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CHEMICAL CONSTITUENTS FROM STEMS OF Simaba guianensis subesp. ecaudata (Cronquist). Simaba guianensis subesp.
ecaudata (Simaroubaceae) is a tree found in the Brazilian Amazon. This work describes for the first time the fractionation of stems of

this species that resulted in the isolation of the cytotoxic triterpene piscidinol A, the alkaloid 9-methoxycanthin-6-one, caryophyllene
oxide, also isolated for the first time from this species and a new alkaloid (6-methoxy-(9H-B-carbolin-1-il)-(Z)-2-propenoic acid).
Quantification of 9-methoxycanthin-6-one in different extracts and fractions of stems of S. guianensis by high performance liquid
chromatography was also performed. The concentration of 9-methoxycanthin-6-one in methanolic and aqueous extracts were inferior

to the known cytotoxic concentration of this compound.

Keywords: piscidinol A; 9-methoxycanthin-6-one; HPLC.

INTRODUCAO

A familia Simaroubaceae € caracterizada por drvores e arbustos
distribuidos em regides tropicais e subtropicais. Vdrias espécies
dessa familia sdo conhecidas por apresentarem principios amargos
com notdveis propriedades medicinais e sdo utilizadas popularmen-
te como vermifugas, antivirais e no combate a febres, entre outras
propriedades.'

O género Simaba € o segundo maior género da familia, com apro-
ximadamente 35 espécies que ocorrem na América do Sul. As espécies
desse género sdo encontradas em ambientes bastante diversificados
como mata imida, alagdvel ou de terra firme, e apresentam interesse
por suas propriedades medicinais, devido as substancias fortemente
amargas nelas encontradas, conhecidas como quassinoides.”*

Apesar do grande nimero de espécies desse género, poucas
espécies de Simaba foram estudadas quimicamente. Dentre as jd
estudadas, podem-se destacar as espécies S. cedron, S. orinocensis,
S. cuspidata, S. cuneata, S. multiflora, S. guianensis e S. polyphylla.
De espécies do género Simaba foram isolados alcaloides piridoinddis
do tipo cantinona, cumarinas, antraquinonas, flavonoides, esteroides,
triterpenos e quassinoides. Estes tlltimos sdo resultantes da degrada-
¢do de triterpenos.® A presenca de quassinoides e alcaloides do tipo
cantinona em espécies desse género sdo de particular importancia
como marcadores quimicos do género e da familia Simaroubaceae.®

As propriedades medicinais das espécies do género Simaba foram
confirmadas experimentalmente para algumas atividades, entre elas
citotoxica, antitumoral (S. cedron, S. multiflora, S. cuspidata), anti-
maldrica (S. cedron, S. guianensis), antiviral (S. africana ou Quassia
africana), antimicrobiana (S. undulata) e antitlcera (S. ferruginea).’

*e-mail: ritasn@ufam.edu.br
#Artigo em homenagem ao Prof. Otto R. Gottlieb (31/8/1920-19/6/2011)

A espécie Simaba guianensis subesp. ecaudata (Cronquist) €
caracterizada como um arbusto ou uma pequena drvore de até 10 m de
altura, nativa da regifio amazonica.” Essa espécie caracteriza-se com
foliolos cartaceos, de cor verde-amarelada, brilhantes, com margem
levemente ondulada. As suas flores possuem odor agradavel, raquis
de inflorescéncia verde-claro aveludada; pedicelos, pétalas, estames e
anteras verde-amareladas. Esses arbustos costumam ser encontrados
em matas de terra firme, de solo argiloso.

Visando contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica
de espécies do género Simaba que ocorrem na Amazonia, este tra-
balho descreve o isolamento do sesquiterpeno 6xido de cariofileno
(1), o triterpeno piscidinol A (2), o alcaloide 9-met6xi-cantin-6-ona
(3) também isolado de S. polyphylla® e, pela primeira vez, o alcaloi-
de 6-met6xi-(9H-B-carbolin-1-il)-(Z)-prop-2-enoico (4) de Simaba
guinanensis subesp. ecaudata (Figura 1). A dosagem de 9-metdxi-
-cantin-6-ona também foi realizada, considerando-se sua significancia
bioldgica e quimiotaxondmica.®

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

Para obtencéo de pontos de fusdo foi utilizado o aparelho Mel-
Temp II (Lab. Devices Inc., EUA). Os valores ndo foram corrigidos.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em aparelho Nicolet
Magna IR 760, com pastilhas comprimidas em KBr anidro. Os
espectros foram calibrados com filmes de poliestireno de 0,05 mm
de espessura.

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho Bruker, modelo
DRX-200, operando a 200 MHz para RMN 'H e a 50 MHz para RMN
13C, no aparelho DRX-300, operando a 300 MHz para RMN 'H e a
75 MHz para RMN '*C e no aparelho de modelo DRX-500, operando
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Figura 1. Substancias isoladas de S. guianensis subesp. ecaudata

a 500 MHz para RMN 'H e 125 MHz para RMN "C.

Para a obtencdo dos espectros de massas de alta resolugdo foi
utilizado o cromatégrafo géas-liquido Hewlett-Packard 6890 Series GC
System acoplado ao espectrometro de massas do tipo Hewlett-Packard
HP 5973 Mass Selective Detector. Foi utilizada a coluna DB-5,
com 25 m x 0,2 mm x 0,11 um de espessura de filme. Temperatura
do injetor: 270 °C com divisor de fluxo (1/20); gds de arraste: He.
Temperatura inicial do forno 80 °C, rampa de aquecimento a 8 °C/min
até 290 °C permanecendo nessa temperatura por 5 min. O espectro
de massas foi obtido por impacto de elétrons a 70 eV. Também foi
utilizado, para a andlise da substincia 4, o espectrometro de massas
TSQ-Thermo, com analisador do tipo triplo-quadrupdlo e fonte de
ionizagdo tipo APCI.

O fracionamento por cromatografia liquida de média pressao
foi realizado em aparelho de MPLC Chromatography Pump Biichi
688 Gradient Former Biichi 687 com detector de UV/VIS Filter-
Photometer Biichi e coletor de fracdes Biichi 684. Utilizou-se coluna
em fase reversa de RP-18 Lichroprep RP-18 (Merck) com particulas
de 40-63 um.

A dosagem de 9-metdxi-cantin-6-ona por CLAE foi realizada em
aparelho Shimadzu, modelo LC-10, equipado com bomba quaternaria,
detector de ultravioleta SPD-10AVP, valvula de injecio Rheodyne
e Chemstation (CLASS-VP, versdo 6.1) e coluna LiChrospher 60
RP-Select B (5 um) 250 x 4 mm, da Merck.

Coleta do material botanico

As partes aéreas de dois espécimes de Simaba guianensis subesp.
ecaudata (Cronquist) foram coletadas no dia 16/2/2002 (periodo de
chuvas), na Reserva Florestal Adolpho Ducke do INPA, localizada
narodovia AM-010 a 23 km de Manaus. As exsicatas dos espécimes
encontram-se no herbdrio do INPA, identificadas com os nimeros
3861 e 3859. O material vegetal foi seco a sombra e depois separado
em galhos e folhas para posterior moagem em moinho de facas.

Preparacio dos extratos

Foram extraidos, com hexano a frio, 2,0 kg de galhos moidos por
um periodo de 7 dias. O procedimento foi repetido por mais duas vezes
com a mesma serragem. Os extratos foram reunidos e concentrados
em rotaevaporador, resultando em 8,9 g de extrato. Apds extracido em
hexano, o residuo foi extraido a frio com MeOH também por 7 dias.

Quim. Nova

O procedimento foi repetido por mais duas vezes. A massa resultante
do extrato metanélico apds concentragdo em rotaevaporador foi de
63,1 g. Foram separados 58,0 g desse extrato. Esse foi submetido a
um fracionamento por parti¢ao liquido-liquido com CHCI, e AcOEt.

Preparacao dos extratos aquosos

Foram obtidos por infusdo, adicionando-se ao material vegetal
400 mL de 4dgua fervente e aguardando-se por 15 min. Em seguida,
os extratos foram filtrados e concentrados em rotaevaporador e
liofilizados.

Isolamento dos constituintes quimicos

O extrato hexanico dos galhos de Simaba guianensis (8,9 g) foi
submetido a uma separa¢@o em coluna de gel de silica com sistema
gradiente de hexano/AcOEt. Foram obtidas 69 fragdes, que foram
reunidas em 13 fracdes apds andlise em CCD. A fracdo 1-12 foi
submetida a uma separag¢do em coluna de silica flash com gradiente
hexano/AcOEt (0 a 100% de AcOEt) obtendo-se 22 fragdes que, apos
andlise por CCD, foram reunidas em 7 fragdes. A fracdo 4 (103,0 mg)
eluida em hexano foi identificada como sendo o 6xido de cariofileno
(1), ap6s andlises espectroscopicas.

A fracdo 64-69 do extrato hexanico dos galhos também foi sub-
metida a uma separacdo em coluna de silica gel, utilizando CHCl,/
MeOH como sistema gradiente de eluicdo, até chegar a concentragdo
de 10% de MeOH, que ap6s andlise por CCD resultou em 10 fragdes.
Em seguida, a fragio 3 obtida desse fracionamento foi recristalizada
em AcOEt. Os cristais incolores (164,7 mg) apds andlise de espectros
de RMN mono e bidimensionais, EM e IV foram identificados como
o triterpeno piscidinol A (2).

A fracdo cloroférmica resultante do fracionamento do extrato
metandlico dos galhos de Simaba guianensis subesp. ecaudata (20,6
g) foi inicialmente submetida a uma separag@o simples em coluna
filtrante de gel de silica. O eluente inicial foi hexano 100%, seguido
de cloroférmio 100%, CHCl,/MeOH (97:3), CHCl,/MeOH (95:5),
CHCI,/MeOH (7:3) e MeOH 100%, respectivamente. Foram reco-
lhidas 15 fragdes e a fracdo 7 indicou a presenca de alcaloides, por
andlise em CCD quando revelado com reagente de Dragendorff. Essa
fracdo foi dissolvida em uma mistura de MeOH/H,O (9:1) e particio-
nada com hexano. A fragdo hidroalcodlica, 3,15 g, foi fracionada por
MPLC em coluna de fase reversa (RP-18) com sistema de elui¢do em
EtOH/H,0 de 0 a 70% de EtOH. Apés andlise em CCD, as fracdes
iguais foram reunidas em 39 fragdes. A fragdo 19 foi recristalizada em
MeOH resultando no isolamento de 62,8 mg do alcaloide 9-metoxi-
-cantin-6-ona (3), solivel em CHCI,, e 16,9 mg de outro alcaloide
com ponto de fusdo 232 °C identificado como 6-metoxi-f-carbolin-
(Z)-propenoico (4), solivel em MeOH. A fracédo 30 foi recristalizada
em MeOH a quente e resultou na formag@o de um material cristalino
incolor (29,0 mg) identificado como o triterpeno piscidinol A (2).

Determinacio do teor de 9-metéxi-cantin-6-ona por
CLAE-DAD

Os extratos metandlicos, aquosos e as fracdes cloroférmicas
dos galhos de S. guianensis foram submetidos a uma andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para avaliagdo da
concentra¢do de 9-metdxi-cantin-6-ona, presente nesses extratos.
As condicdes de andlise foram modo isocratico ACN/solu¢ao aquosa
de TFA 0,05% (30:70) por 35 min, fluxo de 1,0 mL/min em coluna
LiChrospher 60 RP-Select B (5 um) 250 x 4 mm, da Merck. Todas as
injegdes foram realizadas com volume de loop de 20 uL. A detecgio
foi feita por ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm.
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Curva de calibraciao

A quantifica¢do de 9-metéxi-cantin-6-ona foi realizada usando
padrdo externo, a partir de uma curva de calibragio obtida pela in-
jecdo de 5 diferentes concentragdes (0,0625; 0,125; 0,250; 0,500 e
1,000 pg/mL) do padrio, em CLAE, nas mesmas condigdes de ana-
lise utilizadas para os extratos e fragdes dos espécimes estudados.
O padrdo utilizado foi isolado conforme descrito anteriormente e
apresentou grau de pureza de 98,55% determinado por CLAE a 254
nm (método de normalizagdo de drea).

Preparacio das amostras para analise em CLAE

Os extratos metandlicos e aquosos foram submetidos a um pré-
-tratamento por extracdo em fase sdlida antes da andlise. As fracdes
cloroférmicas dos galhos de cada um dos espécimes foram apenas
solubilizadas em metanol, na concentrac¢ao de 0,125 mg/mL.

Tratamento dos extratos metandlicos

Os extratos metandlicos dos galhos S. guianensis analisados
foram inicialmente solubilizados em uma mistura de MeOH/H,O
(1:1) na concentrag@o de 1,0 mg/mL e volume total de 2,0 mL. Em
seguida, foi eluida num cartucho de extragdo em fase sélida (EFS) de
fase reversa (Seppak da Waters Inc.) com 10,0 mL de solu¢do MeOH/
H,O (1:1) gerando a fragdo 1, contendo as substancias mais polares.
Em seguida, eluiu-se a amostra com 2,0 mL da solu¢do MeOH/AcOEt
(7:3) gerando a frag@o 2, contendo o analito. Ao final, foi feita uma
lavagem de 10,0 mL da mesma solugdo, gerando a fracdo 3.

Os extratos aquosos dos galhos dos espécimes em estudo foram
preparados por infusdo. A partir dos extratos secos, preparou-se uma
solucdo de 5,0 mg/mL no volume total de 10,0 mL, que foi submetida
aum tratamento por EFS com o mesmo tipo de cartucho empregado
anteriormente. Apés a elui¢do da soluco do extrato aquoso, que gerou
afracdo 1, a amostra foi eluida com 10,0 mL da mistura MeOH/H,O
(1:1), gerando a fracdo 2. A fracao 3, contendo o analito, foi gerada
pela eluicio de 1,0 mL da mistura MeOH/AcOEt (7:3) e, em seguida,
foi realizada a lavagem do cartucho com 10 mL da mesma mistura
para obtencdo da fragao 4.

Caracterizacdo do oxido de cariofileno (1)°

Oleo incolor, IV (KBr) v, (cm™): 3.066, 2.950, 2.932, 2.861,
1.629. EM-IE (m/7): de 220 (M), 205 (4), 177 (10), 149 (14), 121
(33),93(79),79 (95), 69 (61) e 41 (100). RMN 'H (300 MHz, CDCl,):
81,75 (t;9,6 Hz; 9,4 Hz, H-1); 1,29 (sl, H-2); 2,10 (m , H-3), 1,08 (d;
5,7Hz, H-3), 2,86 (dd; 3,9 Hz; 10,5 Hz, H-5); 2,10(m, H-6); 2,29 (m,
H-6); 2,10 (m, H-7); 2,30 (m, H-7); 2,60 (m, H-9); 1,60 (d; 2,2 Hz,
H-10); 1,18 (s, H-12); 0,99 (s, H-13); 0,97 (s, H-14); 4,85(d; 1,32 Hz,
H-15); 4,96 (d; 1,32 Hz, H-15); RMN 3C (75 MHz, CDCL,): § 50,9
(C-1); 30,3 (C-2); 39,3 (C-3); 59,6 (C-4); 63,7 (C-5); 29,9 (C-6);
30,0 (C-7); 151,9 (C-8); 48,8 (C-9); 39,9 (C-10); 34,0 (C-11); 17,0
(C-12); 27,3 (C-13); 21,9 (C-14); 112,9 (C-15).

Caracterizagdo do piscidinol A (2)11

Cristais incolores, P.F. 198-200 °C, [a], = -62,1° (CH,Cl,; ¢
0,024); IV (KBr) v, (cm™): 3.570, 3.374, 2.881, 2.982, 1.697. EM-
1IE (m/z): m/z 476 [M+2]*, 457 (21), 441 (19), 398 (11), 384 (22),
369 (100), 365 (13), 351 (18), 325 (33), 205 (20) € 59 (35). RMN
'H (300 MHz, CDCl,): § 1,40 (m, H-1); 1,96 (m, H-1); 2,20 (t; 3,3
Hz; 14,4 Hz, H-2); 2,71 (dd; 5,4 Hz; 14,4 Hz, H-2); 1,73 (m, H-5);
2,06(m, H-6); 5,29 (dd; 3,3 Hz; 10,5 Hz, H-7); 2,25 (m, H-9); 1,51
(m, H-11); 1,62 (m, H-12); 1,82 (m, H-12); 1,45 (m, H-15); 1,47
(m, H-16); 2,00 (m, H-16); 1,48 (m, H-17); 0,81 (s, H-18); 1,00 (s,
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H-19); 1,34 (m, H-20); 0,91 (d; 6,0 Hz, H-21); 1,18 (m, H-22); 1,84
(m, H-22); 4,09 (m, H-23); 3,15 (d; 8,1 Hz, H-24); 1,30 (s, H-26);
1,28 (s, H-27); 1,03 (s, H-28), 1,10 (s, H-29); 0,99 (s, H-30); 2,82 (sl,
OH); 2,78 (sl, OH); RMN "*C (75 MHz, CDCl,): & 38,5 (C-1); 34,9
(C-2); 217,0 (C-3); 47,8 (C-4); 52,3 (C-5); 24,3 (C-6); 117,9 (C-7);
145,7 (C-8); 48,4, (C-9); 35,0 (C-10); 18,3 (C-11); 33,8 (C-12); 43,5
(C-13); 51,2 (C-14); 34,0 (C-15); 28,4 (C-16); 53,8 (C-17); 22,0 (C-
18); 12,8 (C-19); 33,7 (C-20); 18,9 (C-21); 40,5 (C-22); 69,7 (C-23);
75,0 (C-24); 74,3 (C-25); 27,4 (C-26); 26,2 (C-27); 24,5 (C-28); 21,6
(C-29); 27,4 (C-30).

Caracterizacdo da 9-metoxi-cantin-6-ona (3)%'

Cristais amarelos, P.F. 175-176 °C (lit'> 175-176 °C), IV(KBr)
Vo (em™): 1,667, 1.633, 1.608, 1.493, 1.275, 1.223, 1.152, 1.030,
844, 815, 619, 547. EM-IE (m/z): 250 [M*] (100), 235 (1,3), 221
(21,3), 207 (32,0), 192 (4,0), 179 (17,3), 153 (9,3), 126 (6,6), 125
(8,0). RMN 'H (200 MHz, CDCL,): § 7,83 (d; 5.2 Hz, H-1); 8,75 (d;
5,2 Hz, H-2); 8,00 (d; 10,0 Hz, H-4), 6,94 (d; 10,0 Hz, H-5); 8,18
(d; 2,4 Hz, H-8); 7,06 (dd; 2,4 Hz; 8,5 Hz, H-10); 7,93 (d; 8,5 Hz,
H-11); 3,98 (s, OMe); RMN "°C (50 MHz, CDCL,): & 1157 (C-1);
146,1 (C-2); 140,0 (C-4); 128,7 (C-5); 159,9 (C-6); 101,5 (C-8); 162,7
(C-9): 114,3 (C-10); 123,5 (C-11); 117,3 (C-12); 141,4 (C-13); 130,7
(C-14); 132,5 (C-15); 135,8 (C-16); 56,1 (OMe).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A separac@o cromatogréfica do extrato hexanico dos galhos de
Simaba guianensis subsp. ecaudata resultou no isolamento de 103,0
mg de uma substancia incolor identificada como 6xido de cariofileno.
O espectro de IV mostrou as absorgdes em 3.066 cm, indicando
estiramento C-H de carbonos insaturados, 2.950, 2.932 ¢ 2.861 cm™!
(estiramento C-H de carbonos saturados), 1.629 cm’! refe3rentes ao
estiramento C=C. As andlises dos espectros de RMN He C e bidi-
mensionais COSY, HMQC e HMBC estao de acordo com os dados
publicados para o 6xido de cariofileno.’

O fracionamento cromatogréfico do extrato hexanico dos galhos
de S. guianensis subsp. ecaudata resultou no isolamento de 164,7
mg de uma substancia cristalina e incolor, com P.F. 198-200 °C e
[a], = -62,1° (CH,CL,; ¢ 0,024), que estdo de acordo com os dados
publicados para o triterpeno piscidinol A (2).!*!" A identificagdo foi
confirmada pela andlise do espectro de IV que indicou absor¢des em
3.570 € 3.374 cm™' de estiramento O-H, 2.881 a 2.982 cm™!' de estira-
mento C-H de alifdticos e 1.697 cm™ intenso, sugerindo estil{amel&to
de carbonila de cetona. As andlises dos espectros de RMN He C
e bidimensionais COSY, HMQC e HMBC permitiram confirmar a
substincia isolada como sendo o piscidinol-A.!%!!

O fracionamento cromatografico da fra¢ao cloroférmica também
resultou no isolamento de um alcaloide identificado como 9-metéxi-
-cantin-6-ona (3)."2 O alcaloide apresentou-se como cristais amarelos
com P.F. 175-176 °C e espectro de massas compativeis com dados
descritos na literatura.*'? As anélises dos espectros de RMN 'He "C
e bidimensionais COSY, HMQC e HMBC permitiram confirmar a
substancia isolada como sendo 9-metdxi-cantin-6-ona.

No fracionamento que levou ao isolamento da 9-metéxi-cantin-6-
-ona foi isolada outra substincia, um sé6lido de cor amarelo-laranja,
solivel em MeOH, com ponto de fusdo bem distinto da 9-met6xi-
-cantin-6-ona (decompde a 232 °C) e que também testou positivo
para alcaloides na andlise por CCD com o reagente de Dragendorff.

O espectro de IV apresentou uma banda intensa em 3.447 cm’!,
caracteristica de presencga de grupamento hidroxila, frequéncias de
estiramento C-H de carbono insaturado em 3.096 e 3.021 cm™, esti-
ramento de carbonila a-insaturada em 1.660 cm™, estiramento C=C
em 1.619 cm! e uma absorcio intensa em 837 cm™ de deformag@o
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angular caracteristica de substancias aromadticas. O espectro de UV
(MeOH) apresentou A__ (log €) em 206 (3,00), 216 (1,81), 309
(0,40) e 355 (0,56).

No espectro de RMN 'H foi observado um sinal em & 3,90 que
correlaciona no HMQC com o sinal em 8 56,5, sendo caracteristico
de uma metoxila. O hidrogénio em & 7,74 correlaciona com o carbono
em & 102,1 no HMQC e acopla em relagio mera com o hidrogénio
em 3 6,96. Este acopla em relacdo orfo com o hidrogénio em 3 7,89
e correlaciona no HMBC com o sinal em 8 164,3. Esse carbono
corresponde ao carbono ligado & metoxila, pois também correlacio-
na a longa distncia com o hidrogénio em & 3,90. Apesar de ndo ser
observado um sinal tipico de hidrogénio de 4cido, acima de 8 12,0, o
espectro de IV mostra claramente a presenca de uma funcéo hidroxila
na molécula através da banda em 3.447 cm™!, que sugere se tratar de
um alcaloide B-carbolinico com carbonila o-insaturada de écido.

O hidrogénio em & 6,88 acopla com o hidrogénio em & 7,93
com constante de acoplamento em 9,5 Hz, confirmado por correla-
¢do no espectro de COSY, sugerindo que estes estejam em relagdo
cis. O hidrogénio com § 6,88 apresenta correlagdio no HMBC com
o carbono em & 160,3 que corresponde a uma carbonila. Todos os
deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono sdo descritos na
Tabela 1, juntamente com as correlagdes correspondentes observadas
a longa distancia no espectro de HMBC.

‘max

Tabela 1. Deslocamentos quimicos de RMN 'H (500 MHz), RMN 3C (125
MHz) e correlagdes C-H J! (HMQC) e J** (HMBC) para a substincia (4)
(em MeOD-d4)

Posicio 815C 8 'H (m, J (Hz)) HMBC (J>)
4 1174 7,94 (d, 5,0) 145,3; 133,0
3 1453 8,62 (sI) -

3 1344 7,93 (d, 9.5) -
2 130,3 6,88 (d, 9.5) 160,3; 134,4
r 1603 - -
8 1254 7.89(d, 8.5) 142,4; 117,8
7 115,1 6,96 (dd, 8,5,2,0)  164,3;102,1
6 164,3 - -
5 102,1 774(d,2,0)  164.3; 142.4; 115,1;
1178
4b 117.8 - }
8a 1424 - -
4a 133,0 - -
9% 132,5 - -
1 1344 - -
OMe 56,5 3,90 (s) 1643

Os deslocamentos quimicos observados sugerem a posi¢do da
metoxila em C-6, através das constantes de acoplamento entre os
hidrogénios H-7 (2,0 Hz) e H-5 (2,0Hz) e ainda o acoplamento com
relagd@o orto do hidrogénio H-7 (8,5 Hz) com H-8 (8,5 Hz). As cor-
relagdes heteronucleares C-H a longa distancia entre o hidrogénio
H-7 e C-6, H-5 e C-6 sugerem tratar-se do 4cido 6-met6xi-(9H-[3-
carbolin-1-il)-(Z)-2-propenoico, isolado pela primeira vez como um
produto natural.

O espectro de massas da substancia obtido inicialmente por CG-
EM com impacto eletrénico a 70 eV ndo apresentou o fon molecular,
apenas as fragmentacgdes com m/z de 250 (100), 235 (7), 221 (30), 207
(54), 192 (19), 179 (57) e 153 (27). A auséncia do fon molecular no
espectro de massas pode ser explicada pela facilidade de perda de uma
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molécula de d4gua durante a fragmentagdo da molécula, gerando o pico
base de m/z 250. Posteriormente, uma andlise por CL-EM empregando
um espectrometro de massas com ionizador do tipo triplo quadru-
polo com ionizagao tipo APCI permitiu a visualizagdo do fon quase
molecular com m/z 267,20, acompanhado do ion fragmentério m/z
250,52, resultante da perda de H,O (Figura 2). Esses dados confirmam
a substincia como sendo o dcido 6-metéxi-(9H-B-carbolin-1-il)-(Z)-
2-propenoico. Esse dcido € um precursor hipotético de alcaloides do
tipo cantinona. De acordo com 0s nossos levantamentos, € o primeiro
relato da ocorréncia natural dessa substancia.
SERGIO_2.146_APCI_QUADRUPOLO#925 RT:836 AV:1 NL 1,13E§

T: +p APCI Full pr 250000 [248.070-300000)
100 25082

Relatwe Abundance
3

27883 28282

250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

Figura 2. Espectro de massas do dcido 6-metoxi-(9H-B-carbolin-1-il)-(Z)-2-
-propenoico, obtido em triplo quadrupolo com fonte de ionizagdo tipo APCI

Quantificacdo de 9-metdxi-cantin-6-ona em extratos e fracoes
dos galhos de S. guianensis subesp. ecaudata

A andlise quantitativa por CLAE de constituintes quimicos isola-
dos de plantas € uma ferramenta de grande auxilio, ndo somente para a
verificacdo dos componentes de uma planta como para a validagao da
planta quando esta € utilizada tradicionalmente na medicina popular.

Os alcaloides do tipo cantinona sdo importantes marcadores
quimiotaxondmicos das espécies de Simaroubaceae, em especial
para espécies do género Simaba. Previamente, o grupo do Prof. Otto
R. Gottlieb iniciou uma série de publicagcdes em The Chemistry of
Brazilian Simaroubaceae, relatando os constituintes quimicos de es-
pécies de Simaroubaceae, com a descricdo de §-metdxi-cantin-6-ona e
3-metoxi-cantin-2,6-diona.!! Posteriormente, Saraiva e colaboradores®
descreveram a presenga de 9-metdxi-cantin-6-ona de S. polyphylla.
Mais recentemente, Almeida e colaboradores'® descreveram a pre-
sencga de 4-metdxi-cantin-6-ona de S. ferruginea.

A partir do isolamento de 9-metdxi-cantin-6-ona foi realizada
a sua quantificacdo em diferentes extratos de S. guianensis, devido
a sua importancia quimiotaxondmica e sua significativa atividade
citotéxica, determinada em ensaios in vitro contra células tumorais
tipo MCF-7 (cancer de mama) e A-549 (cancer de pulmio), nas con-
centracoes de 4,5 e inferior a 2,5 pg/mL, respectivamente.'

O padrdo da substincia 9-metéxi-cantin-6-ona foi purificado
diretamente da fracdo cloroférmica dos galhos de S. guianensis
subesp. ecaudata, empregando-se técnicas cromatogréficas e de re-
cristalizagfio. A Figura 3 apresenta a identifica¢@o do padrio isolado
no extrato aquoso de S. guianensis pelo método de adi¢do de padrio.

Na andlise por CLAE dos extratos metandlicos, foi necessdrio
realizar um tratamento por extracio em fase sdlida (EFS), conforme
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Figura 3. Cromatogramas da fragdo 3 do extrato aquoso de Simaba guianensis

subsp. ecaudata com (cinza) e sem coinje¢do (preto) de padrdo 9-metoxi-
-cantin-6-ona

descrito anteriormente. As trés fracdes obtidas através do tratamen-
to por EFS foram analisadas por CLAE e foi possivel detectar a
9-metdxi-cantin-6-ona apenas na fracio eluida com mistura MeOH/
AcOEt (7:3) (Figura 4).

Detector A-1(254rm) Detector A-1(254rm) Detector A -1 (254rm) Cetector A-1 (254rfn)
SNGM1 22 SNG3166 — SNG2.166 — SNG1.166
SpGM_1_22 SNG3_166 SNG_2_166 SNG1_166

.-9-metoxi-cantin-6-ona__

o B

000

00 25 50 75 10p 125 15p 175 200 225 25p @5 WP N5 3P

Figura 4. Cromatogramas dos extratos metandlicos dos galhos de Simaba
guianensis subesp. ecaudata; SNGM_1_22, corresponde ao extrato me-
tandlico sem tratamento por EFS, as demais apds tratamento por EFS:
SNG3_166 - fragdo eluida com 10 mL MeOH/H,O (1:1) (constituintes pola-
res); SNG_2_166 - fracdo eluida 2 mL de MeOH/EtOAc (7:3) (fracdo com
9-metoxi-cantin-6-ona); SNG1_166 - fracdo eluida com 10 mL de MeOH/
EtOAc (7:3) (fragao apolar)

Amostras do extrato aquoso dos galhos (5,0 mg/mL) de S. guia-
nensis também foram submetidas ao tratamento por EFS, antes de ser
analisado por CLAE, que resultaram em quatro fracdes analisadas.
As andlises das fragdes eluidas com 1,0 mL de MeOH/AcOEt (7:3)
confirmaram a presenga de 9-metdxi-cantin-6-ona na fragdo 3 e essa
fragdo foi utilizadas na andlise quantitativa do alcaloide no extrato
aquoso (Figura 5).

A fracdo cloroférmica dos galhos de S. guianensis foi analisada
diretamente por CLAE, sem necessidade de pré-tratamento por EFS.

A curva de calibracdo obtida para a quantificacdo de 9-metoxi-
-cantin-6-ona apresentou excelente linearidade (R? = 0,9997), nas
faixas de concentragdes analisadas (n = 5). A precisdo da andlise
(expressa em CV %) foi bastante satisfatéria (Tabela 2), mesmo para
as amostras submetidas a tratamento por EFS. Todas as amostras
foram analisadas em duplicata, calculando-se em seguida o valor
médio das dreas obtidas de cada amostra.

Em seguida, a 9-metdxi-cantin-6-ona presente nos diferentes ex-
tratos e fracdes analisados foi quantificada e os valores expressos em
percentuais de peso (peso cantinona/peso seco de extrato ou fragdo).

As concentragdes de 9-metéxi-cantin-6-ona obtidas foram baixas,
especialmente no extrato aquoso. O extrato metandlico e fragio clo-
roférmica apresentaram quantidades maiores de 9-metdxi-cantin-6-
-ona. Esses resultados jd eram esperados devido a menor polaridade

Constituintes quimicos dos galhos de Simaba guianensis subesp. ecaudata (Cronquist) 2157
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Figura 5. Cromatogramas das fracoes de EFS obtidas do extrato aquoso
dos galhos de S. guianensis subsp. ecaudata. SGEGA_I - frag¢do 1 eluida
com 10 mL de H,0; SGEGA-2 - fragdo 2 eluida com 10 mL de MeOH/H,O
(1:1); SGEGA_3 - fragdo 3 eluida com 1 mL do sistema MeOH/AcOEt (7:3)
(fragdo com 9-metoxi-cantin-6-ona); SGEGA-4 - fracdo 4 eluida com 10 mL
de lavagem com MeOH/AcOEt (7:3)

Tabela 2. Resultado da quantificagdo por EFS-CLAE de 9-met6xi-cantinona
presente nos extratos e fragdes dos galhos de S. guianensis subesp. ecaudata

Amostra CV (%) C (ug/mL) l;f;a(‘ffo‘;
Extrato aquoso de S. guianensis 3,95 0,2664 0,00053
Extrato metandlico de S. guianensis 3,53 0,7096 0,14
Fracao cloroférmica de S. guianensis 6,18 0,7757 0,62

de 9-metéxi-cantin-6-ona, que € extraida com maior facilidade com
solventes organicos, tais como metanol e cloroférmio. Como citado
anteriormente, a concentracdo em que 9-metdxi-cantin-6-ona apre-
senta atividade citotéxica é de 2,0 a 4,5 ug/mL."? Para que o extrato
aquoso apresentasse atividade citotéxica seria necessdrio que esse
alcaloide estivesse presente em concentragdes em torno de 100 a
200 vezes maiores.

CONCLUSAO

As substancias isoladas dos galhos de S. guianensis subesp.
ecaudata sdo conhecidas por apresentarem citotoxicidade descritas
na literatura. O triterpeno piscidinol A apresenta atividade contra
células P388 e KB com CI, = 1,2 e 5,0 pg/mL, respectivamente, e 0
alcaloide 9-metéxi-cantin-6-ona mostrou-se citotéxico para células
de cancer de mama e de pulméo.'*!

O isolamento de um triterpeno do tipo tirucalano com insatura-
¢do na posi¢do C-7, como registrado nesse trabalho, € comum em
espécies da familia Simaroubaceae, visto que triterpenos dessa classe
sdo precursores de quassinoides, que s3o os principais marcadores
quimiotaxondmicos dessa familia.'® A presenga de alcaloides do tipo
cantinona e beta-carbolinicos também sdo comuns em espécies da
familia,'” contudo essa € a primeira vez que o alcaloide 4 € descrito.

A quantificagdo de 9-metdxi-cantin-6-ona nos extratos e fragdes
dos galhos de S. guianensis subesp. ecaudata demonstra que a con-
centragdo desse alcaloide citotoxico ndo € suficiente para conferir
toxidez ao extrato aquoso dessa espécie. Contudo, isto s pode ser
confirmado através de ensaios de toxicidade aguda e cronica in vivo.
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