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RESUMO

Margaritopsis carrascoana é um pequeno arbusto pertencente a familia Rubiaceae e
endémico da flora do Nordeste brasileiro, que cresce em solos arenosos do planalto da
Ibiapaba e serra do Araripe - Ceard. A auséncia de relatos acerca de estudos fitoquimicos
relacionados a espécie, aliada a ocorréncia de alcaldides bioativos no género, nos motivou ao
seu estudo quimico. Desta forma, o espécimen vegetal foi coletado na chapada do Araripe,
municipio de Moreilandia-PE. A investigacdo fitoquimica do extrato etanolico dos talos
resultou no isolamento dos alcaldides calicosidina, hodgkinsina, N-8”-formilcalicosidina e N-
8”-metil-N-1’-desmetilisocalicosidina, da neolignana alcool 4-O-p-D-glicopiranosil-di-hidro-
desidrodiconiferilico, do flavonodide 7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1— 2)--D-glicopiranosil
luteolina, dos triterpenos lupeol e o acido ursolico, e da mistura de esterdides g-sitosterol e
estigmasterol, como agliconas e nas formas glicosiladas. A partir do estudo do extrato
etandlico das folhas foram isolados os flavonoides 7-O-[5-D-glicopiranosil-(1— 6)-4-D-
apiofuranosil] luteolina, 7-O-[B-D-glicopiranosil-(1— 6)-8-D-apiofuranosil] crisoeriol, 7-O-
{-D-apiofuranosil-(1— 6)-[ a-L-ramnopiranosil-(1 — 2)-p-D-glicopiranosil} luteolina e 7-O-
{a-L-ramnopiranosil - (1—6) - [a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil} luteolina.
Os alcaloides N-8-formilcalicosidina e N-8”-metil-N-1’-desmetilisocalicosidina, e 0s
flavonoides 7-O-{p-D-apiofuranosil-(1— 6)-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil}
luteolina e 7-O-{a-L-ramnopiranosil-(1— 6)-[ a-L-ramnopiranosil-(1 — 2)--D-
glicopiranosil} luteolina, estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura, enquanto todas
as demais substancias possuem carater inédito no género Margaritopsis. O isolamento dos
metabolitos secundarios foi conduzido através de técnicas cromatograficas classicas,
incluindo cromatografia de adsorcdo em gel de silica, cromatografia por exclusdao molecular
em Sephadex LH-20, cromatografia de fase reversa (C-18) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para a caracterizacdo estrutural foram utilizadas técnicas espectroscépicas
utilizando infravermelho, espectrometria de massas e ressonancia magneética nuclear,
incluindo técnicas uni (RMN *H e RMN 3C e DEPT 135) e bidimensionais (HMBC, HSQC,
COSY e NOESY), além de comparacdo com dados descritos na literatura. Em adicdo, 0s
flavondides  7-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosil  luteolina,  7-O-[3-D-
glicopiranosil-(1— 6)-p-D-apiofuranosil]  luteolina, 7-O-{f-D-apiofuranosil-(1—6)-[ a-L-
ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil} luteolina e 7-O-{a-L-ramnopiranosil-(1—6) - [a-
L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil} luteolina apresentaram atividade antioxidante
maior que os padrdes BHT e quercetina, enquanto os extratos etandlicos dos talos e folhas
apresentaram atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase. Por outro lado, o alcaloide
hodgkinsina apresentou potencial citotoxico frente as células de ovario, glioblastoma e colon.
No teste de nocicepcdo, realizado com o extrato etanolico das folhas e a fracdo alcalGidica,
foram observados resultados positivos para ambas as fraces. O extrato etandlico das folhas
foi submetido a teste de atividade antitlcera gastrica, levando a uma reducdo significativa da
area de lesdo gastrica induzida pelo etanol em camundongos.

Palavras chave: Margaritopsis carrascoana, alcaloides pirrolidinoinddélicos, flavonoides,
dados de RMN, atividades bioldgicas.



ABSTRACT

Margaritopsis carrascoana is a small shrub belonging to the Rubiaceae family and endemic
from northeastern of Brazil flora growing in the sandy soils of the region of Ibiapaba and
Araripe plateaus — Ceard state. The absence of reports of phytochemical studies related to this
species, combined with occurrence of bioactive alkaloids in the genus, motivated us to
perform chemical study. The plant specimen was collected in Araripe plateu, in Moreilandia-
PE county. The phytochemical investigation of the ethanolic extract from the stems yielded
the alkaloids calycosidine, hodgkinsine, N-8”-formyl-calycosidine and N-8”-methyl-N-1’-
desmethylisocalycosidine, besides neolignan dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 4-O-p-D-
glucopyranoside, the flavonol luteolin 7-O-f-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-5-D-
glucopyranosyl, the triterpenes lupeol and ursolic acid, and the mixture of f-sitosterol and
stigmasterol steroids, as aglycones and glycosylated. From the ethanolic extract of the leaves
were isolated the flavonoid luteolin 7-O-[f-D-apiofuranosyl-(1—6)]-5-D-glucopyranoside,
chrysoeriol  7-O-[#-D-apiofuranosyl-(1—6)]-5-D-glucopyranoside, luteolin  7-O-{f-D-
apiofuranosyl-(1—6)-[-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]-#-D-glucopyranosyl} and luteolin 7-O-
{a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-[3-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]-5-D-glucopyranosyl}. The
alkaloids N-8"-formyl-calycosidine, N-8”-methyl-N-1’-desmethylisocalycosidine, luteolin 7-
O-{f-D-apiofuranosyl-(1—06)-[#-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]-5-D-glucopyranosyl} and
luteolin  7-O-{a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-[-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]-4-D-glucopyra-
nosyl}, are being reported for the first time in the literature, and the other secondary
metabolites are unprecedented in the genus Margaritopsis. The secondary metabolites were
isolated using classical chromatography techniques; including adsorption chromatography on
silica gel, exclusion chromatography on Sephadex LH-20, reverse phase chromatography (C-
18), and high performance liquid chromatography (HPLC). For structural characterization
were used infrared spectroscopy, mass spectrometry and nuclear magnetic resonance
techniques including uni (*H NMR and **C NMR and DEPT 135) and two-dimensional
experiments (HMBC, HSQC, COSY and NOESY), and comparison with the literature data.
In addition, the flavonoids flavonol luteolin 7-O-pg-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-5-D-
glucopyranosyl, luteolin 7-O-[#-D-apiofuranosyl-(1—6)]-5-D-glucopyranoside, luteolin 7-O-
{$-D-apiofuranosyl-(1—6)-[#-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]-4-D-glucopyranosyl} and luteolin
7-O-{a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-[#-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]-5-D-glucopyranosyl, sho-
wed antioxidant activity greater than the BHT and quercetin standards, while ethanol extracts
of stems and leaves showed inhibitory activity on the acetylcholinesterase enzyme. On the
other hand, hodgkinsine showed potent cytotoxic activity against ovary, glioblastoma and
colon cancer cells lines. The ethanol extract of the leaves and its alkaloidal fraction were
submitted to nociception test and yielded good results. The ethanolic extract of the leaves was
subjected to gastric antiulcer activity test, leading to a significant reduction in gastric lesions
induced by ethanol in mice.

Keywords: Margaritopsis carrascoana, pyrrolidinoindoline alkaloids, flavonoids, NMR data,
biological activities
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizacdo a humanidade utiliza espécies vegetais com
finalidade terapéutica. Muitas das propriedades toxicas ou curativas das plantas foram sendo
descobertas enquanto buscava alimentacdo para a sobrevivéncia. Esta pratica milenar
ultrapassou todos os obstaculos e chegou até os dias atuais, contribuindo com um grande
acumulo de conhecimento etnofarmacoldgico.

Certamente, a medicina moderna, composta por um grande numero de
medicamentos com agOes especificas sobre receptores, enzimas e canais i6nicos, ndo teria
atingido o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse com o auxilio dos produtos naturais,
notadamente os derivados de plantas superiores.

Entre as espécies que sdo empregadas popularmente na cultura tradicional para
fins terapéuticos podemos citar as representantes da familia Rubiaceae, a exemplo da Genipa
americana (jenipapo) que tem suas folhas utilizadas como antidiarreico e o caule no
tratamento de luxacOes e contusdes (ERBANO; DUARTE, 2010). Algumas espécies dessa
familia possuem importancia econémica como a Coffea arabica (café), e outras sdo utilizadas
como plantas ornamentais Ixora coccinea (PAIVA; GERMANO FILHO; MOURA, 2009).

O género Psychotria, um dos maiores géneros da familia Rubiaceae, com cerca de
1000-1650 espécies (SANTOS et al., 2001), tem se destacado por apresentar espécies com
inimeras atividades farmacoldgicas. Relatos indicam algumas espécies com propriedades
alucinégenas, como é o caso de P. viridise P. carthagenensis, que juntamente com
Banisteriopsis caapi, sdo usadas no preparo de uma bebida utilizada em rituais religiosos e
medicinais, conhecida como ayahuasca ou Santo Daime (GAZD, 2004). Os indios Tikunas da
Amazébnia usam as folhas de P. alboviridula em picadas de formigas de fogo
(ELISABETSKY et al., 1997), enquanto que a decoccéo das folhas de P. rostrata é usada no
tratamento da constipacao, pela sociedade Malay (Franga) (LAJIS; MAHMUD; TOIA, 1993).

Do ponto de vista quimico o género Psychotria tem sido caracterizado como uma
prolifera fonte de alcal6ides bioativos, e por este motivo é objeto de grande interesse
cientifico, baseado nos inumeros relatos atribuidos as suas atividades farmacoldgicas. O
isolamento desta classe de metabdlitos secundarios também tem sido uma ferramenta
importante para a classificacdo quimiotaxondmica das espécies dentro dos subgéneros.
Observa-se no subgénero Psychotria a presenca dos alcaldides do tipo pirrolidinoinddlico,
enquanto que o subgénero Heteropsychotria tem sido caracterizado pela presenca de

alcaloides indolicos monoterpénicos.
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Estudos recentes revelaram que algumas espécies incluidas no subgénero
Heteropsychotria foram segregadas em quatro géneros distintos: Neopleura, Ronabea,
carapichea e Margaritopsis (TAYLOR, 2005). Dentre estas se encontra Margaritopsis
carrascoana, uma espécie endémica da vegetacdo do carrasco, encontrada em solos arenosos
do Planalto da Ibiapaba e também no litoral cearense, e que inicialmente foi classificada como
Psychotria carrascoana (DELPRETE; SOUZA, 2004).

Apesar do grande numero de publicagdes envolvendo espécies do género
Psychotria, a literatura apresenta apenas um estudo para espécies do género Margaritopsis. O
estudo quimico da espécie Margaritopsis cymuligera, revelou a presenca dos alcalGides
pirrolidinoindolicos hodgkinsina (19, p. 39) e quadrigemina (23, p. 41), acetiladas (BRAND
etal., 2012).

Visando contribuir para o conhecimento quimico, taxondémico e farmacol6gico do
género Margaritopsis, o presente trabalho descreve o estudo fitoquimico da espécie M.
carrascoana, coletada no municipio de Moreilandia (PE), na chapada do Araripe. Este
trabalho tem como objetivo o isolamento e caracterizacdo estrutural dos metabolitos
secundarios, bem como a realizacdo de testes bioldgicos: atividade antioxidante, teste de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, atividade citotdxica, nocicepcdo induzida e atividade

antitlcera géstrica.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é quarta em numero de espécies entre as Angiospermas,
possuindo uma grande variedade de espécies com representantes na maioria dos biomas, o
que a torna uma das mais importantes familias da vegetacao tropical (DELPRETE; JARDIM,
2012).

Espécies de Rubiaceae s&o endémicas das regides mais quentes, principalmente
dos tropicos, onde mais de 70% das espécies crescem. Esta vasta familia compreende cerca de
13100 espécies distribuidas em 611 géneros (DELPRETE; JARDIM, 2012), sendo largamente
representada no Ceara, por arbustos e arvores, divididos em géneros endémicos e espécies
inéditas do ponto de vista botanico.

Devido a sua grande abundancia, diversidade (ervas, arbustos, arvores, cipds) e
presenca em diferentes habitats (cerrado, restinga, campos abertos, florestas, etc), a familia
Rubiaceae possui uma relevante importancia relacionada a estudos ecoldgicos, passando a ser
a principal referéncia usada em estudos comparativos e de acompanhamento do estado de
conservagdo da vegetacdo tropical. Além disso, a familia Rubiaceae juntamente com as
espécies da familia Melastomataceae, sdo as que mais fornecem frutos comestiveis para aves
tropicais (DELPRETE; JARDIM, 2012).

2.2 O Género Margaritopsis

Margaritopsis foi descrito originalmente para o Caribe, especialmente para Cuba
e llha de Espanhola (ANDERSSON, 2001). Esse pequeno género, inserido na tribo
Psychotrieae, caracteriza-se como arbustos ou pequenas arvores com estipulas ndo caducas e
endurecidas, inflorescéncias com poucas flores brancas (4-5 pétalas) ou reduzidas a uma flor,
frutos carnosos de cor laranja ou vermelha e sementes ventralmente achatadas
(ANDERSSON, 2001; TAYLOR, 2005). Varias espécies foram removidas do género
Psychotria L. por Andersson (2001) e incluidas em Margaritopsis com base em dados
moleculares de rps16 intron (cpDNA), o que ampliou o conceito do género e sua distribuicao
geogréfica. Margaritopsis, em sua nova circunscricdo, ¢ um género pantropical com

aproximadamente 50 espécies. Na América sdo reconhecidas 27 espécies em trés
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agrupamentos: Margaritopsis, Chazaliella e Chytropsia, sendo o dltimo grupo o principal
representante do género em nimero de espécies (TAYLOR, 2005).

O género Margaritopsis é representado no Brasil por 15 espécies, das quais quatro
sdo endémicas (TAYLOR; ZAPPI, 2013). M. carrascoana (fig. 1), uma espéecie endémica do
Nordeste do Brasil, foi inicialmente descrita como Psychotria (DELPRETE; SOUZA, 2004).
Posteriormente, Taylor (2005) reconheceu essa espécie como Margaritopsis, sendo realizada
uma nova denominacgdo: M. carrascoana (Delprete & E.B. Souza) C.M. Taylor & E.B. Souza.
Essa espécie € um subarbusto com estipulas endurecidas, frutos vermelhos e sementes com
face ventral plana e lisa, encontrada em solos arenosos do Planalto da Ibiapaba, serra do

Araripe e também no litoral cearense.

Figura 1 Fotografias de Margaritopsis carrascoana com destaque para folhas e frutos

Foto: Edilberto R. Silveira
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

De acordo com Pelletier (1988): “Um alcaldide seria uma substancia organica, de
origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de oxidacdo negativo e cuja
distribuicéo é limitada entre os organismos vivos.”

Essa classe de substancia é predominantemente encontrada em plantas e em
menor extensdo em animais e microorganismos. Geralmente possuem carater alcalino e séo
pouco estaveis, podendo ser sensiveis a luz, pH, aquecimento e, até mesmo, a determinados
solventes organicos.

A biossintese de alcal6ide inclui a presenga de pelo menos um aminoécido. De
acordo com o precursor biogenético, os alcaldides podem ser subdivididos em classes: 0s
derivados do aminoacido ornitina (alcaldides tropanico e pirrolizidinico), lisina (alcal6ides
piperidinico, quinolizidinico e indolizidinico), tirosina (alcaloides tetraidroisoquinolidinico,
fenetilisoquinolidinico, tetraidroisoquinolidinico terpendide), e os derivados do triptofano
(alcaloides inddlico, p-carbolinico, inddlico terpendide, quinolidinico, pirroloinddlico)
(DEWICK, 1997).

Neste levatamento abordaremos apenas os alcaldides derivados do triptofano

classificados como pirroloindolico.

Alcaldides pirroloinddlico

O esqueleto pirroloindélico pode ser obtido pela metilacdo de C-3 da triptamina,
seguido da formacdo de um anel, envolvendo o ataque da amina primaria ao carbono
nucleofilico C-2 da triptamina. Dimeros com este sistema de anel também s&o conhecidos, por
exemplo, a quimonantina (12), obtidos a partir do acoplamento entre os carbonos C-3 do
nacleo indol (fig. 2, p. 25) (DEWICK, 1997).
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Figura 2 Formacéo do nucleo pirroloindélico
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3.1 Levantamento dos dados de RMN **C para alcaléides de esqueleto pirroloindélicos,
entre os anos 1976 a 2014

Tendo em vista a inexisténcia de artigos de revisdo com dados de RMN de
carbono 13 de alcaloides com esqueleto pirroloindolico, e visando contribuir com uma fonte
bibliografica de dados de RMN '3C dessa subclasse de substancia, foi efetuada uma
minuciosa revisdo bibliografica entre os anos 1976 e 2014.

A ferramenta de pesquisa empregada foi o Scifinder, uma base de dados que retne
informacdes registradas no Chemical Abstracts. Foram catalogados 153 alcal6ides naturais,
36 de origem vegetal, 83 isolados de fungos e 33 de animais marinhos, resultando num banco
de dados de RMN **C.

Nas tabela 1 (p. 31), tabela 2 (p. 32) e tabela 3 (p. 34), foram listados os homes
e 0s numeros correspondentes as estruturas dos alcaldides isolados de plantas, fungos e
animais marinhos, juntamente com o nome da espécie da qual foi isolada a substancia,
referéncia consultada e o solvente deuterado utilizado no experimento.

As figuras [1 a 36 (p. 35 a 43), 37 a 119 (p. 44 a 60) e 120 a 153 (p. 61 a 66)]
contém as estruturas quimicas com os dados de RMN **C dos alcaléides pirrolidinoindélicos

obtidos de plantas, fungos e marinhos, respectivamente.
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A figura 3 mostra a distribuicdo percentual dos alcaldides de esqueletos
pirroloinddlico catalogados neste levantamento. Esse resultado revela que a maioria desses
alcaloides estam sendo isoladas de fungos (54%), seguida de plantas (24%) e animais

marinhos (22%).

Figura 3 Distribuicdo dos alcaldides de esqueleto pirroloinddlico catalogados de fungos, plantas e marinhos

®Fungos ®Plantas = Marinhos

A andlise dos dados referentes ao numero de alcaldides de esqueleto
pirroloinddlico isolados de fungos mostrou o género Penicillium com o maior numero de
alcaldides catalogados, seguido do género Leptosphaeria, Gliocladium e Chaetonium, como

mostra a figura 4.

Figura 4 Representa¢do grafica do nimero de alcaldides de esqueleto pirroloinddlico catalogados de fungos
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No levantamento feito com marinhos apenas dois géneros revelaram a presenca de
alcaldides pirroloindélico, sendo o género Flustra o principal representante, com 26
substancias, como mostra a figura 5, p. 27.
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Figura 5 Alcal6ides de esqueleto pirroloindélico isolados de animais marinhos
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Ja no estudo feito com plantas, os dados verificados na figura 6 permitem inferir
que dentre as espécies que apresentam alcaldides pirroloinddlico, as pertencentes ao género
Psychotria assumem como principais representantes.

Figura 6 Distribuicdo por género dos alcaldides de esqueleto pirroloindélico catalogados em plantas
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Ao analisar a familia das espécies nas quais foram identificados alcal6ides
pirroloinddlicos, quatro familias foram representadas: Rubiaceae, com 13 espécies
distribuidas nos géneros Psychotria, Margaritosis, Hodkinsonia, Calycodendron;
Calicantaceae, com duas espécies: Idiospermum australiense e Chimonanthus praecox e as
demais familias com apenas uma espécie: Fabaceae (Physostigma venenosum) e
Selaginellaceae (Selaginella moellendorfii), como ilustrado na figura 7, p. 28.
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Figura 7 Especies vegetais que apresentaram alcal6ides de esqueleto pirroloindélico

B Psychotria m Margaritopsis cymuligera
Psychotria oleoides Psychotria rostrata u Calycodendron milnei
Psychotria beccarioides — Psychotria colorata m Hodgkinsonia frutescens
Psychotria lyciiflora Psychotria muscosa u [diospermum australiense
Psychotria forsteriana Psychotria calocarpa u Selaginella moellendorfii
Psychotria pilifera Chimonanthus praecox
Psychotria glomerulata w Physostigma venenosum

A seguir sdo apresentados os deslocamentos quimicos de RMN *3C caracteristicos
de alcaldides de esqueleto pirroloinddlicos, comentando os possiveis efeitos de (des)
blindagem que justificam os valores encontrados.

A absorcdo do carbono sp® ligado a dois nitrogénios (C-8a) é registrada
geralmente entre o 71-95. O efeito indutivo retirador de elétrons do nitrogénio, justifica o0 maior
deslocamento quimico para C-8a. Ao analisar os carbonos metilénicos C-2 (J 45-56) e C-3 (0 30-
39) do esqueleto pirroloinddlico, o incremento de Ao = 15-17 observado para C-2, também estaria
relacionado ao efeito indutivo retirador de elétrons do nitrogénio. Os deslocamentos quimicos dos
carbonos C-3a (0 59-86) aparecem numa regido de maior desblindagem nas estruturas com
esqueleto pirroloinddlico isolados (12), quando comparados com os carbonos C-3a (6 36-49) em
estruturas condensadas (10), este efeito de blindagem é justificado pela compressao estérica

dos anéis.
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O esqueleto pirroloinddlico é caracterizado ainda pela presenca de carbonos
aromaticos com absorcdes registradas entre 6 107-153. Os sinais dos carbonos C-7 e C-7” (6
108-113) e C-5, 5> ¢ 5” (6 116-120) aparecem mais protegidos, devido ao efeito mesomérico
doador de elétrons do nitrogénio. Ja para os carbonos C-7a, 7’a e 7”a (0 145-153) diretamente
ligado ao nitrogénio, observa-se uma desprotecdo devido ao efeito indutivo retirador de elétrons

do nitrogénio (19). 35,1
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hodgkinsina (19)

Carbonos aromaéticos oxigenados sofrem desprotecdo devido ao efeito indutivo
retirado de elétrons do oxigénio, elemento entre os mais eletronegativos. Embora importante, o
efeito indutivo retirador de elétrons ndo deve ser analisado separadamente de outros efeitos, por
exemplo, o atomo de bromo protege os carbonos C-4 e C-5 ao qual estd diretamente ligado, por
ser um atomo volumoso e possuir pares de elétrons livres. Diferentemente do atomo de oxigénio

em que o efeito indutivo retirador de elétrons prevalece (C-4) (142).

26,0 181

debromoflustramina B (142)

Os deslocamentos quimicos dos carbonos C-11a e C-11a' (60 74-84) (108, p. 30)
sdo particularmente afetados pela proximidade das carbonilas C-1 e C-1’ (0 160-169), efeito



30

mesomeérico retirador de elétrons, e devido ao efeito indutivo retirador de elétrons do enxofre.

O efeito anisotropico das carbonilas produz uma blindagem nas metilas C-12 e C-12’ (0 27-

30), por se encontrarem na regido de protecdo anisotrdpica. Os carbonos C-11 e C-11" (6 77-83),

C-13 e C-13 (0 59-62), sofrem desblindagem, decorrente do efeito indutivo retirador de elétrons

do oxigénio (108).
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Tabela 1 Relacgéo dos alcaldides pirrolidinoindolicos descritos na literatura, fontes botanicas
(espécies), solventes empregados para obtencéo dos espectros de RMN e as referéncias

correspondentes
Alcaléides pirrolidinoindélicos de plantas
Alcalbides Espécie Solvente | Referéncia
fisostigmina’(1) Physostigma CDCly’ CROOKS; ROBINSON;
eseramina®(2) venenosum DMSO-dg * | COHN, 1976
Nig-norfisostigmina® (3)
psicotridina E (4) Psychotria CDCl; ROTH et al., 1986
forsteriana
quadrigemina C (5) P. oleoides CDCl,4 LIBOT et al., 1987
calicosidina (6)
isopsicotridina B (7)
vatine (8) Calycodendron | CDCl; ADIJIBADE et al., 1990
vatamine (9) milnei
(-)-calicantina (10) P. forsteriana CDCl,4 ADJIBADE et al., 1992
iso-calicantina (11)
meso-gquimonantina (12)
psicoleina (13) P. oleoides CDCl; GUERITTE-
VOEGELEIN et al., 1992
(-)idiospermulina (14) Idiospermum | CDCl; DUKE et al., 1995
australiense
(8-8a),(8’-8a)-tetradehidro(-)-calicantina (15) P. glomerulata | C¢Dg SOLIS et al., 1997
(8-8a),(8’-8’a)-tetrahidro-N’-demetil (-)-
calicantina (16)
(8-8a)-didehidro-(-)-calicantina (17)
(8-8a), (8’-8a)-tetradehidroisocali-cantina 3a P. colorata CDCl, VEROTTA et al., 1998
(R), 3’a(R) (18)
hodgkinsina (19)
Ny-desmetil-mesoquimonantina (20) P. lyciiflora CDCl; JANNIC et al., 1999
caledonina (21)
oleoidina (22)
quadrigemina (23)
psicotrimina (24) P. rostrata CDCl; TAKAYAMA et al.,
psichopentamina (25) 2004
CPC-1 (26) Chimonanthus | CDCl; KITAJIMA et al., 2006
proecox
acido selaginélico (27) Selaginella CDs;0D WANG et al., 2009
acido 5-hidroxiselaginélico (28) moellendorfii
5-hidroxi-Ng-Ng-dimetilpseudofrinaminol (29)
N-selagineloil-L-fenilalanina (30)
N-(5-hidroxiselagineloil)-L-fenilalanina (31)
acido neoselaginelico (32)
N-neoselaginelico-L-fenilalanina (33)
N-(5-hidroxineoselagineloil)-L-fenilalanina (34)
L-folicantina (35) C. praecox CDCl; ZHANG et al., 2009
psicotriasina (36) P. calocarpa CDs0D ZHOU et al., 2010
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Tabela 2 Relacao dos alcaloides pirrolidinoindolicos descritos na literatura, fungo (espécie),
solventes empregados para obtencdo dos espectros de RMN *3C e as referéncias correspondentes

Alcaléides pirrolidinoindélicos de fungo

Alcalbides Espécie Solvente | Referéncia

melinacidina I (37), 11 (38), IV (39) Acrostalagmus CDCl, ARGOUDELIS;
cinnabarinus MIZSAK, 1977

chetomina (40) Chaetomium CDCl, BREWER et al., 1978
cochliodes

roquefortina (41) Penicillium CDCl, VLEGGAAR; WESSELS,

isoroquefortina (42) roqueforti 1980

aszonalenina (43) Aspergillus CDCl, KIMURA; HAMASAKI;

monoacetato de aszonalenina (44) zonatus NAKAJIMA, 1982

amauromina (45) Amauroascus sp. | CDCl, TAKASE et al., 1984

tetrahidroamauromina (46)

triacetato de chaetocina Il (47) Chaetomium sp. CDCl,4 SAITO etal., 1985

triacetato de chetracina A (48)

ditriptofenalina (49) Aspergillus flavus | CDClj MAES; POTGIETER,;

STEYN, 1986

verrucofortina (50) Penicillium CDCl; HODGE; HARRIS, C.;
verrucosum HARRIS, T., 1988

diacetato de chaetocina (51)° Chaetomium sp. | CDCIy” SAITOetal., 1988

diidroxicheatocina (52)* DMSO-dg?

triacetato de diidroxicheatocina (53)"

triacetato de chetracina A (54)°

diacetato de chaetocina B (55)°, C (56)°

sporidesmina A (57) Pithomyces CDCl, MILES; MUNDAY;
chartarum WILKINS, 1992

Ns-formil-roguefortina C (58) Penicillium CDCl; MUSUKU et al., 1994
verrucosum

leptosina A (59), B (60), C (61), D (62), Leptosphaeria sp. | CDClj TAKAHASHI et al., 1994

E (63), F (64)

sch 52900 (65), sch 52901 (66), Gliocladium sp. CDCl; CHU et al., 1995

verticillina A (67)

leptosina K (68), K1 (69), K2 (70) Leptosphaeria sp. | CsDsN TAKAHASHI et al., 1995

verticillina D* (71), E* (72), F° (73) Gliocladium CsDsN? JOSHI; GLOER;

triacetato de verticillina D® (74) Catenulatum C3Ds0O° WICKLOW, 1999

CDCIs*

fellutanina D (75) Penicillium CDCl, KOZLOVSKY et al.,
fellutanum 2000

leptosinas M (76), M1 (77), N (78), N1 (79) Leptosphaeria sp. | C3DsO YAMADA etal., 2002

T998 A (80)% B (81)°, C (82)" Tilachlidiumsp. | CDCI3 FENG et al., 2004

CD;0D"

roquefortina E (83) Gymnoascus CDCl; CLARK et al., 2005
reessii

gliocladina A (84), B (85), C (86), D (87), Gliocladium CsDsN DONG et al., 2005

E (88) roseum

chaetocochinas A (89)%, B (90)°, C (91)° Chaetomium CsDsN? Li et al., 2006
cochiods cDCIy

bionectinas A (92), B (93), C (94) Bionectra CDCl; ZHENG et al., 2006
byssicola

verticillina G (95) B. byssicola CDCl, ZHENG et al., 2007

brevicompanina B (96), D (97), E (98), Penicillium sp. CDCl, DU et al., 2009

F (99), G (100), H (101)

roquefortina H (102), 1 (103) Penicillium sp. CDCl, DU et al., 2010

16-hydroxyroquefortina C (104) Penicillium spp. CD;0D SHAN et al., 2010

protubonina A (105), B (106) Aspergillus sp. CDCl, LEE et al., 2011

verticillina H (107) Bionectriaceae CDCl, FIGUEROA et al., 2012
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chetracina B? (108), C° (109) Oidiodendron CDCI3* Lletal., 2012

melinacidina I\V° (110), chetracina D” (111) | truncatum DMSO-ds

oidioperazina A" (112), T988 A” (113)

eurocristatina (114) Eurotium DMSO-dg GOMES et al., 2012
cristatum

luteoalbusina A (115), B (116) Acrostalagmus DMSO-dg | WANG et al., 2012
luteoalbus

1-formil-5-hidroxiaszonalenina (117) Neosartorya CDCl, EAMVIJARN et al., 2013
fischeri

roquefortina L (118), F (119) Penicillium CDCl,4 RIES et al., 2013

chrysogenum
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Tabela 3 Relagéo dos alcaldides pirrolidinoindolicos descritos na literatura, animal marinho
(espécie), solventes empregados para obtencao dos espectros de RMN e as referéncias
correspondentes

Alcaléides pirrolidinoindélicos de animal marinho

Alcalbides Espécie Solvente | Referéncia
flustramina A (120), B (121) F lustra CDCl; CARLE;

foliaceae CHRISTOPHERSEN, 1980
flustramina C (122) F. foliaceae CDCl; CARLE;
flustraminol A (123), B (124) CHRISTOPHERSEN, 1981
2-oxoflustramina A (125) F. foliaceae CDCl,4 WULFF; CARLE;

CHRISTOPHERSEN, 1982

bromo-diidroflustramina (126) F. foliaceae CDCl,4 WRIGHT, 1984
flustramina D (127) F. foliaceae CDCl; LAYCOCK et al., 1986

N-oxidodiidrofustramina C (128)
N-oxidoflustramina D (129)

flustramina E (130) F. foliaceae CDCl, HOLST et al., 1994
securamina A (131), B (132), C (133), D (134) Securiflustra CDCl; RAHBAEK et al., 1996
securifrons
securamina E (135), F (136), G (137) S. securifrons CDCl, RAHBAEK;
CHRISTOPHERSEN, 1997
(3aR, 8aS)-6-bromo-3a-[(2E)-3,7-dimetil-2,6- F. foliaceae CDCl, PETERS et al., 2002

octadienil]-1,2,3,3a,8,8a-hexaidropirrolo[2,3-b]-
indol-7-ol (138)

debromodiidroflustramina C (139) F. foliaceae CDCl; RIOS et al., 2002
debromoflustramina A (140), E (141), B (142)
flustramina F (143), G (144), H (145), J (146), F. foliaceae CDCl; ROCHFORT et al., 2009

| (147), K (148), L (149), M (150), O (151),
P (152)
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaloides pirrolidinoindoélicos isolados de planta
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaléides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaldides pirrolidinoindélicos isolados de planta
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Alcaléides pirrolidinoinddlicos isolados de planta
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoindélicos isolados de fungo
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaloides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldéides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo
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Alcaldéides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo

114,7

233 224
1244 1247
132,1 131,9
120 (0N 1245 X
1291 ‘\/\\ 1291 /
1435 °N
1193 118,8
172,7
36,6
238
18,1
14,0 100
124,7
1318
124.4 X
1291
1439 N
118,6
173,7
283

19,0 158

118,7

128,4




58
Alcaldéides pirrolidinoinddlicos isolados de fungo

21,3

169,5
NS
¢

o}
124,9 '

234

21,1

=
N
©
wn
muomut
=
N
©
~

64,1 AOH




59

Alcaldides pirrolidinoindélicos isolados de fungo
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Alcaloides pirrolidinoindoélicos isolados de fungo
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Alcaloides pirrolidinoindélicos isolados de animal marinho
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Alcaloides pirrolidinoindélicos isolados de animal marinho
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Alcaloides pirrolidinoindolicos isolados de animal marinho
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Alcaloides pirrolidinoindolicos isolados de animal marinho
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Alcaloides pirrolidinoindoélicos isolados de animal marinho
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Alcaloides pirrolidinoindolicos isolados de animal marinho
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material Botanico

Margaritopsis carrascoana foi coletada na chapada do Araripe, municipio de
Moreilandia-PE, pelo professor Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

A identificag@o boténica foi realizada pelo professor Elnatan Bezerra de Souza, do
Departamento de Biologia da Universidade do Vale do Acaral. A exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra, no Departamento de Biologia da Universidade Federal

do Ceard, sob o nimero 22075.

4.2 Métodos Cromatograficos

4.2.1 Cromatografia de Adsorcéo

As Cromatografias Liquido-Solido (CLS) foram realizadas utilizando-se colunas
de gel de silica 60 (@ 63-200 um) para cromatografia em coluna aberta e gel de silica 60 (&
40-63 um) para cromatografia sob pressdo (cromatografia “flash”) da VETEC. O
comprimento e o didametro das colunas variaram de acordo com as massas das amostras e a
quantidade de gel silica utilizada. As colunas utilizadas nas cromatografias de adsor¢do sob
pressdao meédia (cromatografia flash) foram de vidro resistente a pressao e continham bulbos
no apice, para armazenamento de solvente. Foi empregada nesta técnica, bomba de ar
comprimido modelo Inalar Compact N° 682403 de Ind. de Aparelhos Médicos Ltda.

Para a cromatografia de camada delgada (CCD) utilizam-se cromatoplacas de gel
de silica 60 (& 2- 25 um) sobre aluminio da Merck (com indicador de florescéncia na faixa de
254 nm).

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila, puros ou combinados em proporcdes crescentes de polaridade.
Os eluentes utilizados nos tratamentos por cromatografia de adsor¢do sobre média pressdo
foram escolhidos apds analise prévia das fragdes por CCD, a fim de permitir que o
constituinte desejado (ou aquele de menor Rg) apresente Rg préximo de 0,3. Estes eluentes
escolhidos foram utilizados no empacotamento da silica nas colunas e como eluentes de

partidas no procedimento cromatogréafico.
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A revelagdo das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposi¢do
a luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) realizado em aparelho
Spectroline modelo ENF 240 C/F, por aspersdo com o Revelador de Dragendorff e solucdo de
vanilina (CgHgO3). Sendo necessario aquecimento em estufa a 100 °C por aproximadamente 5

minutos, quando o revelador era vanilina.

4.2.2 Cromatografia Liquida de Exclusdo Molecular

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo molecular foram efetuados em

gel de dextrana Sephadex LH-20®, utilizando-se metanol puro como fase mével.

4.2.3 Cromatografia em Coluna de Fase Reversa (C-18)

As cromatografias em coluna de fase reversa C-18 foram realizadas em cartuchos

de octadecil-silica utilizando colunas Phenomenex (500 mg).

4.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em
equipamento constituido de uma bomba ternaria de alta pressio SHIMADZU LC-20AT,
detector UV Visivel com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A e um forno termostéatico
para acomodacdo da coluna.

Para as analises cromatograficas utilizou-se uma coluna semi-preparativa de fase
reversa Phenomenex RP-18 (250 x 10 mm, 5 um). Os solventes empregados como fase mével
foram agua Milli-Q, solucdo de TFA 0,1 % e metanol com grau de pureza CLAE, que foram
filtrados em membrana de nylon com poros de 0,45 um. As amostras foram dissolvidas com
os solventes usados na fase movel e filtradas num sistema manual de membrana de teflon com

poros de 0,45 pum.
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4.3 Métodos Espectrométricos

4.3.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrémetro Perkin
Elmer, modelo Spectrum 100-FT-IR usando o aparato UATR (Universal Attenuated Total
Reflectance), pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste, da
Universidade Federal do Ceard (LEMANOR-UFC). Os experimentos foram realizados com as

amostras sélidas ou dissolvidas, neste caso, utilizando-se o solvente etanol.

4.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de
carbono-13 (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-13 (RMN 3C) uni e bidimensionais de MCT-A
1, MCT-A 2, MCT-A 3, MCT-NB 1, MCT-NB 2, MCF-NB 1, MCF-NB 2, MCF-NB 3,
MCF-NB 4, MCT-H 1, MCT-H 2, MCT-D 1 e MCT-D 2, foram obtidos em espectrémetros
Bruker, modelo Advance DPX-300 ou modelo Advance DPX-500, pertencentes ao Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear, da Universidade Federal
do Ceard (CENAUREMN-UFC).

O espectrometro Bruker Avance DRX-300, equipado com sonda de detec¢édo
inversa de 5 mm, foi operado nas freqiiéncias de 300,13 (*H) e 75,47 (**C) MHz sob um
campo magnético de 7,05 T. Nos experimentos realizados no aparelho Advance DPX-500,
equipado com sonda multinuclear de 5 mm com deteccdo inversa, foi aplicado freqliéncias de
499,70 (*H) e 125,66 (**C) MHz sob um campo magnético de 11,74 T.

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado:
metanol (CD3;0D), piridina (CsDsN) e cloroférmio (CDCIs), comercializados pela Cambridge
Isotope Laboratories.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN H) e
bidimensionais de MCT-A 4, foram obtidos em espectrometro Agilent, modelo VNMRS-500,
pertencentes ao Laboratorio Multiusuario de Anéalise por RMN, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (LMAR-UFRJ), operando na frequéncia do hidrogénio a 499,70 MHz.

Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e

referenciado, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes
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as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados: metanol (63,31),
piridina (68,74; 7,58; 7,22) e cloroférmio (67,27). Nos espectros de carbono-13, 0s
deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos dos carbonos-13 dos solventes:
metanol (649,15), piridina (6 150,35; 135,91; 123,87) e cloroférmio (6 77,23).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H foram
indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto), g (quarteto), gt (quinteto) e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), foi
utilizada na determinacdo do padrdo de hidrogenagdo dos carbonos em RMN *3C, descrito
segundo a convencao: C (carbono ndo-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono
metilénico), CH3 (carbono metilico).

Os experimentos bidimensionais de correlacdo homonuclear (COSY e NOESY) e
heteronuclear (HSQC e HMBC), realizados no aparelho Bruker Avance DRX-500, foram
fetuados em sonda multinuclear de 5 mm, com deteccdo inversa, empregando-se gradiente de
campo no eixo Z e magnitude de 10 A. Os valores de J utilizados para 0s experimentos

pertinentes foram *Jy ¢ = 145°, "Jyc = 7, onde n > 2.

4.3.3 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas de alta resolucdo de MCT-A 1, MCT-A 2, MCT-A 3,
MCT-A 4, foram obtidos usando um espectrémetro de massas Waters modelo Xevo QTOF,
equipado com fonte de ionizacdo por electrospray, pertencente a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA

Os espectros de massas de alta resolucdo de MCT-NB 1, MCT-NB 2, MCF-NB 1,
MCF-NB 2, MCF-NB 3 e MCF-NB 4 foram obtidos usando um espectrébmetro de massa
Shimaduz modelo LCMS-IT-TOF, equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (IES)
ou ionizacdo quimica a pressdao atmosférica (APCI), pertencente ao Laboratério de
Espectrometria de Massas do Nordeste, da Universidade Federal do Ceard (LAMANOR-
UFC), sendo os scans adquiridos no modo positivo ou negativo. Condigdes gerais das
analises: voltagens do capilar 3500 V; temperatura e fluxo do gas secante: 150 °C e 150 uL/h.
Nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizacéo e solucdo de NaTFA foi usada como padrdo
para calibracdo do IT-TOF. As amostras (5 uL) dissolvidas em solvente grau CLAE

[acetonitrila ou metanol] numa concentracdo de 1 pug/mL foram introzidas por injecdo direta
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na fonte de ionizacdo. Os valores de massas observados, bem como os calculos de erros foram

obtidos através do software Formula Predictor.
4.4 Métodos Fisicos
4.4.1 Ponto de fusao

O ponto de fusdo das substancias isoladas foram obtidos no Departamento de
Quimica Organica e Inorganica, da Universidade Federal do Cear4, em equipamento da
Marconi modelo MA 381, composto por uma placa aquecedora N480D, a uma taxa de

aguecimento de 3 ‘C/min.
4.4.2 Rotacéo Optica

As medidas de rotacdo optica foram obtidos em polarimetro Jasco modelo P-2000,
na faixa do sodio (589 nm), a 20 "C, pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massa do
Nordeste, da Universidade Federal do Ceard (LAMANOR-UFC).

4.5 Métodos Computacionais

As estruturas de menores energias foram obtidas pelo método SCAN atraves da
rotacdo dos angulos diedro de 60 em 60°. As estruturas encontradas foram relaxadas,
primeiramente, pelo método semiempirico AML1 e posteriormente pelo programa Gaussian 09
da Gaussian INC, através do método da teoria funcional da densidade B3LYP com bases 6-
31+G(d,p). Foi aplicado o método PCM de solvatacdo continua para simular o solvente do

experimento de RMN.
4.6 Estudo Fitoquimico de Margaritopsis carrascoana.
4.6.1 Obtencéao do Extrato Etandlico dos Talos e Folhas de M. carrascoana

Os talos de M. carrascoana (7,6 kg), depois de secos e triturados, foram extraidos

exaustivamente com etanol. Apo6s a destilacdo do solvente sob pressdo reduzida em



72

evaporador rotativo, obteve-se um extrato de coloracdo esverdeada denominado MCTE
(295,5 g).

1,8 kg de folhas de M. carrascoana, depois de secas e trituradas, foram
submetidas a extracdo exaustiva com etanol. A solucdo etandlica obtida foi destilada em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se um extrato de coloracdo esverdeada
denominado MCFE (118,5 g).

4.6.2 Obtencédo da Fracgao Alcaloidica de MCTE

Uma aliquota de 33,0 g de MCTE foi colocada em um erlenmeyer e adicionada
200 mL de solucdo de HCI 5%. A suspensdo foi deixada sob agitacdo mecanica por um
periodo de 4 horas.

Ao erlenmeyer foram adicionados 200 mL de acetato de etila. A solugdo foi
transferida para um funil de separacdo, obtendo-se uma fase organica (néo alcaloidica) e uma
fase aquosa (porc¢do alcaloidica), o procedimento de separacdo foi repetido 3 vezes. A fase
organica, denominada MCTE-O (4,6 g), foi concentrada em evaporador rotativo sob pressdo
reduzida.

A fase aquosa (porcdo alcaloidica) foi alcalinizada com NH,OH até pH 11. Esta
fase foi submetida a uma particdo com acetato de etila (4 x 200 mL cada), obtendo-se uma
fase organica (porcdo alcaloidica) e uma fase aquosa (ndo alcaloidica). A fase alcaloidica foi
lavada com H,0O, seca com sulfato de sddio anidro e concentrada em evaporador rotativo sob

pressdo reduzida, obtendo a fracdo alcaloidica denominada MCTE-A (1,1 g) (flux. 1, p. 77).

4.6.2.1 Fracionamento cromatografico de MCTE-A

Uma aliquota de 1,0 g de MCTE-A foi dissolvida em 2 mL da solucdo de
(H.O/ATF 0,1%)/MeOH (1:1) e submetida a sucessivos fracionamentos em um cartucho
SPE-C18 (500 mg/6 mL), por eluicdo com solucdes de (H,O/ATF 0,1%)/MeOH 1:1 a
(H.O/ATF 0,1%)/MeOH 3:7 em ordem decrescente de polaridade, e posteriormente, com
metanol. Deste procedimento obteve-se 4 fragdes denominadas MCTE-A 1, MCTE-A 2,
MCTE-A 3 e MCTE-AR, conforme a tabela 4, p. 73 (flux. 1, p. 74).
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Tabela 4 Fracionamento cromatografico de MCTE-A

Solvente Fracao Massa (mg)
(H.O/TFA 0,1%)/MeOH 1:1 MCTE-A 1 231,9
(H.O/TFA 0,1%)/MeOH 2:3 MCTE-A 2 563,4
(H2O/TFA 0,1%)/MeOH 3:7 MCTE-A 3 46,1

Metanol MCTE-AR 84,8

Rendimento 926,2 (92,6%)

4.6.2.2 Fracionamento cromatografico de MCTE-A 2

A fracdo MCTE-A 2 (563,4 mg) foi cromatografada em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), em uma coluna RP-18 (250 x 10 mm, 5 um), e eluida através de um
gradiente (H,O/ATF 0,1%)-metanol, variando 25-75% de metanol, numa corrida de 15 min,
com fluxo de 4,72 mL/min. Deste procedimento foram coletados cinco fragfes, quatro
denominados MCTE-A 2.1 (15,1 mg), MCTE-A 2.2 (95,6 mg), MCTE-A 2.3 (90,0 mg) e
MCTE-A 2.4 (59,2 mg), referentes as amostras com tempo de retencdo (tg) 5,5; 6,2; 8,9 e 12,1
min, respectivamente, e a quinta denominada MCTE-AR 2 (163,8 mg), proveniente da
eluicdo com metanol (fig. 8 e flux. 1, p. 74).

Figura 8 Cromatograma obtido por CLAE da fragdo MCTE-A 2
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Fluxograma 1 Obtencéo e fracionamento cromatogréfico da porg¢éo alcaloidica do extrato etanolico dos talos de
M. carrascoana

Extracdo acido/base

CC Gravitacional (C18)

4.6.2.3 Fracionamento de MCTE-A 2.2 e isolamento de MCT-A 1

Uma aliquota da fracdo MCTE-A 2.2 (88,7 mg), foi recromatografada em CLAE,
utilizando uma mistura isocratica (H,O/ATF 0,1%)/metanol 3:1, numa corrida de 10 min,
com fluxo de 4,72 mL/min. A partir deste procedimento obteve-se duas fracdes MCTE-A
2.2.1 (50,6 mg) e MCTE-A 2.2.2 (25,1 mg) (flux. 2, p. 75).

A fragdo MCTE-A 2.2.1 (50,6 mg), um s6lido marrom amorfo denominado MCT-
A 1, foi identificada através de RMN como sendo um alcal6ide. A analise espectroscépica por
RMN e comparacéo com dados da literatura, mostraram que MCT-A 1 tratava-se do alcaldide
pirrolidinoinddlico denominado de calicosidina.

Uma aliquota da fracdo MCT-A 1 (39,2 mg) foi submetida a um processo de
neutralizacdo, conforme o procedimento: a fragdo foi dissolvida numa menor quantidade

possivel de metanol. Foi adicionado uma solugdo de NH,OH 20% até pH 12. A solucdo
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bésica foi transferida para um funil de separacéo e extraida com acetato de etila, obtendo-se
uma fase orgénica (fase alcaloidica) e uma fase aquosa. A fase alcaloidica foi lavada com
H,O, seca com sulfato de sodio anidro e concentrada em rotaevaporador, obtendo-se um

solido amorfo marrom denominado MCT-A 1 desprotonada (16,7 mg).

Fluxograma 2 Metodologia de isolamento de MCT-A 1 a partir da sub-fragdo MCTE-A 2.2

4.6.2.4 Fracionamento de MCTE-A 2.1 e isolamento de MCT-A2e MCT-A 3

A fracdo MCTE-A 2.1 (15,1 mg), foi recromatografada em CLAE, utilizando uma
mistura isocratica (H,O/ATF 0,1%)/metanol 2:1, numa corrida de 15 min, com fluxo de 4,72
mL/min. A partir deste procedimento obteve-se trés fragdes MCTE-A 2.1.1 (4,2 mg), MCTE-
A 2.1.2 (56 mg), MCTE-A 2.1.3 (1,1 mg), referentes as amostras com tempo de retengdo (tg)
10,2; 11,4 e 13,4 min, respectivamente, e quarta denominada MCTE-AR 2.1 (2,5 mg),
proveniente da eluicdo com metanol (fig. 9 e flux. 3, p. 76).

A fracdo MCTE-A 2.1.1 (4,2 mg), uma resina marrom denominado MCT-A 2, foi
identificada através de RMN como sendo um alcal6ide de esqueleto pirrolidinoinddlico de
carater inédito na literatura.

A fracdo MCTE-A 2.1.2 (5,6 mg), denominado MCT-A 3, apresentou-se como
uma resina amarela e foi identificada através de RMN como sendo um alcaldide
pirrolidinoindolico. A analise espectroscopica por RMN mostrou que MCT-A 3 esta sendo

relatada pela primeira vez na literatura.



Figura 9 Cromatograma obtido por CLAE da fracdo MCTE-A 2.1
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4.6.2.5 Fracionamento de MCTE-A 2.4 e isolamento de MCT-A 4

A fragdo MCTE-A 2.4 (59,2 mg), foi analisada em CLAE, utilizando-se uma fase
movel isocratica composta por (H,O/ATF 0,1%)/metanol 31:19, numa corrida 10 min, com
fluxo de 4,72 mL/min. A partir deste procedimento obtiveram-se 4 fracGes, trés denominadas
MCTE-A 2.4.1 (5,5 mg; tr = 2,5-3,2 min), MCTE-A 2.4.2 (7,8 mg; tr = 6,0-7,5 min), MCTE-
A 2.4.3 (30,2 mg; tr = 8,0 min), e a quarta denominada MCTE-AR 2.4 (10,7 mg), proveniente
da eluicdo com metanol (fig. 10, flux. 4, p. 78).

A fracdo MCTE-A 2.4.3 apresentou-se como um sélido marrom amorfo
denominado MCT-A 4 e foi identificado através de RMN como sendo um alcaldide
pirrolidinoindolico. A posterior caracterizado estrutural de MCT-A 4 através de técnicas
espectroscopicas e comparacdo com dados da literatura, possibilitou a identificacdo de MCT-

A 4 como sendo a Hodgkinsina.

Figura 10 Cromatograma obtido por CLAE da fracdo MCTE-A 2.4
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Fluxograma 4 Isolamento de MCT-A 4 a partir do fracionamento cromatogréfico da sub-fracdo MCTE-A 2.4

4.6.3 Particdo Liquido-Liquido de MCTE

Uma aliquota de 51,3 g de MCTE foi dissolvida em uma solucéo contendo 30 mL
de metanol e 140 mL de H,O. A solucdo foi submetida a uma particdo liquido/liquido
utilizando os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracdes
obtidas foram denominadas MCTE-H, MCTE-D, MCTE-A, MCTE-NB e MCTE-FA. A

tabela 5 descreve as massas e o rendimento da particdo (flux. 5, p. 79).

Tabela 5 Particdo do extrato etandlico de MCTE

Solvente Fracéo Massa (g)
Hexano MCTE-H 9,0
Diclorometano MCTE-D 3,0
Acetato de etila MCTE-A 1,1
n-Butanol MCTE-NB 57
Fase aquosa MCTE-AQ. 25,5

Rendimento 44,3 (86,4%)
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Fluxograma 5 Obtencéo e particdo do extrato etanolico dos talos de M. carrascoana

1. Extrag&o com etanol
2. Evaporacdo do solvente

Particdo liquido-liquido

4.6.3.1 Fracionamento cromatografico de MCTE-NB

Uma aliquota da fragdo MCTE-NB (3,9 g), s6lido marrom dissolvido em 5 mL de
MeOH, foi cromatografada em Sephadex LH-20 (@ =5 cm e 13 cm de altura), gerando 6
fracdes de 20 mL, por eluicdo com metanol. Apo6s analise comparativa por CCD as fragdes
semelhantes foram reunidas em 3 fragdes resultantes denominadas MCTE-NBS 1, MCTE-
NBS 2 e MCTE-NBS 3. A tabela 6 descreve as massas e o rendimento do fracionamento,
(flux. 6, p. 80).

Tabela 6 Fracionamento cromatografico de MCTE-NB

Fracdo Massa (mg)
MCTE-NBS 1 482,4
MCTE-NBS 2 3200,0
MCTE-NBS 3 106,3

Rendimento 3788,7 (97,1%)
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4.6.3.2 Fracionamento cromatogréafico de MCTE-NBS 2

A fracdo MCTE-NBS 2 (3,2 g) foi dissolvida em 6 mL da solucdo de
agua/metanol 4:1 e submetida a sucessivos fracionamentos cromatograficos em um cartucho
SPE-C18 (500 mg/6 mL), por eluicdo com solugbes de H,O/MeOH 4:1 a H,O/MeOH 1:4 em
ordem decrescente de polaridade, e posteriormente, com metanol. Deste procedimento foram
obtidas 4 fracbes denominadas MCTE-NBS 2.1, MCTE-NBS 2.2, MCTE-NBS 2.3 e MCTE-
NBSR 2. Conforme a tabela 7 abaixo (flux. 6).

Tabela 7 Fracionamento cromatografico de MCTE-NBS 2

Solvente Fracéo Massa (mg)
H,O/MeOH 4:1 MCTE-NBS 2.1 2300,0
H,O/MeOH 1:1 MCTE-NBS 2.2 96,8
H,O/MeOH 1:4 MCTE-NBS 2.3 92,8

Metanol MCTE-NBSR 2 528,6

Rendimento 3018,2 (94,3%)

Fluxograma 6 Fracionamento cromatografico da fracdo n-butanélica obtida do extrato etanélico dos talos de M.
carrascoana

Sephadex LH 20

=
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4.6.3.3 Isolamento de MCT-NB 1

A fracdo MCTE-NBS 2.3 (92,8 mg), foi cromatografada em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), em uma coluna RP-18 (250 x 10 mm, 5 pm), por eluicdo com
H,O/acetonitrila 4:1, numa corrida de 13 min, com fluxo de 4,72 mL/min. Deste
procedimento foram coletadas cinco fracdes, quatro denominadas MCTE-NBS 2.3.1 (11,8
mg; tgr = 6,7 min), MCTE-NBS 2.3.2 (22,2 mg; tg = 8,1 min), MCTE-NBS 2.3.3 (12,2 mg; tr
= 8,7 min) e MCTE-NBS 2.3.4 (4,0 mg; tr = 10,9 min) e a quinta denominada MCTE-NBSR
2.3 (26,3 mg), proveniente da eluicdo com metanol (fig. 11, flux. 7, p. 82).

A fracdo MCTE-NBS 2.3.3 (12,2 mg) foi purificada por CLAE, utilizando-se uma
fase movel composta por H,O - metanol 3:2, em 10 min, empregando-se um fluxo de 4,72
mL/min. A partir deste procedimento foram obtidas duas fracdes denominadas MCTE-NBS
2.3.3.1 (4,0 mg) e MCTE-NBS 2.3.3.2 (6,7 mg). A fragdo 2.3.3.2, um sélido amarelo amorfo
denominado MCT-NB 1, foi caracterizada através de técnicas espectroscépicas como sendo a
neolignana denominada de alcool 4-O-p-D-glicopiranosil-di-hidro-desidrodiconiferilico (flux. 7,
p. 82).

Figura 11 Cromatograma obtido por CLAE da fragdo MCTE-NBS 2.3
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Fluxograma 7 Metodologia de isolamento de MCT-NB 1 a partir da sub-fragdo MCTE-NBS 2.3

CLAE

4.6.3.4 Isolamento de MCT-NB 2

A fracdo MCTE-NBS 2.2 (96,8 mg), foi analisada em CLAE, empregando-se uma
mistura isocratica H,O/CH3CN 4:1, numa corrida 12 min, com fluxo de 4,72 mL/min. A partir
deste procedimento foram obtidas 5 cinco fracGes, quatro denominados MCTE-NBS 2.2.1
(29,0 mg; tr = 8,0 min), MCTE-NBS 2.2.2 (12,1 mg; tg = 9,3 min), MCTE-NBS 2.2.3 (11,0
mg; tr = 10,3 min) e MCTE-NBS 2.2.4 (9,5 mg; tr = 11,5 min) e a quinta denominada MCTE-
NBSR 2.2 (28,3 mg), proveniente da eluicdo com metanol (fig. 12, p. 83, flux. 8, p. 84).
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Figura 12 Cromatograma obtido por CLAE da fragdo MCTE-NBS 2.2
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A fracdo MCTE-NBS 2.2.2 (12,1 mg), foi recromatografada em CLAE para
purificacdo, usando como eluente uma fase mével composta por H,O/MeOH 11:9, numa
corrida de 13 min, com fluxo de 4,72 mL/min. Desta analise obtiveram-se trés fracGes
denominadas MCTE-NBS 2.2.2.1 (2,9 mg), MCTE-NBS 2.2.2.2 (2,2 mg) e MCTE-NBS
2.2.2.3 (5,3 mg) (flux. 8, p. 84).

A fracdo MCTE-NBS 2.2.2.3 (5,3 mg), um solido amarelo amorfo denominado
MCT-NB 2, foi identificada através de RMN como sendo um flavondide. A analise
espectroscopica por RMN e comparacdo com dados da literatura, mostraram que MCT-NB 2

tratava-se da flavona 7-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil luteolina.
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Fluxograma 8 Metodologia de isolamento de MCT-NB 2 a partir da sub-fragdo MCTE-NBS 2.2

CLAE

CLAE

4.6.4 Particdo Liquido-Liquido de MCFE

Uma aliquota de 21,0 g de MCFE foi dissolvida em uma solugéo contendo 30 mL
de metanol e 150 mL de &gua. A solucdo foi submetida a uma particdo liquido/liquido
utilizando os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracdes
obtidas foram denominadas MCFE-H, MCFE-D, MCFE-A, MCFE-NB e MCFE-FA. A

tabela 8, p. 85 descreve as massas e o rendimento da parti¢do (flux. 9, p. 85).
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Tabela 8 Particao do extrato etanélico de MCFE

Solvente Fracao Massa (g)
Hexano MCFE-H 3,2
Diclorometano MCFE-D 3,9
Acetato de etila MCFE-A 0,6
n-Butanol MCFE-NB 3.8
Fase aquosa MCFE-Aq. 6,1
Rendimento 17,6 (83,8%)

Fluxograma 9 Obtenc&o e particdo do extrato etandlico das folhas de M. carrascoana

1. Extracdo com etanol
2. Evaporagédo do solvente

Particdo liquido-liquido

4.6.4.1 Fracionamento cromatogréafico de MCFE-NB

Uma aliquota da fracdo MCFE-NB (1,5 g), foi dissolvida em 3 mL de metanol e
cromatografada em Sephadex LH-20 (@ = 5 cm e 13 cm de altura), gerando 8 fragdes de 20
mL, por eluicdo com metanol. Ap6s analise comparativa por CCD, as fracdes semelhantes
foram reunidas em 3 frac6es denominadas MCFE-NBS 1, MCFE-NBS 2 e MCFE-NBS 3. A

tabela 9, p. 86 descreve as massas e o0 rendimento do fracionamento (flux. 10, p. 87).
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Tabela 9 Fracionamento cromatografico de MCFE-NB

Fracdo Massa (mg)
MCFE-NBS 1 557,3
MCFE-NBS 2 813,6
MCFE-NBS 3 37,2

Rendimento 1408,1 (93,9%)

4.6.4.2 Fracionamento cromatografico de MCFE-NBS 2

A fracdo MCFE-NBS 2 (813,6 mg) foi dissolvida em 2 mL da solugdo de

H,O/MeOH 4:1 e submetida a sucessivos fracionamentos cromatograficos em um cartucho
SPE-C18 (500 mg/6 mL), por eluicdo com solucgdes de H,O/MeOH 1:4 a H,O/MeOH 4:1 em

ordem decrescente de polaridade, e posteriormente, com metanol. Deste procedimento obteve-
se 4 fragdes resultantes denominadas MCFE-NBS 2.1, MCFE-NBS 2.2, MCFE-NBS 2.3 e
MCFE-NBSR 2, conforme mostrado na tabela 10 (flux. 10, p. 87).

Tabela 10 Fracionamento cromatografico de MCFE-NBS 2

Solvente Fracao Massa (mg)
H,O/MeOH 4:1 MCFE-NBS 2.1 216,4
H,O/MeOH 1:1 MCFE-NBS 2.2 218,3
H,O/MeOH 1:4 MCFE-NBS 2.3 48,8

Metanol MCFE-NBSR 2 299,2

Rendimento 782,7 (96,2%)
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Fluxograma 10 Fracionamento cromatografico da fragdo n-butandlica obtida do extrato etandlico das folhas de
M. carrascoana

Sephadex LH 20

&

CC Gravitacional (C18)

=

A fracdo MCFE-NBS 3 (37,2 mg), foi cromatografada em cromatografia liquida

4.6.4.3 Isolamento de MCF-NB 1

de alta eficiéncia, empregando-se como eluente uma mistura isocratica H,O/MeOH 57:43,
numa corrida de 12 min, com fluxo de 4,72 mL/min. A partir deste procedimento foram
coletadas quatro fragdes denominadas MCFE-NBS 3.1 (11,2 mg; tr = 7,3 min), MCFE-NBS
3.2 (2,9 mg; tg = 7,9 min), MCFE-NBS 3.3 (5,7 mg; tr = 8,7 min) e MCFE-NBS 3.4 (2,7 mg;
tr=11,0 min) (fig 18 e flux. 11, p. 88).
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Figura 13 Cromatograma obtido por CLAE da fragdo MCFE-NBS 2.3
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A fracdo MCFE-NBS 3.1 (11,2 mg) um sélido amarelo amorfo denominada
MCF-NB 1, foi identificada através de RMN como sendo um flavonoide. A analise
espectroscopica por RMN e comparacdo com dados da literatura, mostraram que MCF-NB 1
tratava-se da flavona 7-O-[#-D-glicopiranosil-(1— 6)-p-D-apiofuranosil] luteolina.

Fluxograma 11 Metodologia de isolamento de MCF-NB 1 obtida da sub-fragdo MCFE-NBS 3

CLAE
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4.6.4.4 Fracionamento cromatografico de MCFE-NBS 2.2

A fracdo MCFE-NBS 2.2 (218,3 mg), foi cromatografada em CLAE, usando
como eluente uma mistura binaria H,O/CH3CN 4:1, numa corrida de 20 min, sob fluxo de
4,72 mL/min. Foram obtidas cinco fragdes, quatro denominadas MCFE-NBS 2.2.1 (16,7 mg;
tr = 6,5 min), MCFE-NBS 2.2.2 (33,6 mg; tr = 7,9 min), MCFE-NBS 2.2.3 (26,7 mg; tr = 9,2
min), MCFE-NBS 2.2.4 (32,1 mg; tr = 14,6 min) e a quinta denominada MCFE-NBSR 2.2
(95,9 mg), proveniente da eluicdo com metanol 100% (fig. 19, flux. 12, p. 90).

Figura 14 Cromatograma obtido por CLAE da fragio MCFE-NBS 2.2
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4.6.4.5 Isolamento de MCF-NB 2

A fragdo MCFE-NBS 2.2.4 (32,1 mg), foi recromatografada em CLAE para
purificacdo, usando como eluente uma fase mdvel composta por H,O/MeOH 3:2, numa
corrida de 15 min, com fluxo de 4,72 mL/min. A partir desta procedimento obtiveram-se
quatro frages denominadas MCTE-NBS 2.2.4.1 (5,3 mg), MCTE-NBS 2.2.4.2 (13,3 mg),
MCTE-NBS 2.2.4.3 (4,8 mg) e MCTE-NBS 2.2.4.4 (3,5 mg) (flux. 12, p. 90).

A fragdo MCTE-NBS 2.2.4.2 (13,3 mg), um solido amarelo amorfo denominado
MCF-NB 2, foi identificada através de RMN como sendo um flavonodide. A analise
espectroscopica por RMN e comparacdo com dados da literatura, mostraram que MCF-NB 2
tratava-se da flavona 7-O-[5-D-glicopiranosil-(1— 6)-p-D-apiofuranosil] crisoeriol.
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4.6.4.6 Isolamento de MCF-NB 3 e MCF-NB 4

A fracdo MCTE-NBS 2.2.1 (16,7 mg), foi recromatografada em cromatografia
liqguida de alta eficiéncia para purificacdo, empregando-se como eluente uma mistura
isocratica H,O/MeOH 3:2, numa corrida de 13 min, com fluxo de 4,72 mL/min. A partir deste
procedimento foram coletadas duas fragfes denominadas MCFE-NBS 2.2.1.1 (5,1 mg) e
MCFE-NBS 2.2.1.2 (2,6 mg) (flux. 12).

A fracdo MCFE-NBS 2.2.1.1 (5,1 mg), sélido amarelo amorfo foi identificada
através de RMN como sendo um flavondide e denominada MCF-NB 3. Dados de RMN
mostraram que MCF-NB 3 ndo havia sido relatado anteriormente na literatura.

A fracdo MCTE-NBS 2.2.1.2 (2,6 mg), denominada MCF-NB 4, apresentou-se
como um solido amorfo amarelo e foi identificada através de RMN como sendo um
flavonoide. A analise espectroscopica por RMN mostrou que MCF-NB 4 esta sendo relatada

pela primeira vez na literatura.

Fluxograma 12 Metodologia de isolamento das substancias MCF-NB 2, MCF-NB 3 e MCF-NB 4 a partir da
sub-fragdo MCFE-NBS 2.2
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4.6.5.1 Fracionamento cromatografico de MCTE-H e isolamento de MCT-H 1 e MCT-H

2

A fracdo MCTE-H (3,2 g) foi cromatografada em aproximadamente 60 g de gel

de silica 60 (@ 35-70 um), numa coluna de 4,5 cm de didmetro. Para a elui¢do da coluna, foi

utilizada como eluente uma mistura binaria dos solventes hexano/diclorometano, em ordem

crescente de polaridade. Deste procedimento foram obtidas 18 fracdes que apos a analise

comparativa em CCD, foram reunidas em 6 fragOes resultantes, conforme as suas

semelhancas (tab. 11, flux. 13, p. 93).

Tabela 11 Fracionamento cromatografico de MCTE-H

Solvente Fracéo Massa (mg)
Hexano MCTE-H 1 459,6
Hexano/Diclorometano 3:2  MCTE-H 2 367,6
Hexano/Diclorometano 1:1  MCTE-H 3 337,9
Hexano/Diclorometano 2:3  MCTE-H 4 1609,8
Diclorometano MCTE-H 5 133,6
Metanol MCTE-HR 254,6

Rendimento 3163,1 (98,8%)

A fracdo MCTE-H 5 (133,6 mg) foi recromatografada em gel de silica 60 (& 60-

200 pm) (30,3 @), numa coluna de 2,5 cm de didmetro, utilizando como solvente

diclorometano. A partir deste procedimento foram obtidas 10 frages que apOs a analise

comparativa em CCD foram reunidas em 3 fragdes resultantes (tab. 12, flux. 13, p. 93).

Tabela 12 Fracionamento cromatografico de MCTE-H 5

Fracao Massa (mg)
MCTE-H 5.1 15,2
MCTE-H 5.2 53,2
MCTE-HR 5 58,9
Rendimento 127,3 (95,3%)
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A fragdo MCTE-H 5.2 (53,2 mg), um sélido branco foi denominada MCT-H 1. A
andlise espectroscopica por RMN e comparacdo com dados da literatura, mostraram que
MCT-H 1 tratava-se da mistura de esterdides f-sitosterol e estigmasterol.

337,9 mg da fragdo MCTE-H 3 foram adsorvidas sobre 30 g de gel de silica 60 (&
35-70 pm), numa coluna de 2,5 cm de diametro e utilizando como solvente uma mistura
binaria de hexano/diclorometano 1:1. Foram obtidas 17 fraces que apds a analise
comparativa em CCD permitiu a reunido das fracbes semelhantes, conforme descrito na
tabela 13 (flux. 13, p. 93).

Tabela 13 Fracionamento cromatografico de MCTE-H 3

Fracdo Massa (mg)
MCTE-H 3.1 39,0
MCTE-H 3.2 48,2
MCTE-H 3.3 66,1
MCTE-HR 3 123,5
Rendimento 276,8 (81,9%)

A fragdo MCTE-H 3.2 (48,2 mg), um s6lido em forma de agulhas e denominado
de MCT-H 2, apresentou-se homogénea em CCD e foi caracterizado por RMN como sendo
um triterpeno pentaciclico de esqueleto lupano. A posterior analise comparativa com dados da
literatura, possibilitou identificar que MCT-H 2 trata-se do lupeol, metabdlito secundario
facilmente encontrado em plantas da familia Rubiaceae.



93

Fluxograma 13 Metodologia de isolamento das substancias obtidas da fracdo hexanica do extrato etandlico dos
CC Flash

talos de M. carrascoana

CC Flash CC Gravitacional

ﬁ=--b=

4.6.5.2 Fracionamento cromatografico de MCTE-D e isolamento de MCT-D 1 e MCT-D

2

A fracdo MCTE-D (1,8 g) foi cromatografada em aproximadamente 48,6 g de gel
de silica 60 (@ 60-200 pum), numa coluna de 3,0 cm de diametro. Para a elui¢cdo da coluna, foi
utilizada como eluente uma mistura binéria dos solventes diclorometano/metanol, em ordem
crescente de polaridade. Deste procedimento foram obtidas 20 fracGes que apds a analise
comparativa em CCD, foram reunidas em 6 fracdes resultantes (tab. 14, p. 94, flux. 14, p.
95).
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Tabela 14 Fracionamento cromatografico de MCTE-D

Solvente Fracdo Massa (mg)
Diclorometano/Metanol 95:5  MCTE-D 1 304,4
Diclorometano/Metanol 9:1 MCTE-D 2 178,3
Diclorometano/Metanol 3:2 MCTE-D 3 285,9
Diclorometano/Metanol 1:1 MCTE-D 4 140,6
Diclorometano/Metanol 2:3 MCTE-D 5 614,7

Metanol MCTE-DR 61,4

Rendimento 1585,3 (88,1%)

A fracdo MCTE-D 2 (178,3 mg) foi adsorvidas sobre 31,6 g de gel de silica 60
(@ 60-200 pm), numa coluna de 2,5 cm de diametro. Para a elui¢do da coluna foi utilizado
como solvente uma mistura binaria de diclorometano/metanol 49:1. Deste procedimento
foram obtidas 26 fracGes que apoOs a andlise comparativa em CCD foram reunidas em 4

fracdes resultantes, conforme descrito na tabela 15 (flux. 14, p. 95).

Tabela 15 Fracionamento cromatogréfico de MCTE-D 2

Fracao Massa (mg)
MCTE-D 2.1 69,8
MCTE-D 2.2 23,8
MCTE-D 2.3 23,0
MCTE-DR 2 40,5
Rendimento 157,1 (88,1%)

A fracdo MCTE-D 2.2 (23,8 mg), denominada de MCT-D 1, mostrou-se como um
solido amorfo branco, homogénea em CCD e caracterizado por RMN como sendo um
triterpeno pentaciclico de esqueleto ursélico. A posterior analise espectroscopica comparativa
com dados da literatura, mostraram que MCT-D 1 tratava-se do acido ursélico, comum em
plantas da familia Rubiaceae.

A fracdo MCTE-D 4 (140,6 mg) foi recromatografada em gel de silica 60 (@ 60-
200 pum) (31,8 g), numa coluna de 2,5 cm de diametro, utilizando como solvente uma mistura
binaria diclorometano/metanol 95:5. A partir deste procedimento foram obtidas 20 fracbes
que apods a analise comparativa em CCD foram reunidas em 4 fragdes resultantes (tab. 16 e
flux. 14, p. 95).
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Tabela 16 Fracionamento cromatografico de MCTE-D 4

Fracao Massa (mg)
MCTE-D 4.1 334
MCTE-D 4.2 16,5
MCTE-D 4.3 30,4
MCTE-DR 4 44,9
Rendimento 125,2 (89,0%)

A fragdo MCTE-D 4.2 (16,5 mg), foi denominada MCT-D 2, um s6lido branco. A
analise espectroscopica por RMN e comparacdo com dados da literatura, mostraram que

MCT-D 2 tratava-se da mistura de esterdides f-sitosterol e estigmasterol glicosilados.

Fluxograma 14 Metodologia de isolamento das substancias obtidas da fragdo diclorometano do extrato etanélico

dos talos de M. carrascoana
CC Flash

CC Gravitacional CC Gravitacional
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5 DETERMINACAO ESTRUTURAL

5.1 Determinacgéo Estrutural de MCT-A 1

A fracdo MCTE-A, sélido marrom proveniente do processo de extracdo de
alcaldide do extrato etandlico dos talos de M. carrascoana, foi submetida a cromatografias de
adsorcdo (C18) e purificada em CLAE (fase reversa), resultando na obtengdo de um sélido
amorfo marrom (50,6 mg), denominado MCT-A 1 (p.f. 191,9 - 1954 °C; [a]%’ = -8,5°,
MeOH, ¢ 0,1) (item 4.6.2.3, p. 74).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho de MCT-A 1 (fig. 24, p. 105)
mostrou um banda em 3287 cm™, correspondente & deformacéo axial de ligacdo N-H ou de O-
H; bandas esqueletais em 1668, 1611 e 1486 cm™ de deformacdo axial C=C, evidenciando a
existéncia de dupla ligacdo de aromético; absorcdes em 1177 e 1122 cm™ referentes a
deformacéo axial C-N; banda em 3034 cm™ relacionada & deformacéo axial C-H de carbono
sp® e em 2816 cm™ de deformacdo axial de C-H alifatico. Além de bandas correspondentes a
deformacdes angulares fora do plano para N-H em 833, 798 cm™ e em 748 e 720 cm™ para C-
H de aromatico.

A partir da anélise do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;OD) de MCT-A 1
(fig. 26, p. 106) foram observados dois conjuntos de sinais caracteristicos de esqueletos
aromaticos orto dissubstituidos em ¢ 7,56 (d, J = 7,3 Hz, H-4), 7,39 (m, H-6), 7,02 (dd, J =
7,3;0,9 Hz, H-7), 7,11 (t, J = 7,3 Hz, H-5) e em 6 7,38 (m, H-4), 7,19 (dt, J = 7,6; 0,7 Hz, H-
6”), 6,90 (dt, J =7,6; 0,7 Hz, H-5™), 6,85 (d, J = 7,6 Hz, H-7"), além de sinais de hidrogénios
aromaticos orto trissubstituidos em ¢ 7,38 (m, H-4), 7,66 (d, J = 7,3 Hz, H-6"), 7,14 (t, J =
7,3 Hz, H-5").

O espectro de RMN 'H revelou ainda sinais relacionados a seis grupos
metilénicos em ¢ 3,10 (dd, J = 13,5; 4,9 Hz, H-20) e 2,68 (m, H-28); 6 2,03 (dt, J = 13,5; 4,9
Hz, H-3a) € 1,71 (dd, J = 14,3 Hz, H-3$); 6 2,91 (dd, J = 13,5; 5,5 Hz, H-2’a) € 6 2,27 (dt, J =
13,5; 3,5 Hz, H-3’a); 2,33 (dt, J = 14,1; 3,2 Hz, H-2’8) e 1,77 (d, J = 14,1 Hz, H-3’f); 6 3,06
(dd, J =12,3; 5,0 Hz, H-2"a) € 2,73 (m, H-2"f) e em ¢ 2,45 (dt, J = 12,3; 5,0 Hz, 2H-3"), que
aliados a presenga de trés simpletos em ¢ 6,07 (H-8’a), 5,92 (H-8a”) e 5,57 (H-8a), foram
sugestivos para a existéncia de um esqueleto pirrolidinoinddlico (JANNIC et al., 1999).
Também foram observados trés simpletos intensos em ¢ 2,83 (CHs-1), 2,79 (CHs-17) e 2,65

(CH3-17), compativeis com trés grupos metilas ligados a nitrogénio.
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O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de MCT-A 1 (fig. 29, p. 107)
apresentou 33 linhas espectrais, sendo trés atribuidas a carbonos sp? nitrogenados em & 148,8
(C-77a); 145,6 (C-7’a) e 143,6 (C-7a).

A comparacio dos espectros de RMN *C-BB e RMN *C-DEPT 135° (fig. 30, p.
108), revelou a presenca de quatorze carbonos metinicos, dos quais onze foram relacionados a
carbonos sp? [6 131,6 (C-6), 130,8 (C-67), 126,7 (C-4), 125,0 (C-6"), 124,8 (C-4), 124,7 (C-
4%), 124,2 (C-5°), 122,9 (C-5), 122,1 (C-5), 116,0 (C-7) e 112,3 (C-7")] e trés a carbonos sp*
dinitrogenados em ¢ 89,7 (C-8"a), 75,6 (C-8’a) ¢ 73,4 (C-8a); seis carbonos metilénicos, dos
quais trés nitrogenados em ¢ 48,5 (C-2’), 47,8 (C-2), 46,2 (C-2”) e trés ndo funcionalizados
em ¢ 35,1 (C-37), 32,8 (C-3) e 32,8 (C-3’), além de trés carbonos metilicos nitrogenados em &
41,5 (CHs-1"), 40,6 (CHs-1) e 33,6 (CH3-17).

A subtracdo das linhas espectrais de RMN *C do DEPT 135°, possibilitou
identificar dez carbonos ndo hidrogenados, sendo sete referentes a carbonos aromaticos [0
148,8 (C-77a), 145,6 (C-7’a), 143,6 (C-7a), 132,4 (C-47a), 131,3 (C-4’a), 118,8 (C-4a) e
115,7 (C-77)] e trés referentes a carbonos alifaticos em ¢ 60,5 (C-37a), 38,6 (C-3a) e 36,2 (C-
3’a).

A partir dos dados espectroscopicos até entdo descritos para MCT-A 1, foi
possivel deduzir a formular molecular Cs3H3sNs, com indice de deficiéncia de hidrogénio
(IDH) igual a dezoito, confirmada pela presenca do pico molecular [M+H]" m/z 519,3243, no
espectro de massas de MCT-A 1 (EM-IES, fig. 25, p. 105). Foram observados ainda a
presenca de importantes picos com m/z 462,2718 e 405,2113, devido a perda de CzH;N,
fragmentos tipicos do esqueleto da calicosidina, formada pelas subunidades
pirrolidinoinddlico e calicantina ligados em C-7’ e C-3"a (qua. 1, p. 105) (LIBOT et al.,
1988).

O espectro de correlacdo homonuclear RMN-COSY (fig. 35, p. 111), permitiu a
identificacdo dos hidrogénios ligados aos trés sistemas aromaticos, através do acoplamento
entre o hidrogénio em ¢ 7,11 (H-5) com os hidrogénios ¢ 7,56 (H-4), 7,39 (H-6) e do sinal em
0 7,02 (H-7) com ¢ 7,39 (H-6), além da correlacdo do hidrogénio ¢ 7,14 (H-5’) com o0s
hidrogénios ¢ 7,66 (H-6) e 7,38 (H-4’) (fragmento I); do hidrogénio ¢ 7,19 (H-6") com o0s
hidrogénios ¢ 6,85 (H-7”) e 6,90 (H-5"), do hidrogénio ¢ 7,38 (H-4”) com ¢ 6,90 (H-5")
(fragmento 1) (fig. 15, p. 98).
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Figura 15 Correlacdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios aromaticos de MCT-A 1

Fragmento | Fragmento 11

No espectro COSY foram evidenciados ainda acoplamentos entre os seis
hidrogénios metilénicos, confirmando a presenca de trés conjuntos de sinais, observados a
partir da correlacdo dos hidrogénios ¢ 3,10 e 2,68 (2H-2) com os hidrogénios em ¢ 2,03 e 1,71
(2H-3), dos hidrogénios ¢ 2,91 e 2,33 (2H-2’) com ¢ 2,27 e 1,77 (2H-3") (fragmento I11); e
entre os hidrogénios ¢ 3,06 e 2,73 (2H-2"") com os hidrogénios em ¢ 2,45 (2H-3”) (fragmento
1V) (fig. 16).

Figura 16 Correlagdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios metilénicos de MCT-A 1

Fragmento IV

Fragmento 111

O espectro de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo RMN-HSQC (fig. 31, p.
108) permitiu a associacdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (*H) a
seus respectivos carbonos (**C) (tab. 17, p. 104). A partir da analise desse experimento foi
possivel identificar a presenca de dois carbonos metilénicos com o mesmo deslocamento
quimico, através das correlagdes dos hidrogénios em ¢ 2,27 (H-3’a), 2,03 (H-30), 1,77 (H-
3’p) e 1,71 (H-3p) com um sinal em ¢ 32,8 (C-3 e C-3°).

A andlise do espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia Cdcr € 2Jch)
RMN-HMBC (fig. 33, p. 109), corroborou com os dados até entdo discutidos através das
correlagdes do hidrogénio ¢ 7,38 (H-4"") com os carbonos em ¢ 130,8 (C-6") e 60,5 (C-3"a),
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do hidrogénio ¢ 6,90 (H-5) com o carbono ¢ 132,4 (C-4”a), acoplamento do hidrogénio ¢
7,19 (H-6") com o carbono em ¢ 148,8 (C-77a) e do em hidrogénio ¢ 6,85 (H-7") com o
carbono em ¢ 122,1 (C-5”), posicionando os hidrogénios no sistema aromatico Il (fragmento
V) (fig. 17, tab. 17, p. 104).

Figura 17 Correlagdes observadas no HMBC para o sistema aromatico |1l de MCT-A 1

Fragmento V

Foram observadas ainda as correlagdes do hidrogénio em ¢ 5,92 (H-8a”) com os
carbonos em ¢ 148,8 (C-77a) e 35,1 (C-3”), dos hidrogénios da metila em ¢ 2,65 (CH3-1”)
com o carbono em ¢ 46,2 (C-2”), dos hidrogénios metilénicos em ¢ 2,45 (2H-3") com o0s
carbonos em ¢ 132,4 (C-47a) e 46,2 (C-2”) e do hidrogénio em ¢ 2,73 (H-2”) com o carbono
em o 35,1 (C-3”) (fragmento V1) (fig. 18).

Figura 18 Importantes correlagdes observadas no espectro de HMBC de MCT-A 1

Fragmento VI

O espectro de HMBC mostrou também as correlac@es do sinal de hidrogénio em o
7,66 (H-6’) com os carbonos em ¢ 145,6 (C-7’a) e 60,5 (C-3"a), permitindo posicionar o
fragmento IV no carbono ¢ 115,7 (C-7’). Além disso, os acoplamentos do hidrogénio em ¢
7,14 (H-5") com o carbono em ¢ 131,3 (C-4’a) e do hidrogénio em ¢ 7,38 (H-4’) com ¢ 125,0
(C-6") foram importantes para localizar os hidrogénios no sistema aromatico Il (fragmento
VII) (fig. 19, p. 100).
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A continuacdo da andlise do espectro de HMBC permitiu localizar os hidrogénios
pertencentes ao sistema aromatico | através do acoplamento do hidrogénio em 6 7,56 (H-4)
com o carbono em ¢ 143,6 (C-7a), do hidrogénio em ¢ 7,11 (H-5) com o carbono em 6 116,0
(C-7), do sinal em 6 7,39 (H-6) com o carbono em ¢ 126,7 (C-4) e do hidrogénio em ¢ 7,02
(H-7) com o carbono em ¢ 118,8 (C-4a), possibilitando identificar os hidrogénios pertencentes
(fragmento VI1) (fig. 19).

Figura 19 Correlagdes observadas no HMBC para o sistema aromatico | e Il de MCT-A 1
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Fragmento VII

A analise do HMBC revelou ainda importantes acoplamentos entre o hidrogénio
em ¢ 6,07 (H-8’a) com o carbono em ¢ 48,5 (C-2’) e do hidrogénio em ¢ 5,57 (H-8a) com o
carbono em ¢ 36,2 (C-3’a), posicionando os hidrogénios ligados aos carbonos nitrogenados.
Foram observados ainda acoplamentos do hidrogénio em ¢ 2,33 (H-2’f) com o carbono em &
75,6 (C-8’a) e dos hidrogénios em ¢ 3,10 (H-2a), 2,03 (H-3a) e 1,77 (H-3’p) com o carbono
em ¢ 38,6 (C-3a), que em adicdo ao acoplamento do hidrogénio em ¢ 3,10 (H-2a) com o
carbono em ¢ 73,4 (C-8a), foram importantes na localizacdo dos hidrogénios metilénicos. O
acoplamento dos hidrogénios em ¢ 2,79 (CHs-1’) com o carbono em ¢ 75,6 (C-8’a) e dos
hidrogénios em ¢ 2,83 (CH3-1) com o carbono em ¢ 73,4 (C-8a) definiram a localizacdo das

duas metilas (fragmentos VII1 e 1X) (fig. 20).

Figura 20 Acoplamentos dos hidrogénios metilénicos observados no HMBC de MCT-A 1

Fragmento Fragmento IX
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A estereoquimica relativa para MCT-A 1 foi determinada a partir da analise do
espectro de correlagdo homonuclear RMN-NOESY (fig. 37, p. 112), que apresentou
importantes correlacdes dipolares entre os hidrogénios: ¢ 5,92 (H-8”a) com ¢ 2,45 (2H-3”),
3,06 e 2,73 (2H-2"), 2,03 (H-3a); do hidrogénio ¢ 6,07 (H-8a) com ¢ 7,56 (H-4), 2,03 e 1,71
(2H-3), 2,79 (CH3-17) e do hidrogénio ¢ 5,57 (H-8a) com ¢ 7,38 (H-4"), 2,27 e 1,77 (2H-3"),
2,83 (CHs-1) (fragmento IX e X) (fig. 21). Acoplamentos confirmados a partir de
modelagem molecular de MCT-A 1 (fig. 22).

Figura 21 Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de MCT-A 1

Fragmento IX
H CHs

Fragmento X

Figura 22 Modelos moleculares de MCT-A 1 em 3D, justificando principais acoplamentos observados no
espectro NOESY
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A partir dos dados espectroscopicos discutidos, aliada a comparagdo com dados
da literatura, foi possivel identificar MCT-A 1 como sendo a calicosidina, um alcaldide
indolico de esqueleto pirrolidinoinddlico, ja isolado anteriormente de Psychotria oleoides
(LIBOT et al., 1987).

A analise comparativa com os dados da literatura apresentou variagdes nos
deslocamentos quimicos de alguns carbonos, podendo ser atribuido a mudanca do solvente
deuterado (CDCl3) e/ou pela protonacéo da substancia durante o isolamento, devido ao uso da
solucéo de &cido trifluoroacético 0,1% (TFA). Com o objetivo de neutralizar MCT-A 1, uma

aliquota da amostra foi submetida ao processo de desprotonacédo (ver item 4.6.2.3, p. 74).
5.1.1 Reacdo de Neutralizacdo de MCT-A 1

A andlise dos espectros de RMN *H de MCT-A 1 desprotonada (fig. 39, p. 113),
apresentou mudancas acentuadas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios que estdo
préximos aos nitrogénios, tais como: ¢ 5,52 (H-8”a), 4,53 (H-8’a), 4,25 (H-8a), 2,29 (CHs-
17), 2,22 (CHs-1) e 2,13 (CHs-1"), que se encontram mais desprotegidos em MCT-A 1: 6 5,92
(H-87a), 6,07 (H-8a), 5,57 (H-8a), 2,65 (CHs-1), 2,83 (CHs-1) e 2,79 (CHs-1") (fig. 26, p.
106). A desprotecdo observada para os sinais de hidrogénios na molécula protonada, foi
atribuido ao efeito ocasionado pela carga positiva sobre nitrogénio, tornando-o mais
eletronegativo (fig. 23, p. 103).

No espectro de RMN *C de MCT-A 1 desprotonada (fig. 42, p. 114), observou-se
mudancas nos deslocamentos quimicos dos carbonos em ¢ 113,0 (C-7), 118,2 (C-5), 110,6 (C-
7”) e 110,6 (C-7”) ocasionada devido a protecdo mesomérica orto e para dos pares de
elétrons livres do nitrogénio. Foram observados ainda uma desprotecdo nos sinais referentes
as metilas em ¢ 43,1 (CH3-1"), 42,3 (CH3-1) e 35,9 (CHs-17) (fig. 23, p. 103).
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Figura 23 Dados de RMN 'H e **C das estruturas quimicas protonadas e desprotonadas de MCT-A 1

2,65 685 33,6
CHy 592 H CH3
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Esse estudo despertou a atencdo sobre a influéncia do solvente durante o processo
isolamento de alcal6ides, surgindo a necessidade de fazer o tratamento de neutralizacdo

sempre que usar uma solucdo acida.
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Tabela 17 Dados de RMN H, *C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A
1 e comparagdo com dados de RMN **C (20 MHz, CDCl5) da literatura

4C HSQC HMBC LIBOT et

Oc (ppm) OH (ppm; J = Ha) ZJCH SJCH al., 1987
CHs-1 40,6 2,83 (s) H-8a 42,1
CHs-17 | 415 2,79 () H-8’a 43,2
CHs-1” | 33,6 2,65 (s) 36,4
2 47,8 | 3,10 (dd, 13,5; 4,9) H-3a H-8’; CHs3-1 46,2

2,68 (m)
2’ 48,5 | 2,91 (dd, 13,5; 3,5) H-3’a H-8’a; CHs-1’ 46,2
2,33 (dt, 14,1; 3,2)
2” 46,2 | 3,06 (dd, 12,3; 5,0) 2H-3” CHs-17 46,1
2,73 (m)
3 32,8 2,03 (dt, 13,5; 4,9) H-8’a 33,1
1,71 (d, 14,3)
3’ 32,8 2,27 (dt, 13,5; 3,5) H-8a 33,4
1,77 (d, 14,1)

3” 35,1 2,45 (dt, 12,3; 5,0) H-8"a 35,4
3a 38,6 - H-2a; H-3a; H-8’a H-3°f; H-4; H-8a 38,2
3’a 36,2 - H-2’a; H-3’f; H-8a H-4’; H-8’a 37,5
3”a 60,5 - 2H-37; H-8”a H-4; H-6’ 59,8
4 126,7 7,56 (d, 7,3) H-6 126,8
4 124,7 7,38 (m) H-6’ 126,8
4” 124.8 7,38 (m) H-6” 1244
da 118,8 - H-3a H-5; H-7 124,7
4’a 131,3 - H-5° 128,7
47a 132,4 - 2H-3” H-5; H-7; H-8”a 133,3
5 122,9 7,11 (t, 7,3) H-7 118,9
5’ 124,2 7,14 (t, 7,3) 120,1
5” 122,1 6,90 (dt, 7,6; 0,9) H-77 119,9
6 131,6 7,39 (m) H-4 128,1
6’ 125,0 7,66 (d, 7,3) H-4’ 123,6
6” 130,8 | 7,19 (dt, 7,6; 0,9) H-4 128,1
7 116,0 | 7,02 (dd, 7,3; 0,9) H-5 117,4
7 115,7 - H-5° 112,2
7’ 112,3 6,85 (d, 7,6) H-5" 110,4
7a 143,6 - H-4; H-6; H-8a 1445
7’a 145,6 - H-4’; H-6’; H-8’a 147,3
7’a 148,8 - H-4”; H-6; H-8”a 148,1
8a 73,4 5,57 (s) CHs-1; H-2a 70,9
8’a 75,6 6,07 (s) CHs-1’; H-2’ar 74,5
8”a 89,7 5,92 (s) 2H-3” 88,2
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Figura 24 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de MCT-A 1
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Figura 25 Espectro de massas de alta resolugdo de MCT-A 1
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Quadro 1 Proposta mecanistica que justificam fragmentos tipicos do esqueleto pirrolidinoindélico registrado no
espectro de massa de MCT-A 1

CaoHsN
CasHaoNg P m/z 405,2113

m/z 519,3243 B
(calc m/z 519,3236) H,C=CHNHCH;,

C17H13NZ CZ4H18N3
m/z 245,2979 m/z 348,1544




Figura 26 Espectro de RMN *H (500 MHz, CD,0D) de MCTA 1
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Figura 27 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 28 Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 30 Espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de MCT- A 1
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Figura 31 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 32 Expans6es do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 33 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 34 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;OD) de MCT-A 1 110
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Figura 35 Espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 36 ExpansGes do espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 37 Espectro de RMN-NOESY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1

Figura 38 Expansoes do espectro de RMN-NOESY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1
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Figura 39 Espectro de RMN *H (500 MHz, CD,0D) de MCT-A 1 desprotonada
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Figura 40 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1 desprotonada
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Figura 41 Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 1 desprotonada
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Figura 43 Expansao do espectro de RMN *C (125 MHz, CD;0D) de MCT-A 1 desprotonada
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Figura 44 Espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de MCT- A 1 desprotonada
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5.2 Determinacédo Estrutural de MCT-A 2

A fracdo MCTE-A, sélido marrom proveniente do processo de extracdo de
alcaldide do extrato etandlico dos talos de M. carrascoana, foi submetida a cromatografias de
adsorcdo (C18) e purificada em CLAE (fase reversa), resultando na obtencdo de resina
marrom (4,2 mg), denominada MCT-A 2 ([]3° = +4,6 °, MeOH, ¢ 0,1) (item 4.6.2.4, p. 75).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho de MCT-A 2 (fig. 51, p. 122)
mostrou um banda em 3346 cm™, correspondente & deformacéo axial de ligacdo N-H ou de O-
H; uma banda intensa em 1678 cm™ relativa & deformacéo axial C=0, corroborando com a
presenca de uma carbonila; bandas esqueletais em 1600, 1487 e 1462 cm™ de deformagéo
axial C=C, evidenciando a existéncia de dupla ligacdo de aromatico e absor¢es em 1206 e
1136 cm™ referentes a deformagéo axial C-N.

De forma similar a MCT-A 1 (fig. 26, p. 106), o espectro de RMN *H (500 MHz,
CD3;0OD) de MCT-A 2 (fig. 53, p. 123) apresentou trés conjuntos de sinais caracteristicos de
hidrogénios aromaticos: [0 7,37 (m, H-4), 7,29 (m, H-6), 7,04 (m, H-5), 6,95 (d, J = 7,9 Hz,
H-7)]; [0 7,64 (m, H-4"), 7,56 (d, J=7,8 Hz , H-7), 7,43 (m, H-6"), 7,32 (m, H-5)] e [0 7,58
(m, H-4), 7,68 (m, H-6) e 7,15 (m, H-5")]. Além de um simpleto em ¢ 9,18 (s, CHO-8"),
caracteristico de sinal de hidrogénio ligado a carbonila de aldeido.

Em adicdo, o espectro de RMN *H de MCT-A 2 revelou ainda sinais relacionados
a seis grupos metilénicos em ¢ 3,12 (m, H-2a) e 2,74 (m, H-25); 6 2,60 (m, H-2’a) e 2,18 (m,
H-2°4); 6 3,05 (m, H-2"a) e 6 2,98 (t, J = 12,7 Hz, H-2”p); 2,06 (m, H-30) € 1,73 (d, J = 14,7
Hz, H-38); 9 2,18 (m, H-3’a) e 1,62 (d, J = 12,2, H-3°8) e em 6 2,57 (m, H-3"a) e 2,42 (m, H-
3”p), que aliados a presenca de trés simpletos em ¢ 6,58 (s, H-8"a), 5,49 (s, H-8"a) e 5,48 (s,
H-8a), foram sugestivos para a existéncia de um esqueleto pirrolidinoindélico. Também foram
observados trés simpletos intensos em ¢ 2,81 (CHs-1), 2,66 (CHs-17) e 2,41 (CHs-17),
compativeis com trés grupos metilas ligados a nitrogénio.

O espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo RMN-HSQC de MCT-A 2
(fig. 56, p. 124), mostrou a correlagdo dos hidrogénios (*H) a seus respectivos carbonos (**C),
possibilitando identificar vinte e quatro carbonos hidrogenados, além de confirmar a presenca
de seis carbonos metilénicos através das correlagfes dos hidrogénios em ¢ 3,12; 2,74 (H-2)
com ¢ 47,9 (C-2); dos hidrogénios em ¢ 2,60; 2,18 (H-2’) com o carbono em ¢ 47,8 (C-2°);
dos hidrogénios em ¢ 3,05; 2,98 (H-2”) com o carbono em ¢ 46,3 (C-2”); dos hidrogénios em
0 2,06; 1,73 (H-3) com o carbono em ¢ 33,0 (C-3); dos hidrogénios em ¢ 2,18; 1,62 (H-3")
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com ¢ 33,1 (C-3’) e dos hidrogénios em ¢ 2,57; 2,42 (H-3") com o carbono em ¢ 35,1 (C-3”)
(tab. 18, p. 121).

As correlacdes observadas no espectro de RMN-HMBC de MCT-A 2 (fig. 60, p.
126), entre o0 hidrogénio em ¢ 5,49 (H-8’a) e o carbono em ¢ 36,4 (C- 3a), do hidrogénio em o
5,48 (H-8a) com os carbonos ¢ 143,2 (C- 7a) e 38,5 (C-3’a), do hidrogénio em ¢ 7,68 (H-6")
com os carbonos ¢ 59,5 (C- 3”a) e 146,5 (C-7’a), do ¢ 6,58 (H-8”a) com os carbonos ¢ 135,5
(C- 47a) e 140,2 (C-77a), do hidrogénio em ¢ 7,15 (H-5") com os carbonos em ¢ 128,8 (C-
4’a) e 116,7 (C-7"), do hidrogénio ¢ 7,04 (H-5) com o carbono ¢ 120,1 (C-4a), permitiram a
localizagéo de dez carbonos ndo hidrogenados (fig. 45, tab. 18, p. 121).

Figura 45 CorrelagBes observadas para a indentificagdo dos dez carbonos ndo hidrogenados de MCT-A 2

O espectro de HMBC mostrou também as correlages dos sinais dos hidrogénios
em ¢ 2,81 (CHs-1) com os carbonos em ¢ 73,9 (C-8a) e 47,9 (C-2), dos hidrogénios em 2,66
(CH3-1") com o carbono em ¢ 46,3 (C-2”) e do simpleto em ¢ 2,41 (CHs-1") com os carbonos
em o 76,2 (C-8’a) e 47,8 (C-2’a), permitindo posicionar as trés metilas. Em adicdo, os
acoplamentos do hidrogénio em ¢ 9,18 (CHO-8"") com os carbonos ¢ 140,2 (C-7"a) e 85,6 (C-
87a), foram importantes para localizacdo da porcdo formamida no nitrogénio N-8”
(fragmentos | e 11) (fig. 46).

Figura 46 Correlagdes que definiram a localizacdo das trés metilas e da formamida de MCT-A 2

Fragmento 11

Fragmento |
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A partir dos dados espectroscopicos até entdo descritos para MCT-A 2, foi
possivel deduzir a formular molecular C34H3sNgO, com indice de deficiéncia de hidrogénio
igual a dezenove, confirmada pela presenca do pico molecular [M+H]" m/z 547,3199
(C34H39NgO Calculado: 547,3212), no espectro de massas de MCT-A 2. De forma anéloga a
MCT-A 1, foram observadas perdas de C3H;N, justificando os picos ions moleculares com
m/z 490,2646 e 433,2057 (EM-IES, fig. 52 e qua. 2, p. 122).

De forma analoga & MCT-A 1, o espectro de correlacdo homonuclear *H, *H -
COSY (fig. 63, p. 128), permitiu a identificacdo dos hidrogénios ligados aos trés sistemas
aromaticos: sistema | [6 7,37 (H-4) <— 7,04 (H-5) <— 7,29 (H-6) <— 6,95 (H-7)]; sistema
I [6 7,58 (H-4") <— 7,15 (H-5") <— 7,68 (H-6")] (fragmento 111) e sistema 111 [§ 7,64 (H-
47y <> 7,32 (H-5”) <= 7,43 (H-6") <— 7,56 (H-7)] (fragmento 1V) (fig. 47).

Figura 47 Correlagdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios arométicos de MCT-A 2

Fragmento 111 Fragmento 1V

No espectro RMN-COSY foi evidenciado ainda acoplamentos entre os seis
hidrogénios metilénicos, confirmando a presenca de trés conjuntos de sinais, observados a
partir da correlacdo dos hidrogénios ¢ 3,12 e 2,74 (2H-2) <—> ¢ 2,06 e 1,73 (2H-3), dos
hidrogénios ¢ 2,60 e 2,18 (2H-2’) <—> 6 2,18 e 1,62 (2H-3") (fragmento V); e entre 0s
hidrogénios o 3,05 e 2,98 (2H-2”) <— ¢ 2,57 e 2,42 (2H-3") (fragmento V1) (fig. 48).

Figura 48 Correlagdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios metilénicos de MCT-A 2
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A estereoquimica relativa para MCT-A 2 foi determinada a partir da analise do
espectro de correlagdo homonuclear RMN-NOESY (fig. 65, p. 129), que apresentou
importantes correlacdes dipolares entre os hidrogénios: ¢ 6,58 (H-8”a) com ¢ 9,19 (CHO-8”)
e 2,98 (H-2”p); do hidrogénio 7,56 (H-7) com ¢ 9,18 (CHO-8”); do hidrogénio ¢ 5,49 (H-
8’a) com ¢ 7,37 (H-4), 2,06 (H-3a) e 2,41 (CHs-1"); do hidrogénio ¢ 5,48 (H-8a) com ¢ 7,38
(H-4%), 2,81 (CHs-1) e 1,62 (H-3’p) (fragmentos VII e VIII) (fig. 49). Acoplamentos
confirmados a partir de modelagem molecular de MCT-A 2 (fig. 50, p. 120).

Figura 49 Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de MCT-A 2

CHg Fragmento VI
Fragmento VIII

A analise conformacional usando modelagem molecular forneceu duas estruturas
estaveis, sendo a conformacdo com a carbonila em posicdo trans ao anel aromatico mais
estavel do que cis por 2,1 kcal/mol (fig. 50, p. 120). No espectro de RMN *H de MCT-A 2
foram observados sinais com menor intensidade em ¢ 8,01 (d, J = 7,8 Hz, H-7”), 6,64 (s, H-
87a) e 2,67 (s, CH3-N-17), atribuidos aos hidrogénios da conformacdo menos estidvel de
MCT-A 2. Foi observado uma desprotecdo desses sinais, ocasionado pelo efeito de

desprotecéo anisotropica da carbonila da formamida (fig. 53, p. 123).



Figura 50 Modelos moleculares de MCT-A 2 em 3D, justificando principais acoplamentos observados no
espectro NOESY
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Tabela 18 Dados de RMN 'H, *C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A
2 e comparagao com dados de RMN *3C (125 MHz, CD;0D) de MCT-A 1

HSQC HMBC
i A (ppm) OH (ppm; J = Ha) ZJCH SJCH MeT-AL
CHO-8” | 163,3 9,18 (s) -
CHs-1 40,5 2,81 () 40,6
CHs-1° 41,3 2,41 () 41,5
CHs-1” 33,7 2,66 (s) 33,6
2 47,9 | 3,12 (m); 2,74 (m) H-8a; CHs-1 47,8
2’ 47,8 | 2,60 (m); 2,18 (m) CHs-1° 48,5
27 46,3 3,05 (m) CHs-1” 46,2
2,98 (t, 12,7)
3 33,0 2,06 (M) 32,8
1,73 (d, 14,7)
3’ 33,1 2,18 (m) 32,8
1,62 (d, 12,2)
3” 351 | 2,57 (m); 2,42 (m) H-8"a 35,1
3a 36,4 - H-8’a 38,6
3’a 38,5 - H-4’; H-8a 36,2
37a 59,5 - H-6’ 60,5
4 127,8 7,37 (m) H-6 126,7
4’ 125,5 7,38 (m) H-6’ 124,7
4” 126,1 7,64 (m) H-6 124,8
4a 120,1 - H-7; H-5 118,8
4’a 128,8 - H-5° 131,3
47a 135,5 - H-77; H-5; H-8”a 132,4
5 122,3 7,04 (m) H-7 122,9
5’ 124,1 7,15 (q, 7,6) H-4° 124,2
5” 127,8 7,32 (m) H-7” 122,1
6 130,7 7,29 (m) H-4 131,6
6’ 1248 7,68 (m) 125,0
6” 131,2 7,43 (m) H-4 130,8
7 115,5 6,95 (d, 7,9) H-5 116,0
7 116,7 - H-5’ 115,7
7 113,2 7,56 (d, 7,8) H-5" 112,3
Ta 143,2 - H-6; H-4; H-8a 143,6
7’a 146,5 - H-6’; H-4’ 145,6
7’a 140,2 - H-7 | CHO-8”; H-6; H-4”; H-8”a 148,8
8a 73,9 5,48 (s) CHs-1 73,4
8’a 76,2 5,49 (s) CHs-1° 75,6
87a 85,6 6,58 (s) CHO-8” 89,7
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Figura 51 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de MCT-A 2
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Figura 52 Espectro de massas de alta resolugdo de MCT-A 2
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Quadro 2 Proposta mecanistica que justificam fragmentos tipicos do esqueleto pirrolidinoinddlico registrado no
espectro de massa de MCT-A 2

CasH3zNsO Ca1HzNsO ] CaoHxN,O
m/z 547,3199 m/z 490,2646 |

S H
calc m/z 547,3212 _ CHg
( ) H,C=CHNHCH, 1":L H 8\( .

CasH2sN4O
! m/z 433,2057




Figura 53 Espectro de RMN *H (500 MHz, CD,0D) de MCT-A 2
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Figura 55 Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 56 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD5;0D) de MCT-A 2
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Figura 57 Expanséo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 58 Expansao do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 59 Expanséo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 60 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 61 Expansédo do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 62 Expans6es do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 63 Espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 64 ExpansGes do espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2
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Figura 65 Espectro de RMN-NOESY (500 x 500 MHz, CD3;0D) de MCT-A 2 CHB@Hk\
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Figura 66 Expans@es do espectro de RMN-NOESY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 2

H-87a

>
| RS

0
(~] oo‘ @ 0

Fos

ﬁ Od , 0000‘ k70
RN i’ ©
.'agg,g s A0 Nt
il / ﬁn F15
S0 A 0
i g f@ ] 80

T T T T T T
94 92 90 88 86 84 82 B0 78 76 74 72 70 68 66 64 pa




130

5.3 Determinacéo Estrutural de MCT-A 3

A fracdo MCTE-A, sélido marrom proveniente do processo de extracdo de
alcaldide do extrato etandlico dos talos de M. carrascoana, foi submetida a cromatografia de
adsorcdo (C18) e purificada em CLAE (fase reversa), resultando na obtencdo de resina
marrom (5,6 mg), denominada MCT-A 3 ([a]3° = - 3,3 °, MeOH, ¢ 0,05) (item 4.6.2.4, p.
75).

A similaridade observada entre os espectros de infravermelho de MCT-A 3 (fig.
73, p. 136) e MCT-A 1 (fig. 24, p. 105) sinalizou a uma estreita semelhanca estrutural entre
as substancias, confirmada pela identificagdo dos mesmos grupos funcionais: hidroxila e/ou
N-H (3346 cm™), anel aromatico (1678, 1457 cm™) e carbonos nitrogenados (1205 e 1139 cm’
1)_

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDs0D) de MCT-A 3 (fig. 75, p. 137) foram
observados dois conjuntos de sinais de hidrogénios aromaticos orto dissubstituidos em ¢ 7,67
(d, J=7,8 Hz, H-4), 7,36 (m, H-6), 7,09 (m, H-5), 6,99 (d, J =7,8 Hz, H-7) eem 6 7,46 (d, J
=7,5Hz, H-4”), 7,21 (t,J=7,8 Hz , H-6"), 6,91 (t,J = 7,5 Hz, H-5), 6,83 (d, J = 7,8 Hz, H-
77); além de sinais de hidrogénios aromaticos orto trissubstituidos em ¢ 7,56 (d, J = 7,6 Hz,
H-6"), 7,36 (m, H-4") e 7,06 (m, H-5).

De forma anéloga a MCT-A 1 (fig. 26, p. 106), foram observados no espectro de
RMN *H de MCT-A 3 sinais relacionados a seis grupos metilénicos em J 3,12 (m, H-2q) e
2,72 (m, H-28); 6 3,04 (dd, J = 13,9; 4,9 Hz, H-2’a) e 2,54 (m, H-2’B); 6 2,89 (m, H-2"a) e §
2,82 (m, H-27p); 2,13 (dt, J = 14,3; 3,7 Hz, H-30) e 1,82 (d, J = 13,1 Hz, H-3p); ¢ 2,21 (dt, J
=13,9; 49 Hz, H-3’a) € 1,59 (d, J = 14,7, H-3’8) e em ¢ 2,57 (m, H-3"a) e 2,47 (dt, J = 12,6;
4,6 Hz, H-37p). Trés simpletos em ¢ 6,25 (H-8’a), 5,78 (H-8”a) ¢ 553 (H-8a) foram
sugestivos para a existéncia de um alcaldide de esqueleto pirrolidinoindélico. Em adigdo a
presenca de trés simpletos intensos, relacionado a metilas ligadas a nitrogénio em o 3,25
(CH3-8”), 2,84 (CHs-1) e 2,67 (CH3-17).

A partir da andlise do espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo RMN-
HSQC de MCT-A 3 (fig. 78, p. 138), foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos aos
vinte e trés carbonos hidrogenados, confirmando a presenca de seis carbonos metilénicos
atraves das correlagdes dos hidrogénios ¢ 3,12; 2,72 (H-2) com ¢ 48,1 (C-2); o 3,04; 2,54 (H-
2”) com ¢ 38,7 (C-2’); dos hidrogénios em ¢ 2,89; 2,82 (H-2") com ¢ 46,9 (C-2”); 6 2,13; 1,82
(H-3) com ¢ 33,5 (C-3); dos hidrogénios em ¢ 2,21; 1,59 (H-3") com ¢ 32,4 (C-3’) e 6 2,57;
2,47 (H-3”) com ¢ 36,2 (C-3”) (tab. 19, p. 135).
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Os deslocamentos quimicos dos dez carbonos ndo hidrogenados, foram atribuidos
a partir das correlagdes observadas no espectro de RMN-HMBC de MCT-A 3 (fig. 82, p.
140), entre o hidrogénio ¢ 6,25 (H-8’a) e o carbono ¢ 37,5 (C- 3a), do hidrogénio ¢ 5,53 (H-
8a) com os carbonos ¢ 143,7 (C- 7a) e 38,2 (C-3a), do hidrogénio em ¢ 7,56 (H-6") com o0s
carbonos ¢ 60,7 (C- 3”a) e 145,5 (C-7’a), do 6 5,78 (H-8”a) com os carbonos ¢ 133,9 (C- 4”a)
e 153,0 (C-77a), do hidrogénio em ¢ 7,06 (H-5") com os carbonos em ¢ 131,2 (C- 4’a) e 116,1
(C-7"), do hidrogénio ¢ 7,09 (H-5) com o carbono ¢ 119,2 (C-4a) (fig. 67, tab. 19, p. 135).

Figura 67 Correlagdes observadas para a identificacdo dos dez carbonos ndo hidrogénados de MCT-A 3

No espectro de HMBC foram observados ainda correlacdes dos sinais dos
hidrogénios em ¢ 2,84 (CHs-1) com os carbonos ¢ 73,2 (C-8a) e 48,1 (C-2), dos hidrogénios
2,67 (CH3-1) com o carbono em ¢ 46,9 (C-2”) e do simpleto em ¢ 3,25 (CH3-8”) com o0s
carbonos em ¢ 153,0 (C-77a) e 95,1 (C-8”a), permitindo posicionar as trés metilas e sugerir
gue MCT-A 3 trata-se de um isdmero constitucional de MCT-A 1, tendo como diferenca a
mudanga da metila ligada ao nitrogénio 1’ em MCT-A 1, para o nitrogénio 8” em MCT-A 3

(fragmentos I e 1) (fig. 68).

Figura 68 Correlagdes que definiram a localizagdo das trés metilas de MCT-A 3

Fragmento | Fragmento 11
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A reunido dos dados espectroscopicos até entdo descritos para MCT-A 3,
possibilitou deduzir a formular molecular C33H3sNg, com indice de deficiéncia de hidrogénio
igual a dezoito, confirmada pela presenca do pico molecular [M+H]" m/z 519,3246 (C33Hz3gNs
Calculado: 519,3236), no espectro de massas. Foram observados ainda a presenca dos picos
com m/z 462,2684 e 419,5402, devido a perda de C3H;N e C,HsN, respectivamente (EM-IES,
fig. 74 e qua. 3, p. 136).

A andlise do espectro de correlacdo homonuclear RMN-COSY (fig. 85, p. 142) de
MCT-A 3, permitiu a identificacdo dos hidrogénios ligados aos trés sistemas aromaticos:
sistema | [0 7,67 (H-4) <— 7,09 (H-5) <—> 7,36 (H-6) <— 6,99 (H-7)]; sistema Il [ 7,36
(H-4’) <—> 7,06 (H-5") <—> 7,56 (H-6)] (fragmento I11) e sistema Ill [¢ 7,46 (H-4") <—
6,91 (H-5”) <—> 7,21 (H-6”) <— 6,83 (H-7")] (fragmento 1V) (fig. 69).

Figura 69 Correlacdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios aromaticos de MCT-A 3

Fragmento 111 Fragmento 1V

No espectro COSY foi evidenciado ainda acoplamentos entre os seis hidrogénios
metilénicos, confirmando a presenca de trés conjuntos de sinais, observados a partir da
correlacdo dos hidrogénios ¢ 3,12 e 2,72 (2H-2) <— ¢ 2,13 e 1,82 (2H-3), dos hidrogénios ¢
3,04 e 2,54 (2H-2’) <—> 0 2,21 e 1,59 (2H-3") (fragmento V); e entre 0s hidrogénios 6 2,89 e
2,82 (2H-2") <—> ¢ 2,57 e 2,47 (2H-3”) (fragmento V1) (fig. 70).

Figura 70 Correlagdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios metilénicos de MCT-A 3
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A estereoquimica relativa para MCT-A 3 foi determinada a partir da analise do
espectro de correlagdo homonuclear RMN-NOESY (fig. 87, p. 143), que apresentou
importantes correlagdes dipolares entre os hidrogénios: ¢ 5,78 (H-87a) com ¢ 2,47 (H-3"/),
2,89 (H-2”a) e 3,25 (CH3-8”); do hidrogénio ¢ 6,83 (H-7) com 3,25 (CH3-8"); do hidrogénio
0 6,25 (H-8’a) com ¢ 7,67 (H-4) e 1,82 (H-3/) e do hidrogénio ¢ 5,53 (H-8a) com ¢ 7,36 (H-
4%, 1,59 (H-3’p) e 2,84 (CHsz-1) (fragmento VII e VIII) (fig. 71). Acoplamentos
confirmados a partir de modelagem molecular de MCT-A 3 (fig. 72).

Figura 71 Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de MCT-A 3

Fragmento VIII

Fragmento VII

Figura 72 Modelos moleculares de MCT-A 3 em 3D, justificando principais acoplamentos observados no
espectro NOESY
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A partir da analise espectroscopica discutida, aliada a comparacdo com dados
obtidos para MCT-A 1, permitiu caracterizar MCT-A 3 como sendo um alcal6ide de
esqueleto pirrolidinoindodlico denominado N-8”-metil-N-1’-desmetilisocalicosidina, que esta

sendo relatado pela primeira vez na literatura.

", T
) H .
N N 7
7'a
" " "
> ( \‘g m o
3"y
e
N \ 7

H

CHg

N-8-metil-N-1’-desmetilisocalicosidina
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Tabela 19 Dados de RMN *H, *C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A
3 e comparagdo com dados de RMN *3C (125 MHz, CD;0D) de MCT-A 1

HSQC HMBC
#e A (ppm) OH (ppm; J = Hz) ZJCH B‘JCH MeTAl
CHs-1 40,8 2,84 (s) 40,6
CHs-1° - - 415
CHs-1” | 33,8 2,67 (S) 33,6
CHs-8” | 39,9 3,25 (s) H-87a -
2 48,1 | 3,12 (m) 2,72 (m) CHs-1 47,8
2’ 38,7 3,04 (dd, 13,9; H-3’a 48,5
4,9) 2,54 (m)
27 46,9 | 2,89 (m); 2,82 (m) 2H-3” CHs-1” 46,2
3 33,5 | 2,13 (dt, 14,3; 3,7) 32,8
1,82 (d, 13,1)
3’ 32,4 |2,21(dt, 13,9; 4,9) 32,8
1,59 (d, 14,7)
3” 36,2 2,57 (m) H-87a 35,1
2,47 (dt, 12,6; 4,6)
3a 38,2 - H-4; H-8a 38,6
3’a 37,5 - H-3’a H-4’; H-2’ ¢; H-8’a 36,2
37a 60,7 - H-8’a; 2H-3” H-6; H-4” 60,5
4 1275 7,67 (d, 7,8) H-6 126,7
4’ 125,5 7,36 (m) H-6’ 124,7
4” 124,0 7,46 (d, 7,5) H-6” 124,8
4a 119.2 - H-5; H-7; H-3« 118,8
4’a 131.2 - H-5 131,3
47 133,9 - H-5; H-7”; H-8”a; H-3” 132,4
5 122,5 7,09 (m) H-7 122,9
5’ 123,7 7,06 (m) 124,2
5” 122,4 6,91 (t, 7,5) H-7” 122,1
6 131,4 7,36 (m) H-5 H-4 131,6
6’ 124,9 7,56 (d, 7,4) H-4° 125,0
6” 130,4 7,21 (t, 7,8) H-4" 130,8
7 115,9 6,99 (d, 7,8) H-5 116,0
7’ 116.1 - H-5’; H-87a 115,7
7 1134 6,83 (d, 7,8) H-5" 112,3
Ta 143,7 - H-4; H-6; H-8a 143,6
7T’a 1455 - H-6’; H-4’; H-8a 145,6
7’a 153,0 - H-4; H-6"; H-8”a; CH3-8” 148,8
8a 73,2 5,53 () CHs-1 73,4
8’a 67,9 6,25 () H-2’ o 75,6
87a 95,1 5,78 (s) CH3-87; 2H-3” 89,7




136

Figura 73 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de MCT-A 3
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Figura 74 Espectro de massas de alta resolugdo de MCT-A 3
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Quadro 3 Proposta mecanistica que justificam fragmentos tipicos do esqueleto pirrolidinoindélico registrado no
espectro de massa de MCT-A 3

6
H,C=CHNH,

6

C H--N C28H27N4
CasHzgNg 3013215 m/z 419,5402
m/z 519,3246 m/z 462,2684
(calc m/z 519,3236) H,C=CHNHCH, o,

_=
ClBH15N2 7 N C25H20N3
m/z 259,3245 m/z 362,1663




Figura 75 Espectro de RMN *H (500 MHz, CD,0D) de MCT-A 3
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Figura 76 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 77 Expansao do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 78 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 79 Expanséo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 80 Expanséo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 81 Expansao do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 82 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 83 Expansoes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 84 Expans6es do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 85 Espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 86 ExpansGes do espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-A 3
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Figura 87 Espectro de RMN-NOESY (500 x 500 MHz, CD;0OD) de MCT-A 3
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5.4 Determinacédo Estrutural de MCT-A 4

Sucessivas cromatografias de adsorcdo (C18) e CLAE (fase reversa) da fracéo
MCTE-A, obtida do processo de extracdo de alcaldide do extrato etandlico dos talos de M.
carrascoana, forneceu 30,2 mg de um sélido amorfo marrom, denominado MCT-A 4 (p.f.
130,8-131,9; [a]3° = - 48,4 °, MeOH, ¢ 0,1) (item 4.6.2.5, p. 77).

De forma analoga a MCT-A 1, uma aliquota de MCT-A 4 foi submetida ao
processo de desprotonacéo descrito no item 4.6.2.3, p. 74.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-A 4 (fig. 96, p. 151)
mostrou um banda em 3279 cm™, correspondente & deformagdo axial de ligagdo N-H;
absorcdes em 2966 cm™ relacionada & deformacdo axial C-H de carbono sp® e em 2713 cm™
de deformacdo axial de C-H alifatico; bandas esqueletais em 1674, 1609 e 1485 cm™ de
deformacéo axial C=C, evidenciando a existéncia de dupla ligacdo de aromético e absorcbes
em 1200 e 1130 cm™ referentes & deformag#o axial C-N.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
bidimensionais, foram obtidos sob aquecimento de 100 °C, usando criosonda. A figura 89
mostra os espectros de RMN 'H de MCTA- 4 em diferentes temperaturas. O aumento da

temperatura diminui a barreira rotacional, levando a uma melhor resolucéo do espectro.

Figura 89 Espectros de RMN *H de MCT-A 4 com variagio da temperatura
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De forma similar a MCT-A 1, o espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de
MCT-A 4 (fig. 98, p. 152) apresentou dois conjuntos de sinais caracteristicos de esqueletos
aromaticos orto dissubstituidos em ¢ 7,26 (d, J = 10,0 Hz, H-4), 7,17 (t, J = 10,0 Hz, H-6),
6,88 (t, J = 10,0 Hz, H-5), 6,77 (d, J = 10,0 Hz, H-7) e em ¢ 7,26 (d, J = 5,0 Hz, H-4"), 7,09
(m, H-6”), 6,67 (d, J = 5,0 Hz, H-7”), 6,61 (t, J = 5,0 Hz, H-5”); além de hidrogénios
aromaticos orto trissubstituidos em ¢ 7,37 (d, J = 10,0 Hz, H-4"), 7,09 (m, H-6’) ¢ 6,63 (t, J =
10,0 Hz, H-5), evidenciando a existéncia de trés sistemas aromaticos.

O espectro de RMN *H de MCT-A 4 revelou ainda sinais relacionados a seis
grupos metilénicos diastereotépicos em J 3,11 (m, H-2a) e 2,60 (m, H-28); 6 3,20 (m, H-2’a)
e 2,71 (m, H-2p); 6 3,11 (m, H-2"a) e § 2,64 (m, H-2"5); 3,20 (m, H-3a) e 2,11 (dd, J = 10,0;
5,0 Hz, H-3p); 6 2,80 (m, H-3"a) e 2,20 (dd, J = 10,0; 5,0 Hz, H-3°$) e em ¢ 2,88 (m, H-3"a)
e 2,30 (dd, J = 10,0; 5,0 Hz, H-3”p), que aliado a presenca de trés simpletos em ¢ 5,29 (s, H-
8’a), 5,25 (s, H-8”a) e 5,17 (s, H-8a), foram sugestivos para a existéncia de um alcaldide de
esqueleto pirrolidinoind6lico. Também foram observados trés simpletos intensos em ¢ 2,61
(CH3-17), 2,57 (CHs-1°) e 2,46 (CHs-1), compativeis com trés grupos metilas ligados a
nitrogénio.

O espectro de RMN-HSQC de MCT-A 4 (fig. 99, p. 153), mostrou a correlagdes
dos hidrogénios ¢ 3,11; 2,60 (H-2) com ¢ 52,6 (C-2); ¢ 3,20; 2,71 (H-2’) com ¢ 52,7 (C-2’);
dos hidrogénios em ¢ 3,11; 2,64 (H-2”) com ¢ 52,5 (C-2”); ¢ 3,20; 2,11 (H-3) com ¢ 39,0 (C-
3); dos hidrogénios em ¢ 2,80; 2,20 (H-3") com ¢ 36,7 (C-3") e ¢ 2,88; 2,30 (H-3") com ¢ 36,2
(C-3”), confirmando a presenca de seis carbonos metilénicos. Em adicdo, possibilitou
identificar vinte e trés carbonos hidrogenados (tab. 20, p. 150).

A andlise do espectro de RMN-HMBC de MCT-A 4 (fig. 102, p. 156), forneceu a
localizacdo dos hidrogénios aromaticos, a partir da correlacdo do hidrogénio ¢ 7,26 (H-4) e 0s
carbonos ¢ 152,7 (C- 7a) e 129,5 (C-6), do hidrogénio ¢ 6,88 (H-5) com o carbono ¢ 109,1
(C-7), do hidrogénio em ¢ 7,17 (H-6) com o carbono ¢ 126,3 (C-4), do hidrogénio ¢ 6,77 (H-
7) com os carbonos ¢ 119,0 (C- 5) e 133,5 (C-4a), dos hidrogénios em ¢ 7,37 (H-4") com o
carbono em ¢ 151,0 (C- 7’a), além do acoplamento do hidrogénio ¢ 6,67 (H-7”) com o0s
carbonos ¢ 118,7 (C-5") e 133,7 (C-4a), e do ¢ 7,26 (H-4"") com o carbono ¢ 152,7 (C- 77a)
(fragmentos I, 11 e 1) (fig. 90, p. 146 e tab. 20, p. 150).
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Figura 90 Importantes correlagdes dos hidrogénios aromaticos de MCT-A 4

Fragmento 111

Fragmento 11

O espectro de HMBC mostrou também as correla¢fes dos sinais dos hidrogénios
em ¢ 2,46 (CHs-1), 3,11 (H-2¢q) e 2,11 (H-3/) com o carbono ¢ 88,5 (C-8a), dos hidrogénios
3,20 (H-3¢a) e 2,11 (H-3/) com o carbono em ¢ 133,5 (C-4a) e do hidrogénio em 3,11 (H-2¢)
com o carbono em ¢ 62,1 (C-3a), permitindo o posicionamento dos hidrogénios alifaticos ao
primeiro nucleo pirrolidinoinddlico (fragmentos 1V) (fig. 91, p. 147).

Foram observados ainda acoplamentos dos hidrogénios ¢ 2,57 (CH3-17), 3,20 (H-
2’a) e 2,20 (H-3’ ) com o carbono ¢ 85,0 (C-8’a), dos hidrogénios 2,88 (H-3’ ) e 2,30 (H-
3’5 com o carbono em ¢ 132,7 (C-4’a) e do hidrogénio em 2,80 (H-3’ &) com o carbono em ¢
64,5 (C-3a), definido a localizacdo dos hidrogénios ao segundo ndcleo pirrolidinoinddlico
(fragmentos V). Em adicdo, os acoplamentos dos hidrogénios ¢ 2,61 (CHs-17), 3,11 (H-2"q)
e 2,30 (H-3”f) com o carbono ¢ 84,5 (C-8”a), dos hidrogénios 2,88 (H-3") e 2,30 (H-3”/)
com o carbono em ¢ 133,7 (C-4”a) e do hidrogénio em 2,88 (H-3”«) com o carbono em ¢
62,0 (C-37a) foram importantes para localizacdo dos hidrogénios ao terceiro nucleo

pirrolidinoindolico (fragmentos V1) (fig. 91, p. 147).
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Figura 91 CorrelagBes que definiram a localizacdo das trés metilas e dos hidrogénios metilénicos de MCT-A 4

34 WWW_“1618 M

Fragmento VI

Fragmento V

A partir dos dados espectroscépicos até entdo descritos para MCT-A 4, foi
possivel deduzir a formular molecular C33H3gNg, com indice de deficiéncia de hidrogénio
igual a dezoito, confirmada pela presenca do pico molecular [M+H]" m/z 519,3247, no
espectro de massas de MCT-A 4. Os picos com m/z 345,2106 e 173,1099, devido a perda de
CuHwuN2 e CiHioN,, respectivamente, corroboram com um esqueleto pirrolidinoinddlico
com trés subunidades (EM-IES, fig. 97 e qua. 4, p. 151).

O espectro de correlacdo homonuclear RMN-COSY (fig. 107, p. 161), forneceu a
maioria dos acoplamentos geminais e vincinais do composto. Dentre as correlagdes
observadas destacam-se os acoplamentos de ¢ 7,26 (H-4) com 6,88 (H-5); ¢ 7,17 (H-6) com
6,77 (H-7); 0 7,26 (H-4”) com 6,61 (H-5) e 6 7,09 (H-6”) com 6,67 (H-7") (fragmento VII e
VIII) (fig. 92).

Figura 92 Correlagdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios arométicos de MCT-A 4

/ﬂH WwWWW
H5
----- g 3
e ) 2
H 7 N /,Nl
\JVH I H I
H CHy
Fragmento VII Fragmento V111

No espectro COSY foram evidenciados ainda acoplamentos entre 0s seis
hidrogénios metilénicos, confirmando a presenca de trés conjuntos de sinais, observados a
partir da correlacdo dos hidrogénios ¢ 3,11 e 2,60 (2H-2) <—>¢ 3,20 e 2,11 (2H-3)
(fragmento 1X), dos hidrogénios 6 3,20 e 2,71 (2H-2’)<—>¢ 2,80 e 2,20 (2H-3’)
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(fragmento X); e entre os hidrogénios ¢ 3,11 e 2,64 (2H-2”)<—>¢ 2,88 e 2,30 (2H-37)
(fragmento XI1) (fig. 93).

Figura 93 Correlagdes observadas no espectro de COSY para os hidrogénios metilénicos de MCT-A 4

Fragmento X

A andlise do espectro RMN-NOESY (fig. 109, p. 163) de MCT-A 4 apresentou
importantes correlacfes dipolares entre os hidrogénios: ¢ 5,29 (H-8’a) com ¢ 2,71 (H-2’5) e
2,57 (CH3-1’); do hidrogénio ¢ 5,25 (H-8"a) com ¢ 2,64 (H-25) e do hidrogénio ¢ 5,17 (H-
8a) com § 2,46 (CH3-1) e 2,60 (H-2p); além do acoplamento entre o hidrogénio ¢ 7,37 (H-4")
com 3,20 (H-2’ &) e do hidrogénio em ¢ 7,26 (H-4) com 2,11 (H-3p) (fragmento XI, XII e
XI) (fig. 94). Acoplamentos confirmados a partir de modelagem molecular de MCT-A 4
(fig. 95, p. 149).

Figura 94 Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de MCT-A 4
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Figura 95 Modelos moleculares de MCT-A 4 em 3D, justificando principais acoplamentos observados no
espectro NOESY

A partir dos dados espectroscopicos discutidos e a posterior comparagcdo com
dados de RMN *3C descritos na literatura, possibilitou identificar MCT-A 4 como sendo um
alcaldide de esqueleto pirrolidinoindolico denominado Hodgkinsina, isolado anteriormente
das flores de Psychotria colorata (VEROTTA et al., 1998).
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Tabela 20: Dados de RMN *H, °C e correlagdes de RMN-HSQC e HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-
A 4 e comparagao com dados de RMN *3C (150 MHz, CDClIs) da literatura

4 C HSQC HMBC VEROTTA
& (oom) S (ppm: 1 = Ha) 2Jen 3Jen etal., 1998
CHs-1 | 35,3 2,46 (5) 35,2
CHs-1’ | 35,22 2,57 (s) 35,0
CHs-17] 35,1 2,61 (5) 35,1
2 52,6 | 3,11 (m); 2,60 (M) | H-3¢ CHs-1 51,7
2 52,7 13,20 (m); 2,71 (m) CHs-1° 51,9
27 52,5 | 3,11 (m); 2,64 (M) | H-3"« CHs-1” 51,9
3 39,0 [3,20 (m); 2,11 (dd, 37,6
10,0; 5,0)
3 36,7 |2,80 (m); 2,20 (dd, 36,7
10,0; 5,0)
3” 36,2 |2,88 (m); 2,30 (dd, 38,0
10,0; 5,0)
3a 62,1 H-3a 62,8
3’a 64,5 H-3’a 63,0
3’a | 62,0 H-2"¢ 60,0
4 126,3 | 7,26 (d, 10,0) H-6 126,4
4 1275 | 7,37(d, 10,0) 1219
4 | 126,3 7,26 (d, 5,0) 1242
4a | 1335 H-5; H-7; H-3e; H-38 | 1317
4a | 132,7 H-3’a; H-3’8 132,3
472 | 133,7 H-77; H-3"a; H-37 131,7
5 119,0 6,88 (t, 10,0) H-7 118,5
5 118,5 6,63 (t, 10,0) H-7” 116,8
57 | 118,7 6,61 (t, 5,0) 1175
6 129,5 7,17 (t, 10,0) H-4 127,9
6’ 129,2 7,09 (m) 126,0
6" | 129,2 7,09 (m) 127.4
7 109,1 | 6,77 (d, 10,0) H-5 109,0
7’ - - -
7’| 109,0 6,67 (d, 5,0) 108,1
7a | 152,7 H-4; H-6 150,8
7’a | 151,0 H-4° 150,8
7°a | 152,7 H-4” 151,1
8a 88,5 5,17 (sl) H-2a; CHs-1; H-38 86,4
8’a 85,0 5,29 (sl) H-2>a; CHs-17; H-3°8 81,7
8’a | 84,5 5,25 () H-2"a; CHs-17; H-378| 82,3




151

Figura 96 Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de MCT-A 4
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Figura 97 Espectro de massas de alta resolugdo de MCT-A 4
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Quadro 4 Proposta mecanistica que justificam fragmentos tipicos do esqueleto pirrolidinoinddlico registrado no
espectro de massa de MCT-A 4

3'a

3a
5 4a
6
7 — 1™

a N
! |
H

CazHasNy
CasHaoNs /23452106 | |y c=chnHcH,
m/z 519,3247
(calc m/z 519,3236) |,

C11H13N2
m/z 173,1099

CioH1N3
m/z 288,3657

C17H14N3

Ca1H20N, m/z 260,3126

m/z 314,1689
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Figura 98 Espectro e expansdes de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 99 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 100 Expanséo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 101 Expanséo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4

(wdd) oe1

34
36
38
L 50
52
54

40
42
i
6
48

T
G
o)

M paea e
——
i s 2

w

.o) s

~ [
“

T T

(@]

&

N
A
A i (N

w

(621

w

CHs-1”

0 B i 15

9

,,l'/
—_—— gd v i ' @ \
CH;-1” H—2”B\§ = |

w

o

[N
(el

H-3’a

— |

H-3"a

l\/\_}\mpuﬂlu" o _,VJ" N

£
T
——
1
\"‘—-—\..--"
(6]
n
|
T T

[Ni526 [
=4 i
H-2"a -
H-2a 525 F
— 1 { r

H-2’a | \]I )
H'3(X, ;—:—.\ l 390 B

I
N
=
Wan ™ e
M,
A -'__._'_-.
o1
N
\‘
335 330 325 320 315 310 3.05 300 295 290 285 2.8B0 275 (2.?0)2.65 260 255 250 245 240 235 230 225 220 215 210 205
1H {ppm




156

Figura 102 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 103 Expanséo do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 104 Expansdo do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 105 Expanséo do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 106 Expanséo do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4

(wdd) aeT
52.6
3
52.7
9
525

62.0

ﬁl 30

62.1 ’JJ

260

2.90

250 245 240 235

255

280 275 70 265

LH (ppm)

285

320 315 310 305 300 0 295

325

160




161

Figura 107 Espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 108 Expansdes do espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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Figura 109 Espectro e expansdes de RMN-NOESY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-A 4
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5.5 Determinacédo Estrutural de MCT-NB 1

A fracdo MCTE-NB, solido marrom originado da parti¢cdo liquido-liquido do
extrato etandlico dos talos de M. carrascoana, foi submetida a cromatografias de exclusdo
molecular, adsor¢do e purificada em CLAE (fase reversa), resultando na obtengéo de um
s6lido amarelo (6,7 mg), denominado MCT-NB 1 (p.f. 123,4 - 125,6 °C; [a]3® = -14,5°,
MeOH, c 0,37) (item 4.6.3.3, p. 81).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-NB 1 (fig. 112, p.
168) mostrou uma banda larga em 3326 cm™, correspondente & deformacao axial de ligagdo
O-H, caracterizando a presenca de hidroxila; bandas esqueletais em 1603, 1513 e 1452 cm™
de deformacdo axial C=C, evidenciando a existéncia de dupla ligacdo de aromatico; absor¢édo
em 1264 e 1212 cm™ referentes as deformacdes axiais C-O; bandas em 1067 e 1029 cm™
relacionadas a deformacéo angular C-H de aromatico e deformacgfes axiais em 2934 e 2877
cm™ de C-H alifatico.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDs;0OD) de MCT-NB 1 (fig. 114, p. 169)
foram observados sinais na regido de hidrogénios heterosidicos e metilénicos oxigenados (o
4,90-3,40), um dupleto em ¢ 5,55 (d, J = 5,8 Hz, H-7) relacionado a hidrogénio oximetinico,
trés conjuntos de sinais em ¢ 7,14 (d, J = 8,4 Hz, H-5), 7,03 (d, J = 1,9 Hz, H-2) e 6,93 (dd, J
= 8,4; 19 Hz, H-6), atribuidos a hidrogénios pertencentes a anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido.

A anélise do espectro de RMN *H, mostrou ainda dois simpletos em 6 6,73 (s, H-
2’) e 6,72 (s, H-6"), compativeis com um anel aromatico tetrassubstituido com hidrogénios
meta-posicionados e dois sinais intensos em ¢ 3,86 (s, H-10’) ¢ ¢ 3,83 (s, H-10),
caracteristicos de hidrogénios metoxilicos, além de dois conjuntos de sinais em ¢ 2,63 (t, J =
7,3 Hz, 2H-7") e 6 1,81 (m, 2H-8"), referentes a hidrogénios alifaticos.

O espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CD3;0D) de MCT-NB 1 (fig. 116, p. 170)
apresentou 26 linhas espectrais, sendo cinco atribuidos a carbonos sp? oxigenados: & 151,1
(C-3); 147,8 (C- 4); 147,7 (C-4’) e 145,4 (C-3").

A anélise em conjunto dos espectros de RMN =C-BB e RMN *C-DEPT 135 (fig.
117, p. 170), revelou a presenca de doze carbonos metinicos, dos quais cinco foram
relacionados a carbonos sp? [§ 119,5 (C-6); 118,3 (C-5); 118,1 (C-6"); 114,4 (C-2) e 111,4
(C-2)] e sete carbonos sp®, sendo seis oxigenados em & 102,9 (C-17); 88,6 (C-7); 78,4 (C-57);
78,0 (C-37”); 75,1 (C-2”) e 71,5 (C-4”) e um ndo-oxigenado em ¢ 55,8 (C-8), sugerindo a
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estrutura da glicose, tendo o carbono em ¢ 102,9 como carbono anomérico (C-1") e o sinal em
0 88,6 (C-7) relacionado ao grupo oximetinico.

Foram observados ainda cinco sinais referentes a carbonos metilénicos, sendo trés
oxigenados o 65,2 (C-9), 62,7 (C-6"), 62,4 (C-9°) e dois ndo-oxigenados ¢ 35,9 (C-8’) e 33,0
(C-7") e dois carbonos metilicos oxigenados ¢ 56,8 (C-10) e 56,9 (C-10’), corroborando com
a existéncia de duas metoxilas. As demais absorces de **C em 6 138,6 (C-1), 129,8 (C-5) e
137,2 (C-1"), ausentes no espectro DEPT 135, foram determinadas como sendo de carbonos
aromaticos ndo hidrogenados.

A reunido dos dados espectroscopicos de MCT-NB 1 até entdo descritos, permitiu
a deducdo da formula molecular CxH34011, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
dez, confirmado pelo pico do aduto molecular em [M+Na]® m/z 545,2058 e [M+K]" m/z
561,1753, no espectro de massas (EM-IES, fig. 113, p. 168).

O espectro de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo RMN-HSQC (fig. 118, p.
171), permitiu a correlacdo inequivoca dos hidrogénios (*H) a seus respectivos carbonos (*3C)
(tab. 21, p. 167), além da correlacdo do hidrogénio em ¢ 4,88 (H-1"") com o carbono em o
102,9 (C-17), confirmando presenca do hidrogénio acetalico. A correlacdo do dupleto em o
5,55 (H-7) com o carbono em ¢ 88,6 (C-7) ratificou a existéncia de um grupo oximetinico.

No espectro de correlacdo heteronuclear & longa distancia (“Jcn e *Jcr) RMN-
HMBC (fig. 120, p. 172), foram observado acoplamentos do hidrogénio anomérico em ¢ 4,88
(H-1) com o carbono em ¢ 147,8 (C-4), dos hidrogénios da metoxila ¢ 3,83 (H-10) com o
carbono em ¢ 151,1 (C-3) (fragmento 1) (fig. 110, tab. 21, p. 167).

Figura 110 Importantes correla¢Bes observadas no espectro de HMBC de MCT-NB 1 para o posicionamento da
unidade glicosidica e da metoxila

4
o)
) 2
1" /1 OCH,
H 10

Fragmento |

Foram observados ainda acoplamentos do hidrogénio oximetinico em ¢ 5,55 (H-7)
com os carbonos em ¢ 147,7 (C-4°), 138,6 (C-1), 129,8 (C-5°), 119,5 (C-6), 111,4 (C-2), 65,2
(C-9) e 55,8 (C-8) (fragmento I1); além das correlagdes dos hidrogénios da metoxila em o
3,86 (H-10’) com o carbono em ¢ 145,4 (C-3°) e dos hidrogénios em ¢ 2,63 (H-7’) com os
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carbonos em ¢ 137,2 (C-1°), 118,1 (C-6’), 114,4 (C-2°), 35,9 (C-8’) e 62,4 (C-9’) (fragmento
11) (fig. 111).

Figura 111 Correlaces relevantes observadas no espectro de HMBC de MCT-NB 1
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A analise dos dados discutidos, aliada a comparacdo com dados da literatura,
permitiu identificar MCT-NB 1 como sendo a neolignana alcool 4-O-$-D-glicopiranosil-di-
hidro-desidrodiconiferilico isolada anteriormente das folhas de Viburnum awabuki K. Koch
(MATSUDA et al., 1996).

alcool 4-O-p-D-glicopiranosil-di-hidro-desidrodiconiferilico
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Tabela 21 Dados de RMN *H, °C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-
NB 1 e comparagéo com dados de RMN **C (100 MHz, CD;0D) da literatura

4C HSQC , HMBC S MATSUDA
50 (ppm) 54 (ppm: J = H2) JCH JCH et al., 1996
C
1 138,6 - H-2; H-7 H-5; H-8 138,4
1’ 137,2 - 2H-7° 2H-8’ 137,1
1” 102,9 4,88 (d*) H-2” 102,8
2 [ 1114 | 7,03(d. L,9) H-6, H-7 112,2
> | 1144 6.73 (5) H-6" 2H-7" 114,3
2” 75,1 3,48 (m) H-3” 74,4
3 151,1 - H-2 H-5; H-10 150,9
3 1454 - H-2’ H-10 145,2
3 | 78,0 3,47 (M) H-2 78.2
4 147.,8 - H-5 H-6; H-2; H-1” 147,6
4’ 147,7 - H-7; H-2’; H-6’ 147,5
& | 715 3,40 (M) H-3" 2H-6 713
5 118,3 7,14 (d, 8,4) 118,2
5’ 129,8 - H-6’; H-8 H-7; 2H-9 129,6
5° | 784 3,40 (M) H-4; 211-6” 77.8
6 | 1195 | 6,93 (dd, 8.4; 1.9) H-2; H-7 119.4
6’ 118,1 6,72 () H-2°; 2H-7° 118,0
6” 62,7 3,67; 3,88 62,5
7 88,6 5,55 (d, 5,8) H-8 2H-9 88,5
7 33,0 2,63 (t, 7,3) 2H-8’ H-2°; 2H-9’ 32,9
g | 558 3,43 (M) H-7; 2H-9 H-6’ 55,6
8 | 359 1,81 (m) H-7"; 2H-9° 35,8
9 65,2 3,74; 3,82 H-8 H-7 65,1
9’ 62,4 3,57 (t, 6,4) 2H-8’ 2H-7° 62,2
10 | 56,8 3.83 (5) 56,7
107 | 56,9 3.86 (5) 56,8

*Q outro pico do sinal do H-1” esta encoberto pelo sinal da H,O



Figura 112 Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de MCT-NB 1
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Figura 113 Espectro de massas de alta resolugdo de MCT-NB 1
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Figura 114 Espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
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Figura 116 Espectro de RMN C (125 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
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Figura 117 Espectro de RMN *C - DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
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Figura 118 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
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Figura 120 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
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Figura 121 Expans@es do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
| \ |
,J‘ | 1 \'U 1\ r
UL - n ﬁ
' \/V w
. B 70 [" J W M
- >

¥
L o B 118 —F (o) &> o
I = s
‘6 e 6 @ Fi20 i 2
— (©0) &
125 3 t 80
] 5 @ 130 {
k138 — E S
o0 D > ‘
0 40
. 140
F14s
609 & 39
@ @ ; F150
(o)
Il
12 11 /‘n 69 68 67 66 65 64 63 r-‘: r,‘\ 60 s‘u i‘x 51 56 §‘< ppm 390 385 3% 31s 370 365 360 35 350 345 )".u S ppm




173

Figura 122 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de MCT-NB 1
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5.6 Determinacédo Estrutural de MCT-NB 2

O tratamento cromatografico da fracdo MCTE-NB, através de cromatografias de
exclusdo molecular, adsorcédo e purificada em CLAE (fase reversa), possibilitou o isolamento
de um solido amorfo amarelo (5,3 mg), denominado MCT-NB 2 (p.f. 245,1 - 247,6 °C; [a]3°
=-47,9°, MeOH, ¢ 0,1) (item 4.6.3.4, p. 82).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-NB 2 (fig. 126, p.
178) mostrou uma banda larga em 3269 cm™, correspondente & deformacdo axial de ligagdo
O-H, caracterizando a presenca de hidroxila; absorcdo em 1655 cm™ relativa & deformacéo
axial C=0, corroborando com a presenca de uma carbonila. Este espectro relevou ainda
bandas esqueletais em 1599, 1499 e 1448 cm™ de deformacdo axial C=C, evidenciando a
existéncia de dupla ligacdo de aromético; absorcio em 1256 e 1180 cm™ referentes as
deformacdes axiais C-O; bandas em 1060, 1038 cm™ relacionadas & deformacéo angular C-H
aromético e deformac&o axial em 2925 cm™ de C-H alifatico.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2 (fig. 128, p. 179)
apresentou um conjunto de sinais em ¢ 7,91 (d, J = 2,0 Hz, H-2"); 7,53 (dd, J = 8,4 e 2,0 Hz,
H-6’) e 7,27 (d, J = 8,4 Hz, H-5’), referentes a um sistema aromatico de spin ABX, além de
dois dupletos em 6 7,04 (d, J = 2,0 Hz, H-8) e 6,98 (d, J = 2,0 Hz, H-6), compativeis com
hidrogénios aromaticos meta-posicionados. A presenca de sinais na regido de hidrogénios
heterosidicos (0 4,82-4,11), aliada a existéncia de dois sinais de hidrogénios ligados a
carbonos carbindlicos em ¢ 6,40 (s, H-1°) e 5,75 (d, J = 7,7 Hz, H-17), sugeriram a presenca
de duas unidades glicosidicas.

O sinal de hidrogénio anomérico em ¢ 5,75, dupleto com constante de
acoplamento J =7,7 Hz, evidenciou a presenca de uma unidade de glicose com configuracédo
f. A presenca do dupleto intenso em ¢ 1,81 (d, J = 6,2 Hz, 3H-6""), sugeriu a existéncia de
uma unidade ramnosidica. A analise do espectro RMN *H mostrou ainda um simpleto largo
em campo baixo ¢ 13,60 (s, HO-5), caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada com
carbonila.

O espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2 (fig. 130, p. 180)
apresentou 27 linhas espectrais, sendo a absorcdo ¢ 183,1 (C-4) associada a uma carbonila de
cetona conjugada e seis sinais atribuidos a carbonos sp? oxigenados: J 165,6 (C-2); 163,9 (C-
7); 162,9 (C-5); 158,1 (C-9); 152,2 (C-4’) e 148,0 (C-3").

A comparacdo dos espectros de RMN **C-BB e RMN *C-DEPT 135 (fig. 131, p.

180) revelou a presenga de dezesseis carbonos metinicos, dos quais seis foram relacionados a
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carbonos sp® [6 120,0 (C-6°); 117,2 (C-5"); 114,9 (C-2°); 104,4 (C-3); 100,8 (C-6) e 95,5 (C-
8)] e dez a carbonos sp3 oxigenados: ¢ 102,8 (C-1°"); 99,9 (C-17); 79,5 (C-57); 79,3 (C-3”);
78,2 (C-27); 74,4 (C-4);, 73,0 (C-3"); 72,7 (C-2°”); 71,5 (C-4”) e 70,3 (C-5),
corroborando com a existéncia das duas unidades glicosidicas. Os sinais de carbonos em ¢
102,8 e 99,9 foram relacionados aos carbonos anoméricos (C-1"" e C-17), além de um
carbono metilénico oxigenados em ¢ 62,4 (C-6"), e um carbono metilico ndo oxigenado em ¢
19,2 (C-6°). As demais absorcdes de *C em 6 122,9 (C-1°) e 106,9 (C-10), ausentes no
espectro DEPT 135, foram determinadas como sendo de carbonos sp® ndo hidrogenados.

A tabela 22, p. 177 apresenta os deslocamentos quimicos de 'H e °C,
correlacionando os hidrogénios aos seus respectivos carbonos, a partir de informagoes
extraidas do espectro RMN-HSQC (fig. 132, p. 181), através do qual se puderam notar as
correlagdes inequivocas dos hidrogénios anoméricos em ¢ 6,40 (H-1") e 5,75 (H-1"), com
seus respectivos carbonos em ¢ 102,8 (C-1°") e 99,9 (C-1).

A partir dos dados espectroscdpicos descritos para MCT-NB 2, foi possivel
deduzir a formular molecular C,7H30015, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
treze. Esta informacdo foi confirmada pela presenca do pico molecular [M-H]™ m/z 593,1525 e
do aduto molecular [M+CI]" m/z 629,1251, no espectro de massas de MCT-NB 2 (EM-IES,
fig. 127, p. 178).

A correlacéo entre o hidrogénio anomérico ¢ 5,75 (H-1"") e o carbono aromético ¢
163,9 (C-7), registrada no espectro heteronuclear a longa distancia (*Jcn e *Jcn) RMN-HMBC
de MCT-NB 2 (fig. 134, p. 182), permitiu identificar a posicdo da ligacdo heterosidica. A
presenca da ramnose ligada no C-2” foi definitivamente determinada pela correlagédo do
hidrogénio anomérico ¢ 6,40 (H-1"") com o carbono glicosidico C-2”, e do sinal de
hidrogénio ¢ 4,52 (H-2") com o carbono C-1°”, justificando os efeitos sobre os deslocamentos
quimicos dos carbonos C-2” (efeito ) e C-1” (efeito y) (fragmento 1) (fig 124).

Figura 124 Correlac6es que definiram a localizacdo das unidades glicosidicas de MCT-NB 2
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O espectro de HMBC mostrou também as correlag@es do sinal de hidrogénio em ¢
6,98 (H-6) com os carbonos em ¢ 106,9 (C-10) e 95,5 (C-8) e do sinal de hidrogénio em ¢
7,04 (H-8) com os carbonos em ¢ 163,9 (C-7) e 158,1 (C-9), permitindo atribuir para estes
hidrogénio as posicGes 6 e 8 no anel A (Fragmento Il). O hidrogénio em 6 6,94 (H-3)
mostrou correlacdo com os carbonos ¢ 183,1 (C-4), 165,6 (C-2), 122,9 (C-1’) e 106,9 (C-10),
posicionando o hidrogénio H-3 no anel C (Fragmento I11). Foi observado ainda acoplamento
do hidrogénio ¢ 7,91 (H-2’) com os carbonos ¢ 165,6 (C-2), 152,2 (C-4’) e 148,0 (C-3’), do
sinal de hidrogénio em ¢ 7,53 (H-6’) com os carbonos 6 152,2 (C-4’) e 114,9 (C-27)
(Fragmento 111), determinando o padrdo de hidrogenacdo do anel B (fig. 125, tab. 22, p.
177).
Figura 125 Correlages relevantes observadas no espectro de HMBC de MCT-NB 2

Fragmento | Fragmento 11l

A reunido de todos os dados espectroscOpicos e a comparacdo com dados de
RMN *3C descritos na literatura, possibilitou identificar MCT-NB 2 como sendo o flavonéide
7-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-p-D-glicopiranosil luteolina, pertencente a classe das

flavonas, ja isolado anteriormente de Cyclopia subternata VVogel (Kokotkiewicz et al., 2012).

7-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-f-D-glicopiranosil luteolina
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Tabela 22 Dados de RMN 'H, 3C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB
2 e comparagdo com dados de RMN *C (125 MHz, DMSO-d;) da literatura descrito para a flavona 7-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1 — 6)-4-D-glicopiranosil luteolina

4 C HSQC HMBC KOKOTKIEWICZ
& opm) | O (pom: 3= Ha) “Jon *JeH etal., 2012
I ]1229 - H-5’; H-3 122,0
1”999 5,75 (d, 7.7) H-2” 101,0
1 | 102,8 6,40 (s) H-2” 102,0
2 |1656 - H-3 H-2>, H-6’ 165,5
2 | 1149 7,91 (d, 2,0) H-6’ 114,0
2> | 782 4,52 (m) H-3” H-17 74,5
27 | 727 4,82 (s) H-4> 715
3 | 1044 6,94 (s) 1035
3> ] 1480 - H-2’ H-5° 146,0
3> | 793 4,40 (. 9,4) H-4” H-5” 775
37 | 730 | 457(dd,9,3;32) | H-2 H-4 H-17 72,0
4 [ 1831 - H-3 183,0
4 1522 - H-5° H-2’; H-6’ 150,0
4 | 715 4,25 (t, 9,4) H-3"; H-2” 71,0
4 | 744 4,35 (t, 9.,5) H-3> H-2>"; 3H-6" 73,0
5 [1629 - 162,0
5 1172 7,27 (d, 8,4) 116,5
5 1 795 4,12 (m) H-3” 77,0
57 | 703 4,80 (M) H-1""; H-4"; 69,5
3H- 6"
6 | 1008 6,98 (d, 2,0) H-8 100,0
6 | 1200 [ 7,53 (dd, 84;2,0) H-2’ 1195
6> | 624 4,51 (d, 12,5) H-4” 67,0
4,33 (dd, 12,5; 5,3)
6” | 19,2 1,81 (d, 6,2) H-4> 185
7 | 1639 - H-8; H-1” 164,0
8 | 955 7,04 (d, 2,0) H-6 95,5
9 [1581 - H-8 157,0
10 | 1069 - H-8; H-6; H-3 106,0
HO-5| - 13,60 (sl)




Figura 126 Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de MCT-NB 2
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Figura 127 Espectro de massas de alta resolugdo de MCT-NB 2
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Figura 128 Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 129 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2

79155
79116

=

H-3

OH

n
T

H-2’

H-8
H-6

H_l 299

H-5

®
T

UL

EIECE A A

72

R (=1EN

T T T T
8.0 15 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0

ppm




180

Figura 130 Espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 131 Espectro de RMN *C - DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 132 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 133 Expansdes do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 134 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 136 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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Figura 138 Expansdes do espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 2
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5.7 Determinacédo Estrutural de MCF-NB 1

A partir do tratatamento cromatografico da fragdo MCFE-NB, proveniente da
particdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de M. carrascoana, através de
cromatografias de exclusdo molecular, adsorcdo e purificada em CLAE (fase reversa), levou
ao isolamento de um s6lido amarelo (11,2 mg), denominado MCF-NB 1 (p.f. 188,8 - 191,7
°C; [a]3° =-76,6°, MeOH, ¢ 0,05) (item 4.6.4.3, p. 87).

A similaridade observada entre os espectros de infravermelho de MCT-NB 2 e
MCF-NB 1 (fig. 141, p. 189) sinalizou a uma estreita semelhanca estrutural entre eles,
confirmada pela identificacdo dos mesmos grupos funcionais: hidroxila (3263 cm™), carbonila
(1654 cm™), anel aromatico (1599, 1493 e 1444 cm™) e carbonos oxigenados (1255 e 1173
cm™).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1 (fig. 143, p. 190)
apresentou um par de dupletos ¢ 6,95 (d, J = 1,8 Hz, H-8) e 6,86 (d, J = 1,8 Hz, H-6),
compativeis com hidrogénios aromaticos meta-posicionados e um conjunto de sinais em ¢
7,94 (sl, H-2"); 7,58 (H-6") ¢ 7,36 (d, J = 8,3 Hz, H-5"), referentes a um sistema aromatico de
spin ABX. No espectro de COSY (fig. 152, p. 194), observou-se a correlacdo dos hidrogénios
H-5" com H-6", permitindo posiciona-los no anel aroméatico B e um simpleto largo em campo
baixo ¢ 13,62 (s, HO-5), caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada com carbonila. De
forma semelhante a MCT-NB 2, observou-se a existéncia de sinais na regido de hidrogénios
heterosidicos (6 4,82-4,13), com a presenca de hidrogénios ligados a carbonos carbinélicos
em o 5,75 (sl, H-1"), 5,70 (d, J = 7,1 Hz, H-1”), sugeriram a presen¢a de duas unidades
glicosidicas.

O dupleto referente ao hidrogénio anomérico em ¢ 5,70 (H-1"") com constante de
acoplamento J = 7,1 Hz, sugeriu a presenca de uma unidade de glicose com configuracéo 4.
Entretanto a auséncia do dupleto em ¢ 1,81, descartou a possibilidade da segunda unidade
glicosidica ser a ramnose.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1 (fig. 145, p. 191)
apresentou 26 linhas espectrais, dentre os quais foi possivel assinalar a similaridade com os
sinais apresentados para MCT-NB 2, tendo como principais diferencas o desaparecimento da
metila 0 19,2 (C-6"") e o surgimento de dois sinais de carbonos metilénicos em ¢ 75,5 (C-4°")
e 66,1 (C-5"). Além disso, a presenca do carbono carbinolico em ¢ 111,5 (C-1"") e o
aparecimento de um carbono oxigenado ndo hidrogenado em ¢ 80,8 (C-3°) sugeriram a

existéncia de uma unidade glicosidica apiose, comprovada pela comparacdo com dados RMN



186

3C da literatura [(LAMIDI et al., 2006)*; (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005)3]

(tab. 23).
Tabela 23 Dados de RMN **C para diferentes unidades glicosidicas de acordo com a literatura
Solvente 0 (CD3;0D) 0 (DMSO-dg
#C Apiose” | Glucose | Xilose® | Ramnose® | Galactose® | Arabinose®

1 1111 100,9 100,9 102,4 102,4 101,9
2 77,9 74,0 78,9 70,6 71,8 72,2
3 80,7 79,1 78,2 71,7 73,3 71,3
4 75,4 70,9 70,9 71,1 68,5 66,7
5 65,7 78,6 66,9 70,9 76,3 64,9
6 - 67,3 - 18,0 60,5 -

A comparacio dos espectros de RMN **C-BB e RMN **C-DEPT 135 (fig. 146, p.
191), permitiu correlacionar os carbonos de MCF-NB 1 com seu respectivo padrdo de
hidrogenacdo, apresentando trés carbonos metilénicos, treze carbonos metinicos e dez
carbonos ndo hidrogenados, o que sugeriu a formula C,6H2s015 com indice de deficiéncia de
hidrogénio igual a treze, confirmada pela presenca do pico molecular [M-H] m/z 579,1144 e
do aduto molecular [M+CI]" m/z 615,1118, no espectro de massas de MCF-NB 1 (EM-IES,
fig. 142, p. 189).

O espectro de RMN-HSQC de MCF-NB 1 (fig. 147, p. 192) forneceu as
correlagdes dos hidrogénios ligados diretamente aos seus carbonos, permitindo atribuir as
absorcdes pertencentes a cada sistema aromatico e as unidades de agUcares (tab. 24, p. 188).

O espectro de RMN-HMBC de MCF-NB 1 (fig. 149, p. 193) demonstrou a
posicdo da ligacdo entre as unidades glicosidicas, através das correlagbes dos hidrogénios
metilénicos em ¢ 4,78 e 4,17 (2H-6") com o carbono carbindlico ¢ 111,5 (C-1") e do
hidrogénio anomérico ¢ 5,75 (H-1"") com o carbono metilénico ¢ 69,1 (C-6), da ligacdo
heterosidica entre o hidrogénio anomérico ¢ 5,70 (H-1") e o carbono aromatico ¢ 164,4 (C-7)
(fragmento 1) (fig. 139, tab. 24, p. 188).

Figura 139 Relevantes correlagcdes observadas no espectro de HMBC de MCF-NB 1

Fragmento |
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Foram observados ainda correlagbes do hidrogénio em ¢ 6,86 (H-6) com os
carbonos em ¢ 164,4 (C-7) e 162,9 (C-5) e do sinal de hidrogénio em ¢ 6,95 (H-8) com os
carbonos em ¢ 164,4 (C-7) e 101,1 (C-6), permitindo atribuir para estes hidrogénios as
posicBes 6 e 8 no anel A (fragmento I1). Em adicdo, observou-se acoplamento do hidrogénio
0 6,89 (H-3) com os carbonos em ¢ 183,2 (C-4), 165,7 (C-2) e 123,1 (C-1"), posicionando o
hidrogénio H-3 no anel C, além da correlacdo do hidrogénio ¢ 7,94 (H-2’) com os carbonos o
165,7 (C-2) e 152,2 (C-4’), do hidrogénio em ¢ 7,58 (H-6) com os carbonos ¢ 152,2 (C-4’) e
165,7 (C-2), permitindo determinar o padrdo de substituicdo do anel B (fragmento I11) (fig.
140).

Figura 140 Importantes correla¢fes observadas no espectro de HMBC de MCF-NB 1

Fragmento 11
Fragmento 111

A partir dos dados espectroscopicos discutidos e a posterior comparagdo com
dados de RMN3C descritos na literatura, possibilitou identificar MCF-NB 1 como sendo a
flavona 7-O-[$-D-glicopiranosil-(1— 6)--D-apiofuranosil] luteolina, j& isolada anteriormente
das partes aéreas de Phlomis nissollii (BUCAR et al., 1998).

7-O-[p-D-glicopiranosil-(1— 6)-p-D-apiofuranosil] luteolina
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Tabela 24 Dados de RMN *H, 3C e correlagées de RMN-HSQC e HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-

NB 1 e comparag&o com dados de RMN **C (100 MHz, MeOD) da literatura

4C HSQC HMBC BUCAR et al.,

Jc (ppm) | OH (ppm; I = Hz) “Jow “Jeu 1998

I 1231 - H-3; H-5 123,5

17 102,4 |5,70(d, 7,1) H-2” H-3” 101,6
> ] 1115 5,75 (sl) 2H-4>”; 2H-6” 111,0
2 165,7 - H-3 H-2°; H-6 165,5

2 115,0 7,94 (sl) H-6 1142
2 751 4,31 (m) H-3"” 74,7
2> 78,2 4,83 (sl) 2H-5"" 2H-4>> 78,2
3 104,5 6,89 (s) 103,5

3 148,1 - H-2° H-5° 1471
3” 77,9 4,31 (m) H-2”; H-4” H-57; H-4” 71,8
3 80,8 H-4’; H-5"” H-1°” 80,5
4 183,2 - H-3 1841

4 152,2 - H-5° H-2’; H-6’ 151,3
4> 71,8 4,17 (m) H-3”; H-5” 2H-6” 715
4> 75,5 | 4,62 (d,9,3) H-1""; H-2>”; H- 75,1

4,36 (d, 9,3) 5

5 162,9 - H-6 163,0

5 117,3 | 7,36 (d, 8,3) 116,8
5” 78,8 |4,36(d,9,2) | H-4”; 2H-6” H-3” 71,2
5 66,1 4,23 (s) H-2°"; H-4” 65,8
6 101,1 | 6,86 (d, 1,8) H-8 1011

6’ 120,2 7,58* H-2 120,6
6” 69,1 |[4,78(d,11,0) H-1""; H-4”; H- 68,7

4,17 (m) 4>

7 164,4 - H-6; H-8 H-1” 164,7

8 958 |6,95(d, 1,8) H-6 95,5

9 158,2 - H-8 158,9

10 107,0 - 107,1

HO-5 - 13,62 (s)

* Sinal encoberto pelo solvente deuterado e determinado pelo HSQC e HMBC
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Figura 141 Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de MCF-NB 1
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Figura 142 Espectro de massas de alta resolu¢do de MCF-NB 1
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Figura 143 Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1
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Figura 144 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1
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Figura 145 Espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1
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Figura 146 Espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1

— 150.57
—136.20
—124.18
—120.16
— 11732
115,01
— 11150

— 102.41

T~—101.08

—95.76

—104.47

T T T T T T T \ T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm




Figura 147 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1
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Figura 148 Expansdes do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1
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Figura 149 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCT-NB 1
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Figura 151 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 1
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5.8 Determinacédo Estrutural de MCF-NB 2

A fracdo MCFE-NB, foi submetida a tratamentos cromatograficos através de
cromatografias de exclusdo molecular, adsorcdo e CLAE (fase reversa), levando ao
isolamento de um sélido amarelo (13,3 mg), denominado MCF-NB 2 (p.f. 163,7 - 169,3 °C;
[a]%® =-105,8°, MeOH, ¢ 0,1) (item 4.6.4.5, p. 89).

Os espectros de RMN *H (500 MHz, CsDsN) (fig. 156, p. 199) e RMN “C-BB
(125 MHz, CsDsN) (fig. 158, p. 200) de MCF-NB 2 mostraram-se semelhantes aos espectros
obtidos para MCF-NB 1, exceto pela surgimento de sinais em ¢ 3,88 (s, 3H-7") e em 6 56,5
(C-7°), os quais foram atribuidos a uma metoxila, contabilizando um total de 27 linhas
espectrais. Foi observado ainda mudanca no deslocamento quimico do carbono em ¢ 110,8
(C-2’) para campo alto, ocasionado pelo efeito mesomérico doador de elétrons do grupo
metoxila.

A comparacio dos espectros de RMN **C-BB e RMN **C-DEPT 135 (fig. 159, p.
200), revelou a presenca de treze carbonos metinicos, trés carbonos metilénicos, um carbono
metilico e dez carbonos ndo hidrogenados. Estas informacdes, em adicdo ao valor do pico do
ion molecular [M-H]" m/z 593,1589 e do aduto molecular [M+CI]" m/z 629,1326,
possibilitaram inferir a formula molecular Cy;H30015 para MCF-NB 2 (EM-IES, fig. 155, p.
198).

Analisando o espectro de RMN-HSQC de MCF-NB 2 (fig. 160, p. 201) foi
possivel estabelecer inequivocadamente a correlacdo de todos os hidrogénios a seus
respectivos carbonos (tab. 25, p. 197).

As correlagcdes observadas no espectro de RMN-HMBC para MCF-NB 2 (fig.
162, p. 202), demonstraram grande similaridade com os acoplamentos observados para
MCFE-NB 1, sendo importante destacar o acoplamento dos hidrogénios metilénicos em o
4,75 e 4,20 (2H-6") com o carbono carbindlico ¢ 111,5 (C-1"") e do hidrogénio anomérico o
5,75 (H-1"") com o carbono metilénico ¢ 69,1 (C-6”), posicionado a unidade glicosidica
apiose. Foram observados ainda a correlacdo do hidrogénio anomérico em ¢ 5,74 (H-1”) com
o carbono aromatico em ¢ 164,4 (C-7), importante para determinar a ligacdo entre a unidade
heterosidica glicose e a aglicona no anel A (fragmento I); além da correlacéo dos hidrogénios
da metoxilaem ¢ 3,88 (H-7") com o carbono em ¢ 149,3 (C-3”), posicionando a metoxila no
carbono C-3’ do anel C, justificando o efeito de blindagem eletrénica sentido pelo carbono C-

2’ que esta em posigéo orto a metoxila (fragmento I1) (fig. 153, p. 196 e tab. 25, p. 197).
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Figura 153 Importantes correla¢bes observadas no espectro de HMBC de MCF-NB 2

Fragmento | Fragmento 11

A partir da analise espectroscopica discutida e a posterior comparacdo com dados
de RMN *C de MCF-NB 1, aliada & comparacdo com os dados RMN C descritos na
literatura, possibilitou identificar MCF-NB 2 como sendo a flavona 7-O-[f-D-glicopiranosil-
(1—6)-p-D-apiofuranosil] crisoeriol, isolada anteriormente da parte aérea de Phlomis nissollii
(BUCAR et al., 1998).

7-O-[p-D-glicopiranosil-(1— 6)-p-D-apiofuranosil] crisoeriol
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Tabela 25 Dados de RMN *H, **C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB
2 e comparagdo com dados de RMN **C de MCF-NB 1 e RMN “3C (100 MHz, MeOD) da literatura

HSQC HMBC BUCAR et
-~ Jc (ppm) S (ppm; 3 = Hz) “Jon “Jon MerB al.,, 1998
I’ 122,7 - H-5°; H-3 123,1 123,5
17 1022 574 (d,7,3) H-2” H-3” 102,4 101,6
1’ | 1115 5,75 (d, 2,2) H-2°” 2H-6”; H-4*” 1115 111,0
2 165,4 - H-3 H-6"; H-2’ 165,7 165,5
2 110,8 7,61 (sl) H-6 115,0 110,6
2 75,0 4,35 (m) 75,1 74,7
2 78,2 4,79 (d, 2,2) H-5"” 78,2 78,2
3 104,6 6,94 (s) 104,5 103,5
3 149,3 - H-2 H-5°; 3H-7’ 148,1 1471
3” 71,8 4,32 (m) H-5” 71,9 71,8
3 80,7 - 2H-5"7; H-1°” 80,8 80,5
H-4°>
4 183,2 - H-3 183,2 184,1
4 152,9 - H-5° H-6"; H-2’; 152,2 151,3
4> 71,7 4,16 (m) H-6” 71,8 715
4> 75,5 4,63 (d,12,9) H-5°7; H-1°” 75,5 75,1
4,35 (d, 12,9)
5 162,9 - H-6 162,9 163,0
5 1174 7,36 (d, 8,3) 117,3 116,8
5” 78,7 4,31 (m) H-3” 78,8 71,2
5 66,0 4,20 (s) H-2; 2H-4°” 66,1 65,8
6 101,0 6,91 (d, 1,8) H-8 101,1 101,1
6’ 121,9 | 7,69 (dd, 8,3; 1,8) H-2° 120,2 120,6
6” 68,9 4,75 (d, 11,1); H-1°” 69,1 68,7
4,20 (m)
7 164,4 - H-6; H-8 H-1” 164,4 164,7
r 56,5 3,88 (s) - 56,6
8 95,9 7,04 (d, 1,8) H-6 95,8 95,5
9 158,2 - H-8 158,2 158,9
10 | 106,7 - H-6; H-8; H-3 107,0 107,1
HO-5 - 13,60 (sl)




Figura 154 Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de MCF-NB 2
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Figura 156 Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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Figura 157 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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Figura 158 Espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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Figura 159 Espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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Figura 160 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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Figura 162 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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Figura 164 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 2
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5.9 Determinacédo Estrutural de MCF-NB 3

O fracionamento cromatografico da fracdo MCFE, usando cromatografias de
exclusdo molecular, adsorcdo e CLAE (fase reversa), resultou na obtencdo de um soélido
amarelo (5,1 mg), denominado MCF-NB 3 (p.f. 200,2 - 203,9 °C; [a]%’ = -93,1°, MeOH, ¢
0,05) (item 4.6.4.6, p. 90).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3 (fig. 170, p. 209),
mostrou uma estreita similaridade com os sinais apresentados por MCT-NB 2, sendo
observado o sistema aromaético de spin ABX, de acordo com o conjunto de sinais em ¢ 7,93
(sl, H-2"); 7,56 (H-6") ¢ 7,33 (d, J = 8,4 Hz, H-5") e dois sinais em ¢ 7,01 (sl, H-8) e 7,03 (d, J
= 1,8 Hz, H-6), compativeis com hidrogénios aromaticos meta-posicionados, além da
presenca de um simpleto em 6 6,90 (s, H-3), sugerindo a existéncia do mesmo grupo aglicona
caracterizado para MCT-NB 2 (fig. 166).

Figura 166 Esqueleto basico da flavona luteolina OH

OH O

A presenca de sinais na regido de hidrogénios heterosideos (o 4,84-4,04), em
conjunto com a existéncia de trés sinais de hidrogénios ligados a carbonos carbinélicos em ¢
6,41 (sl, H-1""), 5,72 (d, J = 2,0 Hz, H-1"") e 5,65 (d, J = 7,8 Hz, H-1"), foram sugestivos
para a presenca de trés unidades glicosidicas, uma unidade a mais que MCT-NB 2.

Analisando as constantes de acoplamentos dos hidrogénios anoméricos, observa-
se 0 dupleto em ¢ 5,65 com constante de acoplamento J =7,8 Hz, evidenciando a presenga de
uma unidade de glicose com configuracdo f; um simpleto largo em 6 6,41, que aliada a
presenca de um dupleto intenso em ¢ 1,82 (d, J = 6,1 Hz, 3H-6"") corroborou com a
existéncia de uma unidade de ramnose com configuracéo c.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3 (fig. 172, p. 210)
apresentou 32 linhas espectrais, cinco sinais a mais que MCT-NB 2, atribuidos a carbonos sp®
oxigenados: ¢ 1115 (C-17); 80,8 (C-3"7); 78,2 (C-2""); 75,5 (C-4") e 66,1 (C-5"),
ratificando a presenca da terceira unidade glicosidica e sugerindo tratar-se da apiose.
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A anélise em conjunto dos espectros de RMN **C-BB e RMN **C-DEPT 135 (fig.
173, p. 210), revelou a presenca de dezoitos carbonos metinicos; trés carbonos metilénicos;
um carbono metilico e dez carbonos ndo hidrogenados. A partir dos dados espectroscopicos
discutidos e em adicdo ao valor do pico do ion molecular [M-H] m/z 725,1937 (C32H37019
Calculado: 725,1935), foi possivel inferir a formula molecular C3;H33019, com IDH igual a
quatorze, para MCF-NB 3 (EM-IES, fig. 169, p. 208).

A atribuicdo dos sinais de hidrogénios aos respectivos carbonos de MCF-NB 3 foi
realizada através do espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo RMN-HSQC (fig.
174, p. 211) (tab. 26, p. 207).

O espectro de RMN-HMBC de MCF-NB 3 (fig. 176, p. 212) apresentou
correlagbes similares as observadas para MCT-NB 2, sendo importante destacar o
acoplamento do hidrogénio anomérico em 6 6,41 (H-1"") com o carbono em ¢ 78,0 (C-2”) e
do hidrogénio metinico em ¢ 4,50 (H-2”) com o carbono carbinodlico ¢ 102,8 (C-1""),
posicionando a unidade glicosidica ramnose no carbono C-2” da glicose. Foram observados
ainda a correlacdo dos hidrogénios metilénicos em ¢ 4,71 e 4,15 (2H-6") com o carbono
carbinolico em ¢ 111,5 (C-1""") e do hidrogénio anomérico em ¢ 5,72 (H-1""") com o carbono
metilénico em ¢ 68,9 (C-6”), localizando a unidade glicosidica apiose no carbono C-6" da
glicose. Em adigdo, a importante correlagdo do hidrogénio anomérico em ¢ 5,65 (H-1") com o
carbono aromético em ¢ 164,0 (C-7) foi decisiva para determinar a ligagdo entre a unidade
heterosidica glicose e a aglicona no carbono 7 do anel A (fragmento 1) (fig. 167, tab. 26, p.

207).

Figura 167 CorrelagGes relevantes observadas no espectro de HMBC de MCF-NB 3

Fragmento |
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A partir da andlise espectroscopica discutida, aliada a comparacdo com dados
obtidos para MCT-NB 2, permitiu caracterizar MCF-NB 3 como sendo a flavona 7-O-{s-D-
apiofuranosil-(1— 6)-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-s-D-glicopiranosil} luteolina, que est4

sendo relatado pela primeira vez na literatura.

7-O-{-D-apiofuranosil-(1— 6)-[ a-L-ramnopiranosil-(1 — 2)-$-D-glicopiranosil} luteolina
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Tabela 26 Dados de RMN *H, **C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB
3 e comparagao com dados de RMN **C de MCT-NB 2

HSQC HMBC
#e Oc (ppm) OH (ppm; J = Ha) ZJCH B‘JCH MCT-NB 2

1’ 123,1 - H-5°; H-3 122,9
1” 100,3 5,65 (d, 7,8) H-2” H-5" 99,9
17 102,8 6,41 (sl) H-2” 102,8
1”7” 1115 5,72 (d, 2,0) H-2" 2H-67; H-4” -

2 165,7 - H-3 H-2’; H-6’ 165,6
2’ 114,9 7,93 (sl) H-6’ 114,9
27 78,0 4,50 (t, 8,8) H-1°” 78,2
27 72,8 4,82 (m) 72,7
27 78,2 4,83 (M) H-47; 2H-5"" -

3 104,4 6,90 (s) 104,4
3’ 148,1 - H-2° H-5° 148,0
3” 79,6 4,36 (m) H-27; H-4"” H-1” 79,3
3 73,1 4,58 (dd, 9,3; 2,9) H-4> H-1°"; H-5"” 73,0
3 80,8 - H-4; H-5"” H-1"" -

4 183,1 - H-3 183,1
4’ 152,3 - H-5° H-2’; H-6’ 152,2
4” 71,8 4,06 (t, 9,4) H-3” H-6” 71,5
4> 74,5 4,37 (m) H-3°” H-6"; H-2°” 74,4
47 75,5 4,62 (d, 9,3) H-1"; 2H-5"” -

4,36 (d, 9,3)

5 163,1 - H-6 162,9
5’ 117,3 7,33 (d, 8,4) 117,2
5” 77,6 4,26 (m) 2H-6” 79,5
5 70,3 4,83 (m) 3H-6""; H-4>” H-1°” 70,3
577 66,1 4,22 (sl) H-27; 2H-4" -

6 100,8 7,03 (d, 1,8) H-8 100,8
6’ 120,1 7,56 (d*) H-5" H-2” 120,0
6” 68,9 4,71 (d, 10,9) H-5” H-1""; H-4” 62,4

4,15 (dd, 11,0; 7,0)
6’ 19,3 1,82 (d, 6,1) 19,2

7 164,0 - H-6; H-8 H-17 163,9
8 95,7 7,01 (sl) H-6 95,5
9 158,2 - H-8 158,1
10 107,1 - H-8; H-6; H-3 106,9

HO-5 - 13,62 (sl) -

*Q outro pico do sinal do H-6’ esta encoberto pelo sinal do solvente deuterado



Figura 168 Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de MCF-NB 3

110.2

105

100

95

90

85

70

75

65.0 |
4000.0

3357.69

3600

| 293246

| 144750
([ ] 140851 131217} |
( [ 117745 |
103130
1 125891 1123.66] |
|

1656.48

1064.14

1604.22

3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000

cm-1

816.64

992.95

800 65

Figura 169 Espectro de massas de alta resolu¢do de MCF-NB 3
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Figura 170 Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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Figura 172 Espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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Figura 174 Espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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Figura 176 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, C;DsN) de MCF-NB 3

e

150

160

170

180

T T T
90 85 80

T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30

T
25

=190
2 15 ppm

Figura 177 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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Figura 178 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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Figura 179 Espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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Figura 180 Expansdes do espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 3
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5.10 Determinacéo Estrutural de MCF-NB 4

O tratamento cromatografico da fracdo MCFE, usando cromatografias de excluséo
molecular, adsorcdo e CLAE (fase reversa), resultou na obtencdo de um sélido amarelo (6,7
mg), denominado MCF-NB 4 (p.f. 262,7 - 264 °C; [a]%’ = -39,2°, MeOH, ¢ 0,23) (item
4.6.4.6, p. 90).

A anélise do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4 (fig. 185, p.
220), apresentou o conjunto de sinais ¢ 7,93 (sl, H-2"); 7,55 (d, J = 8,0 Hz, H-6’) ¢ 7,35 (d, J
= 8,0 Hz, H-5), caracteristico de um sistema aromatico de spin ABX; dois sinais ¢ 7,01 (sl,
H-6) e 7,00 (sl, H-8), compativeis com hidrogénios aromaticos meta-posicionados, além da
presenca de um simpleto em ¢ 6,87 (s, H-3). Mostrando grande semelhante com o padrdo de
hidrogenacéo observado para MCF-NB 3 e sugerindo a existéncia da mesma aglicona.

De forma analoga a MCF-NB 3, foram observado no espectro de RMN 'H de
MCF-NB 4, sinais na regido de hidrogénios heterosideos (6 4,84-4,04), aliado a presenca de
trés sinais de hidrogénios ligados a carbonos carbinolicos em 6 6,42 (sl, H-1""), 5,64 (d, J =
7,7 Hz, H-1") e 5,42 (sl, H-1"""), sugerindo a existéncia de trés unidades glicosidicas. O
dupleto em ¢ 5,64 com constante de acoplamento J = 7,7 Hz referente ao hidrogénio
anomérico H-17, sugeriu a presenca de uma unidade de glicose com configuracdo f; ja a
existéncia de dois dupletos intensos em ¢ 1,82 (d, J = 6,2 Hz, 3H-6"") ¢ 1,58 (d, J = 5,9 Hz,
3H-6""), foram sugestivos para a presenca de duas unidades de ramnose.

O espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo RMN-HSQC de MCF-NB 4
(fig. 188, p. 221), mostrou a correlacdo dos hidrogénios (*H) a seus respectivos carbonos
(*C), possibilitando atribuir o valor de deslocamentos quimicos aos vinte e quatro carbonos
hidrogenados, além de confirmar a presenca de um carbono metilénico devido a correcdo dos
hidrogénios em ¢ 4,68; 4,09 (H-6") com ¢ 67,5 (C-6”); de dois carbonos metilicos em ¢ 1,82
(H-6"") com ¢ 19,1 (C-6) e 0 1,58 (H-6"") com ¢ 18,7 (C-6""), ratificando a existéncia das
duas unidades de ramnose (tab. 27, p. 218).

As correlacdes observadas no espectro de RMN-HMBC de MCF-NB 4 (fig. 191,
p. 223), entre o hidrogénio em ¢ 7,97 (H-2’) e o carbono em ¢ 152,3 (C- 4°), do hidrogénio
em o 7,35 (H-5") com o carbono em ¢ 147,9 (C- 3’), do hidrogénio em ¢ 7,01 (H-6) com os
carbonos em ¢ 164,0 (C- 7) e 163,5 (C-5). Em adicéo, as correlagdes do hidrogénio em ¢ 7,00
(H-8) com os carbonos em ¢ 164,0 (C- 7) e 157,9 (C-9), do hidrogénio em ¢ 6,87 (H-3) com
0s carbonos ¢ 182,9 (C- 4), 165,8 (C-2), 122,8 (C-1°) e 107,1 (C-10), permitiram localizar

nove carbonos néo hidrogenados (fragmento 1) (fig. 181, p. 216).
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A reunido dos dados espectroscopicos até entdo descritos para MCF-NB 4,
possibilitou deduzir a formular molecular C33H40019, com indice de deficiéncia de hidrogénio
igual a quatorze, confirmada pela presenca do pico do ion [M-H] em m/z 739,2093

(C33H39019 Calculado: 739,2091), no espectro de massas (EM-IES, fig. 184, p. 219).
Figura 181 Correlages relevantes observadas no espectro de HMBC de MCF-NB 4

Fragmento |

A andlise do espectro de HMBC de MCF-NB 4, permitiu posicionar de forma
inequivoca as unidades glicosidicas, através do acoplamento do hidrogénio anomérico em o
5,42 (H-1) com o carbono metilénico em ¢ 67,5 (C-6”), localizando a primeira unidade
ramnose no carbono C-2” da glicose. As correlagdes entre o hidrogénio em ¢ 4,51 (H-2”) com
o0 carbono carbinolico em ¢ 102,5 (C-1°") e do hidrogénio anomérico em ¢ 6,42 (H-1°"") com 0
carbono em ¢ 77,8 (C-2”), localizou a segunda unidade glicosidica ramnose carbono C-6” da
glicose, enquanto que a correlacdo do hidrogénio anomérico em ¢ 5,64 (H-1") com o carbono
aromatico em ¢ 164,0 (C-7), foi importante para determinar a ligacdo entre a unidade

heterosidica glicose e a aglicona no carbono 7 do anel A (fragmento 11) (fig. 182, p. 217).
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Figura 182 Importantes correla¢6es observadas no espectro de HMBC de MCF-NB 4

Fragmento 11

A partir da analise espectroscépica discutida, aliada a comparacdo com dados
obtidos para MCF-NB 3, permitiu caracterizar MCF-NB 4 como sendo a flavona 7-O-{a-L-
ramnopiranosil - (1—6) - [a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-5-D-glicopiranosil}luteolina, relatada

pela primeira vez na literatura.

7-O-{a-L-ramnopiranosil - (1—6) - [a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil}luteolina
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Tabela 27 Dados de RMN *H, **C e correlagdes de RMN-HSQC, HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB
4 e comparagdo com dados de RMN *C de MCT-NB 3

#C HSQC i HMBC 3 MCF-NB 3
Oc (ppm) OH (ppm; J = Hz) e Jen
1’ 122,8 - H-5°; H-3 1231
1” 100,1 5,64 (d, 7,7) H-2 100,3
1’ 102,5 6,42 (sl) H-2” 102,8
1”” | 102,6 5,42 (sl) 1115
2 165,8 - H-3 H-2’; H-6’ 165,7
2’ 114,8 7,97 (sl) H-6’ 114,9
2” 77,8 4,51 (t, 8,3) H-3 H-1°" 78,0
27 72,9 4,83 (m) H-1°” H-4"” 72,8
277 72,2 4,71 (m) H-17” 78,2
3 104,4 6,87 () 104,4
3’ 147,9 - H-2’ H-5’ 148,1
3” 79,3 4,38 (m) H-2 79,6
3 73,1 | 4,59 (dd, 21,3; 8,9) H-4°” 73,1
37 72,5 4,83 (m) H-1"" 80,8
4 182,9 - H-3 183,1
4’ 152,3 - H-2’; H-6’ 152,3
4” 71,6 4,03 (t, 9,4) 71,8
4> 74,3 4,36 (m) H-6"” 74,5
4 74,1 4,23 (t,9,2) H-5” H-6"" 75,5
5 163,5 - H-6 163,1
5’ 117,2 7,35 (d, 8,0) 117,3
5” 77,4 4,21 (m) H-6 77,6
5 70,0 4,27 (m) H-6"; H-4>” H-1°” 70,3
577 70,1 4,83 (m) H-6; H-4” H-1"" 66,1
7 164,0 - H-6; H-8 H-1” 164,0
6 100,8 7,01 (sl) H-8 100,8
6’ 120,1 7,55 (d, 8,0) H-2’ 120,1
6” 67,5 4,68 (d, 11,3) H-5" H-1" 68,9
4,09 (dd, 11,3; 7,2)
6’ 18,7 1,58 (d, 5,9) -
6”” 19,1 1,82 (d, 6,2) 19,3
8 95,3 7,00 (sl) H-6 95,7
9 157,9 - H-8 158,2
10 107,1 - H-6; H-8; H-3 107,1




Figura 183 Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de MCF-NB 4
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Figura 184 Espectro de massas de alta resolu¢do de MCF-NB 4
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Figura 185 Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 186 Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 187 Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 189 Expansdo do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 190 Expansdes do espectro de RMN-HSQC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 191 Espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 192 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 193 Expansdes do espectro de RMN-HMBC (125 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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Figura 195 Espectro de RMN-COSY (500 x 500 MHz, CsDsN) de MCF-NB 4
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5.11 Determinacéo Estrutural de MCT-H 1

O tratamento cromatogréafico da fracdo MCTE, usando sucessivas cromatografias
flash, resultou na obtengdo de um solido branco (53,2 mg) denominado de MCT-H 1 (item
4.6.5.1, p. 91).

O espectro de absorcéo na regido do IV de MCT-H 1 (fig. 197, p. 228) mostrou
uma banda larga em 3444 cm™, correspondente & deformacdo axial de ligacdo O-H,
caracterizando a presenca de hidroxila; bandas em 1709, 1463 e 1377 cm™ de deformacéo
axial C=C, evidenciando a existéncia de dupla ligacdo e deformacdes axiais em 2930 e 2854
cm™ de C-H alifatico.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de MCT-H 1 (fig. 198, p. 228) foram
observados sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em ¢ 5,35 (m, 2H-6), 5,15 (dd, J =
15,1; 8,7 Hz, H-22) e 5,01 (dd, J = 15,1; 8,7 Hz, H-23), e um sinal em ¢ 3,53 (m, 2H-3)
relativo a hidrogénio ligado a carbono oxigenado. Foi observado ainda um conjunto de sinais
no intervalo entre ¢ 0,68-2,33 tipicos de hidrogénios alifaticos de esqueletos terpénicos ou
esteroidicos.

O espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCl3) de MCT-H 1 (fig. 200, p. 229)
apresentou 40 linhas espectrais, sendo um sinal em & 71,8 (C-3) referente a um carbono sp®
oxigenado, além de quatro sinais em ¢ 121,7 (C-6), 129,3 (C-23), 138,3 (C-22) e 140,7 (C-5)
referentes a carbonos olefinicos.

A posterior analise comparativa com dados da literatura (tab. 28, p. 227) permitiu
caracterizar MCT-H 1 como sendo a mistura dos esteroides g-sitosterol e estigmasterol. As
percentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura foram calculadas com base nas
integracGes correspondentes a H-6 (&rea: 1,03, f-sitosterol + estigmasterol) e H-22 (area:
0,35, estigmasterol). Subtraindo 0,35 de 1,03, obtem-se 0,68, correspondente a area de um
hidrogénio da molécula de g-sitosterol. Sendo 1,03 (S-sitosterol + estigmasterol = 100%), a
mistura possui aproximadamente 66% de g-sitosterol e 34% de estigmasterol (GOULART et
al., 1993). 29
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Tabela 28 Dados de RMN *C (125 MHz, CDCl;) de MCT-H 1 e comparagdo com dados de RMN *C (50

MHz, CDCly) da literatura

p-sitosterol | Estigmasterol [-sitosterol Estigmasterol
#C MCT-H 1 MCT-H 1 [Goulart et al., 1993] | [Goulart et al., 1993]
Jc dc Jc Jc
1 37,2 37,2 37,3 37,3
2 31,6 31,6 31,6 31,6
3 71,8 71,8 71,8 71,8
4 42,2 42,2 42,3 42,3
5 140,7 140,7 140,7 140,7
6 121,7 121,7 121,7 121,7
7 31,9 31,9 31,9 31,9
8 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1 50,1
10 36,5 36,5 36,4 36,4
11 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,7 39,8 39,7
13 42,3 42,3 42,3 42,3
14 56,7 56,8 56,8 56,9
15 24,2 24,3 24,3 24,4
16 28,2 28,2 28,2 28,2
17 56,1 55,9 56,1 55,9
18 11,8 11,8 11,9 11,9
19 19,4 19,4 19,4 19,4
20 36,1 40,4 36,2 40,5
21 18,9 21,2 19,0 21,2
22 33,9 138,3 33,9 138,4
23 39,1 129,3 39,1 129,3
24 45,8 51,2 45,8 51,2
25 26,1 31,9 26,0 31,9
26 18,8 19,0 18,8 19,0
27 19,8 19,0 19,8 19,0
28 23,1 25,4 23,1 25,4
29 11,9 12,2 11,9 12,3




Figura 197 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-H 1
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Figura 199 Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5;) de MCT-H

-

o o

< i

-r]r W-r‘
T

0.8099
0.7989
0.7929

A\H’,,A

3|

b

T T T
23

22

e g B

1.0

08

ppm

25,4(2)
21,2(2) 23,1(1)

18'95,1 ) 40,4(2) 138,3(2)

“.36,1(1) 33,9(1)
39,7(2) 118 | N

55,9(2) 129,3(2)
56,%1; 39,1(1)

51,2(2)
45,8(1)

12,2(2)
11,9(1)

31,9(2)
26,1(1)

19,0(2)
19,8(1)

28,2 19,0(2)
18,8(1)
31,6
31,9 24,3(2)
24,2(1)
718
31,9
HO 140,7
422 121,7 o
1-22,23-dihidro
9 . A2
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

229



230

Figura 201 Espectro de RMN 3C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de MCT-H 1
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5.12 Determinacéo Estrutural de MCT-H 2

O tratamento cromatografico da fracdo MCTE, usando cromatografias flash e
gravitacional, resultou na obtencdo de um solido em forma de agulhas (48,2 mg) denominado
de MCT-H 2 (item 4.6.5.1, p. 91).

O espectro de absorcéo na regido do IV de MCT-H 2 (fig. 202, p. 233) mostrou
uma banda larga em 3291 cm™, correspondente & deformacdo axial de ligacdo O-H,
caracterizando a presenca de hidroxila; bandas em 1735, 1453 e 1379 cm™ de deformacéo
axial C=C, evidenciando a existéncia de dupla ligacdo e deformacGes axiais em 2921 e 2851
cm™ de C-H alifatico.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de MCT-H 2 (fig. 203, p. 233) foram
observados seis metilas simpletos ligadas a carbonos sp* em & 0,76 (s, 3H-24), 0,79 (s, 3H-
28), 0,83 (s, 3H-25), 0,95 (s, 3H-27), 0,97 (s, 3H-23), 1,03 (s, 3H-26) e uma metila simpleto
em ¢ 1,68 (s, 3H-30) ligada a carbono sp®. Foram observados ainda sinais em J 4,57 (dd, J =
2,2; 1,2 Hz, H-29) e em ¢ 4,68 (d, J = 2,2 Hz, H-29) caracteristicos de hidrogénios de dupla
terminal, e um sinal em ¢ 3,19 (dd, J = 11,4; 4,9 Hz, H-3) relativo a hidrogénio ligado a
carbono oxigenado.

O espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) de MCT-H 2 (fig. 206, p. 235)
apresentou 30 linhas espectrais, sendo um sinal em & 79,2 (C-3) referente a um carbono sp®
oxigenado, além de dois sinais em § 151,2 (C-20) e 109,5 (C-29) referentes a carbonos sp?
dissubstituido e terminal, respectivamente

A posterior analise comparativa com dados da literatura (tab. 29, p. 232) permitiu
caracterizar MCT-H 2 como sendo um triterpeno pentaciclico de esqueleto lupano, contendo
uma insaturacao entre os carbonos C-20 e C-29, denominado de lupeol (MAHATO; KUNDU,
1994).
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Tabela 29 Dados de RMN *C (125 MHz, CDCl;) de MCT-H 2 e comparagdo com dados de RMN *C (50

MHz, CDCly) da literatura

Lupeol
#C MCT-H 2 MAHATO; KUNDU, 1994
Jc oc
1 38,9 38,7
2 27,7 27,4
3 79,2 78,9
4 39,1 38,8
5 55,5 55,3
6 18,5 18,3
7 34,5 34,2
8 41,0 40,8
9 50,6 50,4
10 37,4 37,1
11 21,1 20,9
12 25,3 25,1
13 38,3 38,0
14 43,0 42,8
15 27,6 27,4
16 35,8 35,5
17 43,2 43,0
18 48,5 48,2
19 48,2 47,9
20 151,2 150,9
21 30,1 29,8
22 40,2 40,0
23 28,2 28,0
24 15,6 15,4
25 16,3 16,1
26 16,2 15,9
27 14,8 14,5
28 18,2 18,0
29 109,5 109,3
30 19,5 19,3




Figura 202 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-H 2
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Figura 204 Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de MCT-H 2
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Figura 206 Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCl;) de MCT-H 2
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5.13 Determinagéo Estrutural de MCT-D 1

O tratamento cromatografico da fracdo MCTE, usando cromatografias flash e
gravitacional, resultou na obtencdo de um sdélido branco (23,8 mg) denominado de MCT-D 1
(item 4.6.5.2, p. 93).

O espectro de absorcéo na regido do 1V de MCT-D 1 (fig. 208, p. 238) revelou a
presenca de uma banda larga em 3405 cm™, correspondente & deformacao axial de ligagdo O-
H; vibracdes de deformacées axiais da ligacdo C=0 em 1687 cm™, evidenciando a existéncia
de carbonila. Foram observadas ainda deformacdes axiais em 2926 e 2869 cm™ de C-H
alifatico.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-D 1 (fig. 209, p. 238) foram
observados cinco metilas simpletos ligadas a carbonos sp* em ¢ 0,90 (s, 3H-25), 1,04 (s, 3H-
24), 1,06 (s, 3H-26), 1,24 (s, 3H-27) e 1,26 (s, 3H-23) e duas metilas ligadas a carbonos
terciarios em ¢ 0,97 (m, 3H-30) e 1,01 (m, 3H-29). Foi observado ainda um sinal em ¢ 5,50
(m, H-12) referente a hidrogénio olefinico e um multipleto em ¢ 3,48 (m, H-3) relativo a
hidrogénio ligado a carbono oxigenado.

O espectro de RMN *C (125 MHz, CsDsN) de MCT-D 1 (fig. 211, p. 239)
apresentou 30 linhas espectrais, sendo o sinal em ¢ 180,3 (C-28) associado a carbonila de
4cido carboxilico; além do sinal em ¢ 78,5 (C-3) referente a carbono sp® oxigenado. Foram
observados ainda dois sinais em & 139,6 (C-13) e 125,9 (C-12) referentes a carbonos sp?,
caracteristicos de triterpenos pentaciclicos de esqueleto ursano.

A reunido dos dados acima discutidos e a posterior comparacdo com dados de
RMN *3C descritos na literatura, possibilitou identificar MCT-D 1 como sendo o triterpeno
acido ursélico (ALVES et al., 2000) (tab. 30, p. 237).

6

acido ursolico
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Tabela 30 Dados de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de MCT-D 1 e comparagdo com dados de RMN **C (125

MHz, CsDsN) da literatura

Acido Ursélico

#C MCT-D 1 ALVES et al., 2000
5(: 5C
1 39.4 398
2 284 28,6
3 785 78.6
4 39,7 395
5 56.2 56,3
6 191 192
7 33.9 34,0
8 20,3 20,3
9 48,4 485
10 376 37.7
11 23.9 20 1
12 125.9 126.1
13 139.6 139.7
14 42,9 43,0
15 29,0 201
16 253 254
17 484 485
18 53.9 54,0
19 398 39.9
20 39,7 39.9
21 315 315
22 378 37.9
23 201 29 3
24 16.9 17.0
25 16,0 16 1
26 178 17.9
27 243 2.4
28 180.3 180.0
29 17.9 18.0
30 217 21.9




Figura 208 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-D 1
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Figura 210 Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-D 1
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Figura 212 Expanséo do espectro de RMN *3C (125 MHz, CsDsN) de MCT-D 1
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Figura 213 Espectro de RMN *C - DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de MCT-D 1

—150.52
— 13623
— 12600

A
S
z

.
12418

<

\V i

ISE2R8ER

Sadacs

T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

T
20

240



241

5.14 Determinagéo Estrutural de MCT-D 2

O tratamento cromatogréafico da fracdo MCTE, usando sucessivas cromatografias
flash, resultou na obtengdo de um solido branco (16,5 mg) denominado de MCT-D 2 (item
4.6.5.2, p. 93).

O espectro de absorcéo na regido do IV de MCT-D 2 (fig. 214, p. 243) mostrou
uma banda larga em 3383 cm™, correspondente & deformacdo axial de ligacdo O-H,
caracterizando a presenca de hidroxila; bandas em 1460 e 1366 cm™ de deformacéo axial
C=C, evidenciando a existéncia de dupla ligacdo e deformagdes axiais em 2956, 2932 e 2867
cm™ de C-H alifatico.

A partir da analise do espectro de RMN *H (500 MHz CsDsN) de MCT-D 2 (fig.
215, p. 243) foram observados sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em ¢ 5,36 (m,
2H-6), 5,22 (m, H-22 e H-23), e um sinal em ¢ 3,97 (m, H-3) relativo a hidrogénio ligado a
carbono oxigenado. Foi observado ainda um conjunto de sinais no intervalo ¢ 3,97-5,08,
caracteristicos de hidrogénios heterosidicos.

O espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de MCT-D 2 (fig. 218, p. 245)
apresentou 42 linhas espectrais, sendo um conjunto de sinais no intervalo ¢ 63,2-79,0
referentes a carbonos sp® oxigenados. Foi observado ainda sinal em 6 102,9 (C-1°) relacionado
a carbono anomérico e quatro absor¢des em ¢ 122,3 (C-6), 129,8 (C-23), 139,2 (C-22) e 141,3
(C-5) referentes a carbonos olefinicos.

A reunido dos dados espectroscépicos e posterior comparacdo com dados de
RMN *3C descritos na literatura (tab. 31, p. 242) possibilitou caracterizar MCT-D 2 como
sendo a mistura dos esterdides p-sitosterol e estigmasterol glicosilados (KOJIMA et al.,
1990).

29
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Tabela 31 Dados de RMN *C (125 MHz, CsDsN) de MCT-D 2 e comparacéo com dados de RMN **C (100

MHz CsDsN) da literatura

p-sitosterol | Estigmasterol p-sitosterol Estigmasterol

4C MCT-D 2 MCT-D 2 [KOJIMA et al., | [KOJIMA et al.,

1990] 1990]
Jc dc oc oc

1 37,9 37,9 37,6 37,6
1’ 102,9 102,9 102,6 102,6
2 30,6 30,6 30,3 30,3
2’ 75,7 75,7 75,4 75,4
3 78,5 78,5 78,3 78,3
3’ 79,0 79,0 78,7 78,7
4 39,7 39,7 39,4 39,4
4’ 72,1 72,1 71,7 71,7
5 141,3 141,3 141,0 141,0
5’ 78,9 78,9 78,5 78,5
6 122,3 122,3 122,0 122,0
6’ 63,2 63,2 62,9 62,9
7 32,6 32,6 32,2 32,2
8 32,4 32,4 32,1 32,1
9 50,7 50,7 50,4 50,4
10 37,3 37,3 37,0 37,0
11 21,7 21,7 21,4 21,4
12 40,3 40,2 40,0 39,9
13 429 42,7 42,6 42,4
14 57,2 57,3 57,0 57,1
15 24,9 24,9 24,6 24,7
16 28,9 29,7 28,7 29,4
17 56,6 56,5 56,3 56,2
18 12,4 12,4 12,0 12,3
19 19,6 19,6 19,3 19,3
20 36,8 41,2 36,5 40,9
21 19,4 21,1 19,1 21,7
22 34,6 139,2 34,3 138,9
23 26,8 129,8 26,4 129,5
24 46,4 51,8 46,1 51,5
25 29,9 32,0 29,5 32,2
26 20,4 22,3 19,5 21,4
27 20,4 20,4 20,1 20,1
28 23,8 26,1 23,4 25,8
29 12,5 12,9 12,2 12,6




Figura 214 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de MCT-D 2
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Figura 216 Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de MCT-D 2
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Figura 218

Espectro de RMN *3C (125 MHz, CsDsN) de
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6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

6.1 Avaliacdo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase e atividade oxidante

Os extratos etandlicos dos talos e folhas de Margaritopsis carrascoana, assim
como as substancias isoladas das fragBes n-butandlicas obtidas da parti¢do liquido-liquido
desses extratos, foram submetidos a avaliacdo do potencial de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase e capacidade sequestradora de radicais livres, sendo seus resultados
comparados aos efeitos demonstrados por padrdes da literatura. Os extratos etanolicos dos
talos, folhas e fragdo n-butandlica foram denominados MCTE, MCFE e MCFE-NB,
respectivamente. Esta pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Quimica Organica e
Inorganica, da Universidade Federal do Ceara, sob coordenacdo da Profa. PhD Maria Teresa

Salles Trevisan.

6.1.1 Ensaio para inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Este ensaio colorimétrico é baseado em procedimento descrito por Ellman et al.
(1961), adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). Esse método pode ser utilizado de forma
qualitativa e quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada somente com finalidade qualitativa.
E um método rapido e sensivel para a selecdo de amostras com agao anticolinesterésica.

A metodologia consiste em retirar uma aliquota de 1,5-2,5 uL de substancia ou
extrato na concentracdo 10 mg/mL e aplicar em uma cromatoplaca, DC Alufolien, Silicagel
60 F2s4, 0,2 mm Merck. Apos a evaporacdo do solvente, foi borrifado uma mistura (1:1) de
iodeto de acetilcolina (ATCI) 1 mmol.L™ com o reagente de Ellman (4cido 5,5’-Ditiobis-(2-
nitrobenzdico, DTNB, 1 mmol.L™), deixando em repouso por 3 minutos para a secagem da
placa. Em seguida foi borrifado a enzima acetilcolinesterase (3U/mL). Ap6s 10 minutos,
ocorre o surgimento de uma coloracdo amarela, porém, onde ha inibicdo da enzima, observa-
se um halo branco em torno dos “spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-30 minutos
a coloragao desaparece.

Estudos demonstram que biomarcadores de stress oxidativo se encontram bastante
alterados em cérebros na Doenca de Alzheimer. O tratamento da doenca é sintomatico e
consiste na tentativa de restauracdo da funcdo colinérgica, j& que a elevacdo do nivel da

acetilcolina pode se mostrar Gtil para amenizar a deficiéncia da aprendizagem, um dos
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principais sinais da doenca. Desta forma, os inibidores da acetilcolinesterase sdo amplamente
usados no tratamento da doenca, procedimento que se baseia na hipotese colinérgica.

Dentre os produtos naturais relatados como inibidores da acetilcolinesterase, 0s
alcaldides sdo os mais eficientes (WILLIAMS; SORRIBAS; HOWES, 2011), porém possuem
efeitos colaterais adversos relacionados a hepatotoxidade e disturbios gastrointestinais
(HAMMEL et al., 1990). Dentro deste contexto, os flavonoides se apresentam como uma fonte
promissora no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da Doenca de Alzheimer,
devido ao seu largo espectro em atividades farmacoldgicas, principalmente pela capacidade
de se ligar aos polimeros biolégicos (enzimas, horménios e DNA), bem como agir como
guelantes de fons metalicos (Fe?*, Cu®*, Zn?*) catalisando transporte eletrénico e impedindo a
formacédo de radicais livres, além da baixa toxicidade (JI, 2006).

Os extratos etandlicos dos talos (MCTE) e folhas (MCFE) de M. carrascoana
mostraram atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AChE). O extrato MCFE
mostrou-se mais potente que o extrato MCTE, enquanto que as substancias MCT-NB 1,
MCT-NB 2, MCF-NB 1, MCF-NB 2, MCF-NB 3 e MCF-NB 4, néo inibiram a enzima. Este
fato pode ser corroborado com a informacéo de que alguns autores sugerem que a presenca de
grupos 4’-OMe e 7-O-glicosil sdo necessarios para inibicdo da enzima (FAN et al., 2008).

O resultado negativo para as substancias puras foi observado atraves da placa de
CCD que ndo mostrou a presenca de halos brancos, indicando que as substancias nao
possuem acéo inibitdria sobre a enzima AChE. A verificacdo da inibicdo foi feita sequindo-se
a metodologia de Elmann, adaptada por Rhee, para cromatografia em camada delgada fina.
Neste ensaio, utiliza-se a solugdo dos reagentes acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) e
iodeto de acetilcolina (ATCI) em tampdo e, posteriormente, aplica-se a enzima AChE (3
U/mL).

Sabe-se que muitas vezes que o sinergismo das substancias presentes no extrato
faz com que ocorra uma inibicdo da acetilcolinesterase, a qual ndo ocorre nas substancias
isoladas separadamente. As atividades observadas para o extrato etandlico das folhas podem
ser justificadas pela possivel presenca de compostos alcaloidicos, detectados através do teste

positivo para o reagente de Dragendorf.
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6.1.2 Ensaio de sequestro de radicais DPPH«

Os ensaios para avaliacdo qualitativa da capacidade seqliestradora de radicais
livres frente ao radical sintético 1,1-difenil-2-picril-hidrazina (DPPHe) foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Soler, Espin e Wichers (2000).

A determinacdo da atividade antioxidante foi feita através da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPHe. Neste ensaio, o
radical estavel DPPHe absorve entre 515-528 nm (cor violeta), e a medida de absorbancia da
solucéo violeta foi feita em triplicata a 515 nm, em uma leitora de Elisa Thermoplate.

Aliquotas de 0,1 mL das solucfes das amostras foram individualmente colocadas
em frascos, e o metanol foi utilizado para a solucdo controle. Em seguida, 0,9 mL da solucéo
de DPPH- (100 umol/L) foi adicionada a cada uma das solu¢des, que foram protegidas da luz
e homogeneizadas. Apés a aplicacdo de 200 pL de cada solugcdo em microplacas, as leituras
referentes a cinco concentragdes (50 a 300 pg/mL) foram obtidas ap6s 30 minutos, utilizando
0 BHT e a quercetina como solucgdes padrdes.

Para avaliar a atividade captadora de radical, foi obtida a porcentagem de
inibicdo, descrita de acordo com a seguinte equacao:

% de Inibicdo = [(Absorbancia do controle - absorbancia da amostra)/absorbancia do
controle] X 100

A determinacdo da ICsg, ou seja, a concentracdo da amostra ou do padrdo que
causa 50% de inibicdo da concentracdo inicial de DPPHe foi obtida por regressao linear. Para
a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores das medias obtidas de triplicatas realizadas
para cada um dos testes.

Os agentes antioxidantes utilizados pelo organismo para retardar ou prevenir
processos oxidativos geralmente apresentam estruturas fenodlicas, que sdo consideradas como
as principais funcdes responsaveis pelo impedimento da formacdo de radicais livres
(DEGASPARI; WASZCYNSKYJ, 2004). Muitas substancias naturais, obtidas especialmente
das plantas, tém sido identificadas como captadoras de espécies reativas de oxigénio
(GULCIN et al., 2003), e os estudos com flavonoides fendlicos glicosilados revelam estes
compostos como eficientes captadores radicalares, através do uso do método do radical
estavel DPPHe (L1 et al., 2009).

As amostras MCT-NB 2, MCF-NB 1, MCF-NB 3 e MCF-NB 4 apresentaram
atividade sequestradora do radical DPPHe melhor que o padrdo BHT e a quercetina. Os

valores medios de concentracdo das amostras e dos padrdes (BHT e quercetina), que causam



249

50% de inibicdo do radical DPPH« (ICsp) estéo representados na tabela 32. A fragdo MCFE-
NB apresentou o menor valor de 1Cso quando comparado aos dois padrdes utilizados, cujo
resultado pode estar associado ao sinergismo das substancias presentes.

As substancias MCT-NB 1 e MCF-NB 2 exibiram valores de 1Csp maiores que o
padrdo BHT, devido a auséncia de hidroxilas fendlicas no composto MCT-NB 1 e da
substituicdo de uma hidroxila fendlica por uma metoxila no composto MNF-NB 2, enquanto
que as amostras MCT-NB 2 e MCF-NB 4 apresentaram valores de 1Cso menores que 0 BHT
nas diferentes concentracdes.

Ao se comparar as substancias isoladas com o padrdo quercetina, percebemos que
a substituicdo da hidroxila no esqueleto da quercetina por grupos glicosilados, ocasiona uma
diminuicdo do valor de ICsp, confirmando uma maior capacidade captadora de radicais livres,
fazendo com que essas substancias sejam uma alternativa promissora de antioxidantes

naturais.

Tabela 32 Atividade captadora do radical DPPH (1Cx)

Amostra/Padrbes ICs0 (mg/mL)
MCT-NB 1 0,556 + 0,026
MCT-NB 2 0,248 + 0,029
MCF-NB 1 0,188 + 0,045
MCF-NB 2 0,376 + 0,027
MCF-NB 3 0,197 £ 0,025
MCF-NB 4 0,277 £ 0,023
MCFE-NB 0,173 £ 0,039

BHT 0,372 £ 0,031
Quercetina 0,348 £ 0,048

6.2 Avaliacdo da atividade citotoxica pelo método MTT das substancias isoladas de M.

carrascoana

Na busca por fontes naturais com atividades farmacologicas, as substancias
isoladas das folhas e talos de M. carrascoana foram submetidas a teste de atividade citotoxica
no Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Universidade Federal do Ceard, sob
coordenacgdo da Profa. Dra. Leticia Veras Lotufo, frente a trés linhagens de células tumorais
humanas: ovario (OVCAR-8), glioblastoma (SF-295) e Colon (HCT-116).

Avaliacdo de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no

programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa
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mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). Foi descrita primeiramente por
Mossman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da
célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo
método do MTT permite definir a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de a¢do (BERRIDGE
etal., 1996).

As linhagens tumorais humanas utilizadas OVCAR-8 (ovario), SF-295
(glioblastoma) e HCT-116 (colon) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Céancer (EUA),
tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1
% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na concentracdo de
10 pg/mL.

As células tumorais foram plaqueadas nas concentrages de 0,1 x 10° cél/mL para
as linhagens OVACAR-8 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-116. As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO,a 37 °C. Ao término deste, as mesmas
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 plL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 h. A absorbancia foi
lida apds dissolucdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotometro de
placa a 595 nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad
Prism.

Dentre as amostras testadas, os compostos MCT-A 4 e MC-D 1 apresentaram
potencial citotoxico para as células tumorais testadas. As demais amostras apresentaram
valores de 1Cso maiores que 10 pg/mL, portanto, consideradas inativas. Os valores de ICs, das

amostras testadas estdo apresentados na tabela 33, p. 251.
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Tabela 33 Valores de ICs, com um intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo néo-linear

AMOSTRAS HCT-116* SF-205* OVCAR-8*
MCT-A 1 > 10 > 10 > 10
MCT-A 2 > 10 > 10 > 10
MCT-A 3 > 10 >10 > 10

1,67 10 141

MCT-A4 (152-182)  (0,91-1,11) (1,33-1,5)
MCT-NB 1 > 10 > 10 > 10
MCT-NB 2 >10 > 10 > 10
MCF-NB 1 > 10 > 10 > 10
MCF-NB 2 > 10 >10 > 10
MCF-NB 3 >10 > 10 > 10
MCF-NB 4 > 10 > 10 > 10
MC-H 2 > 10 > 10 > 10
2,95 3,39 3,37

MC-D1 (223391) (304379  (2.77-4,11)
0,12 0,24 0,26

DOXORRUBICINA 409017y (0,2-0,27) (0,17-0,3)

* células tumorais; HCT-116 (ovario); SF-295 (glioblastoma); OVCAR-8 (colon)

6.3 Avaliacdo da atividade bioldgica do extrato etanodlico, fracdo alcaloidica e alcalbide

isolado das folhas de M. carrascoana

Visando o desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas medicinais, o
extrato etandlico das folhas (MCTE), fracdo alcaldidica (MCFE-A) e o alcal6ide calicosidina
(MCT-A 1), isolado de M. carrascoana, foram submetidas a teste de avaliacdo da
citoxicidade, atividade antinociceptiva e anti-Ulcera, realizados no Laborato6rio de Toxicologia
e Farmacologia Celular, da Universidade Federal do Ceard, sob coordenacdo da Profa. Dra.

Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal.

6.3.1 Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH) em neutréfilo humano

Neutréfilos humanos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 minutos a 37
°C na presenca do alcaléide MCT-A 1 (25, 50 e 100 pg/mL), DMSO (veiculo - alcal6ide),
Hanks (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (2% - controle positivo).

A seguir, os tubos de reacdo foram centrifugados a 755 g, por 10 minutos a 4 °C.
Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo para a

determinacdo da atividade da enzima LDH, cuja localizagdo esta no citoplasma das células,
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sendo liberada quando essas células sdo lesadas ou necrosadas. Esta enzima é responsavel
pela conversdo de piruvato a lactato na presenca de NADH. O ensaio foi realizado utilizando
0 kit LDH (Liquiform) e baseia-se na medida do decréscimo da absorvancia em 340 nm
devido a oxidacdo do NADH, a qual é proporcional a atividade da enzima LDH na amostra.
Aliquotas de 300 pL de substrato (reagentes de trabalho) foram incubadas com 30
pL de amostra do sobrenadante para realizagcdo da leitura da absorvancia em 340 nm nos
tempos 1 e 3 minutos a 37 °C, em espectofotdmetro. A atividade da enzima LDH foi
calculada seguindo-se as especificacdes do fabricante da seguinte maneira:
A= [(A1-A2)/2] x 1746,03
Onde:
A= atividade da enzima LDH na amostra em U/L
A; = absorvancia inicial (1 min) em 340 nm
A,=absorvanvia final (3 min) em 340 nm
1746,03 = fator de calculo estipulado pelo fabricante para o volume de amostra de 30 L.
A toxicidade do alcaloide foi avaliada em trés experimentos independentes, com
medidas em triplicata.
Na figura 220 pode ser observado que o alcaléide MCT-A 1 (25, 50 e 100
pg/mL) ndo promoveu o aumento da atividade da LDH (32,63 + 6,86; 29,97 + 3,37; 22,15 *
5,86 UIL, respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo (37,98 + 5,99U/L) indicando

a auséncia de citotoxicidade em neutréfilo nas condi¢Ges experimentais investigadas.

Figura 220 Avaliacdo da toxicidade do alcaldide MCT-A 1 em neutréfilos humano
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6.3.2 Nocicepcao induzida pela injecéo intraplantar de formalina em camundongos

Este modelo permite avaliar a dor de origem neurogénica (primeira fase: 0-5 min)

e a dor inflamatdria (segunda fase: 20-30 min).
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Os animais receberam 20 pL de formalina a 2% na regiédo plantar da pata posterior
direita. ApOs a injecdo da formalina foi registrado o tempo (segundos) que o animal
permaneceu lambendo a pata na qual foi injetada a formalina (“licking time”), sendo esse
periodo considerado como indicativo de dor.

Grupos de animais (n=10) foram tratados com extrato etanolico obtido das folhas
de M. carrascoana [50 e 100 mg/kg, via oral (v.0.)] e com a fracdo alcaldidica do extrato (50
mg/kg, v.0.) 60 minutos antes da administracdo da formalina. Os grupos controles foram
tratados com veiculo (a4gua - 10 ml/kg, v.0.) e morfina/droga padrédo [5 mg/kg, subcutanea
(s.c.)] 60 min e 30 min antes da administracdo da formalina, respectivamente. Os resultados
foram expressos como o tempo de lambedura em segundos + E.P.M. (HUNSKAAR; HOLE,
1987).

Os efeitos do extrato etandlico das folhas (MCFE) e da fracdo rica em alcaloides
(MCFE-A) no teste de nocicepcdo estdo demonstrados na tabela 34. O grupo controle tratado
apenas com agua (controle) antes da administracdo da formalina apresentou o tempo de
lambedura de 60,93 + 7,6 e 113,5 + 13,67 seg. O extrato etanolico, na dose de 100 mg/kg, foi
capaz de reduzir o tempo de lambedura da pata de maneira significante (p<0,05) na primeira
fase do teste (21,36 + 4,99; inibicdo de 69,44%) e na segunda fase (44,27 + 10,75; inibicdo de
60,96%). A fracdo rica em alcaloides também reduziu o tempo de lambedura da pata na
primeira fase (25,0 £ 3,04; inibicdo de 58,97%) e na segunda fase (58,3 + 13,08; inibicdo de
48,63%). A morfina (5 mg/kg; s.c.), usada como droga de referéncia, inibiu tanto a primeira
fase quanto a segunda fase da nocicepc¢do induzida pela formalica em 68,82% e 96,85%,

respectivamente.

Tabela 34 Inibi¢do da primeira e da segunda fase do teste da formalina em camundongos

Tempo de lambedura da pata (s)

Tratamento Fase Neurogénica Fase Inflamatéria

1° Fase Inibicdo (%) 2° Fase Inibicdo (%)
Controle 60,93 +7,6 - 1135+ 13,67 -
Morfina 5 mg/kg s.c. 19,0 *+4,65* 68,82 3,57 £ 2,15* 96,85
MCFE 50 mg/kg v.o. 69,67 +6,12 - 81,44+ 7,72 -
MCFE 100 mg/kg v.o. 21,36 +£4,99* 69,44 44,27 +10,75* 60,96
MCFE-A 50 mg/kg v.o. 25,0 + 3,04* 58,97 58,30 + 13,08* 48,63

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) do tempo de lambedura da pata em
segundos; *=p < 0,05 (ANOVA - Student-Neuman-Keuls, n= 10)
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6.3.3 Atividade anti-ulcera géastrica: Lesdo Gastrica Induzida por Etanol

Os camundongos ap6s jejum de solidos por 18 h foram submetidos a leséo
gastrica induzida pela administracdo de etanol 98 % (0,2 mL/animal, v.0.). Decorridos 60
minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus estomagos retirados,
abertos ao longo da curvatura maior, lavados com solucdo salina 0,9 % e comprimidos entre
duas placas de Petri para captura digital da imagem através de camera fotografica. A area de
lesdo gastrica glandular foi determinada com o auxilio de um programa de planimetria grafica
e os dados expressos em termos de porcentagem de &rea lesada em relacdo a area total do
corpo gastrico.

Para avaliar o efeito do extrato etandlico das folhas de M. carrascoana no
modelo, o0 mesmo foi administrado nas doses de 50 e 100 mg/kg, v.0. 60 minutos antes da
inducdo da lesdo. Como controles foram usados animais tratados com agua/controle negativo
(10 mL/kg, v.0.) ou omeprazol (30 mg/kg, v.0., droga padréo). Decorridos 60 minutos, a leséo
gastrica por etanol (0,2 mL/animal, v.0.) foi induzida, os estdmagos retirados e o percentual
de lesdo medido conforme descrito anteriormente.

Os resultados da avaliagdo realizada nas mucosas gastricas para investigacdo do
efeito gastroprotetor do extrato MCFE podem ser observados na figura 221 e tabela 35, p.
255. A administracdo do etanol promoveu dano a mucosa gastrica no grupo de animais que
recebeu somente agua. A area lesionada, expressa como percentual em relacdo a area total do
corpo gastrico no grupo controle foi de 14,62 + 2,43%. O tratamento dos animais com o
extrato etandlico, nas doses de 50 e 100 mg/kg v.o., reduziu significativamente, a area da
lesdo gastrica induzida pelo etanol para (3,35 + 1,43; 1,63 + 0,41 %, respectivamente). O
omeprazol, farmaco inibidor da bomba de protdns, reduziu significativamente as lesdes
gastricas (3,73 = 1,21).

Figura 221 Efeito gastroprotetor do extrato MCFE na lesdo géstrica induzida por etanol em camundongos
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Tabela 35 Efeito gastroprotetor do extrato etanélico MCFE no modelo de leséo gastrica induzida por etanol em
camundongos.

Tratamento Area Ulcerada (%) % de inibicio
Controle 14,62 + 2,43

Omeprazol 30 mg/kg, v.o. 3,73+1,21* 74,49
MCFE 50 mg/kg, v. o. 3,35 + 1,43* 77,09
MCFE 100 mg/kg, v. 0. 1,63 + 0,41* 88,85

Os valores representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do estdmago, ap6s 60 min da
inducdo da lesdo. * =p < 0.0001 (ANOVA - Teste de Newman-Keuls).
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7 CONCLUSOES

O estudo quimico dos talos e folhas de Margaritopsis carrascoana conduziu ao
isolamento e caracterizacao de quatorze metabolitos secundarios. A partir do extrato etandlico
dos talos foram isolados quatro alcaldides de esqueleto pirrolidinoindolico: calicosidina e
hodgkinsina ja relatadas anteriormente, e N-8”-formilcalicosidina, N-8’-metil-N-1’-
desmetilisocalicosidina inéditos na literatura, além da neolignana alcool 4-O-B-D-
glicopiranosil-di-hidro-desidrodiconiferilico, o flavondide 7-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-
D-glicopiranosil] luteolina, lupeol, acido ursolico e a mistura de esterdides g-sitosterol e
estigmasterol, nas formas glicosiladas e agliconas.

A partir do extrato etanolico das folhas de M. carrascoana, ap6s sucessivos
tratamentos cromatogréaficos da fragdo n-butandlica, levou ao isolamento de quatro
flavonoides:  7-O-[B-D-glicopiranosil-(1— 6)-4-D-apiofuranosil] luteolina e 7-O-[5-D-
glicopiranosil-(1— 6)-f-D-apiofuranosil] crisoeriol isolados anteriormente das partes aéreas
de Phlomis nissolii (BUCAR et al, 1998), em conjunto com 7-O-{f-D-apiofuranosil-(1— 6)-
[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil} luteolina e 7-O-{a-L-ramnopiranosil - (1—
6) - [a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-B-D-glicopiranosil} luteolina, registrados pela primeira vez
na literatura.

Os flavonoides isolados, a neolignana e a fragdo n-butandlica das folhas de M.
carrascoana foram submetidos a testes de atividade antioxidante e anticolinesterasica. Todas
as fracOes testadas apresentaram uma potencial atividade sequestradora do radical DPPHe,
sendo que os resultados para 7-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-4-D-glicopiranosil] luteolina,
7-O-[p-D-glicopiranosil-(1— 6)-p-D-apiofuranosil] luteolina, 7-O-{f-D-apiofuranosil-(1—
6)-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-B-D-glicopiranosil} luteolina e 7-O-{a-L-ramnopiranosil - (1
—6) - [a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-p-D-glicopiranosil} luteolina, mostraram-se melhores
que o padrdo BHT e a quercetina. Os extratos etandlicos dos talos e folhas de M. carrascoana
apresentaram atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase.

Testes de atividades citotoxica, nociceptiva e antitlcera gastrica foram realizadas
com as substancias isoladas, extratos etandlicos e fracdo alcaloidica de M carrascoana. No
teste de citotoxicidade apenas o acido ursélico e a hodgkinsina foram ativos. J& no teste de
nocicepc¢do, realizado com o extrato etanolico das folhas e a fracdo alcaldidica, foram
observados resultados positivos para ambas as fracGes. O extrato etanolico das folhas de M.
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carrascoana foi submetido a teste de atividade antitlcera gastrico, levando a uma reducao
significativa da &rea de lesdo gastrica induzida pelo etanol nos camundongos.

Os resultados descritos neste trabalho corroboram com o potencial fitoquimico da
espécie M. carrascoana como fonte prolifera de alcaldides e flavonoides, justificando a
continuidade da investigagdo quimica de outras espécies do género Margaritopsis que ainda
ndo foram estudadas, visando a obtencdo de novas moléculas de interesse quimico,

espectroscopico e farmacoldgico, e a contribuicao para a quimiotaxonomia do género.
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8 CONSTANTES FISICAS

MCT-A1

Nome: Calicosidina

F. M.: C33H3sNg

M. M.: 518 daltons
p.f.:191,9-1954°C
[a]3? : -8,5° (¢ 0,1, MeOH)
Solubilidade: MeOH

Aspecto: Sélido marrom amorfo

Espectroscopia na regido do 1V (umax cm™): 3287; 3034; 2816; 1668; 1611; 1513; 1486;
1177; 1122.

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CD;0D): & (ppm) 148,8 (C-77a), 145,6 (C-7’a),
143,6 (C-7a), 132,4 (C-47a), 131,6 (C-6), 131,3 (C-4’a), 130,8 (C-67), 126,7 (C-4), 125,0 (C-
6°), 124,8 (C-47), 124,7 (C-4"), 124,2 (C-5%), 122,9 (C-5), 122,1 (C-57), 118,8 (C-4a), 116,0
(C-7),115,7 (C-7°), 112,3 (7”), 89,7 (C-8a), 75,6 (C-8’a), 73,4 (C-8a), 60,5 (C-37a), 48,5 (C-
2%), 47,8 (C-2), 46,2 (C-2”), 41,5 (CH3-17), 40,6 (CH3-1), 38,6 (C-3a), 36,2 (C-3’a), 35,1 (C-
3”), 33,6 (CHs-17), 32,8 (C-3 e C-3").

MCT-A 2

Nome: N-8”-formilcalicosidina
F. M.: C33H3sNgO

M. M.: 546 daltons

[a]2® : +4,6 ° (c 0,1, MeOH)
Solubilidade: MeOH

Aspecto: Resina marrom

Espectroscopia na regido do 1V (vmax cm™): 3346, 1678, 1600, 1487, 1462, 1206, 1136.

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDs;OD): ¢ (ppm) 9,18 (s, CHO-8"), 7,68 (m, H-
6%), 7,64 (m, H-4) 7,56 (d, J = 7,8 Hz, H-7”), 7,43 (m, H-6"), 7,38 (m, H-4"), 7,37 (m, H-4),
7,04 (m, H-5), 7,29 (m, H-6), 7,15 (q, J = 7,6 Hz, H-5"), 7,04 (m, H-5), 6,95 (d, J = 7,9 Hz, H-
7), 6,58 (s, H-8"a), 5,49 (s, H-8a), 5,48 (s, H-8a), 3,12 (m, H-2«), 3,05 (M, H-2" ), 2,98 (t, J
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= 12,7 Hz, H-27p), 2,81 (s, CH3-1), 2,74 (m, H-2), 2,66 (s, CH3-17), 2,60 (m, H-2"), 2,57 (m,
H-3"a), 2,42 (m, H-3"p), 2,41 (s, CH3-1"), 2,18 (m, H-2’ e H-3’ @), 2,06 (m, H-3¢), 1,73 (d,
J = 14,7 Hz, H-3p).

Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CD3;OD): J** (ppm) 163,3 (CHO-8"), 146,5 (C-
7’a), 143,2 (C-7a), 140,2 (C-7"a), 135,5 (C-47a), 131,2 (C-6”), 130,7 (C-6), 128,8 (C-4’a),
127,8 (C-4 e C-57), 126,1 (C-4™), 125,5 (C-4"), 124,8 (C-6"), 124,1 (C-5"), 122,3 (C-5), 120,1
(C-4a), 116,7 (C-7°), 115,5 (C-7), 116,7 (C-7°), 113,2 (77), 85,6 (C-8a), 76,2 (C-8’a), 73,9
(C-8a), 59,5 (C-37a), 47,9 (C-2), 47,8 (C-2), 46,3 (C-27), 41,3 (CH3-1"), 40,5 (CH3-1), 38,5
(C-3’a), 36,4 (C-3a), 35,1 (C-37), 33,7 (CH3-17), 33,1 (C-3), 33,0 C-3”). **Os deslocamentos
quimicos dos &tomos de carbono de MCT-A 2, foram atribuidos pela analise dos espectros
2D de correlacgdo heteronuclear HSQC e HMBC.

MCT-A3

Nome: N-8”-metil-N-1"-desmetilisocalicosidina
F. M.: C33H3sNg

M. M.: 518 daltons

[a]3° :-3,3°(c0,1, MeOH)

Solubilidade: MeOH

Aspecto: Resina marrom

Espectroscopia na regido do 1V (bmax cm™): 3346, 2924, 1678, 1457, 1205, 1139, 844, 801,
724.

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CD3;0D): 6 (ppm) 7,67 (d, J = 7,8 Hz, H-4), 7,56 (d,
J=74Hz, H-6%) 7,46 (d,J = 7,5 Hz, H-4”), 7,36 (m, H-4’ ¢ H-6), 7,21 (t, J = 7,8 Hz, H-6"),
7,09 (m, H-5), 7,06 (m, H-5"), 6,99 (d, J = 7,8 Hz, H-7), 6,91 (t, 7,5 Hz, H-57), 6,83 (d, J =
7,8 Hz, H-77), 6,25 (s, H-8’a), 5,78 (s, H-8a), 5,53 (s, H-8a), 3,25 (s, CH3-8”), 3,12 (m, H-
2a), 3,04 (m, H-2’a), 2,89 (m, H-2" ), 2,84 (s, CH3-1), 2,82 (m, H-2"f), 2,72 (m, 2/), 2,67
(s, CHs-17), 2,57 (m, H-3"q), 2,54 (m, H-2’p), 2,47 (dt, J = 12,6; 4,6, H-37f), 2,21 (dt, J =
13,9; 4,9 Hz, H-3’ @), 2,13 (dt, J = 14,3; 3,7, H-3«), 1,82 (d, J = 13,1 Hz, H-3/), 1,59 (d, J =
14,7 Hz, H-3’53).

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CD;0D): ¢ (ppm) 153,0 (C-77a), 145,5 (C-7’a),
143,7 (C-7a), 133,9 (C-47a), 131,4 (C-6), 131,2 (C-4’a), 130,4 (C-67), 127.5 (C-4), 125,5 (C-
4%), 124,9 (C-6"), 124,0 (C-4”), 123,7 (C-5"), 122,5 (C-5), 122,4 (C-5), 119,2 (C-4a), 115,9
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(C-7),116,1 (C-7°), 113,4 (7”), 95,1 (C-87a), 73,2 (C-8a), 67,9 (C-8’a), 60,7 (C-37a), 48,1 (C-
2), 40,8 (CHs-1), 39,9 (CHs-8”), 38,7 (C-2’), 38,2 (C-3a), 37,5 (C-3’a), 36,2 (C-37), 33,8
(CH3-17), 33,5 (C-3), 32,4 (C-3’). **Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de
MCT-A 3, foram atribuidos pela analise dos espectros 2D de correlacdo heteronuclear HSQC
e HMBC.

MCT-A 4

Nome: Hodgkinsina
F. M.: C33H3sNg

M. M.: 518 daltons
p.f.:131,8-132,9°C
[a]3? : - 48,4° (¢ 0,1, MeOH) ©
Solubilidade: MeOH, CsDsN

Aspecto: Sélido marrom amorfo

Espectroscopia na regido do 1V (bmax cm™): 3279; 2966; 2712; 1674; 1609; 1485; 1350;
1200; 1130; 1079.

Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CsDsN): d (ppm) 152,7 (C-7a e C-7a), 151,0 (C-
7’a), 132,7 (C-4’a), 133,5 (C-4a), 133,7 (C-47a), 129,5 (C-6), 129,2 (C-6" e C-6), 127,5 (C-
4%), 126,3 (C-4 e C-4”), 119,0 (C-5), 118,7 (C-57), 118,5 (C-5), 109,1 (C-7), 109,0 (C-77),
88,5 (C-8a), 85,0 (C-8’a), 84,5 (C-87a), 64,5 (C-3’a), 62,1 (C-3a), 62,0 (C-3’a), 52,7 (C-27),
52,6 (C-2), 52,5 (C-27), 39,0 (C-3), 36,7 (C-3”), 36,2 (C-37), 35,3 (CH3-1), 35,2 (CH3-1"),

35,1 (CHs-1). Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de MCT-A 4, foram

atribuidos pela analise dos espectros 2D de correlacdo heteronuclear.

MCT-NB 1

Nome: Alcool 4-O-4-D-glicopiranosil-di-hidro-desidrodiconiferilico
F. M.: CyH34011

M. M.: 522 daltons

p.f.: 123,4-125,6 °C

[a]2? : -14,5° (c 0,37, MeOH)
Solubilidade: MeOH
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Aspecto: Sélido amarelo amorfo

Espectroscopia na regigo do 1V (umax cm™): 3326; 2934; 2877; 1603; 1513; 1452; 1264;
1212.

Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CD;0D): d (ppm) 151,1 (C-3), 147,8 (C-4), 147,7
(C-4’), 1454 (C-3"), 138,6 (C-1), 137,2 (C-1"), 129,8 (C-5"), 119,5 (C-6), 118,3 (C-5), 118,1
(C-6"), 114,4 (C-2°), 111,4 (C-2), 102,9 (C-17), 88,6 (C-7), 78,4 (57), 78,0 (C-3"), 75,1 (C-
27), 71,5 (C-4”), 65,2 (C-9), 62,7 (C-67), 62,4 (C-9°), 56,9 (C-10"), 56,8 (C-10), C-55,8 (C-8).

MCT-NB 2

Nome: 7-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1— 2)-B-D-glicopiranosil luteolina
F. M.: C7H30015

M. M.: 594 daltons

p. f.: 2451 - 247,6 °C

[a]2? : -47,9° (c 0,1, MeOH)
Solubilidade: CsHsN

Aspecto: Sélido amarelo amorfo
Espectroscopia na regido do 1V (bmax cm™): 3269; 2925; 1655; 1599; 1499; 1448; 1256;
1180.

Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CsDsN): § (ppm) 183,1 (C-4), 165,6 (C-2), 163,9
(C-7), 162,9 (C-5), 158,1 (C-9), 152,2 (C-4"), 148,0 (C-3"), 122,9 (C-1"), 120,0 (C-67), 117,2
(C-5%), 114,9 (C-2"), 106,9 (C-10), 104,4 (C-3), 102,8 (C-1"), 100,8 (C-6), 99,9 (C-17), 95,5
(C-8), 79,5 (C-57), 79,3 (C-37), 78,2 (C-27), 74,4 (C-4"), 73,0 (C-3°"), 72,7 (C-2""), 71,5 (C-
4, 70,3 (C-5°), 62,4 (C-6), 19,2 (C-6"").

MCF-NB 1

Nome: 7-O-[5-D-glicopiranosil-(1— 6)-4-D-apiofuranosil] luteolina
F. M.: C36H28015

M. M.: 580 daltons

p.f.: 188,8 -191,7 °C

[a]3? : -76,6° (c 0,05, MeOH)
Solubilidade: CsHsN
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Aspecto: Sélido amarelo amorfo

Espectroscopia na regido do 1V (vmax cm™): 3263, 1654, 1599, 1493, 1444, 1255, 1173.
Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): 6 (ppm) 183,2 (C-4), 165,7 (C-2), 164,4
(C-7), 162,9 (C-5), 158,2 (C-9), 152,2 (C-4"), 148,1 (C-3), 123,1 (C-17), 120,2 (C-6"), 117.3
(C-5°), 115,0 (C-2), 111,5 (C-1°"), 107,0 (C-10), 104,5 (C-3), 102,4 (C-1), 101,1 (C-6),
95,8 (C-8), 80,8 (C-3°"), 78,8 (C-57), 78,2 (C-2°7), 77,9 (C-37), 75,5 (4°”), 75,1 (C-2”), 71,8
(C-47), 69,1 (C-6”), 66,1 (C-5"").

MCF-NB 2

Nome: 7-O-[5-D-glicopiranosil-(1— 6)-4-D-apiofuranosil] crisoeriol
F. M.: C7H30015

M. M.: 594 daltons

p. f.: 163,7 - 169,3 °C

[a]3? : -105,8° (c 0,1, MeOH)
Solubilidade: CsHsN

Aspecto: Sélido amarelo amorfo
Espectroscopia na regifo do 1V (vmax cm™): 3263, 1654, 1599, 1493, 1444, 1255, 1173.
Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CsDsN): § (ppm) 183,2 (C-4), 165,4 (C-2), 164,4
(C-7), 162,9 (C-5), 158,2 (C-9), 152,9 (C-4), 149,3 (C3”), 122,7 (C-1°), 121,9 (C-6), 117.4
(C-5%), 111,5 (C-1"7), 110,8 (C-2), 106,7 (C-10), 104,6 (C-3), 102,2 (C-17), 101,0 (C-6),
95,9 (C-8), 80,7 (C-3"7), 78,7 (C-5"), 78,2 (C-2""), 77,8 (C-37), 75,5 (C-4’"), 75,0 (C-27),
71,7 (C-47), 68,9 (C-6), 66,0 (C-5"), 56,5 (C-7°).

MCF-NB 3

Nome: 7-O-{p-D-apiofuranosil-(1— 6)-[a-L-ramnopiranosil-(1 — 2)-f-D-glicopiranosil}
F. M.: C3H33019

M. M.: 726 daltons

p. f.: 200,2 - 203,9 °C

[e]3? - -93,1° (c 0,05, MeOH)
Solubilidade: CsHsN

Aspecto: Sélido amarelo amorfo
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Espectroscopia na regido do 1V (vma cm™): 3263, 1654, 1599, 1493, 1444, 1255, 1173.
Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CsDsN):  (ppm) 13,62 (sl, HO-5), 7,93 (sl, H-2"),
7,56 (d*, H-6") 7,33 (d, J = 8,4 Hz, H-5"), 7,03 (d, J = 1,8 Hz, H-6), 7,01 (sl, H-8), 6,90 (s, H-
3), 6,41 (s, H-1""), 5,72 (d, J = 2,0 Hz, H-1), 5,65 (d, J = 7,8 Hz, H-17), 4,83 (m, H-2"¢ H-
5°), 4,82 (m, H-2""), 4,71 (d, J = 10,9 Hz, H-6”), 4,62 (d, J = 9,3 Hz, H-4""), 4,58 (dd, J =
9,3e2,9Hz, H-3""), 4,50 (t, J = 8,8 Hz, H-2”), 4,37 (m, H-4""), 4,36 (m, H-3" ¢ H-4""), 4,26
(m, H-57), 4,22 (sl, H-5"), 4,15 (dd, J = 11,0 e 7,0 Hz, H-6"), 4,06 (t, J = 9,4 Hz, H-4"), 1,82
(d, J=6,1 Hz, H-6’"). * Sinal sobreposto ao solvente.

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CsDsN): & (ppm) 183,1 (C-4), 165,7 (C-2), 164,0
(C-7), 163,1 (C-5), 158,2 (C-9), 152,3 (C-4"), 148,1 (C-3"), 123,1 (C-1"), 120,1 (C-6), 117,3
(C-5), 114,9 (C-2°), 111,5 (C-17), 107,1 (C-10), 104,4 (C-3), 102,8 (C-1°"), 100,8 (C-6),
100,3 (C-17), 95,7 (C-8), 80,8 (C-3"), 79,6 (C-37), 78,2 (C-2""), 78,0 (C-2"), 77,6 (C-57),
75,5 (C-4""), 74,5 (C-477), 73,1 (C-3°7), 72,8 (C-2°"), 71,8 (C-4™), 70,3 (C-5""), 68,9 (C-67),
66,1 (C-5), 19,3 (C-6"").

MCF-NB 4

Nome: 7-O-{a-L-ramnopiranosil - (1—6) - [a-L-ramnopiranosil-(1— 2)--D-glicopiranosil}
luteolina

F. M.: C33H40019

M. M.: 740 daltons
p. f.: 262,7 - 264,0°C
[a]3? : -39,2° (¢ 0,23,
MeOH)
Solubilidade: CsHsN

Aspecto: Sélido amorfo

Espectroscopia na regido do 1V (vmax cm™): 3377, 1655, 1604, 1498, 1448, 1258, 1177.

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CsDsN): & (ppm) 7,97 (sl, H-2"), 7,55 (d, J = 8,0
Hz, H-6"), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, H-5"), 7,01 (sl, H-6), 7,00 (sl, H-8), 6,87 (s, H-3), 6,42 (sl, H-
1"), 5,64 (d, J = 7,7 Hz, H-17), 5,42 (sl, H-1"""), 4,83 (m, H-2"” ¢ H-5""), 4,71 (m, H-2""),
4,68 (d, J = 11,3 Hz, H-6), 4,83 (m, H-2 e H-3""), 4,59 (dd, J = 21,3; 8,9 Hz, H-3""), 4,51 (t,
J =8,3 Hz, H-2"), 4,38 (m, H-3"), 4,36 (m, H-4""), 4,27 (m, H-5""), 4,23 (m, H-4""), 4,21 (m,
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H-5"), 4,09 (dd, J = 11,3; 7,2 Hz, H-6"), 4,03 (t, J = 9,4 Hz, H-4"), 1,82 (d, J = 6,2 Hz, H-
6”), 1,58 (d, 5,9 Hz, H-6").

Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): 5** (ppm) 182,9 (C-4), 165,8 (C-2), 164,0
(C-7), 163,5 (C-5), 157,9 (C-9), 152,3 (C-4"), 147,9 (C-3"), 122,8 (C-17), 120,1 (C-6), 117,2
(C-5%), 114,8 (C-27), 107,1 (C-10), 104,4 (C-3), 102,6 (C-1"), 102,5 (C-1""), 100,8 (C-6),
100,1 (C-17), 95,3 (C-8), 79,3 (C-3), 77,8 (C-27), 77,4 (C-57), 74,3 (C-4"), 74,1 (C-4),
73,1 (C-3"), 72,9 (C-2’), 72,5 (C-37"), 72,2 (C-2""), 71,6 (C-4”), 70,1 (C-5""), 70,0 (C-
5, 67,5 (C-6”), 19,1 (C-6""), 18,7 (C-6’"). **Os deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono de MCF-NB 4, foram atribuidos pela andlise dos espectros 2D de correlacdo
heteronuclear HSQC e HMBC.

MCT-H 1
Nome: g-Sitotesrol (1) + Estigmasterol (2)

Solubilidade: CH,Cl,

Aspecto: Sélido branco amorfo

Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CDCls): § (ppm) 140,7 (C-5, 1 + 2), 138,3 (C-22,
2), 129,3 (C-23, 2), 121,7 (C-6, 1 + 2), 71,8 (C-3, 1 + 2), 56,7 (C-14, 1), 56,8 (C-14, 2), 56,1
(C-17, 1), 55,9 (C-17, 2), 51,2 (C-24, 2), 50,1 (C-9, 1 + 2), 45,8 (C-24, 1), 42,3 (C-13, 1 + 2),
42,2 (C-4,1 + 2), 40,4 (C-20, 2), 39,8 (C-12, 1), 39,7 (C-12, 2), 39,1 (C-23, 1), 37,2 (C-1, 1 +
2), 36,5 (C-10, 1 + 2), 36,1 (C-20, 1), 33,9 (C-22, 1), 31,9 (C-7 e C-8, 1 + 2), 31,9 (C-25, 2),
31,6 (C-2, 1 +2), 28,2 (C-16, 1 + 2), 26,1 (C-25, 1), 25,4 (C-28, 2), 24,3 (C-15, 2), 24,2 (C-
15, 1), 23,1 (C-28, 1), 21,2 (C-21, 2), 21,1 (C-11, 1 + 2), 19,8 (C-27, 1), 19,4 (C-19, 1 + 2),
19,0 (C-26 e C-27, 2), 18,8 (C-26, 1), 12,2 (C-29, 2), 11,9 (C-29, 1), 11,8 (C-18, 1 + 2).

MCT-H 2

Nome: Lupeol

F. M.: C3oH500

M. M.: 426 daltons

Solubilidade: CH,Cl,

Aspecto: Sélido em forma de agulhas
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Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CDCls): 6 (ppm) 151,2 (C-20), 109,5 (C-29), 79,2
(C-3), 55,5 (C-5), 50,6 (C-9), 48,5 (C-18), 48,2 (C-19), 43,2 (C-17), 43,0 (C-14), 41,0 (C-8),
40,2 (C-22), 39,1 (C-4), 38,9 (C-1), 38,3 (C-13), 37,4 (C-10), 35,8 (C-16), 34,5 (C-7), 30,1
(C-21), 28,2 (C-23), 27,7 (C-2), 27,6 (C-15), 25,3 (C-12), 21,1 (C-11), 19,5 (C-30), 18,5 (C-
6), 18,2 (C-28), 16,3 (C-25), 16,2 (C-26), 15,6 (C-24), 14,8 (C-27).

MCT-D 1

Nome: Acido Ursdlico
F. M.: C30Hyg03

M. M.: 456 daltons
Solubilidade: CsHsN

Aspecto: Sélido branco amorfo

Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): & (ppm) 180,3 (C-28), 139,6 (C-13), 125,9
(C-12), 78,5 (C-3), 56,2 (C-5), 53,9 (C-18), 48,4 (C-9 e C-17), 42,9 (C-14), 40,3 (C-8), 39,8
(C-19), 39,7 (C-4 e C-20), 39,4 (C-1), 37,8 (C-22), 37,6 (C-10), 33,9 (C-7), 31,5 (C-21), 29,1
(C-23), 29,0 (C-15), 28,4 (C-2), 25,3 (C-16), 24,3 (C-27), 23,9 (C-11), 21,7 (C-30), 19,1 (C-
6), 17,9 (C-29), 17,8 (C-26), 16,9 (C-24), 16,0 (C-25).

MCT-D 2
Nome: Mistura do g-Sitotesrol (1) + Estigmasterol (2) glicosilados

Solubilidade: CsHsN 2

Aspecto: Solido branco n,

1
" =
. 2
HO—
HO: . 0
T 5
0% 3 5
HO. 7l 4
3 oy !

27

amorfo
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Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CsDsN): 6 (ppm) 141,3 (C-5, 1 + 2), 139,2 (C-22,
2), 129,8 (C-23, 2), 122,3 (C-6, 1 + 2), 102,9 (C-1°, 1 + 2), 79,0 (C-3°, 1 + 2), 78,9 (C-5°, 1 +
2), 78,5 (C-3,1 + 2), 75,7 (C-2°, 1 + 2), 72,1 (C-4>, 1 + 2), 63,2 (C-6°, 1 + 2), 57,3 (C-14, 2),
57,2 (C-14, 1), 56,6 (C-17, 1), 56,5 (C-17, 2), 51,8 (C-24, 2), 50,7 (C-9, 1 + 2), 46,4 (C-24,
1), 42,9 (C-13, 1), 42,7 (C-13, 2), 41,2 (C-20, 2), 40,3 (C-12, 1), 40,2 (C-12, 2), 39,7 (C-4, 1
+2),37,9 (C-1, 1 + 2), 37,3 (C-10, 1 + 2), 36,8 (C-20, 1), 34,6 (C-22, 1), 32,6 (C-7, 1 + 2),
32,4 (C-8, 1 +2), 32,0 (C-25, 2), 30,6 (C-2, 1 + 2), 29,9 (C-25, 1), 29,7 (C-16, 2), 28,9 (C-186,
1), 26,8 (C-23, 1), 26,1 (C-28, 2), 24,9 (C-15, 1 + 2), 23,8 (C-28, 1), 22,3 (C-26, 2), 21,7 (C-
11, 1 + 2), 21,1 (C-21, 2), 20,4 (C-27, 1 + 2), 20,4 (C-26, 1), 19,6 (C-19, 1 + 2), 19,4 (C-21,
1), 12,9 (C-29, 2), 12,5 (C-29, 1), 12,4 (C-18, 1 + 2).
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