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RESUMO

Registros na Africa de resisténcia do Plasmodium falciparum i artemisinina e terapia
combinada a base de artemisinina (TCAs) tem preocupado a comunidade médica e cientifica,
tornando necessaria a busca de novas estruturas quimicas com atividade antiplasmodica. O
género Simaba (Simaroubaceae) apresenta uma diversidade de metabolitos secundarios com
propriedades antimalaricas. A Simaba pubicarpa, ¢ uma espécie arbdrea nativa recentemente
classificada e encontrada na floresta amazonica de terra firme nos estados do Acre, Amazonas
e Rondonia do Brasil. Uma coleta dessa espécie foi realizada na Reserva Florestal Adolpho
Ducke, Manaus-AM, e utilizada para esse estudo. Os extratos e fragdes de diferentes
polaridades do lenho, da casca e das folhas da planta foram avaliados quanto a atividade
antiplasmodica contra a cepa K1 de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina. Os
resultados indicaram que extratos mais apolares apresentaram maior potencial antimalarico,
destacando-se o extrato hexanico da casca (Clso = 5,73 pg/mL). Do lenho, foram isolados dois
triterpenos de esqueleto tirucalano, o piscidinol A e a niloticina, além do alcaloide 9-
metoxicantin-6-ona, compostos caracteristicos do género Simaba. A presenca do alcaloide 9-
metoxicantin-6-ona, considerado marcador quimico da familia Simaroubaceae, contribui para
a quimiofenética da espécie. Das folhas, foram isolados dois flavonois (quercitrina e afzelina),
um flavanol (epicatequina), duas flavonas C-glicosiladas (vitexina e isovitexina) e o galato de
metila. Entre os flavonois, a afzelina apresentou a melhor atividade antimalérica (Clso = 8,88
uM), enquanto a epicatequina mostrou-se inativa (Clso = 125 uM). O galato de metila (Clso =
15,1 uM) isolado da planta e seus andlogos sintéticos foram avaliados, observando-se que a
atividade antimalarica diminui com o aumento da cadeia alquilica. Este estudo representa a
primeira contribuicao para o conhecimento da composi¢do quimica de S. pubicarpa, fornecendo
bases para futuras pesquisas, especialmente sobre novos agentes antimaldricos de origem

natural.

Palavras chaves: Simaba pubicarpa; antiplasmddica, galatos sintéticos



ABSTRACT

Reports of resistance of Plasmodium falciparum to artemisinin and artemisinin-based
combination therapies (ACTs) have raised significant concern within the medical and scientific
communities, highlighting the urgent need to identify new chemical entities with antiplasmodial
activity. The genus Simaba (Simaroubaceae) is known for its diversity of secondary metabolites
with potential antimalarial properties. Simaba pubicarpa, a recently described tree species
found in the Adolpho Ducke Forest Reserve, Manaus-AM, was investigated in this study.
Extracts and fractions of varying polarity from the wood, bark, and leaves were evaluated for
antiplasmodial activity against the chloroquine-resistant K1 strain of Plasmodium falciparum.
Results indicated that the most nonpolar extracts exhibited the greatest antimalarial potential,
particularly the hexane extract of the bark (ICso = 5.73 pg/mL). Two tirucallane-type triterpenes,
piscidinol A and niloticin, were isolated from the wood, along with the alkaloid 9-
methoxycanthin-6-one, a compound characteristic of the genus Simaba. The presence of 9-
methoxycanthin-6-one, considered a chemical marker of the Simaroubaceae family, adds to the
chemophenetic understanding of the species. From the leaves, two flavonols (quercitrin and
afzelin), a flavanol (epicatechin), two C-glycosylated flavones (vitexin and isovitexin), and

methyl gallate were isolated. Afzelin demonstrated the most potent antimalarial activity (ICso =

8.88 uM), whereas epicatechin showed low activity (ICso = 125 uM). Methyl gallate (ICso
15.1 uM) isolated from the plant, along with its synthetic analogues, were evaluated and it was
observed that antimalarial activity decreased with increasing alkyl chain length. This study
represents the first contribution to the understanding of the chemical composition of S.
pubicarpa, providing a foundation for future investigations, particularly in the search for new

natural-source antimalarial agents.

Keywords: Simaba pubicarpa; antiplasmodial; synthetic gallates.
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1 INTRODUCAO

A historia das civilizagdes mostra que a humanidade tem buscado na natureza sua
principal fonte de procedimentos curativos a fim de promover a saude (VIEGAS; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). O conhecimento tradicional, ou seja, o senso comum sobre 0s processos
curativos e suas fontes, tem contribuido como referéncia para a descoberta de novos
medicamentos, sejam eles naturais, derivados ou sintéticos. Atualmente, com a tecnologia
disponivel, o conhecimento das estruturas quimicas e de alvos especificos nas doengas, €
possivel a produgao de medicamentos com alta eficiéncia e em escala industrial (LI ez al., 2021).
Apesar de toda esta expertise ter avancado na busca de medicamentos para o tratamento da
malaria, ainda ha muito para ser feito. Dentre as doengas tropicais, a maléria esta entre as que
mais causa morte, apesar de ela ser uma doenca tratavel e evitdvel (BRASIL, 2024).
Atualmente, varias linhas de pesquisa tém dedicado recursos para encontrar novos
medicamentos que possibilitem o tratamento da maldria, entre elas estdo desde vacinas,
substancias sintéticas, semissintéticas ou de origem natural. A quimica de produtos naturais se
constitui uma importante linha de pesquisa nesse contexto, sendo um marco em sua historia a
descoberta da substancia artemisinina. Extraida da planta Artemisia annua L., a artemisinina,
um sesquiterpeno lactonico, contém em sua estrutura quimica uma ponte endoperoxido, que
confere a substincia a atividade antimaldrica. Aliada a sintese organica, os derivados
semissintéticos da artemisinina se tornaram a base do tratamento da malaria causada por P,
falciparum no mundo todo (OLIVEIRA; CRUZ; DIAS, 2022). No entanto, ha registros na
Africa, de resisténcia do Plasmodium falciparum a artemisinina e terapia combinada a base de
artemisinina (TCAs) (WHO, 2024). A comunidade médica e cientifica se mostra preocupada
com a resisténcia do protozoario ao tratamento, tornando necessaria a busca por novas
estruturas quimicas com atividade antiplasmodica. Entre as plantas que apresentam
propriedades medicinais estdo aquelas que pertencem ao género Simaba (Simaroubaceae). Nele
encontram-se uma diversidade de classes quimicas, dentre elas estdo os triterpenos,
quassinoides (metabolitos naturais de triterpenos), alcaloides, cumarinas e flavonoides com
atividades farmacolédgicas que incluem anticancer (citotoxicidade), antiviral, leishmanicida,
antimicrobiana e  antimalarica.  Este = género, pouco tempo atras, sofreu
reformulagao/reclassifica¢do botanica, sendo constituido atualmente por aproximadamente dez
espécies, distribuidas majoritariamente na Amazonia (DEVECCHI e PIRANI, 2015;
DEVECCHI, THOMAS e PIRANI, 2022) de forma que muitas espécies, outrora consideradas
Simaba migraram para outro género, denominado Homalolepis Turcz. Na Reserva Florestal

Adolpho Ducke, Manaus-AM, sdo encontradas trés espécies do género Simaba, sendo uma
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delas um taxon relativamente novo denominado Simaba pubicarpa (DEVECCHI, THOMAS e
PIRANI, 2022).

Por se tratar de uma espécie relativamente nova na literatura e sem referéncia do
conhecimento tradicional, o estudo fitoquimico mostra-se extremamente importante para a
identificagdo das principais substancias de seu metabolismo secundario. Haja vista relatos sobre
o uso tradicional de outras espécies de Simaba com atividade antimalarica e substincias
antiplasmodiais, o presente trabalho avaliou a atividade antimalérica in vitro de extratos, fracdes
e metabolitos naturais isolados da S. pubicarpa, bem como avaliou a relagdo estrutura-atividade

de galatos de alquila sintéticos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A malaria

A maléria ¢ uma doenga causada por protozoarios do género Plasmodium transmitido
ao homem através da picada de mosquitos fémeas infectadas do género Anopheles. Das cinco
espécies de Plasmodium (P. falciparum, P. knowlesi, P. malariae, P. ovale ¢ P. vivax) que
infectam o homem, a P. falciparum e a P. vivax sdo as mais prevalentes, sendo a P. falciparum
amais perigosa (ZEKAR; SHARMAN, 2023). De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude
(WHO, 2024), em 2023 foram registrados 263 milhdes de casos de malaria em 83 paises
endémicos. Nesse ano, a doenga matou cerca de 597 mil pessoas. No Brasil, a regido amazonica
concentra cerca de 99,9% da transmissao de maléria, com municipios com alta incidéncia da
doenga ¢ outros sem nenhum caso (BRASIL, 2024).

2.2 Tratamento da malaria

Mais de 1.500 substancias naturais com atividade antimaldrica e seus derivados foram
descobertos e muitas delas com alto potencial para o uso como antimalaricos (TAJUDDEEN;
VAN HEERDEN, 2019). Entre os antimalaricos mais importantes estdo a artemisinina (1),
artesunato (2), arteméter (3), cloroquina (4), doxiciclina (5) e pirimetamina (6) (YANG et al.,
2022), representadas na Figura 1.

O tratamento da maldria causada por P. falciparum resistente utiliza atualmente as
terapias combinadas a base de artemisinina (TCAs). Embora muitas delas sejam altamente
eficazes e bem toleradas, o fato ¢ que nas ultimas décadas a P. falciparum tem apresentado
resisténcia a artemisinina e TCAs, mais recentemente (WHO, 2024; WICHT; MOK; FIDOCK,
2020).
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Figura 1 - Substancias antimalaricas mais importantes
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Fonte: (YANG et al., 2022)

2.3 Género Simaba

A familia Simaroubaceae ¢ formada por um grupo monofilético predominantemente
pantropical, composto por 22 géneros e aproximadamente 120 espécies (PIRANI; MAJURE;
DEVECCH]I, 2022). O género Simaba, que antes da reclassificagdo era o maior género da
familia Simaroubaceae ¢ atualmente composto por aproximadamente 10 espécies, com 5
espécies restritas principalmente a bacia amazonica (DEVECCHI, 2017; DEVECCHI;
THOMAS; PIRANE, 2022).
24 Simaba pubicarpa: um novo taxon

O taxon Simaba pubicarpa ja havia sido catalogado no projeto Flora/INPA, porém sem
uma classificagao em nivel de espécie. Devecchi, Thomas e Pirane (2022) classificaram o novo
taxon como Simaba pubicarpa. Segundo os pesquisadores, o novo taxon difere de todos os seus
congéneres pelos frutos densamente pubescentes a velutinos. Trata-se de uma arvore com 12—
18 m de altura; caule cilindrico, casca fina, folhas presas ao longo da por¢ao terminal dos ramos,
imparipinadas.
2.5 A quimica do género Simaba

Uma revisdo bibliografica dos constituintes quimicos do género Simaba, conduzido por
Barbosa, Braz-Filho e Vieira (2011), apresentou uma variedade de substancias distribuida em
varias classes quimicas. Considerando a reformulacao/reclassificacdo botanica realizada por
Devecchi, Thomas e Pirane (2022) e o trabalho publicado por Nunomura e colaboradores
(2012), a distribui¢do quimica para o género Simaba foi reorganizada neste trabalho e ¢

apresentada no (Quadro 1)
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Quadro 1 - Principais classes de metabolitos secundarios encontradas no

Género Simaba

Classes Quimicas
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Fonte: BARBOSA; BRAZ-FILHO; VIEIRA, (2011); NUNOMURA et al., (2012);
DEVECCHI; THOMAS; PIRANE, (2022)

A explicagdo para o numero elevado de quassinoides registrados em relagcdo as demais
substancias encontradas no género Simaba reside no fato de eles terem sido alvos de intensa
pesquisa por apresentarem propriedades anticancer e antimalarica (HOUEL et al., 2013), além
de serem marcadores quimiofenéticos da familia Simaroubaceae (SILVA et al., 2022).

2.5.1 Atividade antimaldrica de alcaloides e triterpenos no género Simaba.

Dentre as classes de substincias encontradas no género Simaba, cuja atividade
antimalarica ja foi estudada, destacam-se os quassinoides e alcaloides como os mais
importantes. Os triterpenos piscidinol A (7) e niloticina (8), isolados dos galhos da Simaba
polyphylla (SARAIVA et al., 2006; NUNOMURA et al., 2012), e seus derivados
semissintéticos, diacetato de piscidinol A (9), e acetato de niloticina (10) foram avaliados
quanto a relacdo estrutura-atividade frente a cepa do Plasmodium falciparum resistentes a
cloroquina (W2) (IRUNGU et al., 2015). Ainda frente a cepa W2, a relagao estrutura-atividade
de alcaloides do tipo cantina-6-ona apresentou diferengas notaveis. O alcaloide cantina-6-ona
(11) apresenta um Clsode 10,17 uM (KUO et al., 2003), enquanto o 9-hidroxicantina-6-ona (12)
e 5-metoxicantina-6-ona (13) apresentam um Clso de 9,896 uM e 0,219 uM, respectivamente
(BOENOetal, 2022; FAROUIL et al., 2022). Assim fica evidente a necessidade de mais estudos

sobre a relagdo estrutura atividade das cantin-6-onas como substancias antimalaricas
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Os quassinoides simalicalactona D (14) e a gutolactona (15) foram isoladas da S.
guianensis e testada contra as cepas W2, apresentando um Clso de 0,003 pM e 0,008 pM,
respectivamente (CABRAL et al., 1993). As estruturas quimicas desses compostos estao

representadas na Figura 2.

Figura 2 - Género Simaba: substancias e derivados, com atividade antimalarica

(11):R; R,=H
(12):R= H; R,= OH
(13):R;= OMe; Ry=H

(14) R=0COCHCH;CH,CHj

(7):R; R,=H; R;=OH (15) R=OCOCH=C(CH3),

(8):R;=H; Ry R3=24-25-epoxido
(9):R1’R2=AC; R3=OH
(10):R;=Ac; R, R;=24-25-epbxido

O Quadro 2 apresenta a concentracdo inibitéria (Clso) de substancias e derivados que

tiveram suas propriedades antimaléricas estudadas em trabalhos anteriores.

Quadro 2 - Atividade antimaldrica e citotoxicidade de substancias do género Simaba e

derivados
Clso (uM)
Substancia P. falciparum Linhagem celulares 1S Ref.
D6 w2 HepG2 Vero
4 ©7,74£0,02 | ©108,0+0,1 ND 43,9+0,5 5701* | JRUNGU et al., 2015)
7 37,6+1,4 36,7+4,4 8,4+0,0 41,1£5,8 1,12 (IRUNGU et al., 2015)
8 48,2423 77,0+0,4 6,9+0,6 14,4+0,4 0,32 (IRUNGU et al., 2015)
9 68,3+5,3 172445 121,9+0,1 >200,8 ND (IRUNGU et al., 2015)
10 ND ND 15,2+0,8 179,2 ND (IRUNGU et al., 2015)
11 - 10,17 - - ND (KUO et al., 2003)
12 - 9,896 - - - (FAROUIL et al., 2022)
13 0,219 2,48 - 11,32 | (BOENO et al., 2022)

IS=indice de seletividade; D6= sensivel a cloroquina; W2= resistente a cloroquina; ND = ndo determinado

3(Cls Vero/Clsp D6); ®(Clso HepG2/Clso W2); °Clso em nM para a cloroquina.

b
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2.5.2 Atividade antimalarica de flavonoides

Os flavonoides sdo substincias poli-hidroxiladas naturais sintetizadas em diversas
partes da planta e apresentam propriedades benéficas a saude humana, contribuindo para a
prevencgao de doengas cronicas como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas
(ZAHRA; ABRAHAMSE; GEORGE, 2024).

O potencial antimalarico desses compostos vem sendo estudado e muitos deles
demonstraram atividades promissoras contra Plasmodium falciparum. Por exemplo, a
1sovitexina (16) apresenta um Clso superior a 10 uM para a cepa resistente K1, enquanto o seu
isomero de posi¢do, a vitexina (17), demonstrou um Clso de 4,4 uM frente & mesma cepa,
indicando a importancia da posi¢do da glicona para a atividade antiplasmodica (LAGNIKA et
al., 2009). Outro flavonoide testado contra a malaria foi a quercitrina (18), que apresentou um
Clso de 71,4 uM frente a cepa FcB1 (HOUEL et al., 2016).

A afzelina (19), também estudada em ensaios in vitro, apresentou Clso de 52,7 uM contra
a P, falciparum (3D7), indicando inatividade para esta cepa (JUN et al., 2025). Ja a epicatequina
(20) mostrou-se inativa frente a cepa K1 com um Clso superior a 172,2 uM (JAIDEE et al.

2015). As estruturas quimicas dos flavonoides citados estdo representadas na Figura 3.

Figura 3 - Flavonoides testados quanto sua atividade antimalarica

OH
OH
HO O.-
OH O OH
(16):R;= H; Ry= Gli; R3 R4=H (Isovitexina) HO . (20) .
(17):R; Ry= H; Ry= Gli; R4= H (Vitexina) Epicatequina

(18):R;= Ram; R, R3= H; R4= OH (Quercitrina)
(19):R;=Ram; R, R3 R4=H (Afzelina)

Fonte: LAGNIKA et al., 2009; HOUEL et al., 2016; JUN et al., 2025; JAIDEE et al. 2015

2.5.3 Atividade antimaldrica do dcido gdlico e seus ésteres alquilicos

Assim como os flavonoides, que sdo poli-hidroxilados com atividade antiplasmodica, o
acido galico e seus ésteres também podem apresentar atividades semelhantes. Em testes
realizados frente a cepa multirresistente K1 (MRA-159, MR4, ATCC Manassas Virginia), o
acido galico (21) com Clso 18,3 uM, o galato de metila (22) com Clso de 15,1 uM e o galato de
etila (23) com Clso 22,0 uM apresentaram atividade moderada; enquanto o galato de isopropila

(24) com Clso 36,2 uM, foi inativo (PEREIRA et al., 2025). Esses dados indicam que a relagao
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estrutura-atividade diminui com o aumento da cadeia alquilica. As estruturas quimicas dos

galatos de alquila e do &cido galico estdo representadas na Figura 4.

Figura 4 - Esteres de galato de alquila e acido galico

OH OH OH OH
HO HO HO HO

0o 0
0 0
HO HO HO HO

@) OHn 2 O~ @3 O (24) 0
Acido galico Galato de metila Galato de etilaj Galato de isopropilaY

3 OBJETIVO GERAL
Realizar estudo da composi¢ao quimica de extratos e fragdes da casca, lenho e folhas da
Simaba pubicarpa para isolar e identificar metabolitos secundarios a fim de avaliar a atividade

antimaldrica in vitro frente a cepa K1 juntamente com analogos sintéticos do galato de metila.
4 METODOLOGIA

4.1 Equipamentos utilizados
4.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos por um cromatdgrafo Shimadzu CLAE-DAD modelo
LC-20 com colunas de fase reversa C-18 analitica (CLAE-ANA) e semipreparativa (CLAE-
PREP), Shim-pack (250 x 4,6 mm, particula de 5 um) e Shim-pack (250 x 20 mm, particula de
5 um), respectivamente.

4.1.2 Espectrometro de ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em CDCIlz e DMSO-ds em
espectrometro da marca Bruker Biospin, modelo Fourier 300 MHz de 7,0 Tesla, operando em
300 MHz para nucleo de 'H e 75 MHz para '*C no Laboratério Tematico de Quimica de
Produtos Naturais — LTQPN/INPA; e espectrometro de RMN Bruker AVANCE 111 HD, operando
a 11,75 tesla, observando os nucleos de 'H e '3C a 500,13 e 125,76 MHz, respectivamente, no

Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear - NMRLab/UFAM.

4.1.3 Espectrometro de massa
As massas das substancias isoladas foram determinadas em espectrdmetro de massas

com analisador 7ime Of Flight (TOF), marca Bruker Daltonics, modelo microTOF-Q II com
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funil de ions Apollo IITM com precisdo de massas de 1 a 2 ppm com resolucao de 17.500 a

20.000 full width at half maximum (FWHM) do LTQPN do INPA.

4.2 Materiais e reagentes
4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)
Foram utilizadas cromatoplacas analiticas com suporte de aluminio marca Merck de

silica gel 60 F2s4 e silica gel 60 RP-18 Fasas.

4.2.2 Cromatografia em coluna (CC)
Para cromatografia em coluna foram usadas colunas de vidro de diferentes tamanhos e

diametros, empacotadas com silica gel 60 (70 — 230 mesh) ou silica RP-18 (40-63 pum) da marca

Merck.

4.2.3 Reveladores

Para revelagdo das placas de CCD foram utilizados anisaldeido (revelador para
terpenos), reagente de Dragendortf (revelador para alcaloides), soluc¢ao de cloreto de aluminio
e solucao de cloreto férrico (reveladores para flavonoides) e, para iluminagdo das placas, a luz

ultravioleta 254 € 365 nm.

4.2.4 Solventes e reagentes

Os solventes utilizados para a preparacdo de extratos, procedimentos reacionais e¢ de
cromatografia em colunas abertas foram de grau comercial (marca Labsynth) e purificados no
Laboratorio de Principios Ativos da Amazonia-LAPAAM/INPA, seguindo o protocolo descrito
na literatura (PERRIN e ARMAREGO, 1998). Os solventes grau CLAE usados foram da marca
VWR Chemicals. Nas andlises espectroscopicas de ressondncia magnética nuclear foram
usados solventes deuterados das marcas Sigma-Aldrich (CDCIl3), Zeotope ((CD3).CO)
Cambridge Isotope Laboratories (D20, (CD3),SO, CD30D). O &cido galico comercial da marca

InLab, lote 867539 foi utilizado para sintese de ésteres.

4.3 Procedimentos
4.3.1 Ensaio antimaldrico in vitro

A atividade antimaldrica in vitro dos extratos, fragdes e substancias isoladas dos extratos
de Simaba pubicarpa seguiu o protocolo de microteste de suscetibilidade in vitro e foi realizada
no Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA sob a responsabilidade e execugdo das integrantes

do grupo de pesquisa LAPAAM-INPA, Ms. Lais G. Jordao e Dra. Marlene R. M. Carmargo.
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O método de cultivo utilizado foi descrito por Trager e Jensen (1976) com adaptagdes
(ANDRADE-NETO et al., 2007) e estd baseado no desenvolvimento in vitro dos estagios
eritrocitarios de Plasmodium falciparum. Os extratos e substancias foram testados frente a cepa
K1 de Plasmodium falciparum (MRA-159, MR4, ATCC do Malaria Research and Reference
Reagent Resource Center, Manassas, Virginia), resistente a cloroquina e pirimetamina,
cultivada em eritrocitos humanos do tipo A" a temperatura de 37°C em frascos de poliestireno
de 50 mL a uma atmosfera de baixa tensdo de oxigénio (5% de CO2, 5% de Oz e N2 balanceado).

O ensaio antimalédrico foi realizado de acordo com o método descrito por
(RIECKMANN et al.,1978), com adaptagdes descritas por Andrade-Neto et al. (2007), em
condi¢des semelhantes a cultura do parasita. Para avaliagdo da atividade, as amostras foram
submetidas a triagem em duas concentragdes: 50 e 5,0 pg/mL. As amostras que apresentaram
um percentual de inibicdo da parasitemia igual ou acima de 80% na maior concentracdo foram
consideradas ativas (SILVA et al., 2012) e avaliadas em sete concentracdes, de 100 a 1,56
pg/mL (diluigdo 1:2) oude 100 a 0,13 pg/mL (diluicdo 1:3) para determinagao da concentracao
capaz de reduzir o crescimento do parasita em 50% (Clso).

As amostras (extratos e fragdes) foram dissolvidas inicialmente em dimetilsulfoxido
(DMSO), para formar solu¢des estoques na concentracdo de 10 mg/mL, e posteriormente
diluidas em meio de cultura (RPMI 1640) para obtencdo das concentragdes para teste. O
antimalarico padrao difosfato de cloroquina (Sigma) foi utilizado como controle e avaliado em
sete concentragdes, 2,5 a 3,4x107 ng/mL. As amostras foram testadas em triplicata no processo
de triagem e duplicata para célculo de Clso, em microplacas de 96 pogos, sendo que para a
realizacdo dos testes os parasitos sdo sincronizados (estagio de anel) utilizando solugdo de D-
sorbitol (LAMBROS; VANDERBERG, 1979). Para o célculo de Clso sdo realizados 2
experimentos independentes, em dias diferentes.

As amostras foram colocadas nas placas de teste previamente diluidas e acrescidas da
suspensdo de hemacias com parasitemia inicial de 1% (estagio de anel) e volume final de 200
pL e incubadas em estufa a 37 °C por 48 h. Pocos contendo suspensao de hemacias e DMSO
correspondem ao controle de crescimento do parasito. Apds o periodo de incubagdo, com o
auxilio de uma pipeta foram preparadas as extensdes sanguineas (esfregacos) de cada pogo (4
em cada lamina). As laminas foram coradas em Panético® e a parasitemia foi ~ determinada
através da contagem de parasitos no esfregago em microscopio Optico com objetiva de 100 x
(imersao). A parasitemia foi expressa em porcentagem a partir da contagem de 2000 eritrécitos,

utilizando a equagao:



22

) ) numero total de parasitas
Parasitemia % = —; — x 100
numero total de hemacias

A inibi¢do do crescimento dos parasitos foi determinada através da comparagdo com os
controles de crescimento (meio RPMI + suspensdo de hemadcias e meio RPMI + DMSO +

suspensdo de hemadcias) e calculada utilizando a férmula:

o (parasitemia do controle — parasitemia do teste)
% inibicdo = —— X 100
parasitemia do controle

A classificacdo da atividade através da Clso para extratos e fragdes seguiu os seguintes

Critérios:

Cls0 > 50,0 pg/mL = inativo (I)
50,0 > CIs0 > 10,0 pg/mL = atividade moderada (AM)
10,0 > ClIs0 > 1,0 pg/mL = ativo (A)

Clso < 1,0 pg/mL = muito ativo (MA)

A classificacdo da atividade através da Clso para substancias puras seguiu os seguintes
critérios:

e C(Cls0>20,0 uM = inativo (I)

e 20,0> Clso > 5,0 uM = atividade moderada (AM)

e 5,0>ClIs50>0,1 uM = ativo (A)

e Cls0 <0,1 pM = muito ativo (MA)

A classificagdo da concentragao inibitoria (Clso) segue o critério adotado por Silva
(2014) e foi calculada com o auxilio do software GraphPad Prism 6.0, onde o efeito
antiparasitario das amostras foi medido em relagdo ao controle livre de drogas, em um intervalo

de confianga de 95% (ICos).

4.3.2 Coleta e tratamento do material vegetal
O material vegetal foi coletado em 12/11/2020 na Reserva Florestal Adolpho Ducke
(02°53°S, 59°58°W) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), proxima a cidade

de Manaus, estado do Amazonas, Brasil. A arvore foi identificada no campo pela placa de
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identificagdo niimero 3861. Uma exsicata desse espécime foi depositada previamente por
Assuncdo, P. A. C. L. no Herbario do INPA sob o namero INPA 187011 (23/07/1996). Este
espécime fez parte da colecdo de amostras utilizadas por Devecchi, Thomas e Pirane (2022)
para classificar a Simaba pubicarpa, como espécie nova.

A planta ¢ uma arvore frondosa e o material coletado consistiu em um de seus galhos
grossos. O lenho do galho foi inicialmente separado da casca e das folhas. Em seguida, o lenho
do galho foi cortado em cavacos. Posteriormente, todo o material foi submetido a secagem em
estufa de circulacao de ar forgada, a temperatura de 35°C. Apos a secagem, foi utilizado um
moinho de facas para trituragdo do lenho do galho, da casca e das folhas. Por fim, as partes
trituradas foram armazenadas separadamente em sacos de plasticos fechados. A Figura 5 mostra

a arvore e as partes separadas do galho grosso que foi cortado.

Figura 5 - Arvore de Simaba pubicarpa e partes de um galho.

]

Simaba pubicarpa: (A) Arvore; (B e C) Folhas; (D) Lenho do galho com casca.

O acesso ao componente do patrimdnio genético (PG) brasileiro recebeu os nimeros de
cadastro AAAS8D3 (29/02/2020) e AF994F1 (09/09/2022) junto ao Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) do

Ministério de Meio-Ambiente (MMA) do Governo Brasileiro.

4.3.3 Prospecgdo por espectrometria de massas de extratos e fracoes
A analise por espectrometria de massas por injecao direta (DI-MS) foi realizada com o

modelo de armadilha de ions LCQ Fleet (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Para a



24

analise por DI-MS, solugdes estoque (1 mg/mL) da amostra foram preparadas em MeOH grau
CLAE. Uma aliquota (10 puL) da solugdo estoque foi posteriormente transferida para frascos
contendo 1 mL de MeOH. Finalmente, a solu¢do diluida (10 ppm) foi analisada por inje¢ao
direta no espectrometro equipado com uma fonte de ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica
(APCI) operando em modo de polaridade negativa. As configuragdes de ionizagdo foram as
seguintes: tensdo da fonte, 5 kV, corrente de descarga, 5 pA; temperatura do vaporizador, 350
°C; pressao do gas de bainha, 35 unidades arbitrarias (arb); pressao do gas de varredura de ions,
0,0 arb; pressao do gas auxiliar, 15 arb; temperatura capilar, 250 °C; deslocamento da lente do
tubo, 110 V; deslocamento do skimmer, 0 V; Faixa de massa, m/z 100 a 1000. O gas He foi
utilizado como gas de colisdo, e os espectros de MS/MS foram obtidos usando energias de
colisdo variando de 20 a 25%. Os dados de DI-(-)-MS/MS do extrato e da fragdo das folhas de
S. pubicarpa foram processados usando o seguinte protocolo: os dados brutos de MS/MS foram
convertidos para o formato mzXML utilizando a ferramenta MSConvert (ProteoWizard versao
3, http://proteowizard.sourceforge.net) e, em seguida, carregados diretamente na plataforma
web Global  Natural  Products  Social ~ Molecular =~ Networking  (GNPS;
https://gnps2.org/homepage). Os parametros para a busca na biblioteca foram definidos da
seguinte forma: tolerdncia de massa do ion precursor, 2 Da; tolerdncia de massa do ion

fragmentado, 0,5 Da; picos minimos correspondentes, 6; limite de pontuacao, 0,8.

4.3.4 Extrato do lenho do galho para testes antimaldaricos in vitro

Os extratos do lenho moido (43,2 g) para teste antimalarico ocorreram por meio de
extracdo sequencial para a obtengdo dos extratos 3DP59A (28,3 mg), 3DP59B (113,7 mg) e
3DP59C (447,0 mg) com hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH),
respectivamente. Os extratos foram obtidos com uma tunica extragao de 150 mL de solvente,
sonicados por 60 minutos e em seguida filtrados e concentrados em rotaevaporador sob pressao
reduzida. A atividade antimalarica dos extratos do lenho foi testada conforme descrito

anteriormente na secao 4.3.1.

4.3.5 Extrato da casca para teste antimaldrico

Uma quantidade de casca (40 g) foi sonicada com 200 mL de hexano, por duas horas.
Apos filtrado, o filtrado foi concentrado em rotaevaporador sob pressao reduzida, obtendo 57,6
mg do extrato hexanico 4DP15A, que corresponde a 0,144% m/m baseado na massa da casca

extraida.
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Uma segunda extracdo foi realizada adicionando a casca triturada (86,9 g), 200 mL de
metanol e sonicado por duas horas, a temperatura de 50°C. Ap¢s filtrada, o filtrado foi
concentrado em rotaevaporador sob pressao reduzida para obter o extrato metanolico 4DP10
(1,01 g). A torta residual foi adicionado 200 mL de MeOH, 20 mL de acido acético e 30 mL de
H>O. Essa mistura foi submetida a sonicacgao por duas horas a 50 °C. Apo6s esse tempo, realizou-
se a filtragdo e o filtrado foi concentrado em rotaevaporador sob pressao reduzida até 1/4 de seu
volume inicial. Este concentrado foi particionado com hexano (2x30 mL), resultando na
obtencdo da fase hexanica 4DP11A (74,30 mg), que corresponde a 0,0855% m/m baseado na
massa da casca extraida. Em seguida, a fase aquosa acida foi particionada com diclorometano
(DCM), obtendo-se a fase DCM 4DP11B (48 mg), que corresponde a 0,0,552% m/m baseado
na massa da casca extraida. Posteriormente, o NH4OH foi adicionado a fase aquosa acida até
alcancar pH 9, seguido do particionamento com acetona (Me>CO) na presenga de 5 g de NaCl,
obtendo-se a fase acetonica 4D11C (311,0 mg), que corresponde a 0,0356% m/m baseado na
massa da casca extraida. As amostras 4DP10, 4DP11A, 4D11C e 4DP15A foram enviadas para

teste antimalaricos conforme método descrito anteriormente, na se¢ao 4.3.1.

4.3.6 Extratos hexdnico e metandlico do lenho do galho para fracionamento

O lenho do galho moido (4530 g) foi inicialmente macerado em hexano (5 x 13 L) por
48 h a temperatura ambiente. Apds cada extracdo, as misturas foram filtradas e os filtrados
concentrados a pressao reduzida, foram reunidos e identificado como 2DP10Hex (9,94 g),
correspondendo a 0,219% m/m baseado na massa do lenho do galho extraida. Posteriormente a
torta residual foi macerada com metanol (5 x 13 L) por 48 h a temperatura ambiente. Os
filtrados foram concentrados a pressdo reduzida, reunidos e identificados como 2DP10MeOH
(124 g), que corresponde a 0,274% m/m baseado na massa do lenho do galho extraida, conforme

apresentado no Fluxograma 1.
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Fluxograma 1 - Obteng¢do de extratos hexanico e metandlico do lenho do galho

Lenho 4530 g

Maceracdo Hex (5 x 13 L), 48 h, t.a.
Filtracao e concentracao

Extrato hexanico
Torta

2DP10Hex m = 9,94 g

Maceracdo MeOH (5 x13 L), 48 h, t.a.
Filtracao e concentracao

Extrato metanolico
Torta
2DP10MeOH m =124 g

4.3.6.1 Isolamento das substancias SUB-1 e SUB-2 a partir do extrato 2DP10Hex

Foram cromatografados 697,0 mg de 2DP10Hex, em coluna aberta (¢>xh, 5%8 cm),
empacotada com silica gel 60 (70-230 mesh). A eluicdo inicia com hexano a 100% e
posteriormente com misturas porcentuais de Hex: AcOEt (80:20; 60:40; 50:50; 40:60; 20:80).
A eluicdo prossegue com acetato de etila a 100% e posteriormente com misturas porcentuais de
AcOEt:MeOH (95:5; 70:30; 40:60; 0:100). Esse procedimento resultou na coleta de 116 fragdes
que foram reunidas em cinco fracdes com base nas caracteristicas em CCD, apresentando as

massas descritas sequencialmente, conforme demonstrado no Fluxograma 2.

Fluxograma 2 - Fracionamento cromatografico do extrato 2DP10Hex

Extrato hexano

2DP10Hex m=697,0 mg

CC, ¢xh =5,0%8,0 cm, silica gel 60 normal;
gradiente Hex:AcOEt (100 — 0: 0 — 100) e
AcOEt:MeOH (100 — 0: 0 — 100) /116
fracoes

Fracoes de 1-39 2DP12F40 2DP12F50 67 2DP12F70-89 2DP12F90-116
m<0,1 mg m=154,6 mg m=272,9 mg m=117,1 mg m=51,1 mg

Dessas, a terceira fracao reunida (2DP12F50-67; 272,9 mg) e a quarta fragdo reunida

(2DP12F70-89; 117,1 mg) foram cromatografadas novamente. As demais fracdes somadas
apresentaram uma massa de 205,7 mg.
O fluxograma 3 apresenta o procedimento de obten¢do da substancia 2DP40F3-6

(denominada SUB-1) a partir da quarta fra¢ao reunida (2DP12F70-89; 117,1 mg).
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Fluxograma 3 - Isolamento da amostra 2DP40F3-6 (SUB-1)

2DP12F70-89 m=117,1 mg

CC, ¢xh=1,6%15,0 cm, silica gel 60
normal gradiente Hex:AcOEt (70 — 0 : 30
— 100); 47 fracoes

1 | 1
2DP39F1-4 2DP39F6-7 2DP39F8-15 | (2DP39F16-42| (2DP39F43-47
m = 10,4 mg m = 50,1 mg m = 38,9 mg m = 10,1 mg m = 18,1 mg

CC, ¢xh =1,1x9,5 cm, silica

gel 60 normal; 19 coletas
2DP40F3-6 (SUB-1)

m = 41,7 mg

A terceira fragdo reunida (2DP12F50-67; 272,9 mg), obtida com Hex:AcOEt (60:40),
foi cromatografada em coluna aberta (¢pxh, 2,8%x17 cm), empacotada com silica gel 60 (70-230
mesh) e eluida com Hex: AcOEt (70:30; 50:50; 30:70; 0:100) resultando na coleta de 26 fracdes.
A quarta e a quinta coletas eluidas com Hex:AcOEt (65:35) foram reunidas, obtendo-se a
amostra 2DP36F4-5 (70,4 mg). A amostra reunida 2DP36F4-5 (70,4 mg) foi cromatografada
em coluna aberta (¢xh, 1,6x15 cm), empacotada com silica gel 60 (70-230 mesh) e eluida com
Hex:AcOEt (70—30; 65— 35), resultando na coleta de 40 fracdes; as fracoes de 31 a 37 eluidas
com Hex:AcOEt (65:35) depois de reunidas apresentaram massa de 19,3 mg, que apos
purificadas em coluna aberta (¢xh, 1,1x9,5 cm) com silica 60, obteve-se a coleta de 16 fracdes.
As fragdes de 6 a 9 foram reunidas e delas obteve-se a amostra 2DP41F6-9 (12,3 mg) que foi
encaminhada para andlise de RMN e posteriormente identificada como SUB-2, conforme

mostra o Fluxograma 4.
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Fluxograma 4 - Isolamento da amostra 2DP41F6-9 (SUB-2)

2DP12F50-67

m=272,9 mg

CC, ¢xh =2,8x17,0 cm, silica gel 60
normal; gradiente Hex:AcOEt (70 — 0
: 30 — 100); 26 fracoes

2DP36F0-3

T 1 I ]
2DP36F4-5 2DP36F6-10 2DP36F11-12 2DP36F13-26
m= 70,4 mg

m= 91,7 mg

m= 35,1 mg m= 31,1 mg m= 26,9 mg

CC, ¢>xh =1,6x14,0 cm, silica
gel 60 normal; 40 fracdes

1
[ 2DP41F1-5 ] 2DP41F6-9 (SUB-2) [ 2DP41F10-40 J

m = 15,6 mg

m = 12,3 mg

m = 34,1mg

4.3.6.2 Isolamento da substancia SUB-3 a partir do extrato MeOH do lenho do galho

A massa de 14,2 g de 2DP10MeOH foi suspensa em 100 mL de MeOH. Posteriormente,
a fase soluvel em MeOH foi concentrada e suspensa em 100 mL CHCI3, conforme demonstrado

no Fluxograma 5.

Fluxograma 5 - Obtengao de soluveis em CHCI3 a partir do extrato MeOH

Extrato metanolico
2DP10MeOHm =142 ¢g

Suspenso em 100 mL de MeOH e

filtrado

1. Concentracao;
2. Suspenso em 100 mL de CHCl;;
3. Filtracao

Fase Insolivel Fase CHCl,4

Em seguida, a fase CHCI3 foi extraida com solugdo de &cido cloridrico a 3% (6 % 20

mL). Apos separacdo, das duas fases, foi adicionado NH4OH a fase aquosa acida até pH 10; e
particionado com CHCl; (8 x20 mL). A fase cloroférmica rica em alcaloide, apds ser

concentrada foi identificada como 2DP83E (32,5 mg), conforme apresentado no Fluxograma 6.
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Fluxograma 6 - Isolamento da substiancia 2DP84A (SUB-3)

Particio com HCI 3,0% (6%20 mL)

F. CHClL, Fase aquosa acida

Eleva a pH 10 com NH,OH; partic. CHCl; (8%20 mL)

[Fase aq. basica ] Fase CHCl; 2DP83E m=32,5 mg

CLAE-PREP; Isocratico ACN:H,0 (43:57) com
0,1% TFA; fluxo de 9 mL/min; t; 9,3 min

2DP84A (SUB-3) m= 3,8 mg

Em seguida a amostra 2DP83E (32,5 mg) foi cromatografada em CLAE-PREP no
sistema de solvente MeOH:H>O (43:57) com 0,1% TFA por 20 min, fluxo de 9 mL/min,
comprimento de onda 220 nm. Para a obtengdo da amostra 2DP84A (3,8 mg). A amostra foi

encaminha para analise de RMN e posteriormente denominada SUB-3.

4.3.7 Extratos a partir das folhas

4.3.7.1 Preparagdo de extratos das folhas para prospeccdo em espectrometria de massa.

Os extratos a partir de 200 mg de folhas trituradas e secas foram preparados com hexano
inicialmente utilizando duas extra¢des (2x20 mL) para materiais fortemente apolares. Em
seguida, a torta residual e seca foi dividida em trés partes de 50 mg. A uma parte foram
adicionados 20 mL de DCM, a outra parte foram adicionados 20 mL de AcOEt e a terceira parte
foram adicionados 20 mL de MeOH:H>O (1:1). Cada extragao foi deixada em ultrasom por 1
hora, a temperatura (t.a.) ambiente e depois em repouso por 24 horas. Apods esse periodo, os
extratos foram filtrados e concentrados em banho de areia. Os extratos obtidos foram
encaminhados ao Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas
(LABCEM/UFAM) para analise. O espectro de massa do extrato hidrometanolico se mostrou

como o mais interessante por apresentar o melhor perfil para isolamento.

4.3.7.2 Isolamento das substdncias SUB-4, SUB-5 e SUB-6 a partir do extrato
hidrometanolico das folhas em meio acido
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Folhas secas e trituradas (184,25 g) foram inicialmente maceradas com 1 L de hexano
por 24 h a t.a. e filtradas sob pressdo reduzida. Em seguida, foi adicionado 1 L de MeOH:H20O
(1:1, v/v) a torta residual que foi macerada por 7 dias. Depois, a mistura foi filtrada e o filtrado
concentrado sob vacuo e seco em banho de areia, para obter o extrato hidrometanolico SDP9B
(22 g). O extrato SDPIB foi suspenso em 100 mL MeOH com 1,0% de acido férmico e filtrado,

gerando duas fases, uma soluvel e a outra insoltivel, conforme apresentado no Fluxograma 7.

Fluxograma 7 - Fracdes soltvel e insoluvel obtidas do extrato metanolico das folhas

[ Folhas trituradas m = 184,25 g ]

——Ad. 1000 mL Hex; repouso 24h; filtrado

Ext. H 5DPY9A
[ X ;xzazl::: g 1 Torta seca (1)

Ad. MeOH:H,0 (1:1) 1000 mL;
—repouso 7 dias; filtra; conc. em rota;
seca em banho de areia

[ Ext.MeOH:H,O0 neutro SDP9B m~22,0 g ]

Suspenso em 100 mL. MeOH 1,0%
HCO,H , ultrasom 2 h; filtra

F. solivel em MeOH (1,0% .
HCO,H) SDP9B1 w170 5 Fase insolivel SOP9B2
(ainda em forma pastosa) m=3,80 8

A fim de retirar a clorofila residual, a fase soluvel acida (SDP9B1), ap6s concentrada,
foi eluida em modo isocratico com MeOH (1% de HCO;H), em coluna aberta filtrante de fase
reversa C-18 para obter uma unica coleta, a amostra SDPIB1A1 (13,55 g). Dessa amostra, 6,64
g foram cromatografados em coluna aberta reversa C-18 em modo gradiente com MeOH e agua,

obtendo-se a coleta de 6 fragdes, conforme apresentado no Fluxograma 8.
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Fluxograma 8 - Fracionamento da fase SDP9B1A1 soluvel em MeOH (1% de HCO2H)

S5DP9B1A1
m=6,64 g

CC filtrante C-18, ¢xh = 3,8%5,5 cm; eluida
- com MeOH:H,0 (20—100:80—0) e MeOH
(1,0% AcOH)

5DP11C 5DP11D 5DP11E 5SDPIIF,
SDPIIA SOBLLE MeOH:H,0 | | MeOH:H,0 || MeOH || MeOH (1%
MeOH:H,0 MeOH:H,0 : , )
iy measy AT @:1) (9:1) 100% AcOH)
: »1g : »18 | m=666,9 mg m=68,4 mg m=55mg || m=482,2 mg

Da segunda fracao coletada, eluida com MeOH:H>O (1:1), identificada como 5DP11B
(1,57g), foram cromatografados 120 mg e em CLAE-PREP, no sistema de solvente MeOH:H>O
(43:57), em modo isocratico para obter as amostras SDP13A-18 (5,9 mg) e SDP13A-36 (5,2

mg), conforme Fluxograma 9. As amostras foram encaminhas para analise de RMN.

Fluxograma 9 - Isolamento das substancias SUB-4 e SUB-5

5DP11B m=120 mg

| CLAE-PREP; Isocratico MeOH:H,0
(43:57); fluxo de 9 mL/min

I |
5DP13A-18 (SUB-4) t; =18 5DP13A-36 (SUB-5) t; =36
min m=5,9 mg min m=5,2 mg

A fragdo insoluvel, identificada como SDP9B2 (3,86 g), foi solubilizada 200 mL de
Me>CO:H20 (7:3), deixada em banho de areia por 24 h e a temperatura ambiente por mais 2 h,
obtendo-se a fase soltivel SDP21A e a fase insoluvel SDP21B (m = 841,4 mg). A fase soluvel
apos concentrada (SDP21A, m = 2,55 g) foi eluida em modo gradiente com MeOH:H>O, em
coluna aberta fase reversa C-18 para obter-se sete fracdes, conforme apresentado no
Fluxograma 10. Todas as sete fragdes foram testadas quanto a atividade antimaldrica e a fracao
5DP22C foi encaminhada para analise em espectrometro de massa a fim de verificar o perfil de

seu espectro.
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Fluxograma 10 - Fracionamento da amostra SDP21A

Fase solavel
5DP21A m=2,55 g

CC filtrante C-18, ¢xh = 3,8%5,5 cm; eluida
—com MeOH e H,0; acompanhada com UV
365 na coluna.

MeOH:H, \(MeOH:H,0) (MeOH:H,0 MeOH:H,

MeOH:H,0

: : : MeOH:H,0 , MeOH

(3:7) 5SDP22A 5‘])){,3527])3 51%27% c (4:6) (1:1) 5SDP22E ‘]))gzé’)F 5DP22G

m=1809,6 mg SDP22D || 1529 mg || O m=63,1 mg
> m=33,9 mg )| m=49,2 mg / \ m=109,5 mg ’ m=96,6 mg ’

Da amostra SDP22C foram retirados 20 mg e solubilizado em MeOH:H>O (1:1), com
aquecimento, e deixada em repouso (2 h). Apds centrifugado, o solido obtido seco (SDP30P,

8,3 mg) foi encaminhado para anélise de RMN, conforme apresentado no Fluxograma 11.

Fluxograma 11 - Isolamento da substdncia SUB-6

5DP30P 20 mg

Solubilizado em 1 mL MeOH (1:1), A,
repouso de 2 h a t.a., centrifugado.
[ ]
sobrenadante 5DP30P (SUB-6)
escuro (9,0 mg) m=8,3 mg solido

4.3.7.3 Isolamento das substancias SUB-7, SUB-8 e SUB-9 a partir do extrato
hidrometandlico das folhas em meio neutro

Folhas secas e moidas (164,9 g) foram maceradas em hexano (2x15 L) a 50°C por 60
min. Ap6s filtradas, os filtrados foram concentrados a pressdo reduzida e reunidos. A torta
residual seca foi macerada em 1,5 L de MeOH:H>O (1:1) a temperatura ambiente por 24 h.
Depois a mistura foi filtrada e o filtrado foi concentrado sob véacuo até 1/3 do seu volume
original, obtendo-se extrato hidrometandlico concentrado. Esse extrato foi particionado com
hexano (2x200 mL) e em seguida com acetato de etila (3x200 mL). Este apos concentrado e

seco foi identificado como 5DP61D (1,34 g), conforme apresentado no Fluxograma 12.
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Fluxograma 12 - Obtencdo da fase acetato SDP61D a partir do extrato hidrometandlico das
folhas

L Folhas trituradas 164,9 g ]

Maceracao Hex, 1h ; 50 °C; (2 x 1,5 L).
Filtrado e concentrada sob vacuo

[ Ext. Hex SDP61A m=2,3 g ] Torta 1

| Maceracio MeOH:H,01,5L
(1:1), 24 h, t.a, conc.

[ Torta 2 J E Ext. hidrometandlico ]

1. Conc. a 1/3 do volume inicial.
2.Particionado com Hex (3 x 200 mL)

[ F. Hex SDP61B ] [ F. Polar }

- Particionado com AcOEt (3 x 200 mL)

[F. aquosa] [ F. AcOEt }

| Filtrado em C-18 (retirar clorofila)
Concentrada

[ 5DP61D; m=1,34¢g ]

A fase acetato de etila SDP61D, apos seca, foi transferida para coluna aberta de fase
reversa C-18 e eluida com MeOH:H>O (1:1), acompanhada por UV 365 nm, obtendo-se 12
fragdes. A terceira fragdo SDP62C (541,9 mg) foi cromatografada em CLAE-PREP para obter
as amostras SDP71E (15,8 mg) e a amostra SDP71F (17,8 mg). A oitava fragdo SDP62H (29,2
mg) e a décima fracdo SDP62J (37,7 mg) foram eluidas em coluna Sephadex LH-20 com MeOH
para obter as amostras SDP66B (13,6 mg), e a SDP64-B (7,1 mg), conforme representado no

Fluxograma 13. As amostras foram encaminhas para analise de RMN.
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Fluxograma 13 - Isolamento das substancias SUB-7, SUB-8 e SUB-9

5DP61D
m=134g¢g

| CC, C-18, ¢xh = 2,0x9,0 cm,
eluida MeOH:H,O (1:1)

5DP62A-B 5DP62C 5DP62D-G 5DP62H 5DP621 5DP62J 5DP62K-L
338,6 mg 541,9 mg 177,8 mg 29,2 mg 13,6 mg 37,7 mg 46,0 mg
|  CLAE PREP. | CC Sephadex | CC Sephadex
MeOH:H,O0 (30:70) LH-20; MeOH LH-20; MeOH
5DP71E 5DP71F 5DP66-B 5DP64-B
15,8 mg SUB-7 17,8 mg SUB-8 13,6 mg 7,1 mg SUB-9

4.3.8 Preparacgdo e purificagdo de andlogos sintéticos do galato de metila (SUB-7)

As reacdes de esterificacao do 4cido galico comercial ocorreram na presenca de acido
sulfarico (H2SO4’ como catalisador, um solvente de formacao de azedtropo e o respectivo alcool
(BAHEE]J et al., 2023, modificado). Foi utilizado um sistema de destilagdo fracionada equipado
com baldo de 125 mL, uma coluna de Vigreux de 90 cm e condensador liso; aquecido em banho
de 6leo mineral e agitagdo magnética. O esquema geral da reacdo de esterificagdo estd

representado na Figura 6.

Figura 6 - Esquema das reagdes de sintese dos ésteres do acido gélico

OH OH
HO HQSO4 cat. HO
+ RoOH > + H0
HO COH Destilagdo Azeotropica, A HO CO,R
Acido galico Esteres do acido galico

R =Me, Et ou i-Pr

As reagdes foram acompanhadas por CCD a cada 60 min, usando cloreto férrico (FeCls)
1,0 % como revelador. Apo6s decorrido o tempo de reacdo, a mistura reacional foi concentrada,
utilizando rotaevaporador sob pressdo reduzida. O baldo contendo o meio reacional foi resfriado
a 5 °C e adicionado 10 mL de H>O gelada, seguida de particdo com 25 mL AcOEt (2x). A fase
AcOEt foi novamente particionada com 10 mL de solu¢do 5,0% de NH4OH e depois com 10
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mL de H>O. A fase AcOEt resultante, contendo o produto bruto, foi concentrada em banho de
areia.

A sintese do galato de metila (SDP86-B) foi realizada a partir de 3,74 g de 4cido galico
em 50 mL de MeOH, 12,0 mL de CHCls ¢ 1,5 mL de H2SO4, com o destilado coletado a
temperatura de 43 °C, por 180 min. Apds o procedimento pds-reacional, a fase de AcOEt
(produto bruto) apresentou a massa de 2,3 g.

Para o galato de etila (SDP87-B), a reacdo ocorreu com 2,51 g de acido galico em 50
mL de EtOH, 20 mL de tolueno e 2,0 mL de H>SO4, com um tempo de 5 h de reacdo e com o
destilado coletado a 67-69°C. Apds o procedimento pos-reacional, a fase de AcOEt (produto
bruto) apresentou a massa de 2,01 g.

Para os galatos de metila e etila sintéticos, uma quantidade de 400 mg do produto bruto
de cada um deles foram aplicados no CLAE PREP (4 inje¢des) e obteve-se rendimentos de 16,8
e 18,0 %, para galatos de metila (SDP86-B) e galato de etila (SDP87-B) sintéticos,
respectivamente, com base nas massas injetadas. Assim, o rendimento global corresponde a
9,6% e 12, 3%, respectivamente para o galato de metila e galato de etila.

A obtencao do galato de isopropila (SDP89-B) ocorreu com 1,20 g de 4cido galico (495
mg recuperado) em 60,0 mL de alcool isopropilico, 12 mL de tolueno e 2,0 mL de H>SOq4, a
temperatura de 68°C, por 6,7 h. Apds o procedimento pds-reacional, a fase de AcOEt (produto
bruto) apresentou a massa de 770 mg. A amostra SDP89-B foi pré-purificada em coluna aberta
de silica gel de fase reversa C-18. A primeira fragdo obtida foi de 4cido gélico recuperado (495
mg), a segunda fragdo foi uma amostra ainda impura do galato de isopropila (178 mg). Foram
aplicados 135 mg dessa amostra impura (3 inje¢des de 45 mg) no CLAE, resultando em galato
de isopropila puro (SDP89-B) em 65,9 % de rendimento, com base na massa injetada. Assim, a
reacdo global corresponde a 25,1%.

Amostras puras dos ésteres sintetizados forem encaminhadas para a obtencao de seus

espectros de RMN em DMSO-ds.

5 RESULTADOS

5.1 Identificacao das substancias isoladas do lenho da S. pubicarpa

A maceragao do lenho resultou na obtencao de trés substancias denominadas SUB-1
(41,7 mg) e SUB-2 (12,3 mg) provenientes do fracionamento do extrato hexanico, detalhado
nos Fluxogramas 3 e 4, respectivamente; ¢ SUB-3 (3,8 mg) isolada a partir do extrato

metanolico, detalhado no Fluxograma 6. As trés amostras foram analisadas neste trabalho por
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espectrometria de espectro de EMAR, RMN 1D e 2D e seus dados comparados com dados
descritos na literatura. Os resultados obtidos indicam tratar-se de dois triterpenos e um
alcaloide, j& conhecidos. A seguir, sao apresentados os dados espectrométricos, a analise

estrutural e a comparagdo com a literatura, para cada um desses metabolitos isolados.

5.1.1 Analise e identificagdo da substincia 2DP40F3-6 (SUB-1)
A substancia SUB-1 apresentou-se sob a forma de s6lido amorfo de coloragdo amarela
clara. Em CCD fase normal a substancia SUB-1 foi eluida em Hex:AcOEt (60:40), obtendo

com R de 0,19 e o spot de coloragdo marrom-escuro na presenga de iodo.

Figura 7- Ampliagio da regido & 65-230 do espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCls) da
2DP40F3-6 (SUB-1)
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O EMAR (Anexo 1) com fonte APCI modo negativo mostrou trés picos mais
pronunciados com m/z 473,3657 (C30H4904)", 506,3637 (C33H438NO3)™ e 509,3386 (C36H4502)".
Utilizando os dados dos espectros de RMN de 'H (Anexo 2), 1*C (Anexo 3), DEPT 135 (Anexo
5), COSY (Anexo 7), HSQC (Anexo 8), HMBC (Anexo 9) e NOESY (Anexo 10) listados na
Tabela 1, foi possivel determinar a presenca de trinta carbonos, quarenta e sete hidrogénios
metinicos, metilénicos ¢ metilas; além de trés sinais caracteristicos de carbonos carbindlicos

(0c 69,7; 74,4 e 74,9) e a presenga de deslocamento quimico de carbonila caracteristico ciclo-
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hexanona (&¢ 217,1) (Figura 7). No conjunto, esses sinais propdem a férmula ion molecular
[M-H] m/z 473,3657, com erro A = 4,4 ppm.

Posteriormente, utilizando a lista de substancias encontradas no género Simaba
(BARBOSA, BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2011), foi possivel inferir que a substincia SUB-1
trata-se do triterpeno tetraciclico de esqueleto tirucalano, piscidinol A (7) representado na

Figura 8.

Figura 8 - Estrutura numerada do piscidinol A (7)
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A andlise da ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 9) revela a presenga de sete

sinais de metilas terciarias e um sinal de metila secundaria (6u 0,92; d; J = 6,2 Hz).

Figura 9 - Ampliacdo da regido § 0,75-1,35 do espectro de RMN de 'H (300 MHz,
_CDCls) da substancia SUB-1
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Ja a ampliacdo do espectro de RMN de *C/DEPT135 (Figura 10) evidencia sinais

caracteristicos de uma dupla ligacdo trissubstituida (6c 118,0 e 145,8).

Figura 10 - Ampliacao na regido de 6 110 — 150 do 13C/DEPT 135 (75 MHz,
CDCI3) da 2DP40F3-6 (SUB-1)
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Legenda- A: Ampliagdo do RMN de '3C; B: Ampliagdo do DEPT 135

Figura 11 - Ampliacdo na regido de § 69 — 76 do '*C/DEPT 135 (75 MHz,
CDClI3) da 2DP40F3-6 (SUB-1)
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Legenda- A: Ampliagdo do RMN de '*C; B: Ampliagdo do DEPT 135
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Além disso, os sinais referentes aos carbonos carbindlicos, previamente mencionados e,
agora, comparados na ampliacdo do 13C/DEPT (Figura 11), indicam a existéncia de dois
secundarios (dc 74,9 € 69,7) e um terciario (6c 74,4).

Nas Simaroubaceae, ¢ comum o isolamento de triterpenoides, frequentemente com
insaturagdo na posi¢do C-7 (DEWICK, 2009). Também existem epimeros de piscidinol A, de
acordo com a literatura. McChesney e colaboradores (1997) realizaram uma analise
comparativa dos dados de RMN ('H e '*C) e dos obtidos por difracdo de raio X dos epimeros
piscidinol A e 24-epi-piscidinol A, concluindo que em C-24 este apresenta configuracao R,
enquanto aquele apresenta configuracao S. No caso do 24-epi-piscidinol A, observaram um
deslocamento quimico de '*C mais alto para C-23 (8 73,9) e C-24 (5 79,3) em comparagio ao
piscidinol A, cujos valores sao C-23 (0 69,7) e C-24 (6 74,9). Os autores relatam que
similarmente aos carbonos C-23 e C-24, os protons acoplados a esses também apresentam
variagdes tanto nos deslocamentos quanto nos acoplamentos. Os dados de RMN 'H da
substancia SUB-1 para H-23 6 4,12 (1H; dd, J 9,17 e 4,97 Hz) e H-24 ¢ 3,19 (1H, s/) sdo
concordantes com os dados do piscidinol A relatos pelos autores. A Figura 12 mostra o espectro

de RMN 'H expandido da substancia SUB-1.

Figura 12 - Ampliacdo da regido & 3,0-5.1 do espectro de RMN de 'H (300 MHz
CDCl3)
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Segundo McChesney e colaboradores (1997), o piscidinol A apresenta um singleto para
H-24, compativel com os dados da substancia SUB-1, enquanto o 24-epi-piscidinol A apresenta
para H-24 um duplo dupleto. Esses dados sao concordantes com as configuracdes dos carbonos
C-23 ¢ C-24 de cada um deles. A proje¢ao de Newman para C-23 e C-24 do piscidinol A e do
24-epi-piscidinol A permite uma compreensdo visual mais adequada de suas diferengas de
acoplamento relacionadas ao sinal de H-24 em funcdo do angulo diedro formado com H-23

(Figura 13).
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Figura 13 - Projecdo de Newman do piscidinol A e do 24-epi-piscidinol A

22 22

HO H H OH
23 > 23

HO H HO H
25 25

2 27 NN
OH OH
Piscidinol A 24-epi-piscidinol A

Os dados de RMN de 'H e °C da substancia SUB-1 foram comparados aos da literatura,
para o piscidinol A (7), conforme apresentado na Tabela 1. Além disso, as principais correlagdes
dos experimentos de RMN bidimensional (COSY, NOESY e HMBC), ilustrados na Figura 14

e Figura 15, também foram utilizados como base comparativa.

Figura 14 - Correlagdo COSY/NOESY 'H (300 MHz, CDCl;) da substancia SUB-1
(piscidinol A)

Figura 15 - Correlagdo 2/, 3J do mapa de contorno HMBC da substincia SUB-1
(piscidinol A)
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Tabela 1 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra 2DP40F3-6 (SUB-1) e comparag@o com os dados da literatura para piscidinol A.

C/H 2DP40F3-6 Literatura®

5 'H° 5 3C° DEPT¢ HMBC* COSY NOESY S 'Hf 5 13Ce

1 1,51 1H, m); 2,02 (1H, m) 38,5 CH; - H-2 - 1,40 (m); 1,96 (m) 38,5
2,27 (1H, m); 2,20(t; J 3,3 ¢ 14,4 Hz);

2 2,84 (1H; td; J 14,64 ¢ 5,6 Hz), 34,9 CH: ) ) ) 2,71 (dd; J 5,4 ¢ 14,4 Hz) 34,9
3 - 217,1 - - - - - 217,0
4 - 47,9 - - - - - 47,8
5 1,73 (1H, m) 52,3 CH - H-5 H-6 1,73 (m) 52,3
6 1,05 (1H, m); 2,09 (1H, m) 24,4 CH, C-1;C-5; C-8 - H-7 2,06(m) 24,3
7 5,31 (1H; dd; J 5,84 Hz, 2,92 Hz) 118,0 CH - H-5; H-6 - 5,29 (dd; J 3,3 ¢ 10,5 Hz) 117,9
8 - 145,8 - - - - - 145,7
9 2,3 (1H, m) 48,5 CH - - - 2,25 (m) 48,4
10 - 35,0 - - - H-11 - 35,0
11 1,58 (1H, m); 1,04 (1H, m) 18,3 CH; - H-9 - 1,51 (m) 18,3
12 1,60 (1H, m); 1,82 (1H, m) 33,8 CH; - - - 1,62 (m); 1,82 (m) 33,8
13 - 43,5 - - - - - 43,5
14 - 51,2 - - - - - 51,2
15 1,48 (2H, m) 34,0 CH, - - - 1,45 (m) 34,0
16 2,02 (1H, m); 1,47 (1H, m) 28,5 CH; - - - 2,00 (m); 1,47 (m) 28.4
17 1,48 (1H, m) 53,8 CH - - - 1,48 (m) 53,8
18 0,82 (3H, s) 22,0 CH; C-12; C-14; C-17 - - 0,81 (s) 22,0
19 1,10 (3H, s) 12,8 CH; - - - 1,00 (s) 12,8
20 1,8 (1H, m) 33,7 CH - - - 1,34 (m) 33,7
21 0,92 (3H, d, J 6,24 Hz) 18,9 CH3; C-17; C-20; C-22 - - 0,91 (d; J 6,0 Hz) 18,9
22 1,87 (1H, m); 1,19 (1H, m) 40,5 CH, - H-23 H-23 1,84 (m); 1,18 (m) 40,5
23 4,10 (1H; dd, J 9,17 ¢ 4,97 Hz) 69,7 CH - - - 4,09 (m) 69,7
24 3,19 (1H, s)) 74,9 CH - - - 3,15(d; J 8,1 Hz) 75,0
25 - 74,4 - - - - - 74,3
26 1,32 (3H, s) 27,5 CH3 - - - 1,30 (s) 27,4
27 1,30 (3H, s) 26,2 CH3; C-25 - - 1,28 (s) 26,2
28 1,05 (3H, s) 24,5 CH; - - - 1,03 (s) 24,5
29 1,12 (3H, s) 21,6 CH3; C-4;C-5 - - 1,10 (s) 21,6
30 1,10 (3H, s) 27,4 CH; - - 0,99 (s) 27,4
OH - - - - - ) 2,82 (sl)

aLiteratura: Nunomura et al. (2012); ® RMN de 'H (300 MHz, CDCl;); “RMN de '3C (75 MHz, CDCl5); *DEPT 135 (75 MHz, CDCl3); *tHMBC *C-'H (75 ¢ 300 MHz, CDCl;);
fRMN de 'H (200 MHz, CDCls); ¢ERMN de 13C (50 MHz, CDCls)
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5.1.2 Anadlise e identificagdo da substiancia 2DP41F6-9 (SUB-2)

A substancia 2DP41F6-9, isolada do extrato hexanico do lenho do galho da S. pubicarpa
apresentou-se como um sélido amorfo e solivel em CHCIls. A anélise por EMAR (Anexo 11),
mostrou um pico correspondente ao ion molecular [M+H] 'm/z 457,3646, atribuindo a formula
ion molecular C30H4903".

Com base nos sinais identificados no espectro de RMN de 'H (Anexo 12), suspeitou-se
fortemente que a substancias apresenta um esqueleto tirucalano. Os sinais intensos entre 6 0,5—
1,2 em 'H NMR (Figura 16) correspondentes aos grupamentos metila, juntamente com
multiplos sinais na faixa de 6 1,0-2,5 atribuidos a protons do nucleo carbociclico, sdo
compativeis com compostos desse tipo (GRAY, BHANDARI, WATERMAN, 1988).

Considerando a suposi¢ao inicial e a observagao da diferenca de uma unidade de agua
(H20) no EMAR entre o ion molecular proposto para a substancia SUB-2 e o piscidinol A, cuja
ion molecular é C30H49047; 0s sinais de RMN de 'H e '3C (Anexos 12 e 16) foram comparados

com os do piscidinol A (Tabela 1)

Figura 16 - Ampliagdo na regido & 0,6 — 2,6 dos espectros de RMN de 'H (300 MHz,
CDCIs) da substancia 2DP41F6-9 (SUB-2)
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Essa analise revelou diferengas nos deslocamentos quimicos dos carbonos C-24, C-25,
C-26 e C-27 na substancia SUB-2 (Tabela 2). Os valores de &c 60,4 ¢ 68,5 indicam a presenga
de um epodxido (Figura 17). E o sinal de hidrogénio de epodxido blindado, 6 2,67 (H-24),

T T T
1.5 14

caracteristico de H-a de epoxido, conforme descrito por Gray, Bhandari, ¢ Waterman, (1988).
Além disso, Barbosa, Braz-Filho e Vieira (2011) e Boeno et al. (2022) corroboram que epoxidos

na cadeia lateral sdo comumente observados em triterpenoides das Simaroubaceae.
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Figura 17 - Comparagdo entre os espectros do piscidinol A e a substancia 2DP41F6-9
(SUB-2)
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Corroborando com essas observagdes, a ampliagdo do mapa de contorno HMBC Figura

18 que evidencia o acoplamento do sinal caracteristico de hidrogénio do epdxido, em § 2,67

(multipleto), com os carbonos C-27 e C-23. A comparagao desses dados com a literatura permite

inferir que a substancia SUB-2 corresponde a niloticina (8), Figura 19. Todos os espectros

usados para elaboracdo da Tabela 3 estdo nos Anexos 11 —22.

Figura 18 - Correlagdo do HMBC H-24 com C-23 e C-27
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Figura 19 - Estrutura numerada da niloticina (8)
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Tabela 2 - Comparagdo dos dados de RMN 'H e '*C do piscidinol A e 2DP41F6-9 (SUB-2)

CH piscidinol A 2DP41F6-9

8 1Ha 8 13Cc 6 le 6 13cd
1 151 (1H, m); 2,02 (10, m) 38.5 1,46 (1H, m); 1,98 (m) 38,5
2 227 (1H, m): 2.84 (1H: td: J 14,6 ¢ 5.6 Hz): 349 222 (D276 (ﬁ; dd, J145edl 44
3 ; 217,1 i 217,0
4 ; 47,9 ; 47,9
5 1,73 (1H, m) 52.3 1,72 (sl, 1H) 523
6 1,05 (1H, m); 2,09 (1H, m) 24.4 1,05 (1H, sf); 2,11 (2H, s) 24.4
7 531 (1H; dd: J 5,8 Hz, 2.9 Hz) 118,0 5,32 (1H, dd. J 6,6 ¢ 3,6 Hz) 118,0
8 - 145.8 - 1457
9 2.3 (1H, m) 48,5 2,28 (1H, s0) 48,5
10 - 35,0 - 35,0
1 1,58 (1H, m); 1,04 (1H, m) 183 1,58 (2H, m) 182
12 1.60 (1H. m): 1.82 (1H, m) 33.8 1.82 (2H, s1) 336
13 ; 85 - 8.6
14 ; 512 ; 512
15 1,48 (2H, m) 340 1,49 (2H, m) 340
16 2,02 (1H, m); 1,47 (1H, m) 28,5 1,25 (1H, m) 28,7
17 1,48 (1H, m) 53,8 1,57 (1H, m) 533
18 0,82 (3H, ) 22,0 0.81 (3H, sI) 218
19 1.10 (3H, 5) 12.8 1.02 (3H, s) 12.8
20 1.8 (1H, m) 33.7 1,66 (1H, m) 33.5
21 0,92 (3H, d, J 6,2 Hz) 18.9 1,33 3H, d, J 6,2 Hz) 19.8
2 1,87 (1H, m); 1,19 (1H, m) 40,5 1,43 (2H, sl); 1,65 (2H, s1) 40,6
23 4,10 (1H; dd. J 9.2 ¢ 5,0 Hz) 69.7 3,58 (1H, m) 69.2
24 3,19 (1H, 1) 74,9 2,67 (1H, d, J 8,4 Hz) 68,5
25 ; 74,4 60,4
26 132 3H, 5) 27,5 1,32 3H, 5) 19,9
27 130 3H, 5) 26,2 133 3H, 5) 249
28 1,05 3H, 5) 245 1,05 3H, 5) 245
29 1,12 3H. 5) 216 1,12 3H. 5) 216
30 1,10 3H, 5) 274 1,02 3H. 5) 274

o
T

ab RMN 'H (300 MHz, CDCls); “¢ RMN 3C (75 MHz, CDCl;)



Tabela 3 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra 2DP41F6-9 (SUB-2) em comparagdo com a literatura para a niloticina

C/H 2DP41F6-9 Literatura®
5 'HP §13Cc DEPTY HMBC" S 'Hf 5 13Ce
1 1,46 (1H, m); 1,98 (m) 38,5 CH, - 1,40 (m); 1,96 (m) 38,6
2 2,22 (sl); 2,76 (1H, dd, J 14,49 € 4,13 Hz) 34,9 CH, - 2,24 (£ 3,5;3,5; 3,5); 2,76 (dt; 14,2; 5,2) 35,0
3 - 217,0 C - -—-- 217,0
4 - 47,9 C - -—-- 48,0
5 1,72 (sl, 1H) 52,3 CH  C-8;C-10 1,72 (m) 52,4
6 1,05 (1H, sl); 2,11 (2H, sl) 24,4 CH, C-8eCl 2,08 (m) 24,6
7 5,32 (1H, dd, J 6,6 € 3,6 Hz) 118,0 CH - 5,31 (d; 3,0) 118,1
8 - 145,7 C - -—-- 145,9
9 2,28 (1H, sl) 48,5 CH - 2,28 (m) 48,6
10 - 35,0 C - -—-- 35,1
11 1,58 (2H, m) 18,2 CH, - 1,60 (m) 18,1
12 1,82 (2H, sl) 33,6 CH, 1,65 (m); 1,89 (m) 33,8
13 - 43,6 C H -—-- 43,7
14 - 51,2 C H-18 ———- 51,3
15 1,49 (2H, m) 34,0 CH, - 1,46 (m) 43,1
16 1,25 (1H, m) 28,7 CH, - 1,64 (m); 2,00 (m) 29,0
17 1,57 (1H, m) 53,3 CH - 1,57 (m) 53,4
18 0,81 (3H, sl) 21,8 CHs3 C-13; C-17 0,82 (s) 21,7
19 1,02 3H, sl) 12,8 CH; - 1,00 (s) 12,9
20 1,66 (1H, m) 33,5 CH - 1,86 (m) 33,6
21 1,33 (3H, d,J 6,2 Hz) 19,8 CHs3 C-17; C-22 0,95 (s) 20,0
22 1,43 (2H, s); 1,6 (2H, si) 40,6 CH, - 1,43 (m); 1,67 (m) 41,0
23 3,58 (1H, m) 69,2 CH - 3,58 (ddd, 5,0; 8,5; 8,0) 69,3
24 2,67 (1H, d, J 8,4 Hz) 68,5 CH C-27; C-23 2,66 (d; 8,0) 68,6
25 - 60,4 C - -—-- 60,3
26 1,32 3H, s) 19,9 CH; - 1,33 (s) 19,9
27 1,33 3H, s) 24,9 CH; - 1,32 (s) 24,6
28 1,05 3H, s) 24,5 CH; - 1,05 (s) 25,0
29 1,12 (3H, ) 21,6 CH; - 1,12 (s) 21,9
30 1,02 (3H, s) 27,4 CH, - 1,02 (s) 27,5

Literatura: Saraiva et al. (2006); ® RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) ¢ RMN de '3C (75 MHz, CDCls); ¢ DEPT 135 (75 MHz, CDCl3)
*HMBC "3C-'H (75 ¢ 300 MHz, CDCl;); "RMN de 'H (200 MHz, CDCls); ¢ RMN de *C (50 MHz, CDCl;); " °J e 3J
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5.1.3 Anadlise e identificagcdo de amostra 2DP84A (SUB-3)

A fase cloroférmica CHCl; (2DP83E) obtida da marcha alcaloidica 4cida a partir do
extrato metanolico do lenho, apds ter sido eluida em CLAE nas condigdes descritas
(Fluxograma 6), resultou em uma substancia solida de aparéncia amarela clara, com forte
absor¢ao em UV 254 nm, sendo codificada aqui como 2DP84A.

Os dados de CL-EMAR (Anexo 23) indicam duas possiveis formulas moleculares para
a amostra: uma com presenga de nitrogénio e outra sem nitrogénio. Considerando que o
procedimento utilizado foi de uma marcha alcaloidica, definiu-se a formula molecular da
amostra 2DP84A como sendo CisHiiN>O, [M+H]" m/z 251,0830.

Com o objetivo de elucidar a estrutura, os espectros de RMN 'H (Anexo 24), DEPT 135
(Anexo 26), COSY (Anexo 27), HSQC (Anexo 28) e HMBC (Anexo 29) foram organizados na
Tabela 4. Além disso, a massa molecular foi comparada com substancias isoladas do género
Simaba, conforme publicado por Barbosa, Braz-Filho e Vieira (2011), e indica o alcaloide 9-
metoxicantin-6-ona com grande potencial de ser a amostra 2DP84A.

Corroborando com essa proposta estrutural, os dados de DEPT 135 mostraram sete
carbonos metinicos e uma metila. Pela anélise dos dados de HMBC foi possivel identificar sete
carbonos ndo hidrogenados. Além disso, os sinais 6c 159 e 8y 4,01 indicam, respectivamente, a
presenca de carbonila o,3- insaturada de anel aromatico e um grupo metoxila. Dessa forma, a
amostra 2DP84A, apresenta um total de quize carbonos, dez hidrogénios e dois oxigénios, em
concordancia com a formula molecular proposta no EMAR.

A amplia¢do do espectro de RMN 'H (Figura 20) dessa amostra apresenta um conjunto
de protons de acoplamento AMX, ou 8,0 (1H, d, J 8,6 Hz, H-11); ou 8,24 (1H, d, J 2,3 Hz, H-
8)edu7,12 (1H, dd, J 2,3 ¢ 8,6 Hz, H-10) (KANCHANAPOOM et al. 2001). Embora o sinal
de H-2 se apresente como um singleto largo (Figura 21), seu deslocamento quimico e demais
dados da substancia SUB-3 sao comparaveis aos dados da literatura para a 9-metoxicantin-6-
ona, conforme demonstrado (Tabela 4), além de outras corre¢des observadas a partir dos
espectros de HMBC e COSY (Figura 22). Segundo Kuo et al (2003), os dados comentados sao
tipicos de protons heteroaromaticos de cantin-6-ona. O mapa de HMQC mostra o sinal da
metoxila (du 4,01) acoplando com o sinal do C-9 (6c 163,4) (Figura 22). E isso, segundo Fo e
colaboradores (1992), sugere que a amostra possui um esqueleto 9-metoxicantin-6-6nico. Por
fim, os resultados obtidos, quando comparado a literatura, permitem confirmar a estrutura da

amostra em questdo como sendo a 9-metoxicantin-6-ona!
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Figura 20 - Ampliacao de 8 6,96-7,16 e 6 7,90-8,30 do espectro de RMN de 'H (300 MHz,
CDCIl;) da SUB-3
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Figura 21 - Ampliacao de ¢ 7,85-8,00 e 6 8,72-8,88 do espectro de RMN
de 'H (300 MHz, CDCl3) da SUB-3
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Figura 22 - Correlagdes do HMBC e COSY para a amostra 2DP84A




Tabela 4 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra 2DP84A em comparacao com a literatura para a 9-metoxicantin-6-ona

CH 2DP84A Literatura®
5 'HP 5 13Cc  DEPTY HMBC® COSY 5 'Hf 3 13Ce
1 7,92 (dl, J 4,8 Hz) 115,6 CH - H-2 7,74 (d, J 4,9 Hz) 115,8
2 8,78 (s]) 143,7 CH - - 8,69 (d, J4,9 Hz) 146,1
3 - - - - - - -
3a - 133,8 - - - - 135,8
4 8,12 (dl,J 9,8 Hz) 138,0 CH - H-5 7,94 (d, J 9,8 Hz) 140
5 7,00 (d, J 9,8 Hz) 129,8 CH - - 6,89 (d, 9,8 Hz) 128,6
6 - 159,0 - - - - 159,6
7 - - - - - - -
7a - 142,3 - - - - 141,4
8 8,24 (d, J 2,3 Hz) 101,4 CH C-7a; C-10; C-11a - 8,24 (d, J 2,3 Hz) 101,4
9 - 163,4 - - - - 162,6
10 7,12 (dd, J8,6;2,3Hz) 114,8 CH - H-11; H-8 6,98 (dd, J 8,6, 2,3 Hz) 114,3
11 8,01 (d,J 8,6 Hz) 123,9 CH C-7a; C-9; C-11b - 7,94 (dd, J 8,6 Hz) 123,5
11a - 116,5 - - - - 117,4
11b - 132,7 - - - - 130,6
11c - 1324 - - - - 1324
9-OMe 4,01s 56,2 CH; C-9 - 393s 56,1

Literatura: Fajrian et al. (2010); ®* RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) °RMN de '3C (75 MHz, CDCl3); ¢DEPT 135 (75 MHz, CDCl5)

*HMBC ¥C-'H (75 e 300 MHz, CDCl5); f RMN de 'H (200 MHz, CDCl3); 8RMN de *C (50 MHz, CDCls)
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5.2 Identificacao das substancias isoladas das folhas da S. pubicarpa

O trabalho com as folhas inicia com uma analise por espectrometria de massas por
injecao direta (DI-MS) de extratos, onde verificou-se que o extrato hidrometanolico apresentava
um melhor perfil para isolamento de substancias. Das folhas foram isoladas seis substancias e,
trés analogos sintéticos foram sintetizados de uma dessas substancias isoladas. Neste trabalho,
as amostras isoladas das folhas sdo analisadas por espectrometria de massa de alta resolugao
(EMAR), RMN 1D e 2D e seus dados comparados com os descritos na literatura.

A seguir, sdo apresentados a analise, os dados espectroscopicos e a proposta estrutural

para cada um desses metabdlitos isolados e analogos.

5.2.1 Analise do espectro do extrato hidrometandlico das folhas por molecular networking
GNPS
O perfil do espectro DI-APCI-EM obtido a partir do extrato hidrometandlico das folhas
indica possibilidade de isolamento simples de substancias. Assim, a fim de obter-se as
anotagdes, sete picos desse espectro foram submetidos a fragmentacao, conforme apresentado

na Figura 23. Os espectros de cada fragmentacdo estdo nos anexos de 30 a 34.

Figura 23 - Picos fragmentados do extrato MeOH:H>O (1:1) das folhas da S. pubicarpa
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Os dados foram aplicados ao GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking) resultando em cinco anotacgdes, duas para acidos e trés para flavonoides (Figura

24).
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Figura 24 - Anotacdes no GNPS classico do extrato MeOH:H>O das folhas da S.

pubicarpa
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O Quadro 3 apresenta as fragmentagdes no GNPS cléssico do extrato MeOH:H>O das
folhas da S. pubicarpa, além dos cossenos para cada anotacdo. Os picos obtidos em cada
fragmentacao sao compativeis com os picos apresentados pela literatura. As discrepancias nas
intensidades dos picos sdo devidas, principalmente as diferentes técnicas usadas para induzir a

fragmentagdo ou até mesmo o instrumento utilizado.

Quadro 3 Fragmentagdes e cossenos das anotagdes no GNPS classico do extrato MeOH:H>O
das folhas da S. pubicarpa

m/z ANOTACOES DO GNPS .
[M-H] Referéncia
Substancias Cosseno | MS/MS (Pico base)
191,0 | Acido quinico 0,89 173,127,111, 85 ARAUIJO et al. (2020)
289,0 | Catequina 0,95 245,205,203, 179, 161 | JIANG, C.; GATES, P. J. (2024)
353,0 | Acido trans-clorogénico 0,79 |325,309,297,269,191 | LUZ (2019)
431,0 | Trihidroxiflavona C-hexosideo | 0,87 |341,311, 285, 284, 283 | ARAUJO (2025)
447,0 | Quercitrina 0,91 327,301,300, 284, 233 | ARAUJO et al. (2020)

5.2.2 Anadlise dos dados de RMN 1D e 2D da 5DP13A4-18

Os espectros de RMN 1D e 2D (Anexos 35 e 37 a 41), listados na Tabela 5, indicam a
presenca de 21 carbonos e 20 hidrogénios, o que aponta para um indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) de 12. Dando continuidade a elucidagao estrutural, a analise dos espectros de
RMN 'H (Anexo 35) e '3C (Anexo 37) evidencia a presenca de um esqueleto flavona do tipo

apigenina. Nos espectros de '3C, sdo observados sinais caracteristicos de carbonos dos anéis
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aromaticos B e C (Figura 25) de apigenina, em dc 103,2 (C-10), oc 128,4 (C-9), 8 116,0 (C-3°
¢ C-6"), 8 128.4 (C-6"), 8 161,2 (C-2’¢ C-4") (SILVA, CARVALHO ¢ BRAZ-FILHO, 2009).
Figura 25 - Ampliagdo do espectro de RMN '3C na regido de §c 100-170
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Como parte dessa analise, o espectro de 'H (Anexo 35) da substincia, apresenta na
regido de aromaticos (Figura 26) os sinais de hidrogénio acoplados entre si, com deslocamento
07,93 (2H, d, J 8,8 Hz, H-2’ e H-6") ¢ 8 6,93 (2H, d, J 8,8 Hz, H-3" ¢ H-5"), tipicos do padrao
do benzeno para-dissubstituido. Segundo Silva, Carvalho e Braz-Filho (2009), as constantes
dos dubletos indicam acoplamento orfo dos hidrogénios no anel aromatico C, o que sugere
substitui¢io simétrica no anel B. Portanto, os deslocamentos quimicos de *C e 'H,
corroborados com os padrdes de multiplicidade e constante de acoplamento e refor¢gam a ideia

da amostra SDP13A-18 ser uma flavona de esqueleto apigenina (SILVA, CARVALHO E
BRAZ-FILHO, 2009).

Figura 26- Ampliagio do espectro de 'H da substancia na regido de aromaticos & 6,0-8,5
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Dando sequéncia a analise da regido dos aromadticos, observa-se o simpleto em 8 6,51
(1H, s) (Figura 26), o que sugere a presenca de um hidrogénio ligado a carbono aromatico. Ja
o simpleto & 6,78 (1H, s), € caracteristico de hidrogénio metinico (H-3) de flavonas (SILVA,
CARVALHO e BRAZ-FILHO, 2009). O espectro de RMN de 'H ainda mostra o sinal em &
4,59 (d, 1H, J 9,8 Hz), caracteristico de hidrogénio anomérico; que juntamente com o Unico
sinal de carbono metilénico em & 61,22, apresentado no espectro de DEPT 135 (Anexo 38)
colabora para inferir a presenca de uma hexose.

Essas observagdes, juntamente com a constante de acoplamento do hidrogénio
anomérico (J = 9,8 Hz), sugerem uma ligagdo C-B-glicosidica (ZIELINSKA-PISKLAK et al.,
2015). Utilizando o mapa de contorno HMBC (Anexo 41), € possivel observar a correlagcao do
hidrogénio anomérico com o C-6 (Figura 27); além dos acoplamentos do hidrogénio vinilico
H-3 (6 6,77) com C-2 (& 128,4) e com o carbono carbonilico C-4 (181,9).

A presenga de um sinal em 6 13,55 (1H, s), caracteristico de hidrogénio de hidroxila
desblindado por ligagao de hidrogénio, possivelmente uma ligagdo intramolecular, € tipico de
flavonas do tipo apigenina (BHATTACHARY YA et al, 2007).

Com base nos dados apresentados, somados aos da Tabela 5 e por compara¢do com a

literatura, a substancia SDP13A-18 trata-se de isovitexina (Figura 27).

Figura 27 - Correlagdes do mapa de contorno HMBC da amostra SDP13A-18 (isovitexina)
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Tabela 5 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra SDP13A-18 em comparag@o com a literatura para a isovitexina
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CH 5DP13A-18 -Isovitexina Literatura®
: 5 'HP : § 13ce . DEPTY HMBC*® : 5 'Hf d 13Ce
2 163.4 (C-2) c 1635 (C-2)
3 6,77 (1H, si, H-3) 102,7 (C-3) CH C-2; C-4: C-10; C-1' 6,78 (1H, s, H-3) 102,9 (C-3)
4 181,9 (C-4) C 181,9 (C-4)
C-5-OH 13,56 (1H, si, OH-5) 160,7 (C-5) C 13,55 (1H, s, OH-5) 156,2 (C-5)
6 -—- 108,9 (C-6) (O T 108,9 (C-6)
C-7-OH 163, (C-7) C 10,93 (1H, brs, OH-7) 163,2 (C-7)
8 6,51 (1H, s/, H-8) 934 (C-8) CH C-6; C-9; C-10 6,51 (1H, s, H-8) 93.6 (C-8)
9 156.2 (C-9) c e 161.2 (C-9)
10 103,2 (C-10) c 103.,4 (C-10)
I 121,1 (C-1% c 121,1 (C-1°)
2! 7,93 (2H, d, J 8.80 Hz, H-2' e H-6") 128,4 (C-2'e C-6" CH C-2 7,93 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2’/H-6") 128,5 (C-2°/C-6")
3 6,93 (2H, d, J 8.80 Hz, H-3' ¢ H-5") 116,0 (C-3'e C-5" CH C-1' 6,93(2H, d, J= 8.8 Hz, H-3’/H-5") 116,0 (C-3°/C-5")
C-4-OH 161,2 (C-4" C 10,44 (1H, brs, OH-4") 1606 (C-4")
£
S
1" 4,59 (1H, d, J 9.83 Hz, H-1") 72,8 (C-1") CH C-6"; C-5"; C-3"; C-5; C-6; C-7 4,64 (1H, d, J=9.8 Hz, H-1"") 78,9 (C-1"")
2" 4,05 (1H, £, J 9,20 Hz, H-2") 70,0 (C-2") ca e 73,5 (C-27)
3" 3,21 (1H, m, H-3") 78,7 (C-3") CH 3,04-4.52 (4H, (S)Ogep"sm’ glucosil 71,2 (C-37)
4" 3,16 (1H, m, H-4") 70,4 (C-4") CH 4,04-3,13 (6H, sobreposto, glucosil H) 70,6 (C-4>")
5" 3,16 (1H, m, H-5") 81,3 (C-5") ca 81,6 (C-5")
6" 3.42 (1H, m, H-6"); 61.2 (C-6" O e 61,5 (C-6")
6" 3,69 (1H, m, H-6") 612 (Co6ny s e

“Literatura: ZIELINSKA-PISKLAK et al. 2015; > RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds); *RMN de '*C (125 MHz, DMSO-ds); ¢ DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds); ¢ HMBC '*C-'H (125 e 500
MHz, DMSO-ds);  RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds); $RMN de '3C (75 MHz, DMSO-ds)
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5.2.3 Anadlise das anotagoes do GNPS da fracdao cromatogrdfica 5SDP22C

Foi realizada uma analise por espectrometria de massa da fracao SDP22C (Fluxograma
10), no LABCEM/UFAM. O espectro de massa por APCI em modo negativo apresentou um
pico destacado em m/z 431 [M-H], conforme apresentado na Figura 28.

Figura 28 - Espectro de massa APCI-EM da fragdo SDP22C em modo negativo
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O pico [M-H] m/z 431 foi fragmentado (Figura 29) e os dados de EM/EM obtidos foram
analisados pelo GNPS cléssico, resultando em duas anotagdes. As anotagdes do GNPS sdo para
duas flavonas glicosiladas e isdmeras, a vitexina e a isovitexina, com um cosseno de 0,97 e

0,83, respectivamente, conforme observado na Figura 30.

Figura 29 - Espectro EM/EM de [M-H] m/z 431 da fragao cromatografica SDP22C
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Figura 30 - Anotacdes do espectro EM/EM de m/z 431 [M-H] da amostra SDP22C pelo
GNPS
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O espectro EM/EM de [M-H] m/z 431 da coleta SDP22C presentou os picos de
fragmentacdo 311,10 (100%), 341,11 (29,26%), 283,12 (3,89%), concordante com a anotagao
do GNPS para a vitexina com um cosseno de 0,97. Araujo e colaboradores (2025) apresentam
como proposta os ions fragmentados em m/z 341 [M — H — C3HsO3]7, 311 [M — H — C4HgO4]"
e 283 [M — H — C4HgO4 — COJ, correspondentes a perdas de 90 Da, 120 Da e CO,
respectivamente. Os autores acrescentam que os ions fragmentados m/z 341 e 311

correspondem a quebra do anel glicosidico.

5.2.4 Anadlise dos dados de RMN 1D e 2D da 5DP30P

Assim como nas outras substancias analisadas neste trabalho, os dados de RMN 1D e
2D (Anexos 42 e 44 a 48) foram listados em tabela (Tabela 6). A analise dos espectros de 'H
(Anexo 42) e 13C (Anexo 44) da SDP30P apresentam os mesmos padrdes de esqueleto apigenina
da isovitexina (Figura 31). Além do sinal em & 13,17 (1H, s) de hidrogénio de hidroxila
caracteristico de hidrogénio desblindado de liga¢do intramolecular.

O hidrogénio 6 6,78 (1H, s) esta ligado ao carbono 6 102,9, caracteristico de flavona do
C-3 (FERREIRA et al. 2016; SILVA, CARVALHO e BRAZ-FILHO, 2009). O espectro de
DEPT 135 (Anexo 45), mostra um aglomerado de sinais em entre ¢ 82 e 60, sendo um deles
um carbono metilénico, correspondendo a sinais de glicose. Destaca-se ainda o sinal de
hidrogénio em 6 4,68 (1H, d, J 9,95 Hz), caracteristico de hidrogénio anomérico, e sua constante
de acoplamento, indicando tratar-se de uma ligacdo C-B-glicosidica (ZIELINSKA-PISKLAK
et al. 2015).
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Figura 31 - Ampliagdo do RMN 'H e '*C comparativa entre SDP13A-18 (isovitexina) e SDP30P
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Os resultados obtidos nos espectros comparados aos dados aqui apresentados e

confirmados pela literatura, juntamente com as correlacdes de HMBC (Anexo 48 e Figura 32)

indicam que a amostra SDP30P ¢ a vitexina.

Figura 32 - Correlagdes de HMBC da molécula de vitexina




Tabela 6 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra SDP30P e comparagdo com dados da literatura para vitexina
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C/H 5DP30P Vitexina Literatura®
5 'HP d 13Ce DEPT¢ HMBC 5 'Hf 5 13Ce

2 - 1644 C --- 163,9 (C-2)

3 6,78 (1H, s) 102,9 CH C-2; C-4; C-10; C-1' 6,79 (1H, s) 102,5 (C-3)

4 - 182,6 C - 182,1 (C-4)
C-5-OH 13,17 (1H, s) 160,8 C C-5 13,17 (1H, s) 160,4 (C-5)

6 6,28 (1H, s) 98,6 CH C-10; C-5; C-7; C-8 6,27 (s) 98,1 (C-6)
C-7-OH 10,86 (1H, s) 163,0 C --- 162,6 (C-7)

8 - 105,1 C --- 104,6 (C8)

9 - 156.4 C --- 156,0 (C-9)

10 - 104,5 C --- 104,0 (C-10)

1' - 1221 C - 121,6 (C-17)

2' 8,03 (2H, d, J 8,8 Hz) 1294 (C-2'e C-6") CH C-2;C-4 8,02 (d;J 8,5, H-2°,6") 129,0 (C-2°,6")

3 6,89 (2H, d, J 8,8 Hz) 116,3 (C-3'e C-5") CH C-1 C-4 6,87 (d; J 8,5, H-3°, 5%) 115,8 (C-3°,5")
C-4'-OH 10,36 (1H, s) 161,6 (C-4") C - ---

5 - — — o o

6 - — ——- o o

1" 4,68 (1H, d,J 9,9 Hz) 73,8 (C-1") CH C-7; C-8; C-9; C-2"; C-3"; C-5" 4,73 (d; J 9,8; H-1") 73,4 (C-17)

2" 3,84 (1H, m) 71,3 (C-2") CH - ---

3" 3,26 (1H, m) 79,1 (C-3") CH - ---

4" 3,38 (1H, m) 71,0 (C-4") CH C-3"; C-5"; C-6" --- -—-

5" 3,24 (1H, m) 82,3 (C-5" CH - ---

6" 3,76 (1H, m) 61,7 (C-6") CH, C-5"; C-4" - -

6" 3,53 (1H, m) - -

Literatura: FERREIRA et al. 2016; ®* RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds); °RMN de '3C (125 MHz, DMSO-ds); ¢ DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds); *HMBC *C-'H (125
500 MHz, DMSO-ds); ' RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds); ¢ RMN de *C (125 MHz, DMSO-dj)
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5.2.5 Analise dos dados de RMN 1D e 2D da 5DP13A4-36

Todos os dados de RMN 1D e 2D (Anexos 49 e 51-55) foram organizados na Tabela 7.
Posteriormente, a analise conjunta dos espectros de RMN de 'H (Anexo 49), '*C (Anexo51) e
DEPT 135 (Anexo 52), revelou a presenga de vinte e um carbonos e treze hidrogénios.

Continuando a discussdo dos dados, o RMN 'H apresenta um sinal em § 12,64 indicando
a presenca de um proton formando ponte de hidrogénio intramolecular, possivelmente com a
carbonila observada no espectro de °C em & 177,7. A ampliacdo do espectro de hidrogénio
(Figura 33) sugere a presenga de trés hidrogénios com um sinal de dupleto em 6 7,30 (1H, d, J
2,12 Hz) acoplado a longa distancia com um segundo hidrogénio de ¢ 7,25 (1H, dd, J 8,3 ¢ 2,1
Hz), e este acoplado em orto ao terceiro hidrogénio ¢ 6,86 (1H, d, J 8,3 Hz).

Figura 33 - A ampliagdo espectro de hidrogénio da amostra SDP13A-36
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A constante de acoplamento dos hidrogénios em 6 6,20 (d, J 1,85 Hz) ¢ 6 6,38 (d, J 1.85
Hz), indica estarem em posi¢ao meta. O sinal em 6 0,81 (3H, d, J 6,12 Hz), juntamente com os
sinais no espectro de '°C, no entorno de § 70 sugere a presenca da metila de uma ramnose. A
constante de acoplamento do sinal em 6 5,25 (1H, d, J 1,30 Hz), do hidrogénio anomérico,
indica uma ligacao a-glicosidica (ZIELINSKA-PISKLAK et al., 2014; ERHABOR, IWU ¢
AMADI (2021). Algumas correlagdes do espectro de HMBC (Anexo 55) sdo apresentadas na
Figura 34, em particular a correcdo entre o hidrogénio anomérico em d 5,25 ppm e o carbono

em 134,18 ppm, indicativa da ligacdo glicosidica.
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Figura 34 - Correlagdes de HMBC da molécula de quercitrina

Os dados apresentados, comparados com a literatura, mostram que a substancia

SDP13A-36 (ou SDP66-B) trata-se da quercitrina, quercetina 3-O-a-ramnosideo.



Tabela 7 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra SDP13A-36 em comparagdo com dados da literatura para a quercitrina
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C/H SDP13A-36 Quercitrina Literatura®
5 TH° 3 BCe DEPTC HMBC® 3 TH 5 1CE
p - 156,5 C2 C 157.5
3 . 1342 C.3 C 1343
4 . 177.7 C-4 C 177.9
C.5-OH 12,66 (1H, ) 1613 C-5 C 12,64 (1H. ) 161.4
6 6.20 (1H. d. J 1.8 Hz) 98.8 C-6 CH C.5: C.7: C-10 6.10 (1H, 4.7 2.0 Hz) 93 8
C.7-OH A 164.5 C-7 C 1643
8 6,38 (IH. d. J 1.8 Hz) 93.7 C-8 CH C_6: C_7: C-9; C-10 6,46 (1H, d.J 2.0 Hz) 938
9 A 157.2 C-9 C 156.6
10 . 104.0 C-10 C 104,
P : 121.1 C-1 C 1213
> 7.30 (1H, d, J 2.1 H7) 115.5 C-2' CH Co0: G- Co3% C-4 730 (1H, d. J 2.4 Hz) 1158
C3-0H B 1452 C_3' C 1453
C_.4-OH . 1485 C_4' C 148.6
5 6.86 (IH. d. J 8.2 Hz) 115.6 C-5' CH C3C-4" C-6 6.88 (1H, d..J 8.0 Hz) 115.6
6 725 (IH, dd, J 2,1 ¢ 8. 2Hz) 120,7 C-6 CH C-4 7,26 (1H, dd, J 2’6‘,‘)6 84 Hz IH, H- 1509
T 525 (1H. d.J 1.30 Hz) 101,8 C-1" CH C3 525 (d J 1.2 H) 1019
2 3.97 (1H, m) 70,6 (C-2" CH C.4" 4,97-320 (H-2" - H-5" ramnosil) | 70.5
C2"OH 3
3 3.51 (1H, dd, J3.3 ¢ 9.3 Hz) 703 (C3Y | CH 702
C3"OH A
4 321 (1H, dd, J 6,1¢ 9.3 Hz) 712 C-4%) CH 713
C.4"OH :
5" 3.15 (1H, m) 70.1 C-5" CH 70.8
6" 0.81 3H, d..J 6.12 H)) 17,5 C-6" CH, C.4" 0.82 (3H, d. 7 6.0 Hz) 17,6

iLiteratura: ERHABOR, IWU e AMADI (2021); ® RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds); °RMN de '3C (125 MHz, DMSO-ds); ¢ DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds); *HMBC
BC-H (125 € 500 MHz, DMSO-ds); " RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;); 2RMN de *C (100 MHz, DMSO-dj)
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5.2.6 Analise dos dados de RMN 1D e 2D da 5DP64-B

O espectro de EMAR da amostra, apresenta no modo negativo [M-H] m/z 431,0993 ¢
formula molecular C21H19011 (Anexo 56). No espectro de RMN de 'H da amostra 5SDP64-B
(Anexo 57), os sinais o 7,74 (1H, d, J 8,7 Hz); ¢ 6 6,91(1H, d, J 8,7 Hz), ambos com integral
para dois hidrogénios, indicam um anel benzénico dissubstituido em posi¢ao para. A constante
de acoplamento dos sinais 6 6,19 (1H, d, J 1,9 Hz) e 6 6,39 (1H, d, J 1,9 Hz), ¢ indicagdo de
hidrogénios em posicao meta. O sinal em 0 0,780 (3H, d, J 5,7 Hz) ¢ caracteristico de metila de
uma ramnose ¢ o sinal em 0 5,28 (1H, d, J 1,1 Hz) do hidrogénio anomérico indica tratar-se da
afzelina. A afzelina ¢ uma glicosiloxiflavona, ligado a um residuo ramnosil na posi¢do 3 por
meio de uma ligacao glicosidica, conforme correlagio de HMBC (Anexo 63) da molécula e
ampliacao do espectro de HMBC (Figura 35)

Figura 35 - Corre¢cao de HMBC da 5SDP64-B e amplia¢do da correlagao [H-1" - C-3]
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Todos os dados de RMN 1D e 2D (Anexos 57 e 59-63) foram organizados na Tabela 8.



Tabela 8 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra 5DP64-B em comparac¢ao com dados da literatura para a afzelina

C/H 5DP64 — B: Afzelina Literatura®
5 'HP § 13Ce DEPT¢ HMBC® 5 'Hf 5 13Ce
2 - 157,0 C-2 C - 157,1
3 - 134,6 C-3 C - 134,2
4 - 178,1 C-4 C - 177,6
C-5-OH - 161,7 C-5 C C-5;,C-6 - 161,2
6 6,19 (1H,d,J 1,9 Hz) 99,3 C-6 CH C-7,C-8; C-10 6,40(1H, d; J 2,0 Hz) 98,7
Cc-7-008 | e 165,1 C-7 O 164,2
8 6,39 (1H,d,J 1,9 Hz) 94,3 C-8 CH C-9 6,22 (1H, d; J 2,0 Hz) 93,7
9 - 157,0 C-9 C - 157,4
10 - 104,5 C-10 C - 104,1
1' - 121,0 C-1' C - 120,5
2! 7,74 (1H, d, J 8,7 Hz) 131,1 C-2' CH C-2;C-4 7,76 (1H, d; J 8,8 Hz) 130,5
C-3' 6,91(1H, d, J 8,74 Hz) 115,9 C-3' CH C-1;, C-4' 6,92 (1H d; J 8,8 Hz) 115,3
C-4'-OH - 160,5 C-4' O 159,9
5' 6,91(1H, d, J 8,7 Hz) 115,9 C-5' CH 6,78 (1H, d; J 8,8 Hz) 115,3
6' 7,74 (1H, d, J 8,7 Hz) 131,1 C-6' CH 7,62(1H, d; J 8,8 Hz) 130,5
1" 5,28 (1H,d,J 1,1 Hz) 102,2 C-1" CH C-3; C-2" 5,30 (1H, d, J 1,5Hz) 101,7
2" 3,05 (1H, m 71,1 C-2" CH 70,3
C-2"-OH - - - -
3" 3,97(1H, m) 70,5 C-3" CH - 70,5
C3"OH | e e - -
4" 3,47 (1H, m) 70,8 C-4" CH - 71,1
C4"'-OH | e e S
5" 3,04 (1H, m) 71,5 C-5" CH - 70,0
6" 0,780 (3H, d, J 5,7 Hz) 17,9 C-6" CH3 0,80 (3H, d,J 5,8 Hz) 17,4

“Literatura:FUKUNAGA et al. (1988); ® RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dj); RMN de 13C (75 MHz, DMSO-ds); * DEPT 135 (75 MHz, DMSO-ds); *HMBC 3C-H (75 ¢
300 MHz, DMSO-ds); ' RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds); ¢ RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds
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5.2.7 Anadlise da amostra SDP71F

A substancia SDP71F apresenta espectro de EMAR [M-H] m/z 289,0721 e formula
molecular CisH1406 (Anexo 64). O espectro de '°C (Anexo 66), mostra 15 carbonos, e o
espectro de DEPT 135 (Anexo 67) apresenta um carbono metilénico, sete carbonos metinicos
e por diferenca, sete carbonos quaternarios. O espectro de 'H (Anexo 65) mostra os hidrogénios
05,91 (1H,d, J2,2Hz)e 6 5,71 (1H, d, J 2,2 Hz) em posi¢do meta. Os sinais dos hidrogénios
metilénicos 6 2,68 (1H, dd, J 16,5 e 4,4 Hz), 6 2,46 (1H, dd, J 16,5 ¢ 3,1 Hz), estdo acoplados
a 04,00 (s/) (WATANABE, 1998). O sinal 6 4,75 (sl, 1H), concordante com Barreiros (2005, p.
183), e com os dados da literatura na Tabela 9, juntamente com as correlagdes HMBC (Anexo

70) e (Figura 36), permitiram inferir que a amostra SDP71F ¢ a epicatequina.

Figura 36 - Correlagdes HMBC da molécula epicatequina




Tabela 9 - Dados de RMN 1D e 2D da amostra SDP71F e comparagdo com dados da literatura para epicatequina
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CH SDP71F - epicatequina Literatura®
5 'Hb 3 13¢ce DEPT! HMBC® 5 'Hf 5 13Ce
13 1 (8 3C) RMN 100,04
Posicio (5 "H) RMN 300 MHz; DMSO-ds SHZC)D%%Z HMBC SHE)DR%%?;%& MHz; ]EiI:/ISO—da
2 4,75 (1H, sl) 78,5 CH C-1' C-2" C-6' 4,74 (1H, s) 78,6
3 4,00 (1H, s) 65,4 CH 3,92 (1H, m) 66,2
4a (anti) 2,68 (1H, dd, J 16,6 ¢ 4,4 Hz) 28,7 CH, C-3; C-10; C-5 2,46 - 2,71 (2H, m) 28,0
4b (sin) 2,46 (1H, dd, J 16,6 ¢ 3,1 Hz) 28,7 CH, -
5-OH e 156,2 C - 156,5
6 5,91 (1H, d, J 2,2 Hz) 95,5 CH C-10 5,89 (1H, d, J 2 Hz) 96,0
7-OH = e 157,0 C - 156,2
8 5,71 (1H, d, J 2,2 Hz) 94,5 CH C-6; C-10 5,73 (1H, d, J 2 Hz) 95,4
9 o e 156,7 C - 156,2
10 - e 98,9 C - 99,7
IS 131,1 C - 131,3
2! 6,66 (1H, sl) 115,2 CH 6,68 (1H, d, J 8 Hz) 115,7
3'-OH --- 144,9 C 144.4
4'-OH --- 144,9 C 144,5
s 6,88 (1H, sl) 115,3 CH 6,89 (1H, d, J 8 Hz) 114,8
6' 6,65 (1H, s) 118,4 CH C-1' C-2'; C-¢' 6,90 (1H, dd, J 2; 8 Hz) 118,00

“Literatura: WATANABE, M. 1998; ® RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds); ° RMN de *C (75 MHz, DMSO-d); ¢ DEPT 135 (75 MHz, DMSO-ds); HMBC C-'H (75 e 300
MHz, DMSO-ds); f RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds); ¢RMN de '*C (100 MHz, DMSO-d;
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5.2.8 Anadlise dos dados espectrométricos da amostra SDP71E

A substancia SDP71E apresenta no espectro de CL-IES-(-)-EMAR [M-H] m/z 183,0311
e formula molecular CgH70s5 (Anexo 71). O espectro de hidrogénio (Anexo 72) apresenta
somente dois sinais, sendo um sinal de metoxila em 6 3,73 (3H, s) e outro sinal em 6 6,93 (2 H,
s). O espectro de RMN de '3C (Anexo 73) apresenta seis carbonos, sendo o sinal em & 166,8 de
carbono de carbonila de éster. O experimento DEPT 135 (Anexo 74), mostra um sinal de
carbono metinico em & 108,9 e uma metila em o 52,1. Juntamente com o mapa de correlagdes
HMBC (Anexo 77), os dados indicam que a amostra SDP71E ¢ o galato de metila (Figura 37).
A Tabela 10, resume os dados obtidos a partir dos espectros de RMN 1D e 2D da amostra
(Anexos de 72 a 77).

Figura 37 - Correlagdes HMBC da molécula do galato de metila
OH
OH

@)
s

Tabela 10 - Dados de RMN 1D e 2 D do galato de metila

CH 5DP71F - Galato de metila Literatura®
3 'HP 3 13ce  DEPT¢  HMBC 3 'Hf 5 Bce
1 -— 119,7 C 119,75
2 6,93 (2H, s) 108,9 CH C14,.CC;5))7, ¢ 6,94 (2H, s) 108,95
3-OH -— 146,0 C 9,26 (2H, s, H-30/5) 146,04
4-OH - 138,9 C 8,93 (1H, s) 138,87
5-OH - C -
6 _— - _—
7 - 166,8 C 166,78
8-OMe 3,74 (3H, s) 52,1 CH; C-7 3,75 (3H, s) 52,05

Literatura: SANCHEZ et al. 2013; ®* RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds); RMN de *C (75 MHz, DMSO-d); ¢
DEPT 135 (75 MHz, DMSO-ds); “HMBC *C-'H (75 ¢ 300 MHz, DMSO-d;);' RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dj); &
RMN de '3C (100 MHz, DMSO-dj)
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5.2.9 Anadlise dos dados de RMN dos ésteres sintéticos

Os ésteres sintéticos apresentam espectros CL-ESI-(-)-EMAR, RMN de 'H e 13C
(Anexo 78-86) com dados comparaveis aos da literatura (BAHEEJ et al., 2023; OOSHIRO et
al., 2009; SANCHEZ et al., 2013). A Figura 38 mostra o empilhamento dos espectros de
hidrogénios do galato de metila isolado da S. pubicarpa, dos analogos sintéticos (Figura 39) e
do 4cido galico comercial utilizado nas sinteses. Os sinais em destaques sdo referentes ao sinal
de dgua no galato de metila, enquanto nos outros espectros esse pico foi suprimido. Os sinais
que aparecem em torno de o 9,0 sdo referentes a hidroxilas fendlicas e o sinal em 6 6,93 sao dos
hidrogénios benzénicos. A Tabela 11 reuni os dados de RMN de 'H e *C dos ésteres do 4cido

galico.
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Figura 38 - Empilhamento dos espectros de RMN de 'H do galato de metila isolado da S. pubicarpa, analogos sintéticos e acido galico comercial
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Espectros de RMN de 'H: (a) galato metila (5SDP71E) isolado da planta, (b) acido galico comercial, (c) galato metila sintético, (d) galato de etila
sintético, (e) galato de isopropila sintético.



Tabela 11 - Dados de RMN de 'H e '*C dos ésteres do 4cido galico
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(3 'H) RMN 300 MHz; DMSO-ds (8 3C) RMN 75 MHz; DMSO-ds
Posicdo
Galato de metila Galato de etila Galato de isopropila Galatg de Gala.t 0 de Galato Qe
metila etila isopropila

1 -—-- 119,7 120,1 120,4 (C-1)

2 6,93 (2H, s, H-2/H-6 6,94 (2H, s, H-2/H-6) 6,93 (2H, s, H-2/H-6) 108.,9 108,8 108,8 (C-2)
3-OH 9,26 (2H, s, 3-OH/5-OH) - -—-- 146 145,8 145,7 (C-3/C-5)
4-OH 8,93 (1H, s 5-OH) - 138,9 138,5 138,4 (C-4)
5-OH - -—-- -—-- -—--

6 — — — —

7 -—-- 166,8 166,3 165,8 (C-7)

8 3,74 (3H, s, 8-OMe) 4,20 (2H, ¢,J 7,1 Hz, H-8) | 5,02 (1H, sept, J 6,3 Hz, H-8) 52,1 60,6 67,7 (C-8)

9 1,26 (3H, ¢, 3H, J 7,11Hz, H-9) | 1,27 (6H, d, J 6,25 Hz, H-9) 14,7 22,2 (C-9/C-10)

10 -—-- - -—-- -—--

Figura 39 - Galatos de alquilas sintéticos
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53 Atividade antimalarica dos extratos, fracdes, metabolitos isolados e analogos
sintéticos da Simaba pubicarpa

Foi realizado o teste de inibicdo do crescimento in vitro da cepa K1 de P. falciparum
com extratos e fracdes de diferentes polaridades (Tabela 12) e com metabdlitos isolados e
analogos sintéticos de S. pubicarpa (Tabela 13). Na Tabela 12, os melhores desempenhos
(menores Clso, em pg/mL) concentram-se nas folhas, principalmente nas fragdes de coluna
obtidas com metanol, com destaque para SDP22G (2,82 pg/mL) e SDP22E (3,56 pg/mL). Na
casca, extratos/fases em hexano e acetona também apresentam boa atividade (5,65-5,73
ng/mL), ao passo que, para o lenho, os extratos em hexano e acetato de etila sdo moderadamente
ativos (=9,5-9,7 pg/mL) e o extrato em metanol ¢ menos ativo (20,8 pg/mL). Esses resultados
indicam que a atividade antiplasmédica pode estar associada a constituintes extraidos em
diferentes faixas de polaridade, dependendo da parte vegetal, e que o fracionamento das folhas
foi determinante para alcancar os menores valores de Clso.

Na Tabela 13, os destaques em Clso (uWM) foram afzelina (8,88 uM) e o galato de metila
(15,1 uM), sendo este tltimo consistente entre a amostra isolada e o padrao sintético, o que
reforc¢a a relagdo entre estrutura quimica e atividade. Em um nivel intermediario, observam-se
quercitrina (12,6 uM), isovitexina (17,68 uM), acido galico (18,28 uM) e vitexina (21,3 uM),
enquanto (epi)catequina apresentou baixa poténcia (124,71 puM). Na comparacdo com a
literatura, a afzelina ja foi descrita como inativa frente a cepa 3D7 (52,77 + 1,84 uM) (Jun et
al., 2025) e ativa frente a cepa CDC1 (Clso = 1,1 ug/mL; 2,54 uM) (Liu et al., 2007), o que
sugere influéncia de cepa, protocolo experimental e/ou pureza. A quercitrina apresentou, em
outros estudos, atividade ligeiramente maior contra a cepa CDC1 (Clso = 4,1 pg/mL; 9,14 uM)
(Liu et al., 2007) do que a observada aqui contra K 1. Para (epi)catequina, a baixa atividade em
K1 ¢ compativel com os dados de Jaidee et al. (2009) para a mesma cepa (Clso > 172 uM),
apesar de existirem relatos de maior atividade em outras condigdes experimentais. O galato de
metila, amplamente distribuido em extratos vegetais, apresenta efeitos antiplasmodicos que
variam de altamente ativo a moderadamente ativo (para uma discussdo, ver Pereira et al., 2025);
no presente trabalho, o valor obtido (15,1 uM) ¢ comparavel ao descrito para a cepa 3D7 por
Degotte et al. (2021) (27,1 uM). Por fim, para os ésteres do acido galico, observa-se tendéncia
de reducado de atividade com o aumento da cadeia alcoolica, em concordancia com a analise de

relacdo estrutura—atividade discutida no presente estudo.



Tabela 12 - Atividade antimalarica de extratos, fragdes da S. pubicarpa
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Amostras Parte da Planta | Classificacdo da amostra Solvente de extracao Clso (ng/mL) IC (95%) Cla:lst;t}ic;:j: da
5DP9B-1A1 Folhas Fragdo de coluna MeOH 11,1 7,18-17,0 AM
3DP59A Lenho Extrato Hex 9,73 8,08 -10,2 A
3DP59B Lenho Extrato AcOEt 9,47 8,45-10,63 A
3DP59C Lenho Extrato MeOH 20,8 16,0 - 26,9 AM
4DPI15A Casca Extrato Hex 5,73 4,65 - 7,05 A
4DP10 Casca Extrato MeOH 11,7 8,03-17,0 AM
4DP11A Casca Fase Hex Hex 5,7 4,51 -7,20 A
4DP11C Casca Fase Acetona Acetona 5,65 4,11-7,77 A
5DP21B Folhas Fase (solida) (CH3),CO:H,0) (1:1) 8,02 2,06 - 18,5 A
5DP22A Folhas Fracdo de coluna MeOH:H,0 (3:7) 18,12 11,55 - 30,53 AM
5DP22B Folhas Fracdo de coluna MeOH:H,0 (3:7) 9,38 5,86 -14,4 A
5DP22D Folhas Fracao de coluna MeOH:H,0 (2:3) 14,81 10,64 - 19,85 AM
5SDP22E Folhas Fracdo de coluna MeOH:H,O (1:1) 3,56 3,11-4,05 A
5SDP22F Folhas Fracdo de coluna MeOH:H,0 (7:3) 25,54 18,77 - 34,93 AM
5DP22G Folhas Fracdo de coluna MeOH 2,82 2,49 - 3,19 A
5DP71G Folhas Fragdo de coluna MeOH:H,0 (1:1) 25,11 NC AM

Critério de atividade in vitro para extratos e fragdes: Clso > 50,0 ug/mL = inativo (I); 50,0 > Clso > 10,0 pg/mL = atividade moderada (AM); 10,0 > CIso > 1,0 pg/mL = ativo
(A); Clso < 1,0 pg/mL = muito ativo (MA); NC: nao calculado.
Fonte: Lais G. Jordao e Marlene R. M. Camargo/ Laboratério de cultivo de P. falciparum e testes de atividade antiplasmodica/INPA
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Tabela 13 - Atividade antimalarica de metabolitos naturais e andlogos sintéticos da S. pubicarpa e comparacao com a literatura

Amostra Parte da Classificagdo da Clso IC Clso IC Classificagdo Referéncia
ostras Planta amostra (png/mL) 95%) (uM) ©5%) da atividade | ([, (M) /
Autor
Cepa
2DP40F3-6 Lenho Piscidinol A NT NT e --- 36,7/ W2 IRUNGU et al., 2015
2DP41F6-9 Lenho Niloticina NT NT e -—- 77 /W2 IRUNGU et al., 2015
2DP84A Lenho 9-metoxicantina-6-ona NT NT — - e e [
SDP13A-18 Folha Isovitexina 7,65 2,34 - 16,6 17,68 5,4-38,4 AM >10/Kl1 LAGNIKA et al. 2009.
5DP30P Folha Vitexina 9,21 1,16 - 28,5 21,3 2,7-66,0 I 4,4 /K1 LAGNIKA et al. 2009.
SDP13A-36 Folha Quercitrina 6,66 4,61 - 6,86 12,6 10,3 -15,3 AM 71,4/ FcBl1 HOUEL et al. 2016
5DP64-B Folha Afzelina 3,84 3,03-4,76 8,88 7,0-11,0 AM 52,77/ 3D7 JUN et al. 2025
5DP71F Folha (Epi)catequina 36,2 32,1-40,8 | 124,71 110,7 - 140,7 I >172,2/ K1 JAIDEE et al. 2015
5DP71E Folha Galato de metila 2,78 2,44 -320 15,1 13,3-174 AM 27,1/3D7 | DEGOTTE et al. 2021
5DP86-B Sintético Galato de metila 3,51 2,79 - 4,31 15,1 15,2-23,4 AM 27,1/3D7 | DEGOTTE et al 2021
5DP87-B Sintético Galato de etila 4,35 3,52-549 | 21,96 17,8 -27,7 I 22 /3D7 DEGOTTE et al. 2021
5DP89-B Sintético Galato de isopropila 7,69 6,67 - 8,87 36,26 33,7-448 I 34,0/3D7 | DEGOTTE et al. 2021
Ac.GAL Comercial Acido galico 3,11 2,06 - 4,46 18,28 9,7-21,0 AM 68,2/3D7 | DEGOTTE et al 2021
Difosfato de | v /o cial Substancia 0,182 [0,112-0285| 0,353 0.2-0,6 A controle
cloroquina
Cloridrato de . .
.. Comercial Substancia 0,062 0,032-0,114| 0,172 0,1-0,3 A controle
quinina

Critério de atividade in vitro para substancias puras: Clso > 20,0 uM = inativo (I);
0,1 uM = muito ativo (MA); NT: Nao foi testado.
Fonte: Lais G. Jorddo e Marlene R. M. Camargo/ Laboratorio de cultivo de P. falciparum e testes de atividade antiplasmodica/INPA

20,0 > ClIsp > 5,0 uM = atividade moderada (AM); 5,0 > Clso > 0,1 uM = ativo (A); Clso <
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6 CONCLUSAO

Os testes in vitro indicam que extratos e fragdes mais apolares da casca e lenho
apresentam maior potencial antimalarico. O extrato hexanico da casca (Clso=5,73 mg/mL)
apresenta melhor atividade que o extrato de mesmo solvente do lenho (ClIs0=9,73 mg/mL). Essa
tendencia ¢ confirmada em seus extratos metanolicos da casca (Clso=11,7 mg/mL) e do lenho
(ClI50=20,8 mg/mL), respectivamente. Para as folhas, os melhores desempenhos (menores Clso,
em pug/mL) concentra-se nas fragcdes de coluna obtidas com metanol.

A partir das folhas, foram isolados trés flavonois, duas flavonas e um éster do acido
galico. Entre os flavonoéis isolados a afzelina (Cl50=8,8 pM) mostrou melhor atividade
antimaldrica, inclusive melhor que as flavonas. Estranhamente nao foi encontrado na literatura
flavonoides isolados em outras espécies do género Simaba.

O galato de metila ((Clso= 15,1 uM), apresentou melhor atividade antimalarica que o
acido galico e seus derivados andlogos sintéticos. A relagdo estrutura-atividade mostra que os
analogos sintéticos tém sua atividade diminuida a medida que aumenta a cadeia alquilica do
¢éster. Resultado similar foi obtido por Degotte et al. (2021) ao testar os referidos galatos contra
a cepa Plasmodium falciparum 3D7.

O alcaloide 9-metoxicantina-6-ona e os triterpenos niloticina e piscidinol A, isolados do
lenho da S. pubicarpa, haviam sido isolados anteriormente por Saraiva et al. (2006) e
Nunomura et al. (2012) a partir de outras duas Simabas spp, a S. polyphylla e a S. guianensis.
Alcaloides do tipo cantinona, como a 9-metoxicantina-6-ona, sdo considerados marcadores
quimicos da familia Simaroubaceae e sua presen¢a no novo taxon se constitui em uma
importante informagao para a quimiofenética da Simaba pubicarpa.

Este estudo representa a primeira contribuicdo para o conhecimento da composicao
quimico da S. pubicarpa, e da atividade antimalarica in vitro, fornecendo bases para futuras

pesquisas, especialmente sobre novos agentes antimalaricos de origem natural.
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8 ANEXOS

Analysis
Method

Name

Sample Name
Comment

D:\Data\Usuarios\2022\Adrian\Alunos\Djalma\MS\27-05-2022\ID_APCI-_2DP40F3-6.d

ID_APCI+__50-1600 COM FOCO_TUNEMIX APCl.m
ID_APCI-_2DP40F3-6

DILUICAO = 30uL (1mg/mL 2PrOH)+970uL 2PrOH

Operator

BDAL@DE
Instrument micrOTOF-Q

228888.10431

Acquisition Parameter

Source Type APCI lon Polarity Negative Set Nebulizer 2.5 Bar
Focus Active Set Capillary 3500 V Set Dry Heater 250 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 3.0 /min
Scan End 1600 m/z Set Collision Cell RF  150.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Adduct Meas. m/z # lon Formula m/iz err [ppm] mSigma Score
M-H 4112890 1 C27H3903 411.2905 3.0 437 100.00
M-H 4733657 1 C30H4904 473.3636 -44 216 100.00
M-H 4873397 1 C37H43 487.3370 -54 203.1  100.00
M-H 4873397 2 C30H4705 487.3429 6.6 2224 1037
M-H 506.3637 1 C33H48NO3  506.3640 06 445 100.00
M-H 5093386 1 C36H4502 509.3425 76 109.0 100.00
M-H 519.3619 1 C38H470 519.3632 25 na. 100.00
M-H 5333769 1 (C39H490 533.3789 3T na. 100.00
Intens. -MS, 4.3-5.2min #259-312)
x10%
5063637
5.
4 B
3.
500.3386
2 B
4733657
1 y +
5193619
540.3206
4112890 ‘ 4873397 | “ “
o0l rro— : : adl i, ,I|l| I | ..II'IH.l |1.|.I|V|I1 T RTI -
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 m/z

Anexo 1: EMAR em

473,3657
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modo negativo da 2DP40F3-6 (piscidinol A); [M-H]" m/z
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Anexo 2: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da 2DP40F3-6 (piscidinol A)
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Anexo 3: Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCl3) da 2DP40F3-6 (piscidinol A)
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Anexo 4: Expansio da regidio & 16 -52 do espectro de RMN de *C (75 MHz,
CDCl3) da 2DP40F3-6 (piscidinol A)
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Anexo 5:  Espectro de DEPT 135 (75 MHz, CDCl3) da 2DP40F3-6 (piscidinol A)
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Anexo 6: Ampliacdo da regido & 11-45 do espectro de DEPT135 *C (75 MHz,
CDCI3) da 2DP40F3-6 (piscidinol A)
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Anexo 7:Espectro de COSY 'H-'H (300 MHz, CDCl;) da 2DP40F3-6
(piscidinol A)
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Anexo 8: Espectro de HSQC 'H - 1*C (300 MHz; 75 MHz; CDCls) da 2DP40F3-
6 (piscidinol A)
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Anexo 9:  Espectro de HMBC 'H - 13C (300 MHz; 75 MHz; CDCls) do 2DP40F3-
6 (piscidinol A)
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Anexo 10: Espectro de NOESY !'H-'H (300 MHz, CDCl;) da 2DP40F3-6
(piscidinol A)
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Method ID_APCI+__50-1600 COM FOCO_TUNEMIX APCI.m Operator BDAL@DE
Sample Name ID_APCI+_2DP41F6-9 Instrument micrOTOF-Q
Comment DILUICAO = 30uL (1mg/mL 2PrOH)+970uL 2PrOH
Adduct lon Formula Meas. m/z m/z Score err[mDa] err[ppm] mSigma rdb
M+H C30H4903 457.364558 457.367622 100.00 31 6.7 321 65
Intens. +MS, 5.6-6.5min #337-391
x105
2.01
4573646
1.51
455.3463
453.3352
1.01
458.3670
0.51 451.3164
454.3363
456.3504
v 459.3525
449.2872 452.3173 o 465.2890
4482791 | 450.2981 ‘ ‘ | ‘ pRErs ‘ 4642775 | 466.2981
ool —1 - , . . y B W | — S N S
448 450 452 454 456 458 460 462 464 466 m/z

Anexo 11: EMAR modo positivo da 2DP41F6-9 (niloticina); [M+H]" m/z 457,3646
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Anexo 12:  Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) da 2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 13: Expansio da regido & 3,4 — 5,6 do espectro de RMN de 'H (300 MHz,
CDCI3) da 2DP41F6-9 (niloticina)

oSt =W o= [ o = [ B =]
— o ~n oS gy —~ il =
BHEEE DS oA 3
Lo B B I I o I I I ] 1 1 —_—— =

a3 22 a1
Anexo 14: Expansio da regido & 1,86-3,0 do espectro de RMN de 'H (300 MHz,
CDCIls) da 2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 15: Expansido da regido § 0.5-1.9 do espectro de RMN de 'H (300 MHz,
CDClz) da 2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 16:  Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls) da 2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 17: Expansdo da regido & 7,0-8,5 do espectro de RMN '*C (75 MHz,
CDClz) da 2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 18: Espectro de COSY 'H -'H (300 MHz, CDCls) do da 2DP41F6-9
(niloticina)
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Anexo 19: Espectro de HSQC 'H - '3C (300 MHz; 75 MHz; CDCls) da 2DP41F6-9
(niloticina)
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Anexo 20:  Expansdo da regido § 0,5 -1,8 do espectro de HSQC 'H - *C (300
MHz; 75 MHz; CDCIl3) da substancia 2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 21:  Espectro de HMBC 'H - '3C (300 MHz; 75 MHz; CDCl;) da
2DP41F6-9 (niloticina)
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Anexo 22: Expansio da regido § 0,5 -1,8 do espectro de HMBC 'H - 13C (300
MHz; 75 MHz; CDCIl3) da substancia 2DP41F6-9 (niloticina)
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Method LC-MS_Tune-Low_ESI+_noFocus_100-900_18min.m Operator BDAL@DE
Sample Name  ODS_ESI+_2DP84A_10-100 Instrument micrOTOF-Q  228888.10431
Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,4 mL/min - CSplit; F=350C; P=3011psi; Inj=1uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(MeOH)

0-12m-10-100%

12-14m-100%

14-16m-100-10%

16-18m-10%

Inj:MeOH

Calib..HCOONa 10mM_end

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 4.0 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500 V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 80 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 9.0 /min
Scan End 980 m/z Set Collision Cell RF  100.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err[ppm] mSigma Score
M+H 251.0830 C15H11N202 251.0815 -6.0 3.8 100.00
M+H 251.0830 C20H11 251.0855 10.0 229 3219
|n‘en$6 ODS_ESI+_2DP84A_10-100_1-42_01_3850.d: EIC 251.0837 +All MS|
x10 m/z 251.0836
2
1.5
1.0
0.5
0.0 T T T T T - : - -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min)
Intens. +MS, 7.8min #467|
X105,
2510830
6-
4.
24
523.1357
ok ; e L . - y : ;
0 100 200 300 400 500 600 700 800 miz

Anexo 23:  CL-IES-(+)-EMAR da 2DP84A (9-metoxi-cantin-6-ona) [M+H]" m/z
251,0830
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Anexo 24: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) da 2DP84A (9-metoxi-
cantin-6-ona)
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Anexo 25: Expansido da regido & 6.5-8,9 do espectro RMN de 'H (300 MHz,
CDCl3) da 2DP84A (9-metoxi-cantin-6-ona)



92

—124.0

—114.8

—101.4
77.2
56.2

T T ' T I ' T I T T

T " T T
180 160 140 120 100 30 60 40 20 0 -20 ppm

Anexo 26: Espectro de DEPT 135 (75 MHz, CDCl3) da 2DP84A (9-metoxi-
cantin-6-ona)
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Anexo 27: Espectro de COSY 'H-'H (300 MHz, CDCIls) da 2DP84A (9-metoxi-
cantin-6-ona)
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Anexo 28:  Espectro de HSQC 'H - '3C (300 MHz; 75 MHz; CDCls) da 2DP84A
(9-metoxi-cantin-6-ona)

Lt an | J A ppm
- - 0
~ 50
— 100
*
- 150
- -
200
......... M R R o R T AR Rasaa
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Anexo 29:  Espectro de HMBC 'H - *C (300 MHz; 75 MHz; CDCls) da 2DP84A
(9-metoxi-cantin-6-ona)



Djalma_folhas_amostras 15_ MSMS_Ata 4 p.20 #116 RT: 1,12 P: - NL: 2,13E1
F: ITMS - c APCI corona Full ms2 191,00@cid24,00 [50,00-193,00]
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Anexo 30: Espectro EM/EM de [M-H] m/z 191 obtidos do extrato MeOH:H>O das

folhas da S. pubicarpa

Djalma_folhas_amostras 15_MSMS_Ata 4 p.20 #138 RT: 1,51 P: - NL: 1,00E2
F: ITMS - c APCI corona Full ms2 289,00@cid24,00 [75,00-291,00]
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Anexo 31: Espectro EM/EM de [M-H] m/z 289 obtidos do extrato MeOH:H>O das

folhas da S. pubicarpa

Djalma_folhas_amostras 15_ MSMS_Ata 4 p.20 #117 RT: 1,14 P: - NL: 3,02E1
F: ITMS - c APCI corona Full ms2 353,00@cid24,00 [95,00-355,00]
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Anexo 32: Espectro EM/EM de [M-H] m/z 353 obtidos do extrato MeOH:H>O das

folhas da S. pubicarpa
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Djalma_folhas_amostras 15_MSMS_Ata 4 p.20 #156 RT: 1,81 P: - NL: 9,04E3
F: ITMS - c APCI corona Full ms2 431,00@cid24,00 [115,00-433,00]
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Anexo 33: Espectro EM/EM de [M-H] m/z 431 obtidos do extrato MeOH:H>O das
folhas da S. pubicarpa

Djalma_folhas_amostras 15_ MSMS_Ata 4 p.20 #168 RT: 2,03 P: - NL: 8,99
F: ITMS - c APCI corona Full ms2 447,00@cid24,00 [120,00-449,00]
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Anexo 34: Espectro EM/EM de [M-H] m/z 447 obtidos do extrato MeOH:H>O das
folhas da S. pubicarpa
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Anexo 35: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP13A-18
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Anexo 36: Expansdo da regido § 6,4 -8,5 do espectro de RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) da amostra SDP13A-18 (isovitexina)
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Anexo 37: Espectro de RMN de °C (125 MHz, DMSO-ds) do composto SDP13A-
18 (isovitexina)
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Anexo 38: Espectro de DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP13A-18
(isovitexina)
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Anexo 39:  Espectro de COSY 'H-'H (500 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP13A-
18 (isovitexina)
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Anexo 40: Espectro de HSQC 'H - 13C (500 MHz, 125 MHz, DMSO-ds) da amostra
SDP13A-18 (isovitexina)
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Anexo 41: Espectro de HMBC 'H — 3C (500 MHz, DMSO-ds) da amostra

SDP13A-18 (isovitexina)
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Anexo 42:

5.022
Z-5.011

of
X

-4.994
4,986

A Sl A

.
2.0~

Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP30P

(vitexina)
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Anexo 43:
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o

Expansdo da regido & 3,4-5,1 do espetro de RMN de 'H (500 MHz,

DMSO-ds) do composto SDP30P
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Anexo 44:  Espectro de RMN 3C (125, DMSO-ds) do composto (500 MHz,
DMSO-ds) da 5SDP30P (vitexina)
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Anexo 45: Espectro de DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds) da SDP30P
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Anexo 46:  Espectro de RMN de COSY 'H-'H (500 MHz, DMSO-ds) da SDP30P
(vitexina)
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Anexo 47:  Espectro de HSQC 'H — *C (500 MHz, 125 MHz, DMSO-ds) da
SDP30P (vitexina)
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Anexo 48:  Espectro de HMBC 'H — 3C (500 MHz, 125 MHz, DMSO-ds) da
SDP30P (vitexina)
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Anexo 49: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP13A-36

(quercitrina)
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Anexo 50:  Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d5) na regido
05,1-7,4 da SDP13A-36 (quercitrina)
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Anexo 51:  Espectro de RMN '*C (500 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP13A-36
(quercitrina)
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Anexo 52: Espectro de DEPT 135 (125 MHz, DMSO-ds) da amostra SDP13A-
36 (quercitrina)
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Anexo 53: Espectro de COSY 'H-'H (500 MHz, DMSO-ds) da SDP13A-36
(quercitrina)
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Anexo 54:
5DP13A-36 (quercitrina)
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Anexo 55: Espectro HMBC 'H — *C (500 MHz, 123 MHz, DMSO-ds) da

SDP13A-36 (quercitrina)



Generic Display Report

Analysis Info Acquisiton Date  8/28/2024 12:17:42 PM
Analysis Name  D:\DatallUsuarios\2024\Adrian\Alunos\ DialmalL C-MS\28-08-2410D5_ESH-MS2_50P848_10-100_1-1_01_5445.d
Methoo LC-MS2_ESI-_50-1000_NP4_TA20_AE-EA2 RA Operator BOAL@DE
SarpleName 005 Bame aB4E 10-100 Instrument micrOTOF-Q
Comment 0ODS 50x2.0mm
Fb=0.35 mUimin - SSpiit. P=3282psi; C=1mg'mL (MeOH) Inj=1ul
A(H20 0.1% ac)yB(MeOH)
0-14 min_10-100%
14-16 min_100%
16-18min_100-10%
18-20min_10%
Injetor: MEOHH20 1:1
Calib.:FormiatodeSodio 10mM_end
Meas. mz # lon Formula mz erppm] mSigma Score
2850330 1 CISHOOS 285.0405 52 49 4942
4310033 1 C21H19010 431.0%84 21 313 8
m::‘ 008 EqiVSg0PeAB_10-100_1-1_01_5445.6 8°C -Al S|
3 L1 \mn
2 I\
‘ J‘ .l.‘ - _— - - o —
m — R ODS_E5114%3_50PE4B_10-100_1-1_01 5448 & UV Chromatogram. 190400 nm
x10%
0
) 2 4 6 8 10 12 Time [min]
intens. AMS, B.6win ¥136)
x104 431.0991
o
2
1 4900871
4771070 ¢ 567.0754
243.9571 ® | *
xqu MS2(431.0993), 3000V, B.7rmn ¥137!
20 2850390
15
10
431.0093
05 .
2550316 |
o.om 2% 300 %0 400 450 500 550 600 650 mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 8/28/2024 12306 PM by: BDAL@DE Pagelof1
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Anexo 56: EMAR modo negativo da 5DP64-B (afzelina); [M-H] m/z 431,0993
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Anexo 57: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) da 5SDP64-B (afzelina)
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Anexo 58: Expansio do espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) na regifio &
3,7-8,3 da 5SDP64-B (afzelina)
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Anexo 59: Espectro de RMN !*C (75 MHz, DMSO-ds) da amostra 5DP64-B

(afzelina)
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Anexo 60: Espectro de DEPT 135 (75 MHz, DMSO-ds) da amostra 5SDP64-B
(afzelina)
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Anexo 61: Espectro de COSY 'H — 'H (300 MHz, CDCl3) 5DP64-B (afzelina)
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Anexo 62:
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Generic Display Report
Analysis Info Acquisition Date  8/26/2024 11:16:03 AM
Analysis Name  DAData\Usuaros\20248AdManiAlunos\ DRIMAILC-MS\26-08-2410DS_ESI-MS2_SDP71F_10-100_1-4_01_5433.d
Method LC-MS2_ESH-_S0-1000_NP4_TA20_AE-EA2_RA Operator BDAL@DE
sampie Name S5 Barumes o88P 10-100 Instrument MIcrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm
Fix=0,35 mL/min - SSpit; P=3282psl; C=1mgimL (MeOH) Inj=1uL
A(H20 0,1% acyB(MeOH)
0-14 min_10-100%
14-16 min_100%
16-18min_100-10%
18-20min_10%
Injetor: MEOH:H20 1:1
Calib.:FormiatodeSodio10mM_end
Meas.miz # lon Formula mz em[ppm] mSigma #mSigma Score rdd e Conf N-Rule
2890721 1 C15H1206 2890718 1.1 138 3 10000 95 even ok
§79.1513 1 C30H27012 5§79.1508 <9 438 9 24 175 even ok
0ns. 2 OOS_ESIMS2Z_SOP71F_10-100_1-4_01_5433 ¢ BPC -AI MS
X0 miz 289.0721
4.6 min
2 ‘-
13 |
m ] ODS_ESIMS2_SOPT1F_10-100_1-4_01_5438.9. UV Chromatogram, 190 nm
4&). I"
|
m.
0=~ ; I\ . . - ’
0 2 4 8 8 10 12 Tiens [min]
ners. A5, 4.6 ¥4
0% 289.0721 "
L
207
1.57
3 £§79.1513
1.0 *
05 325040474
o L X ]
IP&‘ “MS2(579.1488), 33.2¢V, 4.8min ¥76
1251 289.0719
1.0
0.754
sy
0251 2450818
17903%0 1 *
0.00 v
200 W00 400 500 o mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 8/28/2024 9:54:11 AM by: BDAL@DE Page1of 1
Anexo 64: EMAR modo negativo e EM/EM do ion m/z 289,0721 da amostra

SDP71F (Epicatequina)
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Anexo 65: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) da SDP71F (epicatequina)
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Anexo 66: Espectro de RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) da SDP71F (epicatequina)
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Anexo 67: Espectro de DEPT 135 (75 MHz, DMSO-ds) da SDP71F (epicatequina)
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Anexo 68: Espectro de COSY 'H-'H (300 MHz, DMSO-ds) da 5DP71F
(epicatequina)
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Anexo 69: Espectro de HSQC 'H - *C (300 MHz, 75 MHz, DMSO-ds) da

SDP71F (epicatequina)
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Anexo 70:  Espectro de HMBC 'H — 3C (300 MHz, 75 MHz, DMSO-ds) da
SDP71F (epicatequina)

Method LC-MS2_ESI-_50-1000_NP4_TA20_AE-EA2_RA Operator BDAL@DE
005_30-35-35_20min__.m i

Sample Name ODS_ESI-MSZ_5DP71E_10-100 Instrument micrOTOF-Q

Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,35 mL/min - SSplit; P=3282psi; C=1mg/mL (MeOH) Inj=1uL
A(H20 0,1% ac)/B(MeOH)

0-14 min_10-100%

14-16 min_100%

16-18min_100-10%

18-20min_10%

Injetor: MeOH:H20 1:1

Calib.:FormiatodeSodio10mM_end

Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
183.0311 1 C8H705 183.0299 6.8 45 71.99
367.0653 1 C16H15010  367.0671 47 213 3964
389.0486 1 C18H13010  389.0514 74 na. 16.34
2 C25H905 389.0455 77 na. 14.35
Intens. ] ODS_ESI-MS2_5DP71E_10-100_1-3_01_5437.d: BPC -All MS
x10 miz 183.0312
3.5 min
0.51
I[ntej\'% ODS_ESI-MS2_5DP71E_10-100_1-3_01_5437.d: UV Chromatogram, 190-400 nm
mAU
x105
0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 Time [min]
Intens. -MS, 3.5min #56)
x106 183.0311
0.5 ¢
140.0095 367.0€389.0486
®
x‘f og -MS2(367.0641), 30.0eV, 3.6min #58
' 183.0304
0.5 |
N l .
6000 -MS2(389.0472), 30.0eV, 3.7min #59
4000+ 183.0295
2000 [l
L 2
x10% -MS2(183.0307), 30.0eV, 3.5min #57|
4 183.0307
*
; i
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z

Anexo 71:  CL-IES-(-)-EMAR da SDP71E e EM/EM de ion importantes (galato
de metila)
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Anexo 72: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) da SDP71E (galato de
metila)
|| .
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Anexo 73: Espectro de RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds) da 5SDP71E
2210 2&0 2(I)0 I;SO 1%0 léIlO 150 l(I)O 8[0 6I0 4IO 2I0 (I) —2I0 I ppm

Anexo 74: Espectro de DEPT 135 (75 MHz, DMSO-ds) da SDP71E
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Anexo 75:  Espectro de COSY 'H-'H (300 MHz, DMSO-ds) da SDP71E (galato

de metila)
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Anexo 76:  Espectro de HSQC 'H — '3C (300 MHz, 75 MHz, DMSO-ds) da

amostra SDP71E (galato de metila)
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Anexo 77:  Espectro de HMBC 'H — 3C (300 MHz, 75 MHz, DMSO-ds) da

SDP71E (galato de metila)

Generic Display Report
Analysis Info Acquisition Date  2/7/2025 10:02:25 AM
Analysis Name  D-\Data\Usuarios\2025A0nan\Alunos\DRIMALC-MS'ODS_MS2_ESI-_SDP86-8_30-100_1-2_01_5798.0
Method LC-MS2_ESI-_S0-1200_20min_LASI.m Operator BDAL@DE
Sample Name 0DS_MS2_ESI-_SOP85-B_30-100 Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 70x2,0mm

Fix=0,30 mUmin - SSpit; P=2100ps!; C=1mg/mL (MeOH) Inj=1uL
A(H20 0,1% ac)yB(MeOH)

0-14 min_30-100%

14-16 min_100%

16-18min_100-30%

18-20min_30%

Injetor: MEOH

Calib..FormiatodeSodio 10mM_end

Adouct Meas.mz lon Formula mz emippm] mSigma Score
em 1830304 C8HTOS 183.029% 28 12 10000

m«; COS_MS2_ESI-_50P86-8_30-100_1-2_01_5798 0 BPC -Al US|
o

15 A
1.0
05

00 »
3 4 $ L 7 8 9 10 n Time (min]

riers. M, 4 3min 9297
nos‘ 183.0304
L 4

l‘& MS2(183.0306], 28.0eY, £.4min #1298
139.0041

1.00
123 0054
07s

0.50

140.0110

028 111.0095 1830306
*

1240170 :
9801238 1 | 155.0001 168.0055

100 120 140 10 180 miz

0.00

Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 2/7/2025 1:59:38 PM by: BDAL@OE Page1of1

Anexo 78: CL-IES-(-)-EMAR modo negativo da 5DP86-B; (galato de metila

sintético) e EM/EM do m/z 183,0304.
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Anexo 79: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d;) da SDP86-B (galato

de metila sintético)

05/02/2025
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Anexo 80: Espectro *C (75 MHz, DMSO-ds) da 5DP86-B (galato de metila

sintético)
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Analysis Iinfo Acquisition Date  2/7/2025 10:24:07 AM
Analysis Name  D-\DatalUsuarios\2025:A0Man\Alunos\DRIMAILC-MS\ODS_MS2_ESI-_SDP87-B_30-100_1-3_01_5793.0
Method LC-MS2_ESI-_S0-1200_20min_LASL.m Operator BOAL@DE
Sample Name  ODS_MS2_ESI-_SOP87-B_30-100 Instrument micrOTOF-Q
Comment ©ODS 70x2,0mm
Fix=0,30 mL/min - SSpit; P=2100psl; C=1mg/mL (MeOH) inj=1uL
A(H20 0,1% ac)yB(MeOH)
0-14 min_30-100%
14-16 min_100%
16-18min_100-30%
18-20min_30%
injetor: MEOH
Calib.:FormiatodeSodio10mM_end
Adouct Meas. miz lon Formula miz emippm] mSigma Score
M-H 197.0460 COHSOS 197.0455 28 19 100.00
ot O0S_M52_ESI-_50P87-8_30-100_1-3_01_5790.0 BPC -Al M
X
25
d
2.03 ||
151 [
1.0 J |
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Anexo 81: CL-IES-(-)-EMAR modo negativo da 5DP87-B (galato de etila

sintético) e EM/EM da m/z 197,0406
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Anexo 82: Espectro de RMN de'H (300 MHz, DMSO-ds) da 5SDP87-B (galato
de etila sintético)
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Anexo 83:  Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) da SDP87-B (galato
de etila sintético
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Anexo 84: EMAR modo negativo do ion m/z da amostra SDP89-B (galato de

isopropila)
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Anexo 85: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) da 5SDP89-B (galato
de isopropila sintético)
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Anexo 86: Espectro de RMN de '3C (75 MHz, DMSO-ds) da SDP89-B (galato de
isopropila sintético)
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