdes a longa distancia entre o
préton anomérico H-1' (4,94, d, 7,2 Hz) e o carbono 3 da aglicona mais a correla¢do 3Ju.c
entre o proton anomérico H-1" (5,39, d, 7,6 Hz) e o carbono 2’ (8¢ 83,3) do primeiro
glicosideo mais as correlagdes a Ju-c entre o préton anomérico H-1"" (4,85, d, 8 Hz) com o
carbono 26 da aglicona e o préton anomérico H-1""" (5,13, d, 8 Hz) com o carbono 6" (dc
70,0) corroboram com a proposta da estrutura. Os demais protons metinicos oxigenados dos
glicosideos foram assinalados com base nos experimentos de COSY e TOCSY 2D (Figuras
101 e 104, vol. 1I, p. 105 e 108, respectivamente). Com base nos dados de EM-AR-ESI e
RMN 1D e 2D (Tabela 28), a substancia foi identificada como uma saponina de esqueleto do
tipo damarano com a aglicona idéntica as descritas anteriormente (Sb17 e Sb18) com a adi¢édo
de mais uma porcdo PB-D-glicopiranosideo. A substancia Sb19 estd sendo descrita pela
primeira vez na literatura cientifica gie foi nomada de siolmatrosideo 1V (Figura 26), 20-
hidroxidamar-24-eno 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosil]-26-O-[3-D-

glicopiranosil-(1-6)]-B-D-glicopiranosideo.

Figura 26. Estrutura da substancia Sb19, siolmatrosideo V.
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Tabela 28. Dados de RMN da substancia Sb19 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) H-1H 23Juc
1 39,3 CH; 0,77 (m), 1,46 (m) 2
2 26,8 CH, 1,87 (m), 2,25 (m) 1,3
3 89,0 CH 3,29 (dd, 4,9 e 11,6) 2
4 39,7C -
5 56.4 CH 0,69 (dI, 11,6) 6
6 18,4 CH, 1,36 (M), 1,49 (m) 5,7
7 35,6 CH. 1,20 (m), 1,47 (m) 6
8 40,6 C -
9 50,9 CH 1,30 (m) 11
10 36,9 C -
11 21,8 CH; 1,18 (m), 1,42 (m) 9,12
12 25,3 CH, 1,93 (m) 11,13
13 42,5 CH 1,91 (m) 12,17
14 50,6 C -
15 31,6 CH, 1,09 (m), 1,57 (m) 16
16 28,1 CH, 1,38 (m), 2,05 (m) 15,17
17 50,2 CH 1,96 (m) 13, 16
18 15,6 CH3 0,94 (s) 7,8,9, 14
19 16,4 CHs 0,78 () 1,5,9,10
20 74,0 C -
21 26,0 CH3 1,40 (s) 17, 20, 22
22 41,6 CH, 1,77 (m) 23
23 22,9 CH, 2,42 (m) 22,24
24 129,3 CH 5,78 (t, 3,8 Hz) 23
25 132,0C -
26 75,2 CH, 4,29 (), 4,57 (m)
27 14,3 CHs 1,84 () 24, 25, 26
28 28,1 CH3 1,30 (s) 3,4,5,28
29 16,6 CHs 1,12 (s) 3,4, 5,29
30 16,8 CH3 0,97 (s) 8,13, 14,15
1 105,1 CH 4,94 (d, 7,2 Hz) 3
2 83,3 CH 4,28 (m)
3’ 78,3 CH 4,32 (m)
4 71,5 CH 4,18 (m)
5/ 78,1 CH 3,95 (m)
6' 62,7 CH, 4,39 (), 4,50 (m)
17 106,0 CH 5,39 (d, 7,6) 2
2" 77,2 CH 4,16 (m)
3" 77,9 CH 4,27 (m)
4" 71,6(CH 4,35 (m)
51" 78,3 CH 3,93 (M)
6" 62,7 CH, 4,39 (), 4,50 (m)
1" 103,5 CH 4,85 (d, 8) 26
27 75,0 CH 4,02 (m)
3 78,5 CH 4,20 (m)
4" 71,7 CH 4,33 (m)
5 77,1 CH 4,05 (m)
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6" 70,0 CH, 4,36 (m), 4,85 (m)

1 105,4 CH 5,13 (d, 8) 6"
211 75,2 CH 4,07 (m)

3 78,4 CH 4,26 (m)

4 71,6 CH 4,26 (m)

51 78,5 CH 3,95 (m)

6" 62,8 CH 4,52-4,60 (m)

6.2.20. Elucidacéo estrutural da substancia Sb20

A subtancia Sb20 foi isolada na forma de um so6lido amorfo amarelado. A analise do
EM-AR-ESI em modo positivo (Figura 105, vol. 1l, p. 109) mostrou um pico ion molecular
aduto com sddio de m/z 1293,6473 [M+Na]*, compativel com a férmula molecular
CeoH10202sNa (calcd. m/z 1293,6473). No espectro de RMN *H (Figura 106, vol. Il, p. 110)
observa-se 0 mesmo padrdo de sinais das saponinas descritas anteriormente (Sb17, Sb18 e
Sb19) como o simpletos das metilas em 64 0,81 (Me-19), 0,94 (Me-19), 0,98 (Me-30), 1,17
(Me-28), 1,32 (Me-29), 1,40 (Me-21) e 1,85 (Me27), o préton metinico oxigenado em 3,30
(dd, 4,6 e 11,6 Hz, H-3), o préton ligado a carbono sp? em 5,79 (t, 7,2 Hz, H-24) e cinco
prétons de carbono anomérico em 4,86 (d, 7,2 Hz, H-1""), 4,95 (d, 7,2 Hz, H-1"), 5,13 (d, 7,8
Hz, H-1"""), 5,14 (d, 7,8 Hz, H-1""") ¢ 5,36 (d, 7,6 Hz, H-1"). A presenca desses grupamentos
foi confirmada pelos espectros de RMN *C, DEPT 135° e HSQC (Figuras 107, 108 e 110,
vol. 1l, p. 111, 112 e 114, respectivamente). O padrdo de sinais apresentados sugere a
estrutura de mais uma saponina de esqueleto damarano de aglicona idéntica as anteriores com
a adicdo de cinco glicosideos distribuidos em duas cadeias, uma ligada ao carbono 3 (d¢c 89,2)
e outra ligada ao carbono 26 (6c 75,2), devido aos sinais de correlacdo a longa distancia
observados no espectro de HMBC (Figura 111, vol. 11, p. 115) entre o proton anomérico H-1’
e o carbono 3 (8¢ 89,2) e o préton diepodiepérico H-1""" ¢ o carbono 26 (d¢c 75,2). A posi¢do
das demais porc¢des glicosidicas foi assinalada com o auxilio dos experimentos de HMBC,
ROESY (Figura 111 e 112, vol. I, p. 115 e 116, respectivamente) e pelas diferencas de
descolamento quimico observadas no espectro de RMN *C. A sequéncia de ligagOes
glicosidicas do carbono 3 foi definida devido a correlagdo a *Ju.c entre H-1" e o carbono 2’
(6c 83,4) e do H-1"" com o carbono 6" (6c 69,9), além das interagcdes espaciais entre seus
respectivos prétons. A segunda sequéncia glicosidica (ligada ao carbono 26) foi definida da
mesma forma devido aos sinais de correlagdo a longa distancia entre o préton anomérico H-
1""" e o carbono 6" (d¢c 69,9).
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Devido a grande sobreposicdo dos sinais, principalmente para a definigéo das porgdes
glicosidicas, optou-se pela preparacdo do derivado acetilado da substancia Sb20 onde 10 mg
da substancia foram solubilizados em 1 mL de piridina e 1 mL de anidrido acético, a mistura
foi agitada por 24 horas sob agitacdo magnética continua. Ao final do periodo adicionou-se
entdo 2-3 mL de agua gelada até o turvamento da solucdo que foi entdo extraida com CHCIs
(3 x5 mL). A fase organica foi seca com Na>SO4 e entdo concentrada sob presséo reduzida e
purificada por cromatografia de adsorcao (gel de silica, 70-230 mesh) com eluicdo isocréatica
de CHCI3:MeOH (95:5) totalizando 8 mg do produto acetilado. Submeteu-se o produto a
anélise de EM-AR-ESI (Figura 114, vol. Il, p. 118) onde observa-se o0 pico do ion molecular
com dois atomos de sédio de m/z 1015,4092 [M+2Na]™™", compativel com a formula molecular
CosH136045Na2, confirmando a inser¢do de dezessete grupamentos acetilicos na substancia.
No espectro de RMN *H (Figura 115, vol. 11, p. 119) observa-se a presenca das metilas em n
0,98 (s, Me-18), 0,86 (s, Me-19), 1,16 (s, Me-21), 1,61 (s, Me-27), 1.04 (s, Me-28), 0,84 (s,
Me-29) e 0,89 (s, Me-30), além de um simpleto em 1,21 proveniente de algum material graxo.
A andlise dos espectros de RMN *C, DEPT-135 e HSQC do derivado acetilado (Figuras
116, 117 e 119, vol. 1, p. 120, 121 e 123) permitiram identificar 0 mesmo esqueleto basico do
produto natural, resguardando as diferencas de deslocamento quimico causada pela insercdo
dos grupos acetilicos pela reacdo. Como previsto, a acetilagdo ocasionou uma diferenca
significativa na aparéncia do espectro, principalmente na regido dos prétons oxigenados dos
glicosideos. O assinalamento inequivoco das porcdes glicosidicas pode ser feito com maior
certeza pela andlise dos espectros de COSY, HMBC e TOCSY 2D (Figuras 118, 120 e 121,
vol. II, p. 122, 124 e 125). As correlacdes a longa distancia (3Ju-c) observadas no produto
natural também foram observadas no derivado acetilado. O espectro de TOCSY 2D forneceu
informagdes importantes para o assinalamento do sistema de spins dos glicosideos, onde na
sua ampliacdo (Figura 122, vol. Il, p. 126) observa-se bem o sistema do préton anomérico H-
1" (3n 4,65 d, 8 Hz), sendo possivel verificar a presenca de interacio a ®Ju.n com o préton H-
5" (61 3,59 m), observou-se entdo o sistema de correlacdo de spins do proton H-5" onde foi
possivel observar a correlagdo (também observada no espectro de COSY) com os prétons em
on 3,60 (m, H-6"a) e 3,80 (m, H-6"b), esses protons por sua vez apresentam correlagdo direta
(*Jh-c) com o carbono metilénico em 8¢ 67,8 (C-6"), valor consideravelmente deslocado, se
comparado com carbonos metilénicos livres, como C-6' (6c 62,7). Essas informaces, assim
como a interacdo a 3Ju.c entre H-1"" (8 4,79 d, 8 Hz) e C-6", auxiliaram na proposta de outra
porcao glicosidica ligada em C-6". Dessa maneira, a extensiva anélise dos dados de EM-AR-
ESI e RMN do produto natural (Tabela 29) e derivado acetilado (Figura 28, Tabela 30), a
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substancia Sb20 foi identificada como uma saponina bidesmosidica do tipo damarano inédita
na literatura cientifica, 20-hidroxidamar-24-eno  3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-6)-B-D-
glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosil]-26-O-[ B-D-glicopiranosil-(1-6)]-B-D-glicopiranosideo,
nomeado de siolmatrosideo V (Figura 27). Ha a possibilidade de inversdo dos grupos
glicosidicos com trés porgdes glicosidicas ligadas a C-26 e duas ligadas a C-3. Uma analise
mais detalhada com espectrometria de massas sequencial (MS?) podera ser util para o

assinalamento.

Figura 27. Estrutura da substancia Sb20, siolmatrosideo V.

Tabela 29. Dados de RMN da substéncia Sb20 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSYy HMBC ROESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) H-1H 23Juc 'HesH
1 39,3CH. 0,77 (m), 1,48 (m) 2

2 26,8CH; 1,89 (m), 2,24 (m) 1,3

3 89,2 CH 3,30 (dd, 4,6 e 11,6) 2 4,28,29, 1"

4 39,8C -

5 56,5 CH 0,70 (d, 11,6) 6 4,10, 19 9

6 18,4 CH, 1,39-1,51 (m) 5,7

7 356CH; 1,20 (m), 1,47 (m) 6

8 39,8 C -

9 51,0 CH 1,31 (m) 11 5
10 36,9 C -

11 21,8 CHs 1,17 (m), 1,43 (m) 9,12

12 253CH, 1,86-1,96 (m) 11, 13

13 42,5CH 1,92 (m) 12,17

14 50,6 C -

15 31,6 CHs 1,09 (m), 1,58 (m) 16

16 28,1CH, 1,39 (m), 2,07 (m) 15, 17

17 50,2 CH 1,96 (m) 13, 16

18 15,7 CH3 0,94 (s) 7,8,9, 14 19
19 16,4 CHs 0,81 (s) 1,5,9, 10 28, 18
20 74,0C -

21 26,0 CHs 1,40 (s) 17, 20, 22

22 41,6 CH2 1,74-1,81 (m) 23
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23
24
25
26
27
28
29
30
1’
2!
3’
4’
5’
6’
1
or
3
4"
5
6"

1'"
2”!
3'"
4”!
5'"
6'"
1””
2""
3””
4""
5””
6""

17””
2!””
3!””
4!””
5””!
6!””

22,9 CH2
129,3 CH
132,0C
75,2 CH>
14,3 CH3
16,7 CHs
28,2 CH3
16,8 CH3
105,0 CH
83,4 CH
78,4 CH
71,6 CH
78,4 CH
62,8 CH2
105,7 CH
76,7 CH
78,4 CH
71,7 CH
77,2 CH
69,9 CH»

105,3 CH?
75,2 CH
78,4 CH
71,5CH
78,0 CH
62,7 CH:
103,8 CH
75,0 CH
78,4 CH
71,5 CH
77,0CH
69,9 CH:

105,4 CH?
75,2 CH
78,0 CH
71,5CH
78,3 CH
62,8 CH>

2,36-2,46 (m)
579 (t, 7,2)

4,27 (m); 4,61 (m)
1,85 (s)
1,17 (s)
1,32 (s)
0,98 (s)

4,95 (d, 7,2)
4,30 (m)
4,34 (m)
4,20 (m)
3,95 (m)

4,39 (m), 4,54 (m)

5,36 (d, 7,6)
4,08 (m)
4,22 (m)
4,35 (m)
4,04 (m)

4,48 (dd, 4,4, 11,2), 4,80

(dd, 2,6, 11,4)
5,14 (d, 7,8)*
4,06 (m)
4,20 (m)
4,20 (m)
3,95 (m)
4,39 (m), 4,54 (m)
4,86 (d, 7,6)
4,01 (m)
4,20 (m)
4,25 (m)
4,07 (m)

4.36 (m), 4,85 (dd, 1,8,

11,4)?

5,13 (d, 7,8)
4,06 (m)
4,22 (m)
3,95 (m)
3,97 (m)

4,39 (m), 4,54 (m)

22,24
23

2!
1!

2”
lN

2”!
1”!

2””
1!”!

2!””
1 nere

24,25, 26
3,4,5,29 19
3,4,5,28
8, 13, 14,15
3 3,35
2( 21, 3N, 5”
6” 6”
26 26
6”” 6””

4 Podem estar trocados.
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Figura 28. Estrutura do derivado acetilado de Sb20.

Tabela 30. Dados de RMN do derivado acetilado de Sb20 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC TOCSY
- dc mult. o1 (J em Hz) 1H-1H 23Jn.c

1 39,1CH, 0,96 (m), 1,66 (m) 2

2 27,6 CHs 1,25 (m), 1,86 (M) 1,3

3 91,7CH 3,09 (dd, 4,5e11,3) 2 4,28,29,1'
4 395C -

5 56,2 CH 0,75 (dl, 11,5) 6

6  18,1CH; 1,45 (m), 1,56 (m) 5,7

7 352CH, 1,30 (m), 1,54 (m) 6

8 40,4 C -

9 50,6 CH 1,31 (m) 11

10 36,8 C -

11 22,3CH, 1,28 (m)

12 26,3CH; 1,68 (m), 2,03 (m)

13 42,3CH 1,64 (m)

14 50,3C -

15 31,2 CH, 1,09 (m), 1,59 (m)

16 24,8CH; 1,53 (m), 1,74 (m)

17 49,8CH 1,74 (m)

18 155CHs 0,98 (s) 7.8,9, 14
19 16,2 CH3 0,86 (s) 1,59 10
20 75,2C -
21 25,3 CH3 1,16 (s) 17, 20, 21
22 40,2 CHa 1,50 (m)
23 21,5CH; 1,49 (m), 2,12 (m) 23
24 1299 CH 5,34 (t, 7,1) 24
25 130,3C -
26 749CH;  3,95(d, 11,6), 4,19 (d,

11,8)

27 13,6 CHs 1,61 (s) 24, 25, 26
28 27,4CHjs 1,05 (s) 3,4,5,29
29 16,3 CH3 0,84 (s) 3,4,5,28
30 16,4 CHs 0,89 (s) 8,13, 14, 15
1’ 103,9CH 4,42 (d, 7,8) 3 2,3, 4" 5
2 76,0CH 3,86 (M) 2"
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3’
4’
5’
6’

1"
2”
3"
4”
5"
6”
1'”
2’”
3'”
4’”
5'”
6’”

1””
2"”
3””
4"”
5””
6""
1””!
2'""
3'""
4!””
5'""
6!””

72,8 CH
69,2 CH
73,1CH
62,7 CH:

100,2 CH
71,6 CH
73,9 CH
71,7 CH
74,2 CH
67,8 CH2
100,3 CH
71,3CH
72,9 CH
69,2 CH
71,9 CH
61,8 CH2

98,5CH
71,3 CH
72,8 CH
71,6 CH
73,2CH
68,3 CH:
100,7 CH
71,1 CH
72,8 CH
69,2 CH
71,3 CH
61,8 CH2

5,17 (m)
4,95 (m)
3,66 (m)
4,05 (dd, 2,5 e 11,7),
4,32 (dd, 6,2 e 12)
4,65 (d, 8)
4,84 (m)
5,10 (m)
3,77 (m)
3,59 (m)
3,59 (m), 3,80 (m)
4,79 (d, 8)
4,98 (m)
5,18 (m)
3,82 (m)
3,77 (m)
4,11 (dd, 2,4 € 6,6),
4,27 (d, 4,8)
4,46 (d, 8)
4,96 (m)
5,18 (m)
3,84 (m)
3,64 (m)
3,60 (m), 3,86 (m)
4,58 (d, 7,8)
5,00 (m)
5,17 (m)
5,09 (m)
3,68 (m)
4,11 (dd, 2,4 e 6,6),
4,27 (d, 4,8)

21!
1”

2”!
1”!

2””
1””

2”[”
l!HN

2[

26

1 nree

2H’ 3II’ 51!

2”!’ 3!!!’ 4!”9 5!!!

nre nre " "
2131405

nere neer nere rnere
2034 s
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6.3. Elucidacéo estrutural dos metabolitos isolados de Ziziphus glaziovii Warm.

Os procedimentos cromatogréficos realizados com a fracdo em CHCIs do extrato bruto
metandlico do caule de Z. glaziovii possibilitaram o isolamento e elucidacdo estrutural de
dezessete substancia sendo uma xantona conhecida por lichenxantona (Zgl), uma lignana
conhecida como (+)-lioniresinol (Zg7), dois triterpenos do tipo lupano conhecidos por acido
betulinico (Zg2) e é&cido alfitélico (Zg5), quatro triterpenos do tipo ceanotano, acido
epigouénico (Zg3), &cido ceandtico (Zg6), acido cyphostemmico A (Zg8) e 4&cido
ceanotétrico (Zg9), um triterpeno do tipo dammarano inédito na literatura cientifica,
ziziglaziovigenina (25-hidréxi-jujubogenina) (Zg4) e trés saponinas derivadas dessa aglicona,
ziziglaziovigenina  3-O-a-L-arabinopiranosideo  (Zg10), ziziglaziovigenina  3-O-o-L-
arabinofuranosil-(1-2)-a-L-arabinopiranosideo  (Zgll) e ziziglaziovigenina 3-O-B-D-
glicopiranosil-(1-2)-a-L-arabinopiranosideo  (Zg12), duas saponinas com esqueleto
16,22:16,30-diepOxi apresentando uma por¢do 3-metoxi-4-hidroxibenzoato na posicdo 6,
16,22:16,30-diepoOxi-20-hidroxidamar-24-metilideno  3-O-p-D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-
metoxi-4-hidroxibenzoato)-p-D-glicopiranosil-(1-2)]-glicopiranosil-(1-2)-B-D-
glicopiranosideo (Zgl13) e 16,22-epdxi-15, 16, 20-trihidroxidamar-24-metilideno 3-O-p-D-
apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metoxi-4-hidroxibenzoato)-p-p-glicopiranosil-(1-2)]-
glicopiranosil-(1-2)-p-D-glicopiranosideo (Zg14) e duas saponinas com porgdes glicosidicas
sulfatadas na posicdo 4", 16,23:16,30-diepOxi-20-hidroxidamar-24-eno  3-O-o-L-
arabinofuranosil-(1-2)-O-[4-O-sodio sulfato-B-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo
(Zg15) e 16,22:16,30-diepdxi-20-hidroxidamar-24-metilideno 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-
2)-0-[4-0O-sodio sulfato-p-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo (Zg16) (Figuras 29
e 30), além do esteroide glicosilado daucosterol, j& descrito anteriormente (substancia Sb8).
As substancias foram elucidadas com auxilio de experimentos de EM-AR-ESI e técnicas uni e

bidimensionais de RMN.
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6.3.1. Elucidacéo estrutural da substancia Zgl

A substancia Zg1 foi isolada como um so6lido amarelado amorfo, a analise de EM-AR-
ESI (Figura 123, vol. Il, p. 127) apresentou um pico de ion molecular protonado de m/z
287,0914 [M+H]* compativel com a formular molecular C16H150s (calcd. m/z 287,0914). No
espectro de RMN *H (Figura 124, vol. 11, p. 128) observa-se a presenca de sinais de quatro
prétons de sistema aroméatico com acoplamento em meta em 6w 6,29 (d, 1,5 Hz, H-2), 6,32 (d,
1,5 Hz, H-4), 6,65 (dd, 0,6 e 1,7 Hz, H-7) e 6,67 (d, 1,7 Hz, H-5), dois sinais de metoxila em
3,86 (s, OMe-3) e 3,90 (s, OMe-6), um sinal de grupo metilico ligado a carbono sp? de anel
aromatico em 2,84 (s, Me-8) e um sinal de préton de grupo hidroxilico em 13,38 (s, OH-1).
No espectro de RMN 3C e DEPT-135 (Figura 125 e 126, vol. 11, p. 129 e 130) observou-se a
presenca dos grupamentos descritos anteriormente, como a série de carbonos metinicos de
sistema aromatico em 6c 96,7 (C-2), 92,0 (C-4), 115,7 (C-7) e 98,4 (C-5), os carbonos dos
grupos metoxilicos em 55,7 (OMe-3) e 55,6 (OMe-6), o grupo metilico ligado a carbono de
anel aromatico sp? em 23,4 (Me-8), além de carbonos sp? oxigenados e uma carbonila em
182,3 (C-9). A posicdo do grupo OMe-3 foi assinalada com base no espectro de HMBC
(Figura 129, vol. 1l, p. 133), onde uma correlagio a *Ju-c entre os seus protons e o carbono
165,7 (C-3), da mesma maneira o grupo metoxilico OMe-6 mostrou uma correlacdo a longa
distdncia com o carbono 163,7 (C-6). Essas propostas foram também confirmadas devido a
interacdes espaciais observadas no espectro de NOESY (Figura 130, vol. Il, p. 134) entre o
grupo metoxilico OMe-3 e os prétons de sistema aroméatico H-2 e H-3, e do grupo OMe-6
com H-5 e H-7. Apos as analises de RMN (Tabela 31) e EM-AR-ESI a substancia Zg1l foi
identificada como sendo uma xantona ja descrita na literatura cientifica como liquenxantona
(Figura 31) (JIMENEZ et al., 1989). Xantonas desse tipo s&o comumente biossintetizadas por
fungos via uma ciclizagdo de intermediario policetidico que resulta em uma estrutura com
uma metila ligada ao carbono 8 (POGAM & BOUSTIE, 2016). A presencga desse metabolito
pode estar relacionada com a presenca de liquens no caule que podem néo ter sido retirados

antes do processamento do material botanico.
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Figura 31. Estrutura da substancia Zg1, lichenxantona.

Tabela 31. Dados de RMN da substancia Zg1 (400 MHz, CDCls).

C HSQC Referéncia*
- dc mult. oH (mult., J em Hz) oc oH (J em Hz)
1 163,7C - 163,88 -
2 96,7 CH 6,29 (d, 1,5) 96,81 6,30 (d, 2,3)
3 165,7C - 165,94 -
4 92,0 CH 6,32 (d, 1,5) 92,09 6,34 (d, 2,3)
4a 156,9 C - 157,06 -
4b 159,7C - 159,52 -
5 98,4 CH 6,67 (d, 1,7) 98,53 6,69 (d, 2,4)
6 163,7C - 163,89 -
7 115,4 CH 6,65 (dd, 0,6, 1,7) 115,45 6,66 (m)
8 1434 C - 143,60 -
8a 1129C - 113,05 -
9 182,3C - 182,51 -
9a 104,1C - 104,2 -
OMe-3 55,7 CH3 3,86 () 55,65 3,87 (s)
OMe-6 55,6 CH3 3,90 (s) 55,60 3,89 (s)
OH-1 - 13.38 (s) - 13.25 (s)
Me-8 23,4 CH3 2.84 (s) 23.31 2.83 ()

* JIMENEZ et al., 1989 (250 MHz, CDCls).
6.3.2. Elucidacdo estrutural da substancia Zg2

A substancia Zg2 foi isolada na forma de um sélido amorfo de cor esbranquicada. Na
analise de EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 131, vol. Il, p. 135) apresentou um pico de
m/z 455,3505 [M-H]" compativel com a formula molecular C3oH4703 (calcd. m/z 455,3531).
No espectro de RMN *H (Figura 132, vol. 11, p. 136), observa-se a presenca de seis grupos
metilicos em dn 1,23 (s, Me-23), 1,07 (s, Me-24), 0,83 (s, Me-25), 1,02 (s, Me-26), 1,08 (s,
Me-27) e 1,80 (s, Me-30), protons de carbono metilénico terminal em 4,78 (s, H-29a) e 4,96
(sl, H-29b) e um proton de carbono metinico oxigenado em 3,46 (t, 8 Hz, H-3). A
interpretacdo do espectro de RMN C e HSQC (Figuras 133 e 135, vol. II, p. 137 e 139)
permitiu confirmar esses grupos pelos sinais de metilas em doc 28,7 (Me-23), 16,4 (Me-24),
16,4 (Me-25), 16,3 (Me-26), 14,9 (Me-27) e 19,5 (Me-30), além de sinal de carbono

metilénico terminal em 109,9 (Me-29), de carbono metinico oxigenado em 78,1 (C-3), e
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grupo carboxila de acido carboxilico em 178,8 (C-28) e um carbono quaternario sp? em 151,3
(C-20). Analises dos espectros de COSY e HMBC (Figuras 134 e 136, vol. Il, p. 138 e 142)
auxiliaram na determinacdo das vizinhangas dos grupos, assim como o posicionamento do
grupo metilénico e da carboxila. Dessa maneira, as analises dos dados de RMN (Tabela 32)
permitiram identificar a substancia Zg2 como sendo o triterpeno pentaciclico do tipo lupano
conhecido como &cido betulinico (Figura 32). Esse &cido triterpenico tem sido encontrado em
espeécies de Ziziphus (KANG et al., 2016a; LEAL et al., 2010).
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Figura 32. Estrutura da substancia Zg2, acido betulinico.

Tabela 32. Dados de RMN da substancia Zg2 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC Referéncia*

- dc mult. on (mult., J em Hz) oc on (mult., J em Hz)
1  39,3CH: 0,97 (m), 1,67 (td, 3,5 13,0) 39,5 1,66 (td, 13,0 e 3,0)
2  28,3CH: 1,86 (m) 28,3 1,87 (m)

3 78,1 CH 3,46 (t, 8) 78,1 3,46 (t, 7,8)

4 395C - 39,3 -

5 55,9 CH 0,83 (m) 55,9 0,82 (m)

6 18,8 CH: 1,41 (m), 1,55 (m) 18,8 1,41 (m), 1,56 (m)
7 34,8CH: 1,41 (m) 34,8 1,40 (m), 1,42 (m)
8 41,1C - 41,1 -

9 50,9 CH 1,36 (m) 51,0 1,39 (m)

10 375C - 37,5 -

11 21,2CH: 1,21 (m), 1,43 (m) 21,2 1,21 (m), 1,42 (m)
12 26,1 CH> 1,22 (m), 1,94 (m) 26,1 1,93 (m)

13 38,6 CH> 2,75 (dt, 3,6 e 11,9) 38,6 2,74 (td, 11,4 € 3,2)
14 42,8 C - 42,9 -

15 30,3CH:2 1,54 (m), 2,25 (m) 30,3 1,28 (m), 1,90 (m)
16 32,9CH: 1,57 (m), 2,64 (m) 32,9 1,56 (m), 2,63 (td, 12,7 e 3,0)
17 56,6 C - 56,6 -

18 49,8 CH 1,77 (t, 11,4) 49,8 1,76 (dd, 11,4 e 11,4)
19 47,8CH 3,55 (dt, 5,4 e 11,5) 47,8 3,54 (td, 5,0 e 11,4)
20 151,3C - 151,3 -
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21 31,2 CH; 1,55 (m), 2,27 (m) 31,2 1,52 (m), 2,24 (m)

22 37,6 CH; 1,57 (m), 2,26 (m) 37,6 1,59 (m), 2,26 (M)
23 28,7 CHs 1,23 (s) 28,7 1,23 (s)

24 16,4 CHs 1,07 (s) 16,4 1,06 (s)

25 16,4 CHs 0,83 (s) 16,4 0,83 (s)

26 16,3 CHs 1,02 (s) 16,3 1,01 (s)

27 14,9 CHs 1,08 (s) 14,9 1,07 ()

28 1788C - 178,9 -

29 109,9 CH 4,78 (s), 4,96 (sl) 109,9 4,95 (s), 4,77 ()
30 19,5 CHs 1,80 (s) 19,5 1,79 (s)

* KANG et al., 2016a (400 MHz, CsDsN).

6.3.3. Elucidacédo estrutural da substancia Zg3

A substancia Zg3 foi isolada na forma de um sélido esbranquicado. A analise de EM-
AR-ESI (Figura 137, vol. 1, p. 141) mostrou um pico de ion molecular desprotonado de m/z
485,3254 [M-H]", compativel com a formula molecular C3oHas0s (calcd. m/z 485,3272). No
espectro de RMN !H (Figura 138, vol. Il, p. 142) observa-se a presenca de cinco sinais de
metilas em dn 0,90 (Me-23), 0,94 (Me-24), 0,92 (Me-25), 1,20 (Me-26) e 1,92 (Me-30) que se
correlacionam diretamente com os carbonos 33,7, 26,9, 20,2, 18,2 e 19,3, respectivamente
(observado no espectro de HSQC, Figura 142, vol. Il, p. 146), além de sinal de grupo
metilénico terminal em 4,83 e 5,06 (sl, H-29) e um grupo metilénico hidroxilado em 3,70 (t,
10,3 Hz, H-2a) e 4,20 (dd, 4,2 e 10,2 Hz, H-2b) acoplados diretamente ao carbono 62,4 (C-2).
Nos espectros RMN C (BBD e DEPT-135) (Figura 138 e 139, vol. Il, p. 142 e 143) foi
possivel identificar os grupos citados além de dois sinais de carbonilas de &cido carboxilico
em 178,7 (C-27) e 179,3 (C-28). Com o auxilio do espectro de COSY (Figura 141, vol. II, p.
145) foi possivel determinar a presenca de um anel pentaciclico no anel A do triterpeno
devido a interacdo entre os protons H-1 e H-2, e H-1 e H-3 e a auséncia de sinal de interagdo
'H-IH entre os prétons H-2 e H-3. A posi¢do do grupamento hidroximetilénico foi assinalada
com ajuda do espectro de NOESY (Figura 144, vol. Il, p. 148) onde 0 mesmo apresentou
sinais de interag@o espacial com os protons em on 1,47 (m, H-5) e 2,44 (dd, 3,3 e 12 Hz, H-9),
todos estando em posicdo axial nos devidos ciclos. A anélise extensiva dos dados de RMN
(1D e 2D) (Tabela 33) e os dados de EM-AR-ESI auxiliaram na elucidagdo da substancia
Zg3 como sendo um triterpenoide do tipo ceanotano conhecido como &cido epigouanico
(Figura 33), ja isolado na espécie Ziziphus joazeiro e Cyphostemma adenocaule (Vitaceae)
(LEAL et al., 2010; CHOUNA et al., 2016).
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Figura 33. Estrutura da substancia Zg3, acido epigouanico.

Tabela 33. Dados de RMN da substancia Zg3 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC NOESY Ref*
- dcmult. oH (mult.,, JemHz) ‘H-'H 23Juc HoH  6c
1 533CH 2,06 (M) 2,3 5, 2,4, 25,10 2,25 524
2 62,4CH; 3,70 (t, 10,3), 1 3,1 1,5,9, 63,3
4,20 (dd, 4,2, 10,2)
3 421CH, 1,95(m), 2,14 (d, 14) 1 42,3
4 38,0C - 38,8
5 57,8 CH 1,47 (m) 6 4,6, 9, 10, 23, 24, 2,7,9, 58,8
25 24
6 19,1 CH, 1,33 (m) 5,7 19,6
7 380CH2 1,87 (m), 1,99 (m) 6 38,5
8 41,2 C - 41,7
9 43,9 CH 2,44 (dd, 3,3, 12) 11 8, 10, 11, 14, 26, 25 2,5 44.8
10 48,2 C - 49,9
11 237CH. 156(m), 1,60 (dd, 4,3, 9,12 24,2
12)
12 266CHz  2,03(m),275(m) 11,13 11,13 27,1
13 40,5CH 3,00 (td, 4,6, 12,1) 18, 12 14, 15, 17, 18, 27 26 41,2
14 60,3 C - 61,1
15 29,0CH2> 1,96 (m), 2,55 (dd, 3,5, 16 13,14 29,3
9,7)
16 354CH2 1,95 (m), 2,93 (dd, 3,4, 15 35,8
9,3)
17 56,6 C - 57,5
18 52,4CH 2,20 (t, 11,2) 13, 19 13, 14, 16, 17, 19, 53,0
20, 28
19 47,9CH 3,70 (m) 18,21 21 21,29 485
20 151,2C - 151,7
21 31,2CH,  153(m),228(m) 19,22 31,6
22 378CH., 1,87 (m), 2,03 (m) 21 38,4
23 33,7 CHs 0,91 (s) 3,4,5,24 3,6 34,2
24 26,9 CHs 0,95 (s) 3,4,5,23 3,5 27,0
25 20,2 CHs 0,92 (s) 1,5,9 10 1,6, 26 20,4
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26 18,2CHs 1,20 (s) 7,8,9 14 13, 15, 18,3

25
27 178,7CO - 179,5
28 179,3CO - 178.7
29 110,3CH: 4,83 (sl), 5,06 (sl) 30 19, 30 18,19, 1104
30
30 19,3CHs 1,93 (s) 29 19, 29, 30 19, 20, 19,3
29

* CHOUNA et al., 2016 (500 MHz, CDs0OD:CDCl3 1:1).
6.3.4. Elucidagéo estrutural da substancia Zg4

A substancia Zg4 foi isolada na forma de um solido esbranquicado amorfo. A analise
de EM-AR-ESI (Figura 145, vol. Il, p. 149) apresentou dois picos relacionados ao ion
molecular em m/z 491,3733 [M+H]" e 473,3627 [M-H>0]* compativeis com a formula
molecular CsoHs10s5 (caled. m/z 491,3731) e CazHa904 (calcd. m/z 473,3625),
respectivamente, além do pico em m/z 981,7399, referente ao pico de ion dimérico [2M+H]
de formula molecular CeoH101010. No espectro de RMN *H (Figura 146, vol. 11, p. 150)
observa-se a presenca de sete sinais de metilas em 61 1,09 (s, Me-18), 0,80 (s, Me-19), 1,37
(s, Me-21), 1,51 (s, Me-26/Me-27), 1,20 (s, Me-28) e 1,03 (s, Me-29), um sinal de grupo
metilénico oxigenado em 4,15 (dd, 1,8 e 7,4 Hz, H-30a) e 4,23 (d, 7,3 Hz, H-30b), além de
dois sinais de CH metinico oxigenado em 3,43 (m, H-3) e 4,87 (td, 2,6 e 8,9 Hz, H-23), todos
esses grupamentos tiveram a presenca confirmada pelos experimentos de RMN 3C e HSQC
(Figuras 147 e 148, vol. Il, p.151 e 152). Esses espectros mostraram sinais de interacfes a
1344.c com os carbonos metilicos em ¢ 18,9 (Me-18), 16,4 (Me-19), 30,2 (Me-21), 30,4 (Me-
26), 30,7 (Me-27), 28,6 (Me-28) e 16,4 (Me-29), carbono metilénico em 65,9 (C-30) e os
carbonos metinicos em 77,9 (C-3) e 69,2 (C-23). Foi possivel identificar também dois
carbonos quaternarios oxigenados em 68,5 (C-20) e 69,8 (C-25), além de um carbono
quaternario em oc 110,6 compativel a um carbono acetal (C-16). A anélise do espectro de
HMBC (Figura 151, vol. Il, p 155) permitiu avaliar as posi¢fes dos grupos metilicos na
estrutura e assim propor a estrutura de um triterpeno do tipo damarano. A configuragédo
relativa do anel 16,23:16,30-diepoxi (Figura 34) foi determinada a partir dos sinais de NOE
obtidos no espectro de NOESY 2D (Figura 152, vol. Il, p. 156) onde verifica-se a presencga
de correlagGes espaciais entre os hidrogénios do carbono 15 em 6 1,49 (m, H-15a) e 2,46 (d,
8,3 Hz, H-15b) com o proton do carbono 23 (dn 4,87 d, 2,6 e 8,9 Hz) e dos hidrogénios
oximetilénicos 30 com o hidrogénio 17 em dn 1,36 (m). A estrutura proposta para a substancia

Zg4 foi identificada como sendo um derivado do triterpeno jujubogenina (KURIHARA et al,
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1988) hidroxilado na posigio 25, a proposta é baseada na correlagio a longa distancia ((Ju-c)

dos grupos metilicos 26 ¢ 27 (31 1,51 ) com o carbono 25 (8¢ 69,8). A substancia esta sendo

descrita pela primeira vez na literatura cientifica, nomeada como ziziglaziovigenina (25-

hidroxijujubogenina) (Figura 35), seus dados de RMN estao descritos na Tabela 34.

Tabela 34. Dados de RMN da substéncia Zg4 (400 MHz, CsDsN).

Figura 35. Estrutura da substancia Zg4, ziziglaziovigenina.

C HSQC COSY HMBC NOESY  Ref.*
- dcmult.  on(mult., JemHz) H-H 23Jnc "HeH dc

1 389CH, 0,91 (m), 1,64 (m) 1,2 38,9
2 28,2 CHz 1,85 (m) 1,3 27,9
3 77,9 CH 3,43 (m) 2, OH-3 29, 28 2,5,28 78,1
4 39,6 C - 39,5
5 56,0 CH 0,77 (dl, 12,2) 6 29, 6 3,7,9,28 56,0
6  18,7CHz 1,43 (m), 1,56 (m) 5,7 18,4
7 361CHz 1,41 (m), 1,58 (m) 6 36,1
8 376 C - 37,6
9 53,1 CH 0,93 (m) 11 8, 10, 19 5,15, 30 53,0
10 37,6 C - 37,6
11 21,8CHz  1,35(m), 1,60 (m) 9,12 21,7
12 285CH; 1,78(m),1,93(m) 11,13 13 28,6
13 37,1 CH 2,84 (m) 12,17, 12, 15,18, 21, 12,15,18, 37,0
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30 OH-20 21

14 53,9 C - 53,7
15 36,7CH, 1,49 (m), 2,46 (d, 15 13,14,16,30 6,7,9,18, 37,0
8,3) 23
16 1106C - 110,6
17 54,1CH 1,37 () 12,13 53,7
18 18,9 CHs 1,10 (s) 7,8,9,14  7,13,15, 184
19
19 16,4 CHs 0,81 (s) 1,5,9,10  2,18,29, 163
20 68,5 C - 68,6
21 30,2 CHs 1,37 (s) 17,20, 22 13,22 30,0
22 464CH, 1,61 (m), 1,82 (m) 23 45,2
23 692CH 487(td, 2,6e89) 22,24 15 24,26/27 15,22,24, 68,7
26127
24 492CH; 1,80 (m), 2,12 (dd, 9 23 22,23,25,26, 22,23, 1268
e 14,4) 27 26127
25 69,8 C - 134,3
26 30,4 CHs 1,51 (s) 24,2527  15,23,24 258
27 30,7 CHs 1,51 () 24,2526 15,2324 188
28 28,6 CHs 1,20 (s) 3,4,5,29 6,29, 28,6
29 16,4 CHs 1,04 (s) 3,4,5,28 19,28, 16,3
30  659CH; 4,15(dd, 1,8e7.4), 13 13, 14, 16 9,7,15 659
4,23 (d, 7,3)
OH-3 - 5,76 (d, 5,4) 2 2,3,4 -
OH-20 - 5,95 (s) 17,20,21,22 21,22,13 -
OH-25 - 5,28 (s) 24, 25, 26/27 -

* KURIHARA et al., 1988 (500 MHz, CsDsN).
6.3.5. Elucidacdo estrutural da substancia Zg5

A substancia Zg5 também foi isolada na forma de um so6lido amorfo esbranquicado. A
analise de EM-AR-ESI (Figura 153, vol. Il, p. 157) mostrou um pico de ion aduto em m/z
495,3431 [M+Na]", compativel com a formula molecular C3oHss04Na (calcd. m/z 495,3445).
No espectro de RMN 'H (Figura 154, vol. I, p. 158) observa-se a presenca de seis simpletos
de alta intensidade indicando a presenga de seis metilas em o1 1,27 (S, Me-23), 1,07 (s, Me-
24), 0,92 (s, Me-25), 1,06 (s, Me-26/Me-27) e 1,79 (s, Me-30) que, de acordo com o espectro
HSQC (Figura 158, vol. I, p. 162), apresentam correlacdo direta com os carbonos 17,5 (C-
23), 29,2 (C-24), 17,7 (C-25), 16,8 (C-26), 15,2 (C-27) e 19,4 (C-30), além de dois sinais de
proton de carbono metinico oxigenado em én 4,11 (m) e 3,41 (d, 9,4 Hz, H-3) que se
correlacionam com os carbonos em dc 69,2 e 84,2, respectivamente e um par de prétons
metilénicos terminais em 4,78 (sl, H-29a) e 4,95 (sl, H-29b) com o carbono sp? em 110,3 (C-
29). A substancia apresenta 0s mesmos padrdes de sinais presentes na substancia Zg2 (acido

betulinico) com a diferenca, observada no experimento de EM-AR-ESI e RMN (Tabela 35),
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de um grupo hidroxililico a mais ligado na posi¢do 2. Sendo assim, a substancia Zg5 foi

identificada como sendo um &cido triterpénico do tipo lupano conhecido como éacido alfitélico
(Figura 36) (KANG et al., 2016a).

HO -
“,
24 2

3

Figura 36. Estrutura da substancia Sb5, acido alfitdlico.

Tabela 35. Dados de RMN da substéncia Zg5 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC Referéncia

- 6c mult. on (mult., J em Hz) oc oH ( mult., J em Hz)
1 48,6 CH> 1,24 (m), 2,33 (dd, 45e12,4) 48,6 1,29 (m), 2,34 (dd, 4,5e 12,5)
2 69,2 CH 4,11 (m) 69,1 4,14 (m)

3 84,2 CH 3,41 (d, 9,4) 84,1 3,42 (d, 9,4)

4 40,3C - 40,3 -

5 56,4 CH 0,99 (d, 11,0) 56,4 1,01 (m)

6 19,2 CH> 1,40 (m), 1,56 (m) 19,2 1,43 (m), 1,56 (m)
7 35,1 CH> 1,36-1,57 (m) 35,1 1,39 (m), 1,47 (m)
8 415C - 41,5 -

9 50,1 CH 1,50 (m) 50,1 1,50 (m)

10 38,0C - 37,9 -

11  21,7CH2 1,22 (m), 1,50 (m) 21,7 1,22 (m), 1,52 (m)
12 26,4 CH> 1,20 (m), 1,93 (m) 26,4 1,18 (m), 1,95 (m)
13 38,9 CH 2,73 (dt, 3,5e 12) 39,0 2,74 (dt, 3,4e 12,1)
14 432 C - 43,2 -

15 30,6 CH> 1,25 (m), 1,86 (dd, 4 e 13,6) 30,6 1,25 (m), 1,88 (m)
16 33,2CH> 1,56 (m), 2,63 (id, 3,4e12,8) 33,2 1,56 (m), 2,65 (m)
17 57,0C - 56,9 -

18 50,1 CH 1,78 (m) 50,1 1,75 (dd, 11,3 e 11,3)
19 47,9 CH 3,54 (td, 4,8 e 11) 48,6 3,55 (td, 4,8 € 11,2)
20 1516 C - 151,6 -

21  315CH: 1,55 (m), 2,25 (m) 31,5 1,54 (m), 2,24 (m)
22  379CH: 1,57 (m), 2,25 (m) 38,9 1,59 (m), 2,27 (m)
23 29,6 CHs 1,27 (s) 29,6 1,28 (s)

24 17,8 CH3 1,07 (s) 17,8 1,08 (s)

25 18,0CHs 0,92 (s) 18,0 0,92 (s)

26 16,8 CH3 1,06 (s) 16,8 1,06 (s)
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27 152 CHs 1,06 (s) 15,2 1,06 (3)

28  179,2 CO - 179,2 -
29  110,3 CH. 4,78 (sl), 4,95 (sl) 110,4 4,79 (s), 4,95 (3)
30 19,8 CHs 1,79 (s) 19,8 1,80 (s)

* KANG et al., 2016a (600 MHz, CsDsN).
6.3.6. Elucidacéo estrutural da substancia Zg6

A substancia Zg6 tambem foi isolada na forma de um sélido amorfo de cor
esbranquicada. Na anélise de EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 161, vol. Il, p. 165)
observa-se a presenca de dois picos envolvendo o ion molecular desprotonado em m/z
485,3251 [M-H] e ion aduto com formiato de m/z 531,3305 [M+HCOO, compativeis com
as formulas moleculares C3zoH4s0s (calcd. m/z 485,3272) e Cs1Ha707, respectivamente. No
espectro de RMN *H (Figura 162, vol. 11, p. 166) observa-se novamente a presenca de uma
série de metilas em dn 1,43 (s, Me-23), 1,28 (s, Me-24), 1,39 (s, Me-25), 1,15 (s, Me-26), 1,08
(s, Me-27) e 1,66 (s, Me-30) sugerindo outra estrutura triterpénica para a substancia.
Observou-se também a presenca de proton a-carboxilico em 3,21 (s, H-1), proton de carbono
metinico oxigenado em 4,28 (s, H-3) e proton de carbono metilénico terminal em 4,66 (sl, H-
29a) e 4,86 (sl, H-29-b). A analise do espectro de HSQC (Figura 166, vol. 11, p. 170) permitiu
assinalar os sinais descritos anteriormente aos seus respectivos carbonos em d¢ 31,2 (C-23),
20,3 (C-24), 18,8 (C-25), 17,0 (C-26), 15,1 (C-27), 19,5 (C-30), 67,0 (C-1), 87,4 (C-3) e
109,7 (C-29). No espectro de RMN 3C e DEPT 135° (Figura 163 e 164, vol. Il, p. 167 e 168
) foi possivel observar ainda a presenca de duas carbonilas de acido carboxilico em 6¢ 178,0
(C-2) e 178,8 (C-28), a posicdo dessas carbonilas foi assinalada com o auxilio do espectro de
HMBC (Figura 167, vol. 1l, p. 171) onde observa-se uma interacdo entre C-2 com H-1 e H-3
a 2Ju.c e 3J-n.c, respectivamente e de C-28 com § 1,69 (t, 11,9 Hz, H-18) a 3Ju.c, justificando
a carboxila na posicdo 28. A anélise extensiva dos espectros de RMN uni e bidimensionais
(Tabela 36) permitiram identificar a substancia Zgé como um triterpeno pentaciclico do tipo

ceanotano conhecido como acido ceandtico (Figura 37) (KANG et al., 2016a).
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Figura 37. Estrutura da substancia Zg6, acido ceandtico.

Tabela 36. Dados de RMN da substéncia Zg6 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC Referéncia*

- 6c mult. oH (mult., J em Hz) oc oH (mult., J em Hz)
1 67,0 CH 3,21 (s) 67,0 3,19 (s)
2 178,0 CO - 178,0 -

3 84,7 CH 4,82 (s) 84,7 4,81 (s)
4 435C - 43,8 -

5 57,0CH 2,22 (m) 57,0 -

6 19,1 CH> 1,46-1,55 (m) 19,1 -

7 34,7 CH;, 1,45 (m), 1,53 (m) 34,7 -

8 435C - 43,5 -

9 45,0 CH 2,20 (m) 45,1 -

10 49,6 C - 49,6 -

11 24,2 CH» 1,59 (dd, 4,2 € 12,6), 2,10 (d, 13,7) 24,2 -

12 26,2 CH> 1,32 (dd, 4,2 e 13,2), 1,95 (m) 26,2 -

13 39,1CH 2,78 (td, 3,4 ¢ 8,2) 39,1 2,76 (td, 11,5e 2,5)
14 42,1C - 42,1 -

15 30,5 CH: 1,23 (dt, 3,2 € 13,6), 1,91 (m) 30,5 -

16 32,9 CH: 1,47 (m), 2,60 (dt, 3,4 e 12,8) 32,9 -

17 56,6 C - 56,6 -

18 49,7 CH 1,69 (t, 11,9) 49,7 -

19 47,6 CH 3,49 (m) 47,6 3,49 (m)
20 150,1 C - 151,2 -

21 31,2 CH> 1,49 (m), 2,23 (m) 31,3 -

22 37,5 CH> 1,52 (m), 2,22 (m) 37,5 -

23 31,4 CHs 1,43 (s) 31,5 1,42 (s)
24 20,3 CH3 1,28 (s) 20,3 1,27 (s)
25 18,8 CH3 1,39 (s) 18,8 1,38 (s)
26 17,0 CH3 1,15 (s) 17,0 1,15 (s)
27 15,1 CH3 1,08 (s) 15,1 1,07 (s)
28 178,8 CO - 178,8 -

29  109,7 CH» 4,66 (sl), 4.86 (sl) 109,8 4,66 (s), 4,85 (s)
30 19,5 CH3 1,66 (s) 19,6 1,66 (s)

* KANG et al., 2016a (600 MHz, CsDsN).
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6.3.7. Elucidacao estrutural da substancia Zg7

A amostra Zg7 foi isolada na forma de uma goma de coloragdo amarronzada. A
anélise de EM-AR-ESI (Figura 168, vol. Il, p. 172) mostrou dois picos relacionados aos i[nos
adutos em m/z 443,1660 [M+Na]* e 863,3436 [2M+Na]*, compativeis com as férmulas
moleculares C22H23OgNa (calcd. m/z 443,1676) e CasHs6016Na, respectivamente. No espectro
de RMN H (Figura 169, vol. Il, p. 173) observa-se a presenca de um padrdo de sinais
diferentes do observado para os triterpenos descritos anteriormente, sendo indicativo de uma
classe diferente de metabolitos. Nota-se a presenca de dois sinais de prdtons de sistemas
aromaticos em 6n 6,35 (s, H-2'/H-6") e 6,45 (s, H-2), além de sinais de metoxilas em 3,30 (s,
OMe-5), 3,79 (s, OMe-3'/OMe-5') e 3,88 (s, OMe-3). No espectro de RMN *°C e DEPT-135
(Figura 170 e 171, vol. Il, p. 174 e 175) observou-se a presenca de uma série de carbonos sp?,
incluindo sp? oxigenados, compativeis com a presenca de dois anéis aromaticos, além de trés
carbonos metilénicos em 33,5 (C-7), 63,9 (C-9) e 66,7 (C-9) e trés carbonos metinicos em
40,4 (C-8"), 43,1 (C-7") ¢ 49,5 (C-8). No espectro de HSQC (Figura 173, vol. Il, p. 176)
observa-se as correlacdes diretas entre carbonos e hidrogénios sendo possivel assinalar os
prétons diastereotopicos da estrutura como o C-7 ligado aos hidrogénios em 6+ 2,58 (dd, 4,4 e
15,2 Hz, H-7a) e 2,66 (dd, 11,6 e 15,2 Hz, H- 7a), C-9 com os proétons em 3,62 (dd, 6,7 e 10,9
Hz, H-9a) e 3,74 (dd, 4 e 7,8 Hz, H-9b) e C-9’ com os protons em 3,56 (dd, 6 e 11 Hz, H-9'a)
e 3,78 (m, H-9'b). No espectro de COSY (Figura 172, vol. 11, p. 176) observa-se sinais de
interacbes homonucleares entre os hidrogénios diasteotopicos H-7 e H-9 com o préton em on
1,90 (m, H-8) e dos protons H-7" ¢ H-9' com o préton em 1,75 (m, H-8'). A posi¢do das
metoxilas na estrutura foi assinalada com o auxilio do experimento de HMBC (Figura 174,
vol. I, p. 178) onde observou-se sinais de interacdo a *Ju.c entre OMe-3 com o carbono sp?
oxigenado em dc 146,2 (C-3), OMe-5 com o carbono em 1455 e as metoxilas OMe-3' e
OMe-5' com o carbono em 146,7 (C3'/C-5"), além da interagdo homonuclear espacial entre os
prétons das metoxilas e os protons de sistema aromatico reveladas pelos sinais observados no
espectro de NOESY 2D (Figura 175, vol. IlI, p. 179). Os dados de RMN (Tabela 37)
auxiliaram na identificagdo da substancia Zg7 como sendo a lignana do tipo ariltetralina
conhecida por (+)-lioniresinol (Figura 38) (ITOH et al., 2010).
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MeO

Figura 38. Estrutura da substancia Zg7, (+)-lioniresinol.

Tabela 37. Dados de RMN da substancia Zg7 (400 MHz, CDCls).

HSQC Referéncia*
- 6c mult. oH (mult., J em Hz) oc oH (mult., J em Hz)
1 128,6 C - 128,7
2 105,9 CH 6,45 (s) 106,0 6,45 ()
3 146,2 C - 146,2 -
4 137,0C - 137,1 -
5 1455C - 145,6 -
6 1252 C - 125,3 -
7 33,5 CH2 2,66 (dd, 11,6 e 15,2) 33,7 2,68 (dd, 11,5 e 15,3)
2,58 (dd, 4,4 e 15,2) 2,59 (dd, 3,8 e 15,3)
8 49,5 CH 1,75 (m) 49,6 1,77 (m)
9 66,7 CH> 3,62 (dd, 6,7 € 10,9) 66,9 3,64 (dd, 6,9 € 10,7)
3,74 (dd, 4 e 7,8) 3,77 (dd, 4,6 € 10,7)
1’ 138,2C - 138,4 -
2' 105,4 CH 6,35 (3) 105,4 6,34 (s)
3 146,7 C - 146,8 -
4’ 132,8C - 132,9 -
5 146,7 C - 146,8 -
6’ 105,4 CH 6,35 (s) 105,4 6,34 (s)
7 43,1 CH 4,01 (d, 7,6) 43,3 4,01 (d, 7,6)
8’ 40,4 CH 1,91 (m) 40,5 1,91 (m)
9’ 63,9 CH> 3,56 (dd, 6 e 11) 64,0 3,58 (dd, 6,1 e 11,5)
3,78 (m) 3,81 (dd, 3,8 e 11,5)
OMe-3 56,1 CHs 3,88 (s) 56,2 3,88 (s)
OMe-5 59,5 CHs 3,30 (s) 59,6 3,29 (s)
OMe-3' 56,4 CH3 3,79 (s) 56,5 3,80 ()
OMe-5" 56,4 CHs 3,79 (s) 56,5 3,80 (s)

* ITOH et al., 2010 (500 MHz, CDCl5).

6.3.8. Elucidacéao estrutural da substancia Zg8

A substancia Zg8 foi isolada na forma de um sélido amorfo amarelado. A anélise de
EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 176, vol. Il, p. 180) apresentou um pico de ion
molecular desprotonado de m/z 501,3198 [M-H]  compativel com a férmula molecular
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CaoHs506 (calcd. m/z 501,3222). No espectro de RMN *H (Figura 177, vol. 1lI, p. 181)
observa-se novamente a presenca de sinais indicativos de esqueleto triterpénico do tipo
lupano como cinco sinais de metilas em o1 1,05 (s, Me-23), 1,23 (s, Me-24), 1,39 (s, Me-25),
1,26 (s, Me-26) e 1,93 (s, Me-30), dois simpletos caracteristicos de carbono metilénico
terminal em 4,83 (sl, H-29a) e 5,07 (sl, H-29b) e um préton de carbono metinico oxigenado
em dn 4,69 (s, H-3). Os espectros de RMN 3C (BBD e DEPT-135) (Figuras 178 e 179, vol.
Il, p. 182 e 183), apresentaram sinais compativeis com 0s grupamentos citados anteriormente
e observou-se ainda sinais que permitiram propor a presenca de duas carbonilas de acido
carboxilico em 6¢ 178,6 (C-27) e 179,2 (C-28) e um carbono metilénico oxigenado em 61,8
(C-2). Com o auxilio do espectro de COSY (Figura 180, vol. Il, p. 184) foi possivel
determinar as interacdes homonucleares dos aneis do triterpeno como do sinal em 2,34 (m, H-
1) com os prétons do carbono metilénico oxigenado em 3,78 (m, H-2a) e 4,31 (dd, 4,3 e 10,6
Hz, H-2b). Esses dados permitiram definir o anel A do triterpeno como um anel pentaciclico
(caracteristico de triterpenos do tipo ceanotano). Com o auxilio do espectro de HSQC (Figura
181, vol. Il, p. 185) foi possivel definir as correlacbes heteronucleares diretas hidrogénio-
carbono (*Ju-c). No espectro de HMBC (Figura 182, vol. Il, p. 186) observou-se sinais de
interacBes heteronucleares a longa distancia (>3Ju.c) sendo possivel definir a posigdo dos
grupamentos de acido carboxilico devido aos sinais de interacdo entre C-27 e o hidrogénio em
2,99 (m, H-13) e do C-28 com o hidrogénio em 2,20 (t, 11,2 Hz, H-18). A configuracdo
relativa dos grupos metilicos e metilénicos foram determinados com auxilio do espectro de
ROESY 2D (Figira 183, vol. Il, p. 187) onde observou-se a interacdo entre os protons H-2
com o préton em o4 2,40 (dd, 2,6 e 12,3 Hz, H-9). Dessa maneira, a substancia Zg8 foi
identificada, através dos dados de RMN (Tabela 38), como sendo o triterpeno do tipo
ceanotano, conhecido como acido cyphostemmico A (Figura 39), registrada na literatura por

ter sido isoladoa da espécie Cyphostemma adenocaule (Vitaceae) (CHOUNA et al., 2016).
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Figura 39. Estrutura da substancia Zg8, acido cyphostemmico A.

Tabela 38. Dados de RMN da substancia Zg8 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSsY HMBC NOESY Ref.*
dc mult. oH (mult., J em 1H-1H 23Juc 'HoH  6c
Hz)
1 62,7 CH 2,34 (m) 2 2,3,4,5,10, 25 2,3,25 60,9
2 618CHz  3,78(m), 4,31 (dd, 1,2 1,3 1,9,5, 611
4,3 ¢ 10,6)
3 85,1 CH 4,69 (s) 1,4,5,/10,23,24 1,2,23 84,8
4 433C - 42,5
5  588CH 1,56 (m) 6 58,2
6 19,2 CH> 1,47-1,59 (m) 57 18,2
7  37,7CH, 153 (m), 2,29 (m) 6 37,0
8 413C - 40,4
9 43,5 CH 2,40 (dd, 2,6 € 12,3) 11 8,10, 11, 25, 26 57,12 429
10 46,7 C - 45,8
11 240CH, 1,50 (m), 1,62 (m) 9,12 23,2
12 266CH,  2,00(m),273(m) 11,12, 13 25,7
13 40,6 CH 2,99 (m) 12,18 12,14, 17, 18, 27 12 ,26 38,9
14 60,4 C - 59,8
15 288CH, 1,96 (m), 2,56 (m) 15,16 27,8
16 354CH,  1,98(m),293(m) 15, 16 34,5
17 56,6 C - 56,3
18 52,4 CH 2,20 (t,11,2) 18, 19 13, 14, 16, 17, 19, 16 51,6
20, 28
19 47,9 CH 3,70 (m) 18, 21 20, 21 21 47,2
20 151,1C - 150,5
21 31,1CH,  154(m),228(m) 19, 21,22 30,2
22 379CH,  191(m),205(m) 21,22 37,2
23 33,1CHs 1,05 (s) 3,4,5,24 3,24 31,8
24 20,4 CHs3 1,23 (s) 3,4,5,23 23 18,9
25 19,9 CHs 1,39 () 1,5,9, 10, 1,24,26 18,4
26 18,3CHs 1,26 (s) 7,8,9, 14 13, 15, 17,9
25
27 178,6 C - 178,2

141



28 1792C - 177,1
29 1102CH, 483 (sl), 5,07 (sl) 30 19, 30 19,30 1089
30 19,3 CHs 1,93 (s) 19, 29 29 18,29 17,9

* CHOUNA et al., 2016 (125 MHz, CDsOD:CDCls 1:1).
6.3.9. Elucidacédo estrutural da substancia Zg9

A substancia Zg9 foi isolada na forma de um solido amorfo de cor branca. Na analise
de EM-AR-ESI (Figura 184, vol. II, p. 188) em modo negativo observa-se dois picos que
envolvem o ion molecular desprotonado em m/z 515,3018 [M-H] e 1031,6105 [2M-H],
compativeis com as férmulas moleculares C3oH4307 (calcd. m/z 515,3014) e CeoHg7O14,
respectivamente. No espectro de RMN H (Figura 185, vol. 1I, p. 180) observa-se novamente
a presenca de sinais caracteristicos de esqueleto triterpénico, sendo similar aos isolados e
descritos anteriormente, como quatro sinais pertencentes a cinco metilas em on 1,29 (s, Me-
23/Me-26), 1,25 (s, Me-24), 1,46 (s, Me-25) e 1,83 (s, Me-30), dois simpletos caracteristicos
dos protons metilénicos oxigenados em 4,67 (sl, H-29a) e 5,00 (sl, H-29b) e o préton do
carbono metinico oxigenado em 4,82 (s, H-3). No espectro de RMN 3C e DEPT-135
(Figuras 186 e 187, vol. 11, p. 190 e 191) observa-se 0 mesmo padrédo de sinais da substancioa
descrita anteriormente (Zg8) com a adi¢do de mais um sinal de carbonila de acido carboxilico
em 178,0 (C-2), 178,5 (C-27) e 179,3 (C-28). Com o auxilio do espectro de COSY (Figura
188, vol. Il, p. 192) foi possivel definir as vizinhancas dos prétons na estrutura. As
correlagOes heteronucleares diretas (*Ju-c) foram definidas com auxilio do espectro de HSQC
(Figura 189, vol. Il, p. 193) onde, por exemplo, observa-se a correlagdo do proton em 4,82 (s)
com o carbono em 84,6 (H-3/C-3), dos prétons metilénicos terminais (H-29) com o carbono
sp? em ¢ 110,1. A posicdo das carboxilas, novamente, foram definidas com auxilio do
espectro de HMBC (Figura 190, vol. 11, p. 194) onde observaram-se as correlaces a >*Ju.c
do proton H-1 (6w 3,25 s) e H-3 com o C-2, H-13 (3,01 dt, 4,5 e 12,8 Hz) com C-27 e H-18
(2,21 m) com C-28. A configuracdo relativa dos grupos metilicos foi assinalada com a analise
do espectro de ROESY (Figura 191, vol. IlI, p. 195). Os dados analisados (Tabela 39)
forneceram informagdes pertinentes para que a substancia Zg9 fosse identificada como mais
um &cido triterpenico do tipo ceanotano conhecido como acido ceanotétrico (Figura 40) (LI
etal., 1997).
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Figura 40. Estrutura da substancia Zg9, acido ceanotétrico.

Tabela 39. Dados de RMN da substancia Zg9 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSsY HMBC ROESY Ref.”
- dcmult.  SH(mult., JemHz) 'H-'H 23Jnc 'HeH dc

1 67,1CH 3,25 (s) 3 2,3,4,5,10, 25 3,11,25 67,1
2 178,0C - 178,0
3  846CH 4,82 (s) 1 1,2,4,5,23, 24 1,5,23 84,6
4 43,7C - 43,7
5 57,1CH 2,21 (m) 6 57,2
6 19,1CH: - 57 19,2
7 37,7CHz 1,52 (m), 2,27 (m) 6 37,7
8 416 C - 41,6
9 46,0CH 2,66 (dd, 2,4e12,5) 11 1,8, 10, 11, 14, 5 11 46,1

25, 26
10 50,1C - 50,1
11 243CH; 1,72(dg,4,5e12,8), 9,12 26 24,3
2,30 (m)
12 27,0CH; 2,08(m),2,81(dg, 11,13 27,0
4,8e12)9)
13  40,5CH 3,01(td,45e12,8) 12,18 12,14,17,18,27 12, 26 40,5
14 60,3C - 60,3
15 288CH; 1,93 (m), 2,56 (m) 16 27 28,9
16 354CH, 1,95 (m), 2,92 (m) 15 28 35,4
17 56,6 C - 56,6
18 52,3CH 2,21 (m) 13,19 28 52,3
19 478CH 3,66 (m) 18, 21 18, 21, 29 13,17,21,29, 478
30

20 1510C - 151,0
21 31,1CHz 1,50 (m), 2,28 (m) 19, 22 31,1
22 37,7CHz 1,89 (m), 2,15 (m) 21 37,7
23 31,4CHs 1,29 (s) 3,4,5,24 3,5 314
24 20,3 CHs 1,25 (s) 3,4,5,23 25 20,3
25 19,4 CHs 1,46 (s) 1,5,910 1,24 19,5
26 18,1 CHs 1,29 (s) 7,8,9, 14 11,13 18,1
27 1785C - 178,5
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28 1793C - 179,3
29 110,1CH2 4,67 (sl), 5,00 (sl) 19, 30 18, 19, 30 110,1
30 19,4CHs 1,83 (s) 19, 20, 30 19, 30 19,5

* Ll etal., 1997 (360 MHz, CsDsN).

6.3.10. Elucidacéo estrutural da substancia Zg10

A substancia Zg10 foi isolada na forma de um sélido amorfo de coloragdo amarelada.
A andlise de EM-AR-ESI (Figura 192, vol. I, p. 196) revelou a presenca de trés picos
relacionados aos ions moleculars protonados em m/z 605,4030 [M+H-H.0]*, 623,4133
[M+H]" e 1245,8195 [2M+H]*, compativeis com as formular moleculares CzsHs70g (calcd.
m/z 605,4048), C3sH2909 (calcd. m/z 623,4154) e CzoH11701s, respectivamente. No espectro
de RMN H (Figura 193, vol. Il, p. 197) observa-se a presenca de um padrdo de sinais iguais
ao da substancia Zg4 (ziziglaziovigenina) descrita anteriormente, com a adi¢do de um dupleto
em oH 4,79 (d, 7, H-1") e uma série de sinais na regido mais desprotegida do espectro (3,80-
4,80) indicando a presenca de uma unidade de sacarideo ligada a estrutura. No espectro de
RMN 13C (BBD) e DEPT-135 (Figuras 194 e 195, vol. I1, p. 198 e 199), observa-se também
a semelhanca com a aglicona Zg4 com adigéo do sinal de carbono anomérico em d¢ 107,5 (C-
1’) e dos carbonos metinicos oxigenados do monossacarideo. Com o auxilio do espectro de
COSY (Figura 196, vol. 11, p. 200) foi possivel determinar as vizinhangas dos prétons tanto
da aglicona como do sacarideo. Com a anélise do espectro de HSQC (Figura 197, vol. Il p.
201) foi possivel determinar inequivocadamente os deslocamentos quimicos dos prétons do
sacarideo como a correlagio a *Ju.c do préton e carbono anomérico. A porcio sacaridica da
substancia foi determinada de acordo com os deslocamentos quimicos observados,
principalmente os de 3C e comparacdo com dados da literatura, sendo definida como uma
por¢do a-L-arabinopiranose. Sua posicdo foi determinada com o auxilio dos espectros de
HMBC e ROESY (Figuras 198 e 199, vol. II, p. 202 e 203) onde observou-se a interacdo a
3Ju.c entre 0 proton H-1’ com o carbono 3 da aglicona (8¢ 88,5) e da interagdo espacial entre
H-1' e H-3 (61 3,33 dd, 4,4 e 11,7 Hz). Assim, as analises dos espectros da substancia Zg10
(Tabela 40) permitiram identifica-la como sendo um triterpenoide de esqueleto do tipo
damarano inétido na literatura cientifica, ziziglaziovigenina 3-O-a-L-arabinopiranosideo
(Figura 41).
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Tabela 40. Dados de RMN da substéncia Zg10 (400 MHz, CsDsN).

’ 6
%,
Z

29 28

Figura 41. Estruturada substancia Zg10, ziziglaziovigenina 3-O-B-D-arabinopiranosideo.

C HSQC COSY HMBC NOESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 1H-1H 23Jh-c 'HotH
1 38,7CH, 0,86 (dd, 3,5¢13,1), 1,60 (m) 2

2 26,8 CH> 1,87 (m), 2,21 (dd, 4 e 13,6) 1,3 3

3 88,5 CH 3,33(dd, 4,4 e 11,7) 2 28,29,1,1 2

4 39,7C - -

5 56,1 CH 0,72 (m) 6 28 9

6 18,3 CH, 1,35 (m), 1,47 (M) 5,7

7 36,1 CH, 1,40 (m), 1,48 (m)

8 376 C -

9 53,0 CH 0,90 (m) 11 5

10 37,3C -

11 21,8CH, 1,30 (m), 1,56 (m) 9

12 285CH; 1,79 (m), 1,92 (m)

13 37,1 CH 2,81 (m) 12,17 12,15,19,21 15,18,21
14 541C - - - -

15 36,7 CH, 1,48 (m), 2,44 (d, 8,5) 13, 14, 16, 30 13
16 110,5C - - - -

17 53,9 CH 1,36 (m) 13

18 18,9 CHs 1,06 (s) 7.8,9, 14 13
19 16,3 CH3 0,75 (s) 1,59 10 28
20 68,5C - - - -

21 30,2 CH3 1,36 (s) 17, 20, 22 13
22 46,3 CH; 1,61 (M), 1,83 (m) 23 23
23 69,2 CH 4,85 (td, 3e10,2) 22,24 22, 26, 27
24 49,2CH, 1,80 (m), 2,11 (dd, 8,9 e 14,3) 23 22, 23, 25, 22, 23,

26, 27 26/27

25 69,8 C - - - -

26 30,4 CH3 1,50 (s) 24, 25, 27 23
27 30,7 CHs 1,50 (s) 24, 25, 26 23
28 16,8 CHs 0,96 (s) 3,4,5,29 29
29 28,1 CH3 1,24 (s) 3,4,5,28 19, 28
30  659CH; 4,17 (M), 4,25 (d, 8,5) 9,12
1’ 107,5CH 4,79 (d, 7) 2' 3,39 29,25
2' 72,9 CH 4,44 (t,7,8) 13 1,3
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3’ 74,6 CH 4,18 (m) 2! 4 2! 4

4 69,6 CH 4,36 (m) 35 3, 5
5  668CH; 383(dd,25e1209) 4,33(m) 4 1,3
OH-20 - 5,95 (s) 17, 20. 22 21

6.3.11. Elucidagéo estrutural da substancia Zg11

A substéncia Zg11 foi isolada a forma de um sélido amorfo esbranquicado. O espectro
de EM-AR-ESI (Figura 200, vol. I, p. 204) apresentou dois picos referentes ao ion aduto de
m/z 777,4368 [M+Na]", referente ao aduto da substancia com sédio, e m/z 1531,8860
[2M+Na]* referente ao ifon aduto dimérico com sodio, compativeis com as férmulas
moleculares CaoHssO13Na (calcd. m/z 777,4396) e CgoH132026Na, respectivamente. Observa-
se no espectro de RMN H (Figura 201, vol. 1, p. 205) novamente 0 mesmo padréo de sinais
da aglicona Zg4 com a adicdo sinais caracteristicos de por¢des glicosidicas como os sinais
dos protons de carbonos anoméricos em on 4,91 (d, 6,3 Hz, H-1) ¢ 6,18 (sl, H-1"). A mesma
informacéo foi obtida nos espectros de RMN *3C (BBD) e DEPT-135 (Figuras 202 e 203,
vol. 11, p. 206 e 207), pela presenca de dois sinais de carbonos 106,0 (C-1") ¢ 109,9 (C-1")
além dos sinais dos carbonos metinicos e metilénicos dos sacarideos entre dc 65-88. A
interacdo dos prétons e carbonos anomeéricos foi confirmada pelo espectro de HSQC (Figura
205, vol. 11, p. 209) que também permitiu o assinalamento inequivoco dos grupos metinicos e
metilénicos dos sacarideos. A posi¢cdo dos sacarideos na estrutura foi assinalada com auxilio
dos sinais no espectro de HMBC (Figura 206, vol. Il, p. 210) onde observaram-se interagdes
a 3Ju-c entre o préton de carbono anomérico H-1’ com o carbono 3 da aglicona (5c 88,8) e do
proton H-1” com o carbono 2 do primeiro sacarideo (6c 76,2). Obtiveram-se as mesmas
informacdes pelo espectro de ROESY (Figura 207, vol. Il, p. 211) cujos sinais sdo compatieis
com as interacdes espaciais de H-1" ¢ H-3 (6w 3,26 dd, 4,4 e 12 Hz) e do préton H-1" com o
proton H-2' (8w 4,46 dd, 6,3 e 8,3 Hz). Os sacarideos presentes na substancia foram definidos
com base nos experimentos descritos e comparagdes com modelos da literatura (Tabela 41)
(LI et al., 2014). Assim, a substancia Zg11 foi identificada como sendo um triterpenoide de
esqueleto do tipo damarano, inédito na literatura, ziziglaziovigenina-3-O-o-L-

arabinofuranosil-(1-2)-a-L-arabinopiranosideo (Figura 42).
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Figura 42. Estrutura da substancia Zg11, ziziglaziovigenina-3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-a-L-
arabinopiranosideo.

Tabela 41. Dados de RMN da substancia Zg11 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC ROESY
- dc mult. oH (mult., J em Hz) H-1H 23Juc 'HeH
1 38,7CH, 0,80 (m), 1,60 (m) 2

2 26,7 CHs 1,83 (m), 2,14 (m) 1,3

3 88,8 CH 3,26 (dd, 4,4 e 12) 2 4,28,29,1 1,2,5,28,1
4 39,6 C -

5 56,0 CH 0,66 (dI, 11,3) 6 3,9

6 183 CH. 1,31 (m), 1,45 (m) 5,7

7 36,0CH; 1,35 (m), 1,48 (m) 6

8 375C -

9 53,0 CH 0,87 (m) 11 5,11, 15
10 37,2C -

11  21,8CH. 1,33 (m), 1,53 (M) 9,12

12 285CH; 1,78 (m), 1,81 (m) 11,13

13 37,1CH 2,82 (m) 12,17 18, 21, 15
14 539C - -

15 36,7CH. 1,47 (m), 2,44 (d, 8,3) - 13, 18
16 1106 C - -

17 54,1CH 1,36 (m) 13

18 18,8 CH3 1,04 (s) - 7,8,9, 14 13, 15,19
19  16,3CHs 0,71 (s) - 1,5,9, 10 1,2, 18, 29
20 68,5C - -

21 30,2 CHs 1,36 () - 17, 20, 22 13,22
22 46,3 CH> 1,61 (m), 1,83 (m) 23
23 69,2 CH 4,87 (m) 22, 24 15, 24, 26/27
24 49,2 CHy 1,81 (m), 2,11 (m) 23 23, 26/27
25 69,8 C - -
26 30,4 CHs 1,50 (s) - 24, 25, 27 24
27 30,7 CH3 1,50 (s) - 24, 25, 26 24
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28 28,0 CHs 1,23 () - 3,4,5,29 3,5,29,1'
29 16,8 CHs 0,98 (s) - 3,4,5,28 2,19, 29
30 65,8 CHz 4,18 (m), 4,28 (m) - 15

1’ 106,0 CH 4,91 (d, 6,3) 2! 3,35 3,28,2, 3,5
2" 76,2 CH 4,46 (dd, 6,3 € 8,3) 1,3 1,3, 1", 2"
3* 73,6 CH 4,24 (m) 2! 4

4 68,6 CH 4,30 (m) 3,5

5 65,9 CHz 3,78 (), 4,31 (m) 4

17 109,9 CH 6,18 (sl) 2" 2!, 3" 4" 29, 1,2, 2"
2" 81,0 CH 5,05 (m) 1, 3" 3", 4" 21", 3"
3"  78,7CH 4,87 () 21 4" 2" 21 4"

4" 88,3 CH 4,96 (m) 3" 5" 3" 3"

57 62,8 CHs 4,20-4,32 (m) 4"

6.3.12. Elucidacgéo estrutural da substancia Zg12

A substancia Zg12 foi isolada na forma de um sélido amorfo de cor amarelada. No
espectro de EM-AR-ESI (Figura 208, vol. Il, p. 212) observa-se a presenca de dois picos
relacionados aos ions moleculares protonados de m/z 785,4641 [M+H]* e 767,4547 [M+H-
H.O]*, compativeis com as formulas moleculares CiiHe9O14 (calcd. m/z 785,4682) e
Ca1He7013, respectivamente. No espectro de RMN *H (Figura 209, vol. I, p. 213) observa-se
novamente o mesmo padrédo de sinais observado para a aglicona Zg4, assim como no espectro
de 3C e DEPT-135 (Figuras 210 e 211, vol. I, p. 214 e 215). Em adico aos sinais da
aglicona, observou-se a presenca de dois sinais de prétons de carbonos anoméricos em dn
4,76 (d, 7,4 Hz, H-1") ¢ 5,40 (d, 7,8 Hz, H-1") que apresentam correlacio direta a 1Ju.c com os
carbonos em &c 107,4 (C-1) e 106,4 (C-1"), respectivamente, quando analisado o espectro de
HSQC (Figura 213, vol. Il, p. 217). A analise do espectro de COSY (Figura 212, vol. I, p.
216) possibilitou a verificar as correlagfes dos protons adjacentes da aglicona, assim como a
dos sacarideos. A analise do espectro de HMBC (Figura 214, vol. 11, p. 218) permitiu propor
a localizacdo das unidades de sacarideos devido as interagBes heteronucleares a 3Ju.c
observadas entre o proton de carbonos anomérico H-1’ com o carbono 3 da aglicona (6c 88,5)
e do préton H-1" com o carbonon 3’ (6c 84,2). Os dados obtidos dos espectros de COSY,
HSQC, HMBC e comparacdo com modelos da literatura (YIN et al 2006) possibilitaram a
identificagdo das duas porgdes sacaridicas como sendo uma a-L-arabinopiranose com uma
porcao de B-D-glicopiranose ligada ao carbono 3’, assim, a substancia Zg12 foi identificada
como um um triterpenoide do tipo damarano, ziziglaziovigenina 3-O-p-D-glicopiranosil-(1-3)-
a-L-arabinopiranosideo (Figura 43) que esta sendo descrito pela primeira vez na literatura

cientifica. Os dados de RMN estdo descritos na Tabela 42.
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Tabela 42. Dados de RMN da substéncia Zg12 (400 MHz, CsDsN).

'I
7
7,
v
2

8

Figura 43. Estrutura da substancia Zg12, ziziglaziovigenina 3-O-p-D-glicopiranosil-(1-3)-o-L-

arabinopiranosideo.

C HSQC COSY HMBC NOESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) 'H-'H  2%3Jnc 'HotH
1 38,7 CH; 0,83 (m), 1,56 (m) 2

2 26,8 CHa 1,87 (m), 2,17 (m) 1,3

3 88,5 CH 3,34 (dd, 4,4 e 11,8) 2 5,29, 1"
4 39,8 C - -

5 56,1 CH 0,71 (m) 6 3,9

6 18,3 CH, 1,39 (m), 1,49 (m) 5,7

7 36,1 CH, 1,40 (m), 1,55 (m) 6

8 376 C - -

9 53,0 CH 0,89 (dd, 3e 12,3) 11 511
10 37,3C - -

11 21,8 CH, 1,32 (m), 1,55 (m) 9,12

12 285CH, 1,78 (m), 1,92 (m) 11, 13

13 37,1 CH 2,82 (m) 12,17 11,12, 18,21
14 539C - -

15 36,7 CH 1,48 (m), 2,44 (d, 8,2) -

16 110,6 C - -

17 54,1 CH 1,37 (m) 13

18 18,9 CHs 1,06 (s) - 7,89, 14 19
19 16,3 CH3 0,73 (s) - 1,59 10 18
20 68,5C - -

21 30,2 CH3 1,37 (s) - 17, 20, 22

22 46,3 CHs 1,61 (m), 1,83 (m) 23

23 69,2 CH 4,86 (m) 22,24 15, 26/27
24 492 CH, 1,80 (m), 2,12 (m) 23

25 69,8 C - -

26 30,4 CHs 1,51 (s) - 24,2527 23, 24
27 30,7 CH3 1,51 (s) - 24, 25, 26 23,24
28 16,8 CH3 0,98 (s) - 3,4,5,29 29
29 28,0 CH3 1,28 (s) - 2,4,528 3,28
30 65,9 CH, 4,19 (), 4,26 (m) -

1’ 107,4 CH 4,76 (d, 7,4) 2! 3,2 3,2,3'
2 71,9 CH 4,61 (t, 8,6) 1,3 1’ 13
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3/ 84,2 CH 4,24 (m) 2, 4 1" 2

4 69,3 CH 4,46 (sl) 3,5
5/ 67,0 CH. 3,75 (dl, 11,5), 4,22 (m) 4 1’
1”  106,4 CH 5,40 (d, 7,8) 2" 3 2"
27 75,8 CH 4,05 (t, 8,3) 1", 3" 1" 1", 3"
3" 78,4 CH 4,26 (m) 2 4" 1"
4" 71,6 CH 4,25 (m) 3 5"
5 78,7 CH 4,02 (m) 4" 6"
6"  627CH, 4,40(dd, 53e11,9),457 (dd, 5"
25¢e11,9)
OH-20 - 5,96 (s) 17 17,20, 22 13,21

6.3.13. Elucidacéao estrutural da substancia Zg13

A substancia Zg13 foi isolada na forma de um so6lido amorfo esbranquicado. A anélise
de EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 216, vol. IlI, p. 220) mostrou dois picos
relacionados com ion molecular desprotonado em m/z 1253,5944 [M-H] e ion aduto com
cloreto de m/z 1289,5712 [M+CI]" compativeis com as férmulas moleculares Ce2Hg3026
(caled. m/z 1253,5961) e Cg2HasO26Cl, respectivamente. No espectro de RMN *H (Figura
217, vol. 11, p. 221) observa-se sinais caracteristicos de esqueleto triterpénico como os de
metilas em on 1,02 (s, Me-18), 0,70 (s, Me-19), 1,45 (s, Me-21), 1,03 (d, 6,9 Hz, Me-26/Me-
27), 1,03 (s, Me-28) e 1,25 (s, Me-29) e do proton em carbono metinico oxigenado em 3,22
(dd, 45 e 11,9 Hz, H-3). Alguns sinais diferem das substancias descritas anteriormente
sugerindo um esqueleto triterpénico diferente, como sinais de hidrogénio de carbono
metilénico de uma vinilidina em 4,96 e 5,18 (sl, H-24a) pois apresentaram correlacdo a 3Ju.c
(segundo sinais observados no espectro de HMBC, Figura 222, vol. Il, p. 226) com 0s
carbonos em 6¢ 153,4 (C-24) e 34,1 (C-25), sugerindo uma cadeia lateral diferente das demais
saponinas isoladas, as metilas 26 e 27 tambem apresentaram correlacdo a longa distancia com
C-25. A interpretacdo do espectro de COSY (Figura 220, vol. Il, p. 224) possibilitou a
confirmacgéo das vizinhancas dos hidrogénios 22 em 6n 4,68 (dd, 2,5 e 9,5) com o hidrogénio
23 em ox 2,61 (dI, 15,2) e 2,89 (dd, 9,6 e 15,5) e tambem das metilas 26 ¢ 27 em dn 1,03 (d,
6,9 Hz) com o hidrogénio em 25 em 2,40 (m), caracterizando a cadeia lateral da aglicona. Na
analise do espectro de ROESY (Figura 223, vol. Il, p. 227) (Figura 44) observou-se
interacdo espacial entre H-30 (6+ 4,21 m) com H-9 (61 0,75 m) e também de H-22 com H-17
(6n 2,11 d, 7,3 Hz), Me-21 e H-23, tais informagdes foram sugestivas para a definigédo da
estereoquimica relativa do anel 16,22:16,30-diep0xi, assim como as correlages espaciais das
metilas que foram utilizadas para a definicdo da configuracdo relativa do esqueleto
triterpénico. Observa-se também no espectro de RMN H a presenca de sinais caracteristicos
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de prétons anoméricos em 6n 4,71 (d, 7,7 Hz, H-1"), 5,40 (d, 7,8 Hz, H-1"), 5,66 (d, 8,2 Hz,
H-1"") e 6,08 (d, 4,3 Hz, H-1"""), os sinais dos carbonos foram identificados também nos
espectros de 3C (BBD) e DEPT-135 (Figuras 218 e 219, vol. 11, p. 222 e 223) em &c 104,5
(C-1"), 102,6 (C-1"), 104,2 (C-1"") e 111,3 (C-1""") cujas correlacdes diretas a *Ju.c foram
confirmadas pelo espectro de HSQC (Figura 221, vol. Il, p. 225). A posicdo das porcoes
sacaridicas na substancia foram definidas com o auxilio do espectro de HMBC onde
observaram-se as interagdes a 3Ju.c entre o préton anomérico H-1' e o carbono 3 da aglicona
em dc 88,5, 0 proton H-1" apresentou correlagdo a longa distancia com o carbono 2’ (6¢ 83,1),
H-1"" apresentou correlagio a *Ju.c com carbono 2" (8¢ 80,4) e H-1"""" apresentou correlagdo
a3Ju.c com carbono 3" (8¢ 87,9), os sacarideos foram identificados como sendo trés grupos p-
D-glicopiranoses e um B-D-apiofuranose pelos deslocamentos quimicos, especialmente dos de
13C quando comparados a modelos da literatura (HIGUCHI et al., 1984) e valores de J,
principalmente dos protons dos carbonos anomericos. Além dos quatro sacarideos, uma
porcdo 3-metdxi-4-hidroxibenzoato foi identificada estando ligada ao carbono 6" (8¢ 64,5/6H
5,13 m) que apresenta valores de deslocamento quimico de hidrogénio desprotegido
justificando a presenca do grupo retirador (carboxila), a posicdo também foi definida com
auxilio o espectro de TOCSY 2D (Figura 224, vol. Il, p. 228), onde foi possivel observar a
rede de spins nucleares (no caso do sacarideo B-D-glc””) e identificar uma interacio a >Ju-n
com do hidrogénio anomérico H-1"" com H-5"" (dn 4,12 m), que apresenta interacdo no
espectro de COSY (*H-H) com H-6"", tal informacdo também foi observada no espectro de
HMBC onde observa-se um sinal de acoplamento a 3Ju.c entre os prétons do carbono 6" (8n
5,13 m) e o carbono da carbonila (C-7""). No espectro de RMN 'H observa-se os sinais
caracteristicos de anel aromatico trissubstituido em o1 7,90 (d, 1,9 Hz, H-2""), 7,30 (d, 8,3
Hz, H-5""") e 8,11 (dd, 1,9 e 8,3 Hz, H-6""") ¢ da metoxila em 3,79 (s, OMe-3), os carbonos de
sistema aromatico oxigenados foram identificados no espectro de RMN *3C em &8¢ 148,3 (C-
3", 153,1 (C-4"") e o sinal referente a carboxila da porgéo ester foi identificada em 166,9
(C-7"""). A diferenca significativa dos valores de deslocamentos quimicos dos protons de
carbonos anoméricos possibilitou a execucdo de experimento de TOCSY seletivo (Figura
225, vol. 11, p. 229) onde, apds as devidas irradiacdes, é possivel observar as vizinhancgas de
cada proton. Tais dados também puderam ser observados no espectro de TOCSY 2D (Figura
224, vol. 11, p. 228) que fornece informacg6es pertinentes para o assinalamento da aglicona do
triterpeno. Assim, a substancia Zg13 foi identificada como sendo uma saponina de esqueleto
do tipo damarano inédita na literatura cientifica como sendo 16,22:16,30-diepoxi-20-
hidroxidamar-24-metilideno 3-O-B-D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metoxi-4-hidroxibenzoato)-
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B-D-glicopiranosil-(1-2)]-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo  (Figura 45). Os
dados de RMN uni e bidimensionais estéo descritos na Tabela 43.

Figura 44. Correlagdes-chave para a determinagdo da configuracéo relativa do anel 16,22:16,30-diep6xi de
Zg13.

Figura 45. Estrutura da substancia Zg13, 16,22:16,30-diepdxi-20-hidréxidamar-24-metilideno 3-O-f-D-
apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metoxi-4-hidroxibenzoato)- B-D-glicopiranosil-(1-2)]-p-D-glicopiranosideo-(1-2)-p-p-
glicopiranosideo.
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Tabela 43. Dados de RMN da substancia Zg13 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC ROESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) H-1H 23Juc 'HoH
1 38,7CHz 0,75 (m), 1,47 (m) 2
2 26,6 CH, 1,79 (m), 2,18 (m) 1,3
3 88,5 CH 3,22 (dd, 4,5e 11,9) 2 4,28,29,1 2,5,28,1
4 395C -
5 55,9 CH 0,64 (dl, 11,5) 6 4,10, 28 1,3,6,9, 28
6 182CHz 1,30 (m), 1,46 (m) 5,7
7 36,0CHz 1,29 (m), 1,47 (m) 6
8 37,0C -
9 524CH 0,75 (m) 11
10 37,0C -
11 21,4CH;  1,22-1,49 (m) 9,12
12 27,5 CHz 1,71-1,89 (m) 11, 13
13 373CH 2,68 (m) 12,17 12, 15, 18,
14 56,7 C -
15 389CH,  1,75(d, 8,5), 2,13 (d, 13,14, 16,17 13,18, 30
8,5)
16 118,4C -
17 62,2 CH 2,11 (d, 7,3) 13 22
18 188CHs 1,02 (s) 78,9, 14 13, 15, 19
19 16,4 CH3 0,70 (s) 1,5,9,10 2,18, 29
20 76,0 C -
21 23,9 CH3 1,45 (s) 17, 20, 22 17, 22, 23, 30
22 928CH  4,68(dd, 2,5¢€9,5) 23 17,21, 23
23 34,7 CHz 2,61 (dl, 15,2), 2,89 (dd, 22,24 22, 24, 24a, 21, 22
9,6 € 15,5) 25
24 1534 C - 23
24a 108,6 CH 4,96 (0), 5,18 (sI) 24, 25 22
25 34,1 CH 2,40 (m) 26, 27 26, 27
26 21,8CHs 1,03 (d, 6,9) 25 24, 25, 27 25
27 21,9 CH3 1,03 (d, 6,9) 25 24, 25, 26 25
28 16,7CHs 1,05 (s) 3,4, 5,29
29 28,0CHz  1,25(s) 3,4,5,28
30 658CHz 4,21 (m) 21
1’ 1045CH 481(d,7,7) 2' 3 3,28,2, 3,4
2 83,1CH 4,02t 8,5) 1,3 1,3, 1"
3/ 783CH 4,33 (m) 2! 4
4’ 71,0CH 4,06 (m) 3,5
5’ 778CH 3,84 (m) 46
6’ 628CH, 4,32 (m), 452 (dl, 11,8) 5
1" 102,6 CH 5,40 (d, 7,8) 2" 2' 2',3",4" 5"
27 804CH  4,34(t 8) 17, 3"
3" 87,9 CH 4,09 (m) 2", 4"
4" 69,7CH 4,11 (m)
5 775CH 3,72 (m) 3", 5"
6" 62,2CH.  4,30-4,39 (m) 4"
1" 1042 CH 5,66 (d, 8,2) 2 2" i Ll
20 757CH 4,21 (m) 17, 3"
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3 783CH 4,32 (m) 2", 4"

4" 71,2CH 4,22 (m) el

57 75,7cCH 4,12 (m) 6"

6" 645CH, 5,13 (m) 5" 70

1 121,7C -

2 113,5CH 7,90 (d, 1,9) 1, 3 4,
6", 1"

3 148,3C -

4 153,1C -

517 116,5CH 7,30 (d, 8,3) 1 g g G
7"

(0 1251 CH 8,11 (dd, 1,9e8,3) 2", 3 8

7" 166,9 C -

OMe  559CHs 3,79 (s)

1 111,3CH 6,08 (d, 4,3) 2" 3", 2

2"7" 7713 CH 4187 (m) 1mu 37!, 4um

R 80’1 C _ .

4" 748CH, 4,28 (m), 4,78 (d, 9,2) g

5" 640CH, 4,12 (m)

OH-20 - 6,18 (sl) 17, 20, 22

OH-5' 5,84 (sl)

OH-3' 5,69 (sl)

OH-5"" 5,68 (sl)

6.3.14. Elucidacédo estrutural da substancia Zg14

A substancia Zg14 foi isolada na forma de um sélido amorfo esbranquicado. A analise
de EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 226, vol. I, p. 230) apresentou um pico de ion
molecular desprotonado de m/z 1271,6069 [M-H] e um pico de ion aduto com formiato de
m/z 1317,6099 [M+HCOO] compativeis com as formulas moleculares Ce2Hg5027 (calcd. m/z
1271,6066) e CssHo7O29, respectivamente. No espectro de RMN *H (Figura 227, vol. 11, p.
231) observa-se a presenca de sinais semelhantes a substdncia Zgl13, assim como nos
espectros de RMN *3C (BBD) e DEPT-135 (Figuras 228 e 229, vol. I, p. 232 e 233), com a
adicdo de sinal de uma metila em 5y 1,48 (s, Me-30) que apresenta correlagio a *Ju.c com 8¢
10,3 (C-30) (via espectro de HSQC, Figura 231, vol. I, p. 235) sugerindo a abertura do anel
16,30-epoxi, outro sinal diferente da saponina Zg13 foi detectado em dn 4,54 (s, H-15) ligado
ao carbono carbinolico representado pelo sinal em &c 76,8 (C-15) permitindo propor uma
hidroxilagdo na posicdo 15 da estrutura, justificando a diferenga observada no espectro de
massas. A cadeia sacaridica da saponina foi determinada por comparacdo com o espectro de
RMN H e 3C da substancia Zg13 sendo a mesma porgéo sacaridica. A posicio da cadeia
sacaridica foi determinada pelo espectro de HMBC (Figura 232, vol. Il, p. 236) onde
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observou-se um sinal de correlacio a 3Ju.c entre dn 4,83 (d, 7,9 Hz, H-1') com o carbono em
dc 88,5 (C-3). A configuracdo relativa da metila em 30 foi determinada por experimento de
ROESY (Figura 233, vol. I, p. 237) onde observou-se um sinal de interacdo espacial com o
sinal em dn 2,38 (d, 11,5 Hz, H-17), atribuiu-se ao grupo hidroxilico ligado ao carbono 15 a
posigdo a devido a interagdo espacial entre seu proton com o sinal da metila 18 em o1 1,04 (5,
Me-18) e o proton metinico 13 em doH 2,58 (m, H-13) (Figura 46). Assim como a substancia
Zg13, a porcdo 3-metoxi-4-hidroxibenzoato esta ligada ao carbono 6" devido ao sinal de
correlaco a 3Ju.c entre 8n 5,13 (M, H-6"") e o carbono em &¢c 166,8 (C-7""). Os espectros de
TOCSY 2D e TOCSY seletivo (Figuras 234 e 235, vol Il. p. 238 e 239) forneceram
praticamente as mesmas informacdes da substancia Zg13. Assim, com base nos dados de
RMN uni e bidimensionais (Tabela 44) a substancia Zg14 foi determinada como sendo uma
saponina de esqueleto do tipo damarano, 16,22-epoxi-15,16,20-trihidroxidamar-24-
metilideno-3-O-B-D-apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metdxi-4-hidroxibenzoato)-p-D-

glicopiranosil-(1-2)]-p-D-glicopiranosil-(1-2)-B-D-glicopiranosideo  (Figura 47), que esta

sendo descrita pela primeira vez na literatura cientifica.

Figura 46. Correlages-chave para a determinacdo da configuragdo relativa do anel 15,16-dihidroxi-16,22-ep6xi
de Zg14.
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Figura 47. Estrutura da substancia Zg14, 16,22-ep6xi-15, 16, 20-trihidroxidamar-24-metilideno 3-O-B-D-
apiofuranosil-(1-3)-O-[6-(3-metdxi-4-hidroxibenzoato)- B-D-glicopiranosil-(1-2)]-p-D-glicopiranosideo-(1-2)-B-p-
glicopiranosideo.
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Tabela 44. Dados de RMN da substancia Zg14 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC ROESY
- dc o1 (J em Hz) H-1H 23Juc 'HeH
1 39.4CH; 0,84 (m), 1,46 (m) 2
2 26.8CH; 1,80 (m), 2,20 (m) 1,3
3 885CH 3,29 (dd, 4.4, 11,7) 2 28,29, 1’ 1,2,19,
28, 1
4 39,6 C - -
5  563CH 0,76 (M) 6
6 183CH,  131(t 7), 1,46 (m) 5,7 5
7 366CH, 1,83 (m) 6
8 41,4 C - -
9  512CH 1,43 (m) 11 30
10 37.1C - -
11 21,7 CH, 1,26 (m), 1,46 (M) 9, 12
12 26,8 CHz 1.48 (m), 2.06 (m) 11, 13
13 36,3 CH 2,58 (m) 12, 17 12, 15, 18,
21
14 53,4C - -
15 76,8 CH 4,54 (s) i 8, 14, 16, 30 13, 18
16 110,8 C - -
17 630CH 2,38 (d, 11,5) 13 16, 21 21,30
18 16,2 CH3 1,04 (s) - 7,8,9, 14 13, 15, 17,
19
19 16,7 CHs 0,74 (s) - 1,5,9,10 3,18, 29
20 78,3C - -
21 27,1 CHs 1,62 (s) - 17, 20, 22 17, 22, 23
22 870CH  436(m) 4,62 (dd, 24e 23 17,21, 23
9,8)
23 34,1 CH> 2,63 (d, 15,9), 2,84 (dd, 22 16, 22, 24, 24a, 25 22, 26
9,8 e 15,9)
24 1541 C - -
242 108,2 CH; 4,98 (), 5,20 () i 25 26/27
25 34,0 CH 2,42 (m) 26, 27 24, 24a, 26/27 26, 27
26 21,9 CHs 1,03 (d, 6,8) 25 24, 25, 27 25
27 21,9CHs 1,03 (d, 6.7) 25 24. 25 26 25
28 27,9 CHs 1,23 () - 3,4,5,29 19, 28
20 16,6 CH 1,03 (s) i 3.4.5 28 9
30 10,3 CHs 1,48 (s) - 7,8,14,15 7,12, 17
1’ 1045 CH 4,83 (d, 7.9) v 3,5 2 4
2 831CH 4,03 (m) 1,3
3 782CH 4,32 (m) 2 4
4 711CH 4,06 (m) 3 5
5 77.8CH 3.86 (m) 46 36"
6' 628CH, 434(m) 453(dd,24e 6
15,4)
1" 102,6 CH 5,39 (d, 7.,7) o v 2 5
2" 803CH 4,34 (m) 1,1
37 87.7CH 4,10 (m)
4" 69,7CH 411 (m) 5
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5" 77,3CH 3,73 (m) 4", 6" 12", 6"

6" 62,0 CHz 4,30-4,38 (m) 5"
1" 104,1CH 5,66 (d, 7,7) 2" 2" 2", 5"
2" 756 CH 4,21 (m) 1

3" 783 CH 4,31 (m)

4" 71,1CH 4,24 (m)

5 757CH 4,12 (m)

6’ 64,3 CH; 5,13 (m) 5

1 121,7C -

2" 1135CH 7,89 (d, 1,9) 1", 3", 4", 6", OMe

7"

3" 1482C -

4 1531C -

5" 116,4 CH 7,31(d, 8,2) 6" 177, 3" 4 6"
6" 1251CH  811(dd,1,9e82) 5 20, 4, 7 5"
OMe 55.9 CHs 3,78 (s)

7" 166,8 C -

lrnrr 111,3 CH 6,08 (d, 4,4) 2!!!!! 3!7’ 4mu 37:’ 2INN
2" 77,3CH 4,87 (d, 4,4) 1 11, 5 11, 5
3" 80,1C -

4 T48CH,  4,29(m), 4,72 (d, 9,2) 5
5" 64,1 CH, 4,09-4,12 (m) 4

6.3.15. Elucidacéo estrutural da substancia Zg15

A substancia Zg15 foi isolada na forma de um so6lido amorfo amarelado. No espectro
de EM-AR-ESI em modo negativo (Figura 237, vol. Il, p. 2402) observa-se um pico em m/z
977,4424 para formula molecular CssH73020S (calcd. m/z 977,4421), correspondente ao ion
molecular [M-Na], cuja proposta de um atomo de enxofre e a diferenca de 80 unidades, apés
consideracBes das analises de RMN *3C e a quantidade de oxigénio, justifica a proposta de
uma unidade sulfonica adicional. A anélise de massas em modo positivo (Figura 236, vol. Il,
p. 2402) mostra um pico ion aduto com sédeio de m/z 1023,4215 [M+Na]*, cuja diferenca de
46 unidades pode ser justificada pelo ion molecular (M, sal como sulfonato de s6dio) em
aduto com sodio, sendo compativel com foérmula molecular CssH73020Na2S (calcd. m/z
1023,4206). No espectro de RMN H (Figura 238, vol. Il, p. 241) nota-se novamente a
presenca de uma série de metilas em ox 1,06 (s, Me-18), 0,70 (s, Me-19), 1,38 (s, Me-21),
1,67 (s, Me-26), 1,69 (s, Me-27), 1,27 (s, Me-28) e 1,06 (s, Me-29), sugerindo a estrutura de
outro triterpenoide. Observa-se outros sinais relevantes como um préton de carbono sp? em &
5,53 (dt, 1,5 e 8,2 Hz, H-24), dois prétons metinicos oxigenados em 3,23 (dd, 4,4 e 11,8 Hz,
H-3) e 5,19 (m, H-23), e trés sinais referentes a protons de carbono anomérico em 4,78 (d, 7,2
Hz, H-1"), 6,08 (d, 2,8 Hz, H-1") ¢ 5,07 (d, 7,8 Hz, H-1""") que sugerem a presenca de trés
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porcBes sacaridicas. No espectro de RMN 3C (BBD) e DEPT-135 (Figuras 239 e 240, vol.
Il, p. 242 e 243) observam-se os sinais referentes aos grupos descritos anteriormente como 0s
das metilas em dc 19,2 (Me-18), 16,7 (Me-19), 30,4 (Me-21), 25,9 (Me-26), 18,7 (Me-27),
28,1 (Me-28) e 16,9 (Me-29) e os carbonos anoméricos dos sacarideos em 6c 106,1 (C-1')
110,5 (C-1") e 105,1 (C-1""). A anélise do espectro de HSQC (Figura 241, vol. Il, p. 244)
permitiu o assinalamento inequivoco dos carbonos com seus devidos prétons assim como a
definicdo dos hidrogénios diastereotopicos da substancia. As vizinhancas dos prétons foram
definidas com base na analise do espectro de COSY (Figura 241, vol. Il, p. 244). A posi¢édo
dos sacarideos na substancia foi definida com o auxilio do espectro de HMBC (Figura 243,
vol. Il, p. 246), onde observou-se os sinais de acoplamento a ®Ju.c entre o préton de carbono
anomérico H-1" com o carbono 3 da aglicona (dc 89,1), 0 segundo sacarideo foi proposto estar
ligado ao primeiro sacarideo pela presenca do sinal de correlacdo espacial observada no
espectro de ROESY (Figura 244, vol. Il, p. 247) entre o préton anomérico H-1" e o préton 2’
do primeiro sacarideo em on 4,47 (m, H-2') e o préton anomérico H-1"" apresentou correlagido
a 3Ju.c com carbono 3 do primeiro sacarideo em &c 83,9 (C-3'), os sinais de correlacio
espacial entre os protons anoméricos e os prétons dos carbonos onde os sacarideos estdo
ligados puderam ser observados no espectro de ROESY confirmando a proposta. Pelo
espectro de ROESY também pode-se confirmar a configuracdo relativa do anel 16,23:16,30-
diepdxi da estrutura onde observou-se a correlacdo entre o préton em H-23 com 4 1,53 (m,
H-15a) e 2,48 (d, 8,2 Hz, H-15b), assim como a configuracdo relativa das metilas da
substancia. As unidades de carboidrato da substancia foram identificados como sendo uma o-
L-arabipiranose, uma a-L-arabinofuranose e uma B-D-4-sédio sulfato-glicopiranose por anélise
dos experimentos de RMN (onde a presenca do grupo sulfato ligada ao carbono 4" do
glicosideo causa um efeito desblindante, deslocando o valor de hidrogénio e carbono para dH
519 m, e dc 76,0, respectivamente), também pelos valores de massas observadas nos
experimentos de EM-AR-ESI e comparagdo com modelos da literatura (HIGUCHI et al,
1984). A substancia isolada (Tabela 45) trata-se de uma saponina do tipo damarano
semelhante a uma j& isolada de Z. joazeiro, porém, os autores descrevem a porc¢do sulfato da
substancia como OSO3", assim, a substancia Zg15 foi identificada como sendo uma saponina
do tipo damarano, 16,23:16,30-diepdxi-20-hidroxidamar-24-eno 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-

2)-0-[4-0O-sadio sulfato-B-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo (Figura 48).
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Figura 48. Estrutura da substancia Zg15, jujubogenina 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-0-[4-O-sodio-sulfato-f-
D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo.

Tabela 45. Dados de RMN da substéncia Zg15 (400 MHz, CsDsN).

C HSQC COSY HMBC ROESY

- dcmult.  &n(mult., Jem H2) H-1H 23Juc 'HeH

1 391CH; 0,77 (m), 1,55 (m) 2

2 272CH, 1,81 (m), 2,12 (m) 1,3

3 891CH 323(dd,44¢e118) 2 28, 1’ 1,28, 1’

4 402C - -

5  56,5CH 0,66 (dI, 11,6) 6 6,9,28

6 18,7 CHz 1,30-1,40 (m) 57

7 364CH.  1,35(m), 1,50 (m) 6

8 379C - -

9 534CH 0,88 (ddl, 3e13) 11 5,11, 12

10 37,6 C - -

11 221CH, 1,32 (m), 1,52 (m) 9, 12

12 285CH, 1,77 (m), 1,92 (m) 11, 13 15

13 375CH 2,82 (m) 12,17 12, 15, 18, 21

14 54,1 C - -

15 37,3CH. 1,53 (m), 2,48 (d, - 14,30 17,18
8,2)

16 110,9C - -

17 54,4CH 1,38 (m) 13 13,15

18 19,2 CHs 1,06 (s) - 7,8,9,14  13,15,19

19 16,7 CHs 0,70 (s) - 1,59 10 11,12, 18

20 68,9 C - -

21 30,4 CHs 1,38 (s) - 17, 20, 22

22 459 CH, 1,55-1,82 (m) 23 23

23  69,0CH 5,19 (m) 22,24 15, 22

24 1275CH 5,53 (dt, 1,5¢ 8,2) 23 23, 26/27

25 1345C - -

26 25,9 CHs 1,67 (sl) - 25 23
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27 18,7 CHs 1,69 (sl) - 25 24
28 28,1 CHs 1,27 (5) - 3,4,5,29 3,5, 29
29 16,9 CHs 1,06 (s) - 3,4,5,28
30 66,4 CH; 4,20-4,28 (m) - 9,12, 17
1" 106,1 CH 4,78 (d, 7,2) 2 3 3,5
2" 77,3CH 4,47 (m) 1,3 3
3" 839CH 4,15 (m) 2, 4 2,45
4" 69,1CH 4,39 (m) 3,5 3, 4
5" 66,4 CH: 3,71 (dl, 8,5), 4,19 4’ 1,3, 4
(m)
1 110,5CH 6.08 (d, 2,8) 2" 2', 2"
2" 84,1CH 5.02 (dd, 2,8 e 7,4) 1", 3" 17, 4"
3" 78,2CH 4,88 (dd, 5,2 e 7.4) 2", 4" 17, 4"
4" 853 CH 4,79 (m) 3" 57 5"
57 624CH, 4,23 (m), 4,33 (m) 4" 3", 4"
1" 1051 CH 5,07 (d, 7,8) 2" 3,3", 5"
2" 75,5CH 3,92 (t, 8,5) 1, 3" 4"
3"! 7619 CH 4,37 (m) 2!”’ 4m lm, 5m
4" 76,0 CH 5,19 (m) 3" 5 2
57 766CH 3,82 (dt 2,7¢€9,8) 4 17, 3" G
6" 61,9CH; 4,28 (m), 4,48 (m) 5

6.3.16. Elucidacéo estrutural da substancia Zg16

A substéncia Zg16 foi isolada na forma de um sdlido amorfo de coloragdo amarelada.
A analise de EM-AR-ESI em modo positivo (Figura 246, vol. Il, p. 249) revelou um pico de
fon aduto com soédio de m/z 1037,4415 [M+Na]* (calc 1037,4362) compativel com a férmula
molecular Cs7H75020Na2S, ja a anédlise em modo negativo (Figura 247, vol. I, p. 249)
mostrou um pico de ion molecular de m/z 991,4578 [M-Na]" (calc. 991,4578) compativel com
a formula molecular Ca7H75020S, como no caso de Zg15. O espectro de RMN 'H (Figura
248, vol. 1, p. 250) apresentou sinais semelhantes a aglicona da substancia Zg13, como as
metilas em on 1,01 (s, Me-18), 0,69 (s, Me-19), 1,45 (s, Me-21), 1,03 (d, 6,7 Hz, Me-26/Me-
27), 1,27 (s, Me-28) e 1,04 (s, Me-29), além dos sinais pertencentes aos proton do carbono
metilénico terminal em 4,87 e 5,18 (sl, H-24), permitindo sugerir uma vinilidina de prétons
metilénicos oxigenado em 4,18 (m, H-30), dois prétons metinicos oxigenados em 3,24 (dd,
4,2 e 11,9 Hz, H-3) e 4,68 (dd, 2,4 e 9,4 Hz, H-22) e trés sinais de protons de carbonos
anoméricos em 4,77 (d, 7,1 Hz, H-1"), 6,08 (d, 2,8 Hz, H-1") ¢ 5,70 (d, 7,7 Hz, H-1"""). Nos
espectros de RMN 3C e DEPT-135 (Figura 249 e 250, vol. Il, p. 251 e 252) confirmou-se a
presenca dos grupamentos citados anteriormente e observou-se a presenca de um carbono
quaternério mono-oxigenado em dc 76,4 (C-20), um di-oxigenado em 118,8 (C-16) e um

carbono quaternario sp? em 153,7 (C-24). Com o auxilio do espectro de HSQC (Figura 252,
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vol. Il, p. 254) foi possivel atribuir os prétons diastereotopicos da substancia assim como a
correlagdes diretas (1Ju-c) dos grupos citados anteriormente. A posicdo dos sacarideos foi
atribuida pelos sinais observados no espectro de HMBC (Figura 253, vol. Il, p. 255) onde o
préton de carbono anomérico H-1' apresentou sinal de correlagdo a 3Ju.c com o carbono em ¢
89,1 (C-3), o préton anomérico H-1" com o carbono 2 do primeiro sacarideo em 6¢c 77,3 (C-
2') e o terceiro proton anomérico (H-1"") apresentou correlagdo a *Ju.c com o carbono 3 do
primeiro sacarideo em d6c 84,0 (C-3'). Assim como na substancia Zgl3, a configuracdo
relativa do anel 16,30:16,22-diepdxi foi atribuida com base na observacdo dos sinais de
correlagé@o espacial do espectro de ROESY (Figura 254, vol. 1, p. 256) onde observa-se a
presenca de um sinal de interacdo entre o préton H-22 com os prétons H-17 (dn 2,10, m), H-
21 e H-23 (61 2,62, dl, 15,2 Hz e 2,89, dd, 9,1 e 15,2 Hz) e o préton H-30 apresentou
correlacdo espacial com H-9 (dn 0,73, m) e H-17. A porcdo -OSONa foi deduzida pelas
diferengas observadas nos espectros de EM-AR-ESI em modo negativo e positivo, além da
mesma observacao de desblindagem nos deslocamentos quimicos do carbono metinico CH-
4" (d¢ 76,1/ 81 5,16 m) observada na substancia Zg15. Dessa maneira, a substancia Zg16 foi
identificada como sendo 16,22:16,30-diepOxi-20-hidroxidamar-24-metilideno  3-O-o-L-
arabinofuranosil-(1-2)-O-[4-O-sddio-sulfato-f-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo
(Figura 49), os dados de RMN uni e bidimensionais estdo descritos na Tabela 46.

Figura 49. Estrutura da substancia Zg16, 16,22:16,30-diepdxi-20-hidréxidamar-24-metilideno 3-O-a-L-
arabinofuranosil-(1-2)-O-[4-O-sddio-sulfato-p-D-glicopiranosil-(1-3)]-a-L-arabinopiranosideo.
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Tabela 46. Dados de RMN da substancia Zg16 (400 MHz,

CsDsN).

C HSQC COSY HMBC ROESY
- dc mult. o1 (mult., J em Hz) H-1H 23Juc 'HoH
1 39,1CH. 0,77 (), 1,54 (m) 2 2,3

2 27,1CH, 1,81 (m), 2,11 (m) 1,3 1,3

3 89,1 CH 3,23 (dd, 4,2 e 11,9) 2 2,4,29, 1’ 1,2,5,28, 1’
4 40,2 C -

5  56,5CH 0,64 (dl, 11,2) 6 19 3,6,7
6 18,6 CH, 1,30 (m), 1,43 (m) 5,7

7 36,4 CH, 1,29 (m), 1,43 (m) 6

8 38,0C -

9 529CH 0,73 (M) 11 30

10 37,4C -

11 21,7 CH2 1,25 (m), 1,46 (m) 9,12

12 27,9 CH, 1,70 (m), 1,88 (m) 11,13

13 37,6 CH 2,69 (m) 12,17 14,17, 20, 30 12, 15, 18
14 57,0C -

15 39,2 CHs 1,74 (), 2,14 (m) 13, 18
16 118,8 C -

17 62,6 CH 2,10 (m) 13

18 19,1 CHs 1,02 (s) 7,8,9, 14 13, 15, 19
19 16,8 CHs 0,69 (s) 1,5,9, 10 1,2,18
20 76,4 C -

21 24,2 CHjs 1,45 (s) 17, 20, 22 15, 22
22 93,2CH 4,68 (dd, 2,4 € 9,4) 23 17,21, 23
23 351CH; 262(dl,152),2,89(dd,9,le 22 21

15,2)

24 153,7C -
24a  108,9 CH; 4,87 (sl), 5,18 (sl) 23, 24, 25 26/27
25 34,5 CH 2,40 (m) 26/27 24, 24a, 26/27 26/27
26 22,2CHs 1,03 (d, 6,7) 25 24, 25, 27 24, 25
27 22,2CHjs 1,03 (d, 6,7) 25 24, 25, 26 24, 25
28 28,2 CHs 1,27 (s) 3,4,5,29 3,5,29
29 16,9 CHs 1,05 (s) 3,4,5,28 19, 28
30 66,0 CH; 4,18 (m) 9,17
1’ 106,1CH 4,77 (d, 7,1) 2! 3 3,25
2 77,3CH 4,47 () 1,3

3'  84,0CH 4,16 (m) 2, 4

4  69,1CH 4,41 (m) 3,5

5 66,4 CH, 3,70 (d, 12,1), 4,16 (m) 4

1” 110,5CH 6,08 (d, 2,8) 2" 2 21,27, 3" 4"
2" 84,1 CH 5,01 (dd, 2,6 € 5,3) 1", 3"

3" 78,2 CH 4,87 (dd, 5,3e 7,4) 2", 4"

4" 853 CH 4,78 (m) 3, 5"

5" 62,4 CHz 4,23 (), 4,32 (m) 4"

1" 105,0 CH 5,07 (d, 7,7) 2 3 2,2 3

SIN

2" 755 CH 3,93 (t, 8,5) 1 3

3" 76,9 CH 4,37 (m) 2 4

4 76,1 CH 5,16 (m) 3§
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5" 76,6 CH 3.81 (m) 4m 6"
6’ 61,9 CH; 4,30 (m), 4,47 (m) 5

6.4. Alcaldides ciclopeptidicos de Ziziphus joazeiro Mart.

A andlise de CLUE-EM da fracdo alcaloidica do caule de Z. joazeiro (ZjC-FAlc) foi
realizada em modo de aquisi¢do dependente de dados (fragmentacdo sequencial de todos 0s
picos detectados), o tempo de corrida cromatografica foi de 27 minutos com energia de
colisdo normalizada de 45 eV, onde o cromatograma (Figura 50) apresentou uma serie de

picos que foram analisados pelos valores de fragmentos detectados no EM! e EM? em modo

positivo.
RT: 6,99 - 11,49
10,04 10,06 NL:
100+ B 2,27E8
1 Base Peak F:
904 FTMS +p ESI
7 Full ms
] [100,00-
80 2000,00] MS
] CAC133_pdd
70
60 8,10 10,00
] 8.25 9,20 N
1 9,13
50j
40
] 10,48
304
] 10,30
20 862 886
] 8,47 971
10 9,52 9, 1057
] 7,95 : /\
1 713 731 767 791 A , \ JAN 10,84 11,2
e e e e t e I et LR L e e
7,0 75 8,0 85 9,0 95 10,0 105 11,0

Time (min)

Figura 50. Expansdo do cromatograma de CLUE-EM de ZjC-FAlc (7 — 12 min).

Alcaloides ciclopeptidicos, encontrados em espécies do género Ziziphus, apresentam
um padrdo de fragmentacdo caracteristico em condicGes de ionizacdo por electrospray
(KANG et al., 2016b) devido as ligacOes peptidicas entre os acidos aminados presentes na
estrutura. Os picos identificados como ACPs estdo descritos na Tabela a seguir (Tabela 47).
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Tabela 47. Picos de alcaloides ciclopeptidicos de ZjC-FAlc identificados por CLUE-EM.

Tr (min) m/z [M+H] F.M. Appm Cddigo Anexo (Vol. 1)
8,86 558,3284 C29H24NsOg" -0,753 ZjC-ACP1 p. 258
9,13 592,3114 Cs2H42NsO6" -2,719 ZjC-ACP2 p. 258
10,00 648,3742 CssHsoNsO6" -2,284 ZjC-ACP3 p. 259
10,06 662,3894 Cs7Hs2Ns06" -2,809 ZjC-ACP4 p. 259
10,30 682,3585 Cs9H4sNsO6" -2,067 ZjC-ACP5 p. 260
10,37 696,3734 CuoHs0NsO6" -3,088 ZjC-ACP6 p. 260
10,48 716,3423 Ca2H46NsOg" -2,709 ZjC-ACP7 p. 261
10,57 730,3583 Cu3HasNsOg" -2,233 ZjC-ACP8 p. 261

Os picos identificados como sendo ACPs no espectro de massas tiveram seus
espectros de massas sequenciais analisados (EM?) (Tabela 48), de onde foi possivel prever os

padrdes de fragmentacdo de cada ACP.

Tabela 48. Picos detectados no espectro de massas sequencial (EM?).

Cadigo EM?! EM? Anexo (Vol. 1)
m/z [M+H] m/z [M+H]
ZjC-ACP1 558,3282 374,2080; 346,2131; 233,1290; 216,1024; 204,1024 p. 262
ZJC-ACP2  592,3114 408,1918; 380,1973; 233,1289; 216,1023; 204,1023 p. 263
ZjC-ACP3 648,3742 370,2074; 346,2125; 275,1756; 247,1806; 233,1286; p. 264
216,1021; 204,1021
ZJC-ACP4 662,3894 374,2075; 346,2126; 289,1912; 261,1963; 233,1287; p. 265
216,1021; 204,1021
ZJC-ACP5 682,3585 521,2761; 374,2076; 346,2127; 309,1600; 281,1651; p. 266
233,1287, 216,1022; 204,1022
ZjC-ACP6 696,3734 521,2758; 374,2074; 346,2125; 323,1754; 295,1805; p. 267
233,1285; 216,1020; 204,1021
ZJC-ACP7 716,3423 555,2603; 408,1917; 380,1971; 309,1600; 281,1651; p. 268
233,1288; 216,1023; 204,1023
ZJC-ACPS8 730,3583 555,2594; 408,1911; 380,1966; 323,1752; 295,1804; p. 269

233,1285; 216,1019; 204,1016

Com a proposta de ions resultantes da fragmentagéo, representados pelos picos no
espectro de EM? relacionados na tabela acima foi possivel realizar a proposta de oito
alcaloides ciclopeptidicos do tipo Ib (Figura 51). Segundo Cydzik e colaboradores (2011) as
fragmentacfes do esqueleto ciclopeptidico se iniciam geralmente com a protonacdo de um
atomo de nitrogénio de uma porcdo amida que enfraquece a ligagdo N-CO do &cido aminado,

sendo assim, nas propostas de fragmentacdo sugeridas para os alcaloides ciclopeptidicos
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identificados, iniciamos a fragmentacdo com a protonacdo do 4&tomo de nitrogénio na posi¢cdo
19, que enfraquece a ligacdo N-CO do &cido aminado ligado a R1 ocasionando um rearranjo
1,3-sigmatropico de hidrogénio e saida da cadeira lateral (R1) como molécula neutra, a por¢éao
do anel principal de 13 membros gera um dos picos mais abundates observados cujo valor de
m/z depende do valor de massa do grupo R: (isoleucina/leucina ou fenilalanina) e outra
proposta envolve uma clivagem radicalar da ligacio N°-C?°, gerando a formagdo de um
cation-radical da cadeia lateral que posteriormente perde uma molécula de mondxido de

carbono.

As fragmentacdes subsequentes ao rearranjo 1,3-sigmatrépico envolvem a perda de
uma molécula de mondxido de carbono que causa a abertura do anel de 13 membros e
subsequente perda de mais um acido aminado pela clivagem da ligagdo N3-C* causada por
mais um rearranjo 1,3-sigmatrépico de hidrogénio formando um pico de m/z 233, a perda de
uma molécula de amonia (NHs) gera a formagéo do pico de m/z. Os dois ultimos picos (m/z
233 e 216) sdo comuns em todos os ACPs identificados por serem estes do tipo Ib (KANG et
al., 2016b). As propostas de fragmentacGes de todos os ACPs identificados pela analise de
CLUE-EM/EM estéo representadas nas figuras abaixo (Figuras 52 — 59).

(a) rearranjo 1,3-sigmatropico de H;
(b) Fragmentagao radicalar

Figura 51. Ndcleo principal de alcaloide ciclopeptidico do tipo Ib.
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Figura 58. Proposta de fragmentacdo de massas de ZjC-ACP7.
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E importante ressaltar que a identificagdo inequivoca dos ACPs presentes na fracio so
seria possivel por co-injecdo de padrdes puros dos ACPs isolados e devidamente elucidados
ou por analises de RMN (uni e bidimensional) sendo que, devido ao baixo rendimento da
fracdo alcaloidica pura (aproximadamente 15 mg da fracdo alcaloidica total, ZjC-FAlIc), o
isolamento ndo foi possivel. As estruturas sugeridas na tabela abaixo (Tabela 49) apresentam
unicamente residuos de isoleucina (ligadas na cadeira lateral R1 ou R2) sendo também
possivel que as mesmas sejam residuos de leucina, caracteristica que sé pode ser observada

por analises de RMN ou hidrélise com posterior comparacdo em CG ou CLAE.

Tabela 49. Propostas de alcalbides ciclopeptidicos identificados em ZjC-FAlc.

Codigo m/z [M+H] Substéncia sugerida Referéncia
ZjC-ACP1 558,3282 jubanina G KANG et al., 2015
ZjC-ACP2 592,3114 nummularina B KANG et al., 2015
ZjC-ACP3 648,3742 paliurina D LIN etal., 2000
ZjC-ACP4 662,3894 paliurina C LIN etal., 2000
ZjC-ACP5 682,3585 nummuralina H LEE et al., 2001
ZjC-ACP6 696,3734 jubanina A TSCHESCHE et al., 1976
ZjC-ACP7 716,3423 nummularina O PANDEY et al, 1986
ZjC-ACP8 730,3583 jubanina B TSCHESCHE et al., 1976
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1. AVALIA(;AO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
7.1. Atividades biologicas de Siolmatra brasiliensis (Cogn.) Baill.

7.1.1. Avaliacdo da atividade antinociceptiva (modelo de placa quente)

Os animais foram tratados com o extrato hidroetandlico (Sb-EBHE), fracdo em
cloroférmio (Sb-FC), fracdo em acetato de etila (Sb-FA), fracdo em n-butanol (Sb-Fb), nas
doses de 10, 30 ou 100 mg.kg™. Os efeitos antinociceptivos da substancia foram comparados
com o da morfina, na dose de 2,5 mg.kg™.

Como pode ser observado no Gréfico 1, o grupo de animais tratados com o Sb-EBHE
apresentou, na dose de 10, 30 e 100 mg.kg?, nos tempos de 120 e 150 minutos apos a sua
administracdo, mostraram um efeito antinociceptivo com percentual de aumento em relacao a
linha de base de 56,2%, 79,2%, (10 mg.kg™), 54,7%, 77,5% (30 mg.kg™?) e 69,7%, 65,4%

(100 mg.kg™) , respectivamente, sendo superior aos valores da morfina (grafico da esquerda).

Quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram
convertidos em um grafico em forma de éarea sob a curva (ASC) foi observado que o
tratamento com o Sbh-EBHE nas doses de 10, 30 e 100 mg.kg? apresentou um efeito
antinociceptivo. Foi observado que Sb-EBHE, nas trés doses testadas, foi capaz de aumentar

a ASC se comparada com o grupo tratado com o veiculo.
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Gréfico 1. Efeito antinociceptivo de Sb-EBHE no modelo da placa quente.

Os animais foram pré-tratados oralmente com o veiculo (dgua destilada), morfina (2,5 mg.kg™?) ou Sb-EBHE
(10, 30 ou 100 mg.kg™) 30 minutos antes do experimento. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do
percentual de aumento em relacéo a linha de base (n = 6-8) (gréfico da direita) ou area sob a curva (ASC)
(gréfico da esquerda) calculada pelo Prism Software 5.0. A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada
entre 0s grupos tratados com o Sh-EBHE ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupo tratado com o Sh-EBHE e a
morfina (#) por ANOVA seguida do pds-teste de Bonferroni.
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O Gréfico 2 mostra que o grupo de animais tratados com a fracdo em cloroférmio
(Sb-FC) apresentou, nas doses de 10, 30 e 100 mg.kg™ no tempo de 90 minutos ap6s a sua
administracdo, um efeito antinociceptivo com percentual de aumento em relacdo a linha de
base de 67,0 %, 68,5%, e 65,3, respectivamente, sendo superior aos valores da morfina
(gréfico da esquerda).

Quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram
convertidos em um gréfico em forma de éarea sob a curva (ASC) foi observado que o
tratamento com Sb-FC nas doses de 10, 30 e 100 mg.kg! apresentou um efeito
antinociceptivo. Foi observado também que Sb-FC, nas trés doses testadas, foi capaz de

aumentar a ASC se comparada com o grupo tratado com o veiculo.
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Gréfico 2. Efeito antinociceptivo de Sb-FC no modelo da placa quente.

Os animais foram pré-tratados oralmente com o veiculo (4gua destilada), morfina (2,5 mg.kg?*) ou Sb-FC (10, 30
ou 100 mg.kg!) 30 minutos antes do experimento. Os resultados séo expressos como média + d.p. do percentual
de aumento em relacdo a linha de base (n= 6-8) (grafico da direita) ou area sob a curva (ASC) (grafico da
esquerda) calculada pelo Prism Software 5.0. A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos
tratados com Sh-FC ou morfina e o veiculo (*) e entre 0s grupo tratado com oSh-FC e a morfina (#) por ANOVA
seguida do pés-teste de Bonferroni.

No Gréfico 3, o grupo de animais tratados com a fragdo em acetato de etila (Sb-FA)
apresentou, na dose de 30 mg.kg™ nos tempos de 60 e 150 minutos e 100 mg.kg™?, no tempo
de 90 e 120 minutos ap6s a sua administracdo, mostraram um efeito antinociceptivo com
percentual de aumento em relagdo a linha de base de 41,5 %, 52,1%, (30 mg.kg™) e 26,9% e

34,8% (100 mg.kg™) , respectivamente, sendo superior aos valores da morfina (grafico da
esquerda).
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Quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram
convertidos em um gréfico em forma de éarea sob a curva (ASC) foi observado que o
tratamento com Sb-FA nas doses de 10, 30 e 100 mg.kg! apresentou um efeito
antinociceptivo dose-dependente e também foi observado que Sb-FA, nas trés doses testadas,
foi capaz de aumentar a ASC se comparada com o grupo tratado com o veiculo. As doses de
30 e 100 mg.kg™* também foram capazes de aumentar a ASC em relagdo ao grupo tratado com
morfina (grafico da direita).

15000

L
< 1507 & veiculo —A— 10 mg/kg
-
$ —&— Morfina —&- 30 mg/kg 100 mgrkg ©
[ > * #
< 5
o 10000
2L 100 :
©
= o
< @
- @ 50001
g 507 e
2 <
fe
5 ]
E oA 0-
5
< r T T T T 1 %
30 60 90 120 150 180 ,o\’\z N Q\‘*Q q\*q Q\‘@
N\
Tempo (min) N & 0& Qé\ 0@
o N % o
K\ N

Gréfico 3. Efeito antinociceptivo de Sb-FA no modelo da placa quente.

Os animais foram pré-tratados oralmente com o veiculo (Agua destilada), morfina (2,5 mg.kg™) ou Sb-FA (10, 30
ou 100 mg.kg™) 30 minutos antes do experimento. Os resultados sdo expressos como média * d.p. do percentual
de aumento em relagéo a linha de base (n = 6-8) (grafico da direita) ou &rea sob a curva (ASC) (gréfico da
esquerda) calculada pelo Prism Software 5.0. A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos
tratados com Sb-FA ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupo tratado com Sh-FA e a morfina (#) por ANOVA
seguida do pos-teste de Bonferroni.

Ja no Gréfico 4, o grupo de animais tratados com a fracdo em n-butanol (Sb-FB)
apresentou, na dose de 30 mg.kg™ nos tempos de 90 e 120 minutos e 100 mg.kg™?, no tempo
de 150 minutos apdés a sua administracdo, mostraram um efeito antinociceptivo com
percentual de aumento em relacdo a linha de base de 59,4%, 81,3%, (30 mg.kg?) e 47,4%

(100 mg.kg™?) , respectivamente, sendo superior aos valores da morfina (grafico da esquerda).

Quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram
convertidos em um grafico em forma de area sob a curva (ASC) foi observado que o
tratamento com Sb-FB nas doses de 10, 30 e 100 mg.kgt apresentou um efeito
antinociceptivo dose-dependente e novamente as trés doses testadas foram capazes de

aumentar a ASC se comparada com o grupo tratado com o veiculo.
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Gréfico 4. Efeito antinociceptivo de Sb-FB no modelo da placa quente.

Os animais foram pré-tratados oralmente com o veiculo (agua destilada), morfina (2,5 mg.kg™) ou Sb-FB (10, 30
ou 100 mg.kg™) 30 minutos antes do experimento. Os resultados sdo expressos como média + d.p. do percentual
de aumento em relagdo a linha de base (n = 6-8) (grafico da direita) ou area sob a curva (ASC) (grafico da
esquerda) calculada pelo Prism Software 5.0. A significancia estatistica de p < 0,05 foi calculada entre os grupos
tratados com Sb-FB ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupo tratado com Sh-FB e a morfina (#) por ANOVA
seguida do pés-teste de Bonferroni.

O Grafico 5, mostra que o grupo de animais tratados com o cayapanosideo D néo foi
capaz de aumentar o percentual em relacdo a linha de base (grafico da esquerda). Porém,
quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram convertidos
em um grafico em forma de area sob a curva (ASC) foi observado que o tratamento com
cayapanosideo D nas doses de 1, 3 e 10 mg.kg* apresentou um efeito antinociceptivo (gréfico
da direita).
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Grafico 5. Efeito antinociceptivo do cayapanosideo D no modelo da placa quente.

Os animais foram pré-tratados oralmente com o veiculo (dgua destilada), morfina (2,5 mg.kg™) ou
cayaponosideo D (1, 3 ou 10 mg.kg™) 30 minutos antes do experimento. Os resultados sdo expressos como
média + d.p. do percentual de aumento em relacdo a linha de base (n=6-8) (grafico da direita) ou area sob a curva
(ASC) (gréfico da esquerda) calculada pelo Prism Software 5.0. A significancia estatistica de p < 0,05 foi
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calculada entre os grupos tratados com o Cayp. D ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupos tratados com o
Cayp. D e a morfina (#) por ANOVA seguida do pés-teste de Bonferroni.

O Gréfico 6, mostra que o grupo de animais tratados com siolmatrosideo | (SANTOS,
2016) apresentou, na dose de 3 mg.kg™ nos tempos de 120 e 150 minutos e 10 mg.kg™, no
tempo de 90, 120 e 150 minutos apds a sua administracdo, mostraram um efeito
antinociceptivo com percentual de aumento em relagdo a linha de base de 59,9%, 89,7% e
56,4% (3 mg.kgl) e 68,8% e 67,3% (10 mg.kg™) , respectivamente, sendo superior aos
valores da morfina (gréafico da esquerda).

Quando os resultados expressos em tempo de laténcia ao longo do tempo foram
convertidos em um grafico em forma de area sob a curva (ASC) foi observado que o
tratamento com siolmatrosideo 1, nas doses de 3 e 10 mg.kg?, apresentou um efeito
antinociceptivo. A dose de 3 e 10 mg.kg™ também foram capazes de aumentar a ASC em

relacdo ao grupo tratado com morfina (grafico da direita).
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Gréfico 6. Efeito antinociceptivo do siolmatrosideo | no modelo da placa quente.
Os animais foram pré-tratados oralmente com o veiculo (dgua destilada), morfina (2,5 mg.kg™?) ou
siolmatrosideo I (1, 3 ou 10 mg. Kg*) 30 minutos antes do experimento. Os resultados sdo expressos como
média + d.p. do percentual de aumento em relacéo a linha de base (n = 6-8) (grafico da direita) ou area sob a
curva (ASC) (grafico da esquerda) calculada pelo Prism Software 5.0. A significancia estatistica de p < 0,05 foi
calculada entre os grupos tratados com o Sap ou morfina e o veiculo (*) e entre os grupo tratado com o Sap e a
morfina (#) por ANOVA seguida do pés-teste de Bonferroni.

A avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato, fracbes e algumas substancias
isoladas de Siolmatra brasiliensis mostra que o extrato bruto (Sb-EBHE) tem acéo
antinocipetiva, porém estatisticamente ndo superior a morfina (controle positivo), apds o
fracionamento do extrato observa-se 0 aumento consideravel da atividade antinociceptiva na
fracio Sh-FA (a 30 e 100 mg.kg™) o que pode indicar uma maior atividade antinociceptiva

das substéncias presentes na fracdo em comparacdo com as substancias identificadas nas
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outras fragdes. Cucurbitacinas apresentam uma variada gama de atividades bioldgicas, como
mostrado na revisdo da literatura, alguns estudos sobre a atividade anti-inflamatéria
concluiram que as cucurbitacinas auxiliam na inibicdo da sintese de produtos da
ciclooxigenase, advindas da via do acido araquidénico (PETERS et al., 1997). O teste com a
nor-cucurbitacina isolada mostrou um efeito antinociceptivo sé quando comparado ao
veiculo, o que pode indicar um efeito sinérgico das substancias de Sb-FA na atividade
antinociceptiva. As saponinas do tipo damarano também séo alvo de investigacdo quanto a
atividade anti-inflamatdria, alguns estudos relacionam a atividade com a supressdo da
producdo de 6xido nitrico em génes relacionados a inflamacdo em células RAW 264.7
estimulados por lipopolisacarideos (LPS) (LI et al., 2018), tal fato pode também estar ligado a

atividade antinociceptiva observada em Sb-FA e Sb-FB.

7.1.2. Atividade anti-glicacéo in vitro

A formacdo excessiva e acimulo de AGEs estdo intimamente relacionados com o
estabelecimento das complicagdes do diabetes mellitus, sendo uma das principais
consequéncias do estresse glico-oxidativo subsequente a manutencdo da hiperglicemia
(GIACCO & BROWNLEE, 2010). Os AGEs sdo formados, na sua maioria, por reacdes nao
enzimaticas envolvendo grupos carbonila de acucares redutores (glicose e frutose,
principalmente) e grupos amino livres de proteinas via reacdo de Maillard. A cascata
reacional deste processo envolve etapas que, até certo ponto, sdo reversiveis até a formacédo
dos produtos de Amadori; estes sofrem processos oxidativos formando substancias
dicarbonilicas altamente reativas (e.g. glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona) que, por sua
vez, sofrem reacdes de desidratacdo e rearranjos, formando os AGEs, que se depositam nos
tecidos afetados pelo excesso de glicose (VINSON & HOWARD, 1996; SINGH et al., 2014).

Uma vez que a formacdo dos AGEs se da em varias etapas, impedimento ou bloqueio
em sua formagdo por variados mecanismos pode ocorrer durante todo o processo. Os
mecanismos envolvidos na inibicdo da formacdo de AGEs ocorrem principalmente, via
diminuicdo na producdo de radicais livres que ocorre durante o processo de glicagéo,
diminuicdo na producéo de bases de Schiff e produtos de Amadori, eliminacéo de metilglioxal
(espécie dicarbonilica altamente reativa), bloqueio na formacdo de crosslink entre AGEs,
quelacdo de metais de transi¢cdo que sdo associados com a producdo de AGEs, e bloqueio da
funcdo dos receptores de AGEs com posterior diminui¢cdo do desenvolvimento de estresse
oxidativo e inflamacao (YEH et al., 2017).
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Na avaliacdo da prevencdo de formacdo de AGEs fluorescentes com extratos e fragoes
de S. brasiliensis (Figura 60), observa-se que o extrato bruto hidroetandlico (Sb-EBHE)
apresentou, a 0,5 mg.mL™?, potencial inibitorio na formagdo de AGEs proximo ao efeito do
controle anti-glicacdo utilizado (aminoguanidina, 1 mM) durante os 30 dias de incubacéo.
Observa-se também que para a fracdo cloroférmica, o efeito de inibigdo na formacdo de AGEs
foi mais acentuado, nas concentracdes de 0,5 e 0,25 mg.mL™, até mesmo em relagdo a
aminoguanidina. Ja para a fragdo butandlica, a concentragdo de 0,5 mg.mL™, também
apresentou atividade proxima aquela da aminoguanidina. A fracdo em acetato de etila (Sb-
durante os 30 dias de tratamento, sugerindo que essa fragdo rica em nor-cucurbitacinas ndo é

eficaz na prevencdo/atenuacdo de formacdo de AGEs.

Com excecdo da fragcdo Sb-FA, as demais apresentaram comportamento de inibi¢do na
formacdo de AGES, de forma concentracdo-dependente. Alguns metabolitos secundarios
podem ser associados a inibi¢do na formacdo dos AGEs por variados mecanismos de acdo. Na
fracdo Sb-FC, a presenca dos flavonoides e lignanas (substancias fenolicas) pode estar ligada
substancias fenolicas, tal como o flavonoide kampferol, com a prevencdo na formacdo de
AGEs, devido a sua capacidade antioxidante e inibidora na formacéo de espécies reativas de
oxigénio (YANG et al.,, 2018, YEH et al., 2017). MOTOMURA e colaboradores (2009)
avaliaram o efeito do extrato de Astragalus membranaceus Bunge, na formacéo de AGEs em
sistema-modelo in vitro, concluindo que as saponinas do tipo cicloartano presentes seriam as
responsaveis pela inibicdo da formacdo de N-(carbdximetil)-lisina e pentosidina; ambos os
AGEs estdo diretamente relacionados as complicacfes do diabetes mellitus devido ao seu
acumulo nos tecidos. As saponinas presentes em Sb-FB, embora de outro tipo, podem estar

relacionadas a capacidade de Siolmatra brasiliensis em inibir a formacdo de AGEs.
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Figura 60. Efeitos dos extratos e fracfes de S. brasiliensis na formagdo de AGEs fluorescentes em sistema-modelo in vitro de glicacdo proteica.

Valores sdo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente diferentes se p < 0,05 e foram analisadas com ANOVA de

uma via seguido por teste Student-Newman-Keuls. Médias que ndo compartilham a mesma letra apresentam diferencas .



7.2. Atividades bioldgicas das espécies de Ziziphus Mill.

Os extratos das espécies de Ziziphus foram submetidos a atividades antibacteriana
(contra Bacillus subtilis e Aliivibrio fischeri) e citotdxica [frente a linhagem celular de
adenocarcinoma colorretal humano (HT-29) e de céncer prostatico humano (PC-3)], as
atividades foram avaliadas no Departamento de Quimica Bioorgancia do Leibniz Institute of
Plant Biochemistry, Halle (Saale) - Alemanha. Avaliou-se também as atividades antifingicas
(frente a Septoria triciti, Botrytis cinerea e Phytopthoria infestans) e anti-helmintica (frente a
Caenorhabditis elegans), porém, ndo houveram resultados positivos nas concentracoes

testadas.
7.2.1. Atividade antibacteriana
7.2.1.1. Bacillus subtilis

Observa-se no Gréfico 7 as respectivas inibicdes dos extratos do caule e folhas das
espécies de Ziziphus, sendo que os extrato do caule e folhas de Z. glaziovii apresentaram
maior inibicdo da cepa bacteriana na maior concentragdo testada (500 pg.mL™?). Os extratos
do caule e folhas de Z. joazeiro e das folhas de Z. platyphylla apresentaram atividade de
inibicdo fraca (36 — 46%). Observa-se também a presenca de altos valores de desvio padrdo
nas analises que foram ocasionados devido a aglomeracdo das bactérias no meio de cultura o
que torna dificil a manutencdo da heterogeneidade da cultura no momento do plagueamento
das mesmas nas microplacas de 96 pocos. Valores de inibicdo negativos indicam que o
tratamento aumentou a proliferagdo bacteriana no meio de cultura e/ou interferéncia da

coloracdo dos extratos na leitura.
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Gréfico 7. Atividade antibacteriana dos extratos de Ziziphus frente a B. subtilis.

Apbs a particdo liquido-liquido do extrato bruto do caule de Z. glaziovii, as fracbes

(em CHCIs, AcOEt e BuOH) foram submetidas a ensaio de inibicdo de B. subtilis (Grafico

8). A fracdo em CHCls apresentou atividade inibitoria alta (= 87 + 3%) na maior concentragido

testada (500 pg.mL™?), esse resultado sugere que as substancias de média polaridade podem

ser responsaveis pela atividade antibacteriana conferida ao extrato.
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Gréfico 8. Atividade antibacteriana das fragdes de ZgC-EBM frente a B. subtilis.

Ap0s os procedimentos cromatograficos realizados com ZgC-FC de Z. glaziovii, todos
as substancias isoladas (com excec¢éo do fitoesterol daucosterol) foram submetidas a avaliacdo
da atividade antibacteriana nas concentracdes de 1 e 100 uM. Observa-se pelos resultados
(Grafico 9) que as substancias Zg3 e Zg5 (&cido epigouanico e &cido alfitolico,
respectivamente) inibiram praticamente todo o crescimento bacteriano a 100 uM, procedeu-se
entdo com o calculo do ICso para essas duas substancias onde testou-se a inibicdo de B.
subtilis em oito concentracdes diferentes (1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM) obtendo-se um

valor de I1Cso para as substancias Zg3 e Zg5 de 20 e 12 uM, respectivamente.

186



150,00%

100,00%

50,00%

-

;TITHI h i

0,00% E 1 T l
o
‘\é(\) A B2 4 «\)& 4% «\}?} \&°\®

i
SRR R

o -
MRS AN

-50,00%

% de inibicdo

-100,00%
-150,00%

-200,00%
H|nibicdoal pM ®Inibi¢do a 100 uM

Gréfico 9. Atividade antibacteriana das substancias isoladas de Z. glaziovii frente a B. subtilis.

7.2.1.2. Aliivibrio fischeri

A. fischeri é uma bactéria Gram-negativa, ndo-patogénica, comumente encontrada em
animais marinhos, devido a sua facilidade de estabelecer relacdes simbioticas pois conferem
aos mesmos a bioluminescéncia necessaria para que eles vivam em grandes profundidades
onde ha auséncia de luz. Os extratos de Ziziphus foram testados nas concentracfes de 50 e

500 pg.mL:, cloranfenicol (1 e 10 uM) foi usado como controle positivo.

Observa-se no Grafico 10 que frente a cepa bacteriana Gram-negativa, 0s extratos do
caule e folhas de Z. joazeiro foram totalmente ativos a 500 pg.mL™?, o extratos das folhas das

outras espécies apresentaram atividade moderada, também a 500 pg.mL? (62 — 68%).
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Gréfico 10. Atividade antibacteriana dos extratos de Ziziphus frente a A. fischeri.

Apos os procedimentos cromatograficos e elucidagdo estrutural dos metabolitos de
ZgC-FC, submeteu-se as substancias isoladas a atividade de inibicdo frente a A. fischeri
(Grafico 11). Observa-se que nenhuma substancia testada inibiu totalmente o crescimento
bacteriano na maior concentra¢do testada (100 uM), apenas as substincias Zg5 (&cido
alfitolico), Zg6 (acido ceandtico), Zgll (ziziglaziovigenina 3-O-a-L-arabinofuranosil-(1-2)-a-
L-arabinopiranosideo) e Zgl2 (ziziglaziovigenina  3-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-a-L-

arabinopiranosideo) apresentaram inibicdo moderada (42 — 53%) na concentragdo de 100 uM.
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Grafico 11. Atividade antibacteriana das substancias isoladas de Z. glaziovii frente a A. fischeri.

7.2.2. Atividade citotdxica

Na avaliacdo da atividade citotoxicas dos extratos frente a linhagem celular HT-29
(Gréfico 12) observa-se que todos os extratos apresentaram atividade citotoxica na maior
concentragéo testada (50 pg.mL™) e em ambos os métodos de viabilidade testados (MTT e
CV) [% de sobrevivéncia: 2,6 a-1,2% (MTT) e 1,4 a -0,5% (CV)].
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Grafico 12. Atividade citotoxica dos extratos de Ziziphus frente a linhagem HT-29.

Na avaliacdo da citotoxidez das fracGes provenientes da particdo liquido-liquido de
ZgC-EBM (Gréfico 13) observa-se que todas as fragGes apresentaram atividade citotoxica
alta frente a linhagem HT-29 a 50 pg.mL™ [% de sobrevivéncia: 0,7 a 0,4% (MTT) e -41,7 a -
32,2% (CV)]. Valores negativos de percentual de sobrevivéncia celular podem estar ligados a
coloracgéo do extrato que altera a colora¢do do meio de cultura, causando desvios na leitura no

comprimento de onda adequado.
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Grafico 13. Atividade citotoxica das fragbes de ZgC-EBM frente a linhagem HT-29.

Submeteu-se posteriormente as substancias isoladas de ZgC-FC a avaliacdo de
atividade citotoxica frente a linhagem HT-29 (Grafico 14). Nenhuma das substancias testadas
apresentaram atividade citotoxica alta nas concentragdes testadas (0,01 ¢ 10 um), observou-se
porem citotoxidez moderada das substancias Zg2 (acido betulinico, 52 + 22% a 10 uM,
MTT), Zg4 (ziziglaziovigenina, 68,1 + 13,4% a 10 uM, MTT) e Zg6 (acido ceandético, 63,2 +
6,7% a 10 uM, MTT).
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Os extratos testados também foram bastante ativos frente a linhagem PC-3 (Grafico
15) onde todos (com excecdo do extrato do caule de Z. glaziovii, em ensaio de MTT)
obtiveram baixa percentagem de sobrevivéncia (inferiores a 12%) na concentracdo de 50
ug.mL. O alto percentual de sobrevivéncia no ensaio de viabilidade com MTT obtido com o
extrato do caule de Z. glaziovii pode ter sido ocasionado por erro de pipetagem ou de
contagem das celulas, mas ndo se descarta também um mecanismo diferente de citotoxidez
visto que MTT é um método de viabilidade que mede atividade enzimatica através da reducéo
do sal de MTT a formazam pela desidrogranase mitocondrial presente nas células vivas e o

ensaio de CV mede a quantidade de material celular aderente viavel (SLIWKA et al., 2016).
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Grafico 15. Atividade citotoxica dos extratos de Ziziphus frente a linhagem PC-3.

Na avaliacdo das fracdes de ZgC-EBM observa-se também a citotoxidez alta das
fragdes a 50 ug.mL? (Grafico 16), com percentual de sobrevivéncia de 6,3 a 2,8% (MTT) e
20,9 a 15,5% (CV).
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Gréfico 16. Atividade citotdxica das fracdes de ZgC-EBM frente a linhagem PC-3.

Frente a linhagem PC-3, as substancias isoladas de ZgC-FC também néo
apresentaram citotoxidez elevada (Grafico 17). Apenas a substancia Zg2 (acido betulinico)
apresentou percentagem de inibigao inferior a 70% (66 + 7% a 10 uM, MTT; 64 + 4,6% a 10
uM, CV).
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A alta citotoxidez observada na avaliacdo dos extratos e fragcdes ndo foi observada nas
substancias isoladas quando testadas a 0,01 e 10 uM o que sugere que a atividade citotdxica
observada nos extratos e fraces pode estar relacionado a um efeito sinérgico das substancias
presentes nos mesmos que aumenta o poder citotdxico do extrato ou fragdo. Cabe salientar
também que a falta de atividades antiflngica e anti-helmintica pode sugerir que o extrato e

fracOes apresentam toxidez seletiva frente a certos microorganismos e células tumorais.
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8. CONCLUSOES

Com o auxilio de procedimentos cromatograficos e uso de metodos fisicos de analise
orgénica foi possivel isolar e determinar as estruturas de vinte substancias do extrato bruto
hidroetandlico do caule de Siolmatra brasiliensis, sendo que cinco delas estdo sendo descritas
pela primeira vez na literatura cientifica (siolmatrina e siolmatrosideos I1-V). Esses
metabolitos estdo de acordo com o0s que comumente encontrados em espécies da familia
Cucurbitaceae, na sua maioria triterpenoides (cucurbitacinas e saponinas do tipo damarano);
sdo informagGes que podem contribuir com estudos de quimiotaxonomia/quimiossistematica
da familia. Na avaliacdo de atividade antinociceptiva dos extratos e fracdes de S. brasiliensis
conclui-se que Sh-FA possui atividade antinociceptiva superior ao extrato, demais fracdes da
espécie e até mesmo ao controle positivo, sugerindo que o sinergismo entre as substancias
identificadas (substancias fenolicas, nor-cucurbitacinas e saponinas) aumentem a atividade de
maneira dose-dependente. Os resultados apresentados sdo promissores quanto a atividade
antinociceptiva, podendo sugerir o uso da espécie como alternativa para tratamento de dor,
como ja descrito em algumas referéncias citadas. Na avaliacdo da atividade anti-glicacdo in
vitro dos extratos e fracOes de S. brasiliensis observou-se a prevencao da formacdo de AGEs
pelo extrato e fragdes (com excessdo de Sb-FA) de maneira dose dependente, com destaque
para Sb-FC sugerindo que as substancias fendlicas identificadas no trabalho atuam de
maneira efetiva na prevencdo da formacdo de AGEs por mecanismos de acdo antioxidante,
inibicdo de formacdo de espécies reativas de oxigénio e inibicdo de formacdo de metilglioxal
(espécie carbonilada altamente reativa). As saponinas identificadas podem estar relacionadas
a inibicdo de AGEs por Sb-FB pela capacidade de inibi¢do da via do glioxal, como ja descrito
na literatura. Tais resultados corroboram com os resultados encontrados no trabalho
desenvolvido durante o mestrado e d& suporte para a continuidade da investigacdo da

formacgéo de AGEs em modelo in vivo.

Na triagem de atividades bioldgicas realizadas com as espécies de Ziziphus
selecionadas, observou-se atividades antibacterianas e citotoxicas promissoras, resultados
esperados, considerando que algumas espécies do género apresentam indicacdes populares
para variados fins terapéuticos. A auséncia de atividades anti-helmintica e antifingica podem

indicar uma toxidez seletiva frete a determinados organismos.

Os procedimentos cromatograficos com o a fracdo em CHCIs do extrato bruto do caule

de Z. glaziovii aliado a métodos fisicos de andlise organica, permitiram o isolamento e
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elucidagdo estrutural de dezessete substancias, sendo sete inéditas na literatura cientifica,
incluindo um novo esqueleto triterpénico do tipo damarano (derivado hidroxilado da
jujubogenina, nomeado de ziziglaziovigenina). As substancias isoladas estdo de acordo com
0s metabdlitos comumente encontrados em espécies do género Ziziphus, sendo triterpenoides
do tipo ceanotano, lupano e damarano. Na avaliacdo antibacteriana das substancias isoladas,
observou-se que o &cido epigoudnico e &cido alfitolico apresentaram as maiores atividades
frente a B. subtilis sugerindo que essas substancias podem estar diretamente ligadas a alta
atividade antibacteriana conferida ao extrato e fracdo em CHCIz. As substancias néo
apresentaram atividade citotdxica satisfatéria nas concentragdes testadas (0,01 e 10 uM), 0
que sugere um efeito citotoxico sinérgico das substancias no extrato e também nas fracdes.
Esse € o primeiro estudo com a espécie Z. glaziovii e as informagdes obtidas podem servir
para estudos quimiotaxonomicos com o género além de fornecer informacgdes que podem
servir para a utilizacdo da espécie, seja como agente antibacteriano e/ou fonte de saponinas
para a utilizacdo em sabdes e detergentes como ja é feito em algumas espécies de Ziziphus.

A extragdo 4cido-base executada no extrato metanolico do caule de Ziziphus joazeiro
levou a proposta de identificacdo por CLUE-EM-EM de oito alcaloides ciclopeptidicos do
tipo Ib j& descritos na literatura, cujas estruturas foram propostas pelos valores de massa
obtidos em experimento de EM?! e fragmentacBes obtidas por EM? e comparagdo com dados
da literatura cientifica. O assinalamento inequivoco da estrutura somente seria possivel com
analises uni e bidimensionais de RMN, o que nédo foi possivel de executar devido ao baixo
rendimento da fracdo alcaloidica pura, tal problema pode ser contornado com a realizacdo de

extracao acido-base em uma quantidade maior de extrato bruto da espécie.
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