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RESUMO

Duas espécies do género Himatanthus, Himatanthus drasticus e
Himatanthus obovatus foram analisadas quimica e farmacologicamente e
comparadas a espécie mais comumente utilizada na regido norte do pais
como antiinflamatoria, o Himatanthus sucuuba.

Das cascas de Himatanthus drasticus foram isolados os iridéides ja
conhecidos  plumierideo,  isoplumierideo,  protoplumericina A,
cafeoilplumierideo e o  iridéide inédito  4cido-3-metoxi-3,4-
diidroplumierideo, além dos triterpenos acetato e cinamato de lupeol e a [3-
amirina. Das folhas de H. drasticus foi isolado o flavonoéide rutina.

Das cascas de Himatanthus obovatus também foram observados os
triterpenos descritos para H. drasticus, a exce¢do do cinamato de lupeol, os
iridéides plumierideo e isoplumierideo e das folhas foi obtido o flavondide

isoquercitrina.

Atividade antiinflamatéria da mistura de triterpenos de H. obovatus e
H. drasticus foi determinada, assim como para o iridéide plumierideo. A
associacdo entre as duas classes de substincias naturais, no entanto, nao
demonstrou um efeito satisfatério de inibicdo da inflamag¢do quando
administrado sob a forma in natura, porém, quando a administra¢do se deu

por meio de lipossomas verificou-se um aumento nesta atividade.
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A capacidade de biotransformac¢ao do iridéide plumierideo em outra
substancia foi verificada in vitro e in vivo. O modelo in vivo foi o que
proporcionou resultados mais conclusivos indicando uma possivel
transformagdo do plumierideo em outra substincia possivelmente mais

ativa contra a inflamacao.

As andlises quantitativas do plumierideo e do acetato de lupeol por
CLAE/UV e densitometria por HPTLC foram tteis para confirmar a
semelhangca quimica entre as espécies estudadas e a mais popularmente

utilizada, o Himatanthus sucuuba.
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ABSTRACT
Two species of the genus Himatanthus, Himatanthus drasticus and
Himatanthus obovatus have been analyzed for their chemical and
pharmacological properties in comparison with the most popular specie
Himatanthus sucuuba, which is used in the north Brazil as a natural anti-

inflammatory remedy.

From the barks of Himatanthus drasticus were isolated the known
already iridoids plumieride, isoplumieride, cafeoilplumieride and
protoplumericina A, and a new structure, the acid derivative of 3-methoxy-
3,4-dihydroplumieride. The triterpenes, lupeol acetate, lupeol cinnamate
and B-amyrin were identified from the same source. From the leaves of H.

drasticus was isolated the flavonoid rutin.

From the bark of H. obovatus the same triterpenes described for H.
drasticus were observed, except for the lupeol cinnamate. The iridoids
plumieride and isoplumieride were also identified, while from the leaves of

the plant, the flavonoid isoquercitrin was isolated.

Anti-inflammatory activity for the triterpene mixture of H. obovatus
and H. drasticus was determined, as well as for the iridoid plumieride. The

association between the two classes of natural compounds did not
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demonstrate a satisfactory effect to inhibit the inflammation when
administrated in their natural form. However, when administrated in a

liposome form, an increase in the anti-inflammatory activity was observed.

The biotransformation of plumieride in another derivative was
conducted in vitro and in vivo. The in vivo model was more conclusive than
the other, indicating a possible biotransformation pathway from the

plumieride into another more anti-inflammatory substance.

Quantitative analyses based on HPLC and HPTLC densitometry
were conducted using as standards lupeol acetate and plumieride. They
have been useful to confirm the chemical similarity between the studied

species and the more popular one, Himatanthus sucuuba.
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OBJETIVOS

Avaliar quimica e farmacologicamente duas espécies de
Himatanthus da regido nordeste do pais, Himatanthus obovathus e H.
drasticus e que sao utilizadas pela populagdio com os mesmos fins
terapéuticos do H. sucuuba, espécie nativa da regido norte do pais.

Avaliar qualitativamente as espécies, caracterizando-as macro e
microscopicamente.

Avaliar as propriedades antiinflamatdérias do componente majoritdrio
das cascas de ambas as espécies, o iridéide plumierideo, bem como sua

capacidade de biotransformagao em outra substancia.
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1. Introducao

1.1. A Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae (Dicotyledonae) estd entre as 10 maiores das
Angiospermas descritas por Antoine Laurent de Jussieu estando
subordinada a subclasse Asteridae, ordem Gentianales, subordem
Apocyninae'.

Sua estatistica taxondmica aponta para cerca de 250 a mais de 550
géneros e entre 3700 e 5100 espécies, dentre as quais aproximadamente um
terco ocorre no Novo Mundo. A maioria das espécies ocorre na regido
tropical, limitando-se a 61°N e 50°S, e poucas sdo registradas em regides
temperadas. As espécies desta familia estdo representadas em todos os
continentes, exceto a Antértida’, como podemos observar em vermelho no

mapa abaixo.

Fig. 1. Distribuicao geografica mundial da familia Apocynaceae.



A familia Apocynaceae inclui espécies arbustivas, herbdaceas,
arboreas, muita das quais trepadeiras, suculentas e latescentes (muitas ditas
como venenosas). Os géneros mais importantes desta familia sdo Alstonia,
Aspidosperma,  Rauwolfia, Vinca, Tabernaemontana, Mandevilla,
Hancornia, Nerium, Strophantus, Catharanthus, Allamanda, Thevetia,
Himatanthus, Plumeria e Wrightia. No Brasil ocorrem 41 géneros e
aproximadamente 400 espécies. JOLY (1998)3 destaca, dentre os géneros,
aqueles que incluem espécies arbdreas, como Aspidosperma, que possui
diversas espécies como a Peroba e o Pau-pereira como fornecedores de
madeira; Hancornia, com espécies distribuidas nos cerrados e na
AmazoOnia, muitas das quais conhecidas como Mangaba; as ornamentais
como Tabernaemontana e Plumeria; as espécies trepadeiras como oS
géneros Allamanda, muito utilizadas ornamentalmente e entre as espécies

de pequeno porte, os géneros Mandevilla e Thevetia’.



1.1.1. Aspectos Botanicos

A familia Apocynaceae compreende plantas com floema interno
quase sempre presente tanto como um anel continuo como trouxas isoladas
na margem do mesocarpo; trouxas vasculares bicolaterais, periciclo
apresentando frequentemente anéis continuos ou corddes separados de
fibras de celulose brancas. Sistema bem desenvolvido de laticiferos nao
articulados, ramificados ou ndo ramificados. Com folhas opostas ou
ocasionalmente verticiladas (principalmente ternifolias), decussadas,
simples e inteiras, usualmente sem estipulas ou raramente com pequenas
estipulas interpeciolares. Cascas algumas vezes com estruturas externas e
internas andmalas (especialmente as lianas); alguns géneros apresentando
espinhos (Pachypodium, Carissa). Inflorescéncias cimosas, raro racemosas,
ou solitdrias, bricteas e bractedles usualmente presentes'. Flores
pentameras simpétalas, de prefloracdo contorta; androceu isostémone com
estames inseridos no tubo da corola; gineceu com ovdrio supero,
geralmente bilocular, estilete filiforme coroado por um estigma adpresso as
anteras. Frutos indeiscentes ou deiscentes; sementes as vezes aladas ou com

pélos’.



1.1.2. Aspectos Quimicos

Essa familia pode ser considerada uma das mais importantes fontes
vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina moderna.
Virias substancias tém sido isoladas a partir de suas espécies, sendo que
muitas delas apresentam prototipos de classes farmacoldgicas distintas de
drogas e fazem parte da histéria da Farmacologia e da Terapéutica’. Dentre
as classes quimicas mais encontradas em Apocindceas destacam-se

alcaldides, glicosideos cardiotonicos e iriddides.

1.1.2.1. Alcaldides

Dentre as Apociniceas, o género Tabernaemontana destaca-se por
ser especialmente rico em alcal6ides inddlicos, os quais se caracterizam por
serem Uteis marcadores quimicos do género e por possuirem um grande
valor na classificacdo das espécies.

Do género Rauwolfia, especialmente a espécie Rauwolfia serpentina,
arbusto encontrado na India, Java, Paquistao e Tailandia, e que inclui
aproximadamente trinta alcaldides, destacamos a ajmalina (1), serpentina
(2), serpentinina (3) e reserpina (4), sendo este dltimo o mais importante,
encontrado em vdrias outras espécies do género. Esta substincia foi isolada
em 1952 e possui intimeras atividades farmacoldgicas muito bem descritas
nas obras cldssicas de farmacologia®. A reserpina age diminuindo o nivel de

catecolaminas e serotonina no sistema nervoso central e outros Orgaos,



levando a uma queda na pressdo sanguinea e da freqiiéncia cardiaca apods
administracdo cronica. A diminuicdo dos mediadores a nivel central
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explicaria sua acado sedativa e neuroléptica.

Rauwolfia serpentina

Dos géneros Vinca e Catharanthus, as espécies Vinca major, Vinca
rosea e Catharanthus roseus sdo fontes de mais de sessenta distintos
alcaléides dois quais destacamos vinblastina (5) e vincristina (6),
importantes por impedir a formac¢do de microtiibulos durante a metéfase,
interrompendo a divisdo celular, sendo assim importantes agentes
antineoplésicos. A vincamina (7), extraida de Vinca minor aumenta o fluxo
sanguineo no cérebro e € utilizada no tratamento de doengas cérebro-
vasculares, especialmente em idosos. A espécie Vinca Rosea, segundo

Evans (1996)7, tem sido também designada como Catharanthus roseus,



fonte principal dos alcaldides antitumorais citados e de aproximadamente

mais de 150 distintos alcal6ides”.

Vinca major Catharantus roseus

Inimeros alcaléides bioativos foram também encontrados em
espécies do género Alstonia tais como Alstonia scholaris e A. constricta e
A. macrophylla. Dentre eles podemos destacar a alstonina (8), alstonilina

(9), alstonerina® (10) e reserpina (4) entre outras.

(1) (2)



(5) R=CH;
(6) R=CHO 7

®)
9) (10)



1.1.2.2. Heterosideos cardiotonicos

Do género Strophantus destacam-se as espécies Strophantus gratus,
Strophantus kombe e Strophantus sarmentosus, ricas fontes de glicosideos.
O estrofanto € uma das plantas com atividade cardiaca mais importante e,
por isso, era usada pelos povos africanos em doses toxicas para preparar
suas flechas envenenadas. A droga provém de plantas selvagens coletadas
na Africa Ocidental (S. gratus) e na Africa Oriental (S. kombe; S.
hispidus)’. As sementes sdo submetidas a extragio para obtencdo das
substancias ativas, a estrofantidina G (11) (S. gratus) e a estrofantidina K
(12) (S. kombe e S. hispidus)'’. A estrofantidina G é também conhecida por
ouabaina e € aplicada quando se quer uma acdo rdpida e breve de um
medicamento de emergéncia administrado intravenosamente. Também ¢

utilizada para estudos in vitro da atividade da enzima ATPase Na'/K* ',

OH
HO

OH

(11) (12)



Outro género que se destaca pelos glicosideos cardiotonicos que
contém € o Nerium, especialmente a espécie Nerium olander, conhecida no
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Brasil como espirradeira e muito utilizada como ornamental”.

Strophantus gratus Nerium olander

1.1.2.3 — Irid6ides

Iridéides sdo substancias monoterpenoidicas formadas em plantas
por uma ciclizacdo alternativa do pirofosfato de geranila. A estrutura
quimica destas espécies é baseada no esqueleto ciclopentano-[C]-pirano.
Embora os iridéides s6 tenham sido isolados de plantas nos anos de 1800s,
o trabalho pioneiro que levou ao conhecimento de estruturas desta classe de
compostos ocorreu em meados de 1950 com iridomirmecina e iridodial
isolados de formigas australianas Iridomyrmex spp'>. O nome dado a estes
compostos veio mais tarde ser adaptado para se referir a sua classe
estrutural, a maioria deles sendo i1solados de Vegetais13 . O interesse quimico
nos iridéides foi estimulado por seu papel no mecanismo de defesa das

formigas e a secologanina (13) foi considerada chave na biossintese de



alcal6ides indolomonoterpenoides e certos isoquinolinicos de Apociniceas,
Loganidceas e Rubidceas. Por um longo tempo, os iridéides nao foram
considerados como uma classe de substincias com importante atividade
farmacoldgica. Agora, porém, t€ém estado presentes em um considerado
nimero de remédios populares como sedativos, febrifugos, cicatrizantes e
hipotensivos'”.

Em 1974, Kupchan'* e colaboradores reportaram o isolamento de
varios novos iridéides do extrato etandlico de raizes de Allamanda
cathartica. Dentre eles destaca-se a alamandina (14) que apresentou
significante atividade in vitro contra células derivadas do carcinoma
humano (KB)". De outras espécies do género Allamanda, como A. schottii,
foram isolados do caule os iridéides nao glicosilados isoplumericina (15),

plumericina (16) e alamicina (17 )16.

Allamanda schotti

10



(13) (14)
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1.1.3. Usos medicinais e Dados Farmacologicos
Dentro da familia Apocynaceae destacam-se por seu uso medicinal
amplamente difundido: Allamanda cathartica, Himatanthus sp. e Thevetia

peruviana.

1.1.3.1. Allamanda cathartica L.
Nomes populares: Alamanda, Alamanda-de-flor-grande, Dedal-de-dama,
Orélia, Alamanda amarela e Quatro patacas.

Aspectos botanicos: A espécie Allamanda cathartica € um arbusto alto e

trepador latescente, semilenhoso, com folhas brilhantes, espessas, glabras e
verticiladas; inflorescéncias com flores amarelas grandes e em grande
nimero, axilares e fasciculadas, com tubo estreito e longo, na forma de
funil; fruto do tipo capsular, contendo poucas sementes. O género possui
doze espécies tropicais, sendo a A. cathartica a mais extensivamente
cultivada como ornamental.

Medicina Tradicional: O macerado de todas as partes da planta é utilizado

topicamente contra sarna, especialmente em criancas e também em animais
domésticos. A infusdo das folhas € utilizada como emético, purgativo e
catartico, enquanto o decocto das cascas da planta, quando usado
internamente, é considerado um excelente vermifugo. Segundo CORREA

(1984)", a planta exsuda um litex considerado venenoso.

12



Dados Farmacolégicos: Estudos recentes demonstraram que os extratos

brutos de A. cathartica causam purgacdo € aumento no movimento
propulsivo do intestino em camundongos, além de induzir contragdes dose
dependentes apenas antagonizadas pela atropina, indicando ag¢do purgativa
por aumento da motilidade do trato gastrintestinal via ativacdo do receptor
muscarinico'®. O extrato etandlico das partes aéreas de A. blanchetii,
conhecida popularmente como orélia produziu atividade anti-espasmddica,
anti-hipertensora ">, A atividade antibiética foi atribuida a alamandina
(14) de A. violacea® e a plumericina (16) e isoplumericina (15) isoladas de

A. cathartica e A. blanchetii .

Allamanda cathartica
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1.1.3.2. Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.

Nomes populares: Castanha-da-India, Chapéu-de-Napoledo, Jorro-jorro,

Coracdo-de-Jesus, Noz-de-cobra, Fava-elétrica e Ahoay-guassu.

Aspectos botdnicos: E um arbusto alto, alcancando até 10 m de altura,

com um tronco de casca cinzenta; folhas alternas, simples, linear-
lanceoladas, acuminadas, com até 15 cm de comprimento e 7 cm de
largura, carnosas e glabras nas duas faces, inflorescéncias dispostas em
cimeiras terminais, contendo flores grandes, amarelas, aromdticas, com
corola em forma de funil; fruto do tipo carnoso, triangular, contendo
sementes duras e grandes. E uma espécie muito usada como ornamental,
sendo amplamente cultivada em vdrios paises tropicais. No Brasil, as
sementes da espécie sdo muito utilizadas pelos indigenas na confec¢do de
artefatos de adorno, como pulseiras, colares, braceletes, vestimento de

. 17 A . . . s . . .
maracds . O genero inclui somente oito especies tropicais.

Medicina tradicional: As cascas da planta sdo utilizadas internamente sob

a forma de infuso como antitérmico, purgante e emético, enquanto a
decocgao das folhas € usado no alivio dos sintomas ap6s picada de cobra. O
latex acre € usado no alivio de dores de dente e como veneno para flechas.
No continente africano, esta espécie possui um histérico de uso no
envenenamento de peixes e como inseticida®, enquanto na India é comum

.y ~ s . s rqs 2
a utilizacdo da espécie para suicidios”.
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Dados farmacolégicos: O glicosideo tevetina (18) isolado de Thevetia

peruviana possui importante acdo estimulante dos musculos lisos do
intestino, bexiga, ttero e vasos sanguineos>. Dados clinicos mostraram que
tal composto produziu bons resultados em pacientes com descompensacao
cardl’aca26, mas substincias mais ativas € menos toxicas que elas foram
obtidas por processos semi-sintéticos. Acdes similares foram obtidas como
glicosideo tevetoxina (19), o qual se mostrou menos téxico que a tevetina,
mas mesmo assim, pouco seguro para ser usado como agente terapéutico’.
O neriifosideo (20), isolado dessa espécie, é considerado precursor de
outros glicosideos citados e possui efeitos farmacoldgicos e tdxicos
similares aos apresentadoszs. Peruvosideo (21) e neriifosideo (20),
componentes principais da espécie Thevetia peruviana, inibiram a atividade
da Na*K*ATPase por mecanismos similares ao dos digitalicos™. O éleo das
sementes de 7. peruviana apresentou atividade bactericida contra Bacillus
subtilis,  Staphylococcus  aureus, Vibrio  cholerae e  outros

. . 1
1’1’1101'001'g211’11Sl’l’lOS:’jO’3 .

Thevetia peruviana
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1.2. O género Himatanthus

O género Himatanthus pertence a familia Apocynaceae, subfamilia
Plumeroidea, tribo Plumerinea. Este género foi descrito por J.A. Schultes
em 1819, a partir de manuscritos trazidos até o herbario de Willdenow,
sobre dez amostras coletadas no estado do Par4, trazidas pelo comandante
J. C. Von Hoffmannseg®. A criagdo do género Himatanthus permitiu
separar do género Plumeria as espécies do continente sul-americano que
possuiam duas bracteas amplas e persistentes envolvendo os botdes florais.
O nome Himatanthus foi tirado do grego e significa “manto de flor”. Em
1938, Woodson™ confirmou a separacdo dos dois géneros, citando H.
articulatus como a espécie tipica do género e realcando suas diferencas.
Em 1991, Marcel-Marie Plumel®* escreveu uma revisdo taxondmica de
Himatanthus onde, além de confirmar a separacdo ainda acrescenta alguns
elementos na distingdo dos mesmos. Dispondo de material bastante
abundante principalmente dos grandes herbérios do Brasil e coletando o
material de quase todas as espécies, estabelece ainda a existéncia de dois
subgéneros: Obovatae e Lanceolatae. O primeiro com folhas obovais e
oblongas e o limbo arredondado a obtuso na base e o segundo com folhas
oblanceoladas ou espatuladas com base aguda mais ou menos atenuada no
peciolo. Neste trabalho foi descrita uma nova espécie, o H. stenophyllus o

S Z . 35
que elevou o ntimero de especies para treze .

17



Tabela. 1.: Classificacdo e subdivisdes do género Himatanthus segundo Plumel, M.M.

Familia: Apocynaceae

Género: Himatanthus

Sub-género: Obovatae Sub-género: Lanceolatae
H. obovatus (Muell. Arg.) Woodson H. stenophyllus Plumel, spec. nov
H. drasticus (Mart.) Plumel, comb. Nov. H. lancifolius (Muell. Arg.) Woodson
H. fallax (Muell. Arg.) Plumel, comb. Nov. H. phagedaenicus (Mart.) Woodson
H. articulatus (Vahl) Woodson H. speciosus (Muell. Arg.) Plumel comb. Nov.
H. sucuuba (Spruce) Woodson H. bracteatus (A. DC.) Woodson
H. tarapotensis (Schumman ex Markgraf) Plumel comb. Nov. | H. semilunatus Markgraf

H. attenuatus (Benth.) Woodson

Mais recentemente, Spina (2004) em sua tese de doutorado,
reclassificou o género Himatanthus corrigindo a classificacdo adotada por
Plumel. A autora afirma que o sub-género Obovatae deveria ser
denominado Himatanthus, ja que neste estaria posicionada a espécie tipica
do género, erradamente citada por Woodson como H. articulatus, mas que
deve ser considerada como o neétipo H. rigidus™®. A classificacio mais
recente de Himatanthus sinonimizou algumas espécies e estabeleceu em
nove o numero de espécies do género, sendo seis delas da regido
Amazonica: H. attenuatus (Benth.) Woodson, H. phagedaenicus (Mart.)
Woodson, H. revolutus (Huber) Spina & Kinoshita, H. semilunatus
Markgr., H. tarapotensis Schum. ex Markgr. e H. articulatus (Vahl.)
Woodson, uma espécie em dreas de cerrado do Brasil e da Bolivia, H.

obovatus (Muell. Arg.) Woodson e duas espécies exclusivas do Brasil, H.
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bracteatus (A. DC.) Woodson e H. drasticus (Mart.) Plumel. H. drasticus
(Mart.) Plumel € restrita a regido nordeste, em vegetacdo de cerrado,
caatinga e carrasco e H. bracteatus (A. DC.) Woodson é distribuida ao
longo da Floresta Atlantica. H. fallax foi considerada sin6nimo de H.
drasticus, H. lancifolius e H. speciosus de H. bracteatus, H. sucuuba de H.
articulatus e H. stenophyllus de H. revolutus. Por outro lado, H. bracteatus
var. revolutus foi elevada ao nivel especifico como H. revolutus (Huber)
Spina & Kinoshita. Uma andlise das espécies H. phagedaenicus e H.
bracteatus mostrou, que estes nomes, como usualmente aplicados sdo
incorretos € que a espécie previamente conhecida por H. phagedaenicus

deveria ser denominada H. bracteatus e vice-versa’.

Tabela. 2.: Classificacdo e subdivisdes do género Himatanthus segundo Spina (2004)

Familia: Apocynaceae
Género: Himatanthus
Sub-género: Himatanthus
H. attenuatus (Benth.) Woodson, e
H. phagedaenicus (Mart.) Woodson,
H. revolutus (Huber) Spina & Kinoshita,
H. semilunatus Markgr.,

H. tarapotensis Schum. ex Markgr.
H. articulatus (Vahl.) Woodson,
H. obovatus (Muell. Arg.) Woodson
H. bracteatus (A. DC.) Woodson
H. drasticus (Mart.) Plumel.
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1.2.1. Aspectos botanicos

Himatanthus Willd. ex. Schult. € um género neotropical constituido por
arvores de folhas alternas aglomeradas no dpice dos ramos, dicdsios
terminais envoltos por duas bracteas florais, petaldides e deciduas,
coléteres na axila dos peciolos e na base das bracteas florais, corola
hipocrateriforme, convoluta sinistrorsa; anteras totalmente férteis, gineceu
hemi-sincarpico composto por dois carpelos de bases unidas e dpices livres,
cabeca do estilete cilindrico com dois apéndices apicais redondos, estames
adnados a base do tubo da corola com anteras totalmente férteis e livres da
cabeca do estilete, ovario semi-infero sem disco nectarifero, e dois

. At 36
foliculos opostos lenhosos com sementes de alas concéntricas™.

1.2.2. Aspectos quimicos e usos medicinais

1.2.2.1. Iriddides

O latex de Himatanthus sucuuba € rico nos iridéides fulvoplumierina (22),
plumericina (16), isoplumericina (15)*’, que possuem atividade antifingica,
antibiGtica™ e citotéxica®, além de plumierideo (23), isoplumierideo (24),

desmetilplumierideo (25) e desmetilisoplumierideo 26)%.
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(22)

(23)
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1.2.2.2. Triterpenos

Os triterpenos pentaciclicos tais como, cinamato de o (27) e B-amirina
(28), cinamato de lupeol (29) e acetato de lupeol (30) também sdo
encontrados nas cascas e no latex de Himatanthus sucuuba e a estes €
atribuido o uso destas partes da planta com finalidade antiinflamatéria e
analgésica®'.

De H. articulatus (Vahl.) Woodson, planta utilizada na regido amazodnica
no tratamento da sifilis*>, foram isolados além dos triterpenos citados

acima, 4cido ursélico (31) e cicloartenol (32)*.

(27)

(28)
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(29) (30)

3D (32)

1.2.2.3. Alcaloides

Das cascas de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.), também conhecida
como agoniada e indicada no tratamento de doencgas da pele, asma, sifilis,
estimulante de contragdes uterinas, auxiliar da concepcdo e regulacdo
menstrual, foram  isolados os alcaldides uleina (33) e

desmetoxiaspidospermina** (34).
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1.2.2.4. Depsideos e compostos fenélicos

Dois depsideos inibidores de monoamino oxidase B (MAQO) foram isolados
das cascas de Himatanthus sucuuba, acido confluéntico (35) e acido-2°-O-
metilperlatdlico (36), juntamente com os compostos fendlicos dacido
vanilico (37), 4cido -p- cumadrico (38) e dcido -p- hidroxibenzéico® (39).
Dentre os compostos fendlicos destacamos os flavondides miricetrina (40)

e quercitrina (41) isolados do latex de Himatanthus sucuuba®™.

O OH

(35) (36)

) /@A\ A OH HO
HO HO

(37) (38) 39)

OH



(40) (41)

1.2.3. Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson

Arvore de 10 a 20 m de altura, ramos jovens castanho-escuros e mais
velhos castanho-claros, periderme dos ramos jovens lisa e nos mais velhos
sulcada e estriada. Folhas obovadas, oblanceoladas ou elipticas, apice
agudo ou obtuso, base aguda cuneada, assimétrica obliqua ou redonda,
margem inteira, levemente onduladfa, coridcea. Nervuras secunddrias com
12 — 21 pares por folha, angulo de divergéncia 60 a 80 graus, nervuras
tercidrias emersas nas duas faces, peciolo de 20 a 50 cm de comprimento,
glabro. Bracteas de 15 a 20 mm, célice 4 x 2 mm, cinco lacinias desiguais
no tamanho podendo apresentar uma ou duas reduzidas. Corola de 25 a 40
mm de comprimento com tubo extremamente glabro e internamente piloso
a 3-7 mm do 4pice da antera até a fauce. Estames pilosos distantes da base
do tubo da corola cerca de 2 mm. Cabeca do estilete obconico, sem

ornamento e sem tricomas com dois apéndices apicais longos. Ocorre no
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Panama, Colombia, Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Brasil
(Norte: Acre, Amapd, Amazonas, Pard e Roraima e no Centro-oeste: Goids
e Mato-grosso) e na Bolivia. E popularmente conhecida na Bolivia por
“Caimo-platano”, “Platano”, Na Venezuela, “Amapola”, “Eukui-ye”,
“Kamajumimo”, ‘“Lechero”, “Maripa-aripao”, ‘“Mapolo”, ‘“Platanote”,
“Rabipelado”, na Guiana, “Frangi-pani” e “Maho”, Na Guiana Francesa,
“Balata-sauvage”, “Bois-chenille”, “Bois-lait”, no Brasil, “Ceboleira”,

. . L, . . . 5936
“Coquilheiro”, “Janaguba” e na Bolivia,* Jihui bepia™.

T S A _
Himatanthus sucuuba

=,

De seu caule exsuda um latex branco que é utilizado in natura como
um anti-helmintico’® e é indicado no tratamento de afeccdes da pele,
especialmente no alivio a coceiras. Suas folhas sdo usadas internamente,
sob a forma de decocto, contra problemas do intestino (constipacdo),

A .. - - 4
estomago (dores, irritacdo) e na expulsdo de vermes . No Peru, suas cascas
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sao usadas sob a forma de infusos na cicatrizagcao de feridas, no tratamento
. . .47

de tumores, no combate a artrites e como agente vermifugo laxativo'' e
< 2 48 . N ~ . ,

como alucindégeno”. No Brasil a suas cascas secas sdo atribuidas

propriedades anti-ulcerogénicas e afrodisiacas enquanto seu litex ¢é

g . 42 ~ z
utilizado como agente anti-tumoral ™. Suas cascas sdo também usadas pelos
s, . . , 4
caboclos amazonenses como analgésico e agente antitussigeno”. Na
Colombia, suas raizes sdao conhecidas por serem extremamente

Vel’lCl’lOS&SSO.

1.2.4. Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel

Himatanthus drasticus € uma planta muito comum em alguns estados
do norte e nordeste do Brasil (87%) como Ceara (21%), Bahia (16%), Para
(13%), onde é popularmente conhecida por tiborna, jasmim manga, raivosa,
sebeu-uva, janaguba, sucuba ou sucuuba (Plumel, 1991). Ocorre também,
embora em menor concentracao nas Guianas (7%) e Suriname (5%) onde é
chamada “Carterpillar tree” e Frangipani. Seus galhos e troncos produzem
um latex muito comercializado na regido do Cariri — Crato (CE). De acordo
com o uso medicinal popular local, suas raizes sao utilizadas como
purgativas e vermifugas, seu latex diluido em 4gua, assim como a casca, €
muito eficaz no tratamento de tumores, afeccdes gastricas e intestinais,

verminoses, artrites e também contra o cancer.
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1.2.4.1. Caracteristicas Gerais:

Pequenas 4rvores de até 7 m de altura, densamente folheadas na
extremidade dos ramos. Apresenta folhas obovais, sub-coridceas,
brilhantes, glabras, verde-escuras na parte superior e verde-claras na parte
inferior, dpice arredondado a obtuso, por vezes um pouco apiculado, base
arredondada a obtusa, peciolo curto (aproximadamente 1 cm), 15 a 19
nervuras secunddrias ligeiramente sinuosas, pouco inclinadas (70 a 80°) que
se encontram em nervura sub-marginal ligeiramente sinuosa. A nervura
tercidria forma um entrelacado denso em relevo nas duas faces da folha
apOs dessecacdo. Cdlice com 5 sépalas desenvolvidas, de diferentes
tamanhos, ovais a lanceoladas ( 1 a 4 mm). Flores brancas, de odor suave.
Os frutos sdo foliculos alongados, de 15 a 20 cm x 2,5 cm, ligeiramente
curvos, cilindricos em sua parte mediana, lisos, apresentando finas estrias
longitudinais. Sua floracdo ocorre no periodo de inicio de novembro a final

de maio e seus frutos ocorrem de fevereiro a outubro.

Fig. __ - Ramo floral com folhas e fruto de Himatanthus drasticus
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1.2.5. Himatanthus obovatus (Muell. Arg.) Woodson.

Himatanthus obovatus € uma espécie arbustiva de porte médio, que
atinge de 4 a 8m de altura, nativa do cerrado (Centro-Oeste) brasileiro onde
€ conhecida popularmente por tiborna-do-cerrado (Pio corréa, 4; 649), pau-
de-leite, sucubinha, leiteiro, janaguba ou sucutba. Na Bolivia ¢
denominada mangava brava (Plumel, M., 1991). Esta espécie do género
Himatanthus se destaca pelo uso medicinal de suas raizes frescas, as quais
sao vendidas em feiras livres do Brasil Central e sdo utilizadas na medicina
tradicional popular com as mesmas finalidades de H. lancifolius (agoniada)
por quem sdo por vezes substituidos. A casca de sua raiz € tida como
emenagoga, purgativa e febrifuga, o latex branco que exsuda de seu caule é
utilizado diluido em dgua no tratamento de ulceras géstricas (Plumel, M,
1991) e o extrato de suas folhas € util no tratamento de tumores
cancerigenos. Devido seu amplo uso como planta medicinal do cerrado esta

espécie foi ilustrada em um selo dos correios em 2003.

Fig. 2 — Tiborna — Himatanthus obovatus - Selo da Série América 2003: Flora e Fauna

Autoéctones — Plantas Medicinais do Cerrado.
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1.2.5.1. Caracteres Gerais

Trata-se de uma espécie arbustiva que atinge 4 a 6 m de altura,
densamente folheada nos ramos, com casca acinzentada, fortemente
suberosa, ramo denso, um pouco carnudo, folhas sésseis ou subsésseis
firmemente membranosas, verde escuras na parte superior e verde mais
claras na parte inferior, obovais largas a obovais oblongas com 4pice de
arredondado a obtuso. Apresentam de 14 a 18 nervuras secunddrias
ligeiramente sinuosas, claramente inclinadas formando com a nervura
primdria um angulo de aproximadamente 60° que se juntam na extremidade
a nervura marginal sinuosa. Nervura tercidria imperfeita e pouco marcada.
Célice com sépalas desenvolvidas desigualmente com o maior lancéolo

agudo atingindo de 8 a 10m. Floresce e frutifica de novembro a fevereiro.

Fig. 3 - Folhas, casca exsudando litex e ramo floral de Himatanthus obovatus
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1.3 Avaliacao da qualidade de matérias-primas vegetais

O recente e significante crescimento do uso da medicina alternativa,
incluindo remédios herbais tradicionais, implicou no desenvolvimento de
técnicas de padronizacdo e controle de qualidade com objetivo de garantir a
identidade, consisténcia e autenticidade das amostras VegetaiSSI'54. A
impressdo digital cromatogréafica (cromatogramas que representam as
caracteristicas quimicas das plantas medicinais) é composta de uma
variedade de técnicas cromatogréficas incluindo CCD”, CLAE/DAD®*®,
CG-EM®, CL-EM, infravermelho e espectrofotometria, entre outras®.

Em geral, os métodos de controle de qualidade de plantas medicinais
envolvem além das inspecoes analiticas ja descritas, as inspecdes sensoriais
(estudos macro e microscopicos). Por outro lado, os métodos de extracdo e
preparo da amostra sdo também de grande importincia no preparo de boas
impressoes digitais de plantas medicinais®.

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam a
matéria-prima para o uso ao qual se destina. A partir do estabelecimento
dos parametros de qualidade para a matéria-prima, e considerando-se um
planejamento adequado e um controle do processo de producdo do
medicamento, a qualidade do produto final estard em grande parte,
assegurada. Contudo, esse requisito para as matérias-primas vegetais nao

garante, por si, a eficicia, a seguranga e a qualidade do produto final. A
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eficicia é dada pela comprovagdo, por meio de ensaios farmacoldgicos pré-
clinicos e clinicos, dos efeitos biolégicos preconizados para esses recursos
terapéuticos. A seguranca ¢ determinada pelos ensaios que comprovam a
auséncia de efeitos toxicos’.

A qualidade adequada das matérias-primas deve ser realizada de
acordo com bases cientificas e técnicas. Nos procedimentos rotineiros de
analise da qualidade, geralmente € preconizado o emprego de metodologias
quimicas, fisicas ou fisico-quimicas e bioldgicas, sendo necessdria a
correlacdo entre os parametros analisados e a finalidade a que se destina.
Os parametros de qualidade para fins farmacé€uticos sdo, em principio,
estabelecidos nas Farmacopéias e Cddigos oficiais. No caso das plantas
medicinais brasileiras, a grande maioria ndo possui descricdo em
Farmacopéia, sendo essencial a elaboracio de monografias que
estabelecam seus padrdes de qualidade®. A autenticidade de uma amostra
vegetal € dada pelos parametros de identidade botanica através de ensaios
macro € microscopicos, bem como pela presenca dos constituintes

L. . L. . - 6
quimicos ativos e/ou caracteristicos da especie .

1.3.1. Caracteres botianicos macroscopicos
Esses ensaios correspondem a andlise a olho nu ou com auxilio de lupa.
Nas andlises de rotina sdo necessarios conhecimentos basicos de botanica,

disponibilidade de literatura especializada e preferencialmente, de material
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para comparacdo, como amostra auténtica, desenhos ou fotos. Os estudos
para o estabelecimento dos parametros de identidade botinica devem ser
realizados em colaboracdo com os profissionais botanicos. Estes critérios
devem basear-se na descricdo dos elementos caracteristicos da espécie,

L. - A 6
sendo, geralmente, desnecessaria a descri¢ao botinica completa’.

1.3.2. Caracteres botianicos microscopicos

Esta andlise € realizada com auxilio do microscépio, exigindo,
inicialmente, a preparacdo adequada do material. A preparagcao das laminas
pode ser realizada a partir de drogas inteiras ou de material fragmentado,
fazendo-se cortes histoldgicos. Se isso ndo for possivel pode-se analisar o
proprio p6 da droga. Muitas vezes também € preconizada a realizacdo de
reagOes histoquimicas, as quais permitem a caracterizacdo de certos grupos
de constituintes quimicos auxiliares na identificacio das estruturas
microscopicas. Em certos casos a andlise microscopica permite, além da
verificagdo da autenticidade da amostra, outras inferéncias a respeito da

qualidade do material°.
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1.3.3. Caracterizacao fitoquimica

A identidade baseada nos constituintes quimicos caracteristicos da
espécie exige conhecimentos fitoquimicos prévios. A pesquisa fitoquimica
tem por finalidade conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais
ou avaliar a sua presenga. Quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre
a espécie de interesse, a andlise fitoquimica preliminar pode indicar os
grupos de metabolitos secundérios relevantes na mesma. Estes dados
devem objetivar o estabelecimento de reacdes quimicas de caracterizacao
destes constituintes ou de um perfil cromatografico para a espécie, bem
como o isolamento, a purificacio e a elucidagdo estrutural das substincias
principais. Esses conhecimentos permitem identificar a espécie vegetal e,
conjuntamente com ensaios de atividade bioldgica, analisar e caracterizar
fracdes ou substancias ativas.

Outra aplicacdo consiste no estabelecimento de marcadores quimicos,
que sdo indispensdveis para o planejamento e monitoramento das acdes de
transformagdo tecnoldgicas e para os estudos de estabilidade dos produtos

intermedirio e final®.
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1.3.4. Caracterizacao cromatografica

Dentre as variedades de métodos de controle de qualidade, o perfil ou
impressdo digital cromatogrifica € a que mais despertou atencdo
recentemente®. Este método tem sido amplamente aceito e introduzido
pelos 6rgaos FDA64, WHO65, EMEA66, German Commission E67, British
Herbal Medicine Association68, Indian Drug Manufacturers Association® e
algumas outras organizacdes nao oficiais como estratégia ao acesso das
plantas medicinais®.

As diferentes técnicas cromatogrificas como a cromatografia em
camada delgada (CCD), a cromatografia em papel (CP), a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa (CG), entre
outras s@o as mais utilizadas na andlise de drogas vegetais, principalmente
quando acopladas a métodos de detec¢ao adequados.

Para as andlises de identificagdo € recomendada a determinag¢do do
perfil cromatogréfico utilizando a técnica e o sistema cromatografico
adequados para o grupo de constituintes avaliado. Nessas andlises, é
recomendada a utilizacdo de padrdes das substincias caracteristicas, de
extratos de amostra auténtica ou, na auséncia destes, de substincias
marcadoras ou de referéncia. A andlise cromatogrifica € uma alternativa

fundamental para a identificacdo de matérias-primas adquiridas na forma
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de preparados fitoterdpicos intermedidrios (tinturas, extratos, 6leos fixos e
volateis, entre outros).

Empregando-se técnicas quantitativas na preparagdao de solucdes de
andlise e padrdes, bem como na deteccdo dos constituintes, a andlise
cromatografica permite a determinagdo do teor dos constituintes ativos ou
principais. Com esta finalidade, emprega-se na CCD, a densitometria. Na
CLAE ou na CG o teor de substancia é determinado no cromatograma
através da area sob a curva ou da altura do pico, empregando-se a curva de

. ~ .. . 6
calibracdo dos constituintes analisados’.

1.3.5. Caracterizacao da Atividade Bioldgica

Devido ao grande nimero de amostras a serem analisadas, alguns
aspectos devem ser observados quando se procura principios ativos em
plantas”. Neste contexto, devem ser levados em consideracio a
simplicidade, a rapidez, a reprodutibilidade e o baixo custo dos testes
biolégicos’'. Usualmente sdo feitas triagens com modelos experimentais
menos complexos e apds a selecdo das substincias puras ativas, estas sao
validadas em ensaios mais especificos, e posteriormente submetidas a
anélise do mecanismo de acio bioldgica’.

A avaliacdo da atividade bioldgica inclui a investigacdo da atividade

farmacoldgica de substincias isoladas, fracdes obtidas ou extratos totais da
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droga vegetal. A necessidade de verificar a atividade biolégica de uma
planta e dos produtos derivados pode ser abordada sob dois pontos de vista.
O primeiro considera a necessidade de comprovagdo de uma determinada
atividade farmacoldgica ou toxicoldgica ja atribuida a planta pela medicina
popular. Sob o segundo ponto de vista, essa etapa revela-se indispensavel
no estabelecimento de estratégias de desenvolvimento tecnoldgico, no qual
a validagdo do processo tecnologico exige a conservacdo da composicao
quimica e, sobretudo, da atividade farmacoldgica a ser explorada. Esse
ultimo aspecto adquire especial importincia nos casos em que O
monitoramento quimico do processo € realizado considerando outras
substancias que ndo as responsdveis pelo efeito biolégico, ou seja, através
de marcadores quimicos nio-bioativos’.

Independentemente do ponto de vista considerado, o conhecimento
dos aspectos de atividade biolégica do vegetal é requisito essencial para a

transformacdo da planta medicinal em produto fitoterdpico®.
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2. Resultados e discussao

Esta tese teve por objetivo analisar quimica e farmacologicamente
duas espécies do género Himatanthus de diferentes regides do Brasil:
Himatanthus drasticus e Himatanthus obovatus utilizadas pela populagdo

para os mesmos fins terapéuticos de Himatanthus sucuuba.

2.1. Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel
2.1.1. Descricao Macroscépica
2.1.1.1. Folha

As folhas de H. drasticus caracterizam-se por serem obovadas e
coridceas. Seu limbo de base atenuada apresenta-se de pequena dimensao
quando comparado ao de H. obovatus enquanto seu dpice, pode ser obtuso
ou arredondado com margem inteira e plana. A face adaxial apresenta cor
verde-escura, com nervura central desenvolvida e proeminente de onde
partem, em angulo levemente agudo, nervuras secunddrias paralelas
amarelas e retas (um pouco arqueadas proxima ao dpice), unindo-se, porém
a 1-2 mm da margem, formando um arco. A face abaxial, de coloracdo
verde-amarelada e consisténcia coridcea, possui nervuras secunddrias
destacadas, sendo a nervura central ainda mais proeminente nesta face. O
peciolo € curto, canaliculado em cima e convexo arredondado na parte de

baixo.
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Fig. A. Folha de Himatanthus drasticus — Faces adaxial e abaxial
3.1.1.2. Casca

A casca de H. drasticus apresenta fragmentos de forma quase plana,
encurvando-se na extremidade. Sua superficie externa tem coloracdo
acastanhada com fissuras longitudinais, enquanto a interna, castanho-
esbranquicada, € finamente estriada no sentido do comprimento. A
superficie de fratura transversal € nitida, escura externamente e clara na

regido interna.
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Fig. B. Casca de Himatanthus drasticus — superficies externa e interna.

2.1.2. Descric@o Microscépica:
2.1.2.1. Folha

A lamina foliar em secc¢do transversal apresentou na regido do
mesofilo, epidermes das regides adaxial e abaxial uniestratificadas, glabras,
de cuticula espessa e estriada. O parénquima palicddico mostrou duas a trés
camadas de células, sendo a primeira delas mais longa no sentido anticlinal.
O parénquima lacunoso, um pouco mais desenvolvido, contendo grios de
amido, canais laticiferos e feixes fibro-vasculares, apresentou de 8 a 10
estratos celulares, constituindo um mesofilo dorsiventral. Ao longo da
lamina foliar podem ser vistos diversos feixes vasculares de pequenas
dimensdes, dispostos paralelamente, envolvidos por uma espessa bainha de

natureza fibrosa (Fig. C). A regido da nervura mediana, biconvexa, é
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revestida externamente por epidermes idénticas as do mesofilo, o
colénquima angular apresenta-se bastante desenvolvido e o parénquima
fundamental possui uma grande quantidade de canais laticiferos nao
articulados, amido e idioblastos taniferos. Os feixes vasculares bicolaterais
encontram-se dispostos em circulo, o floema em pequenos nucleos de tubos
crivosos; o xilema com vasos em disposicdo radial, de paredes fortemente
lignificadas. No centro, podemos notar a presenca de um parénquima

medular com canais laticiferos. (Fig.D,E e F).

Fig.C: Corte transversal da lamina foliar de H. drasticus em aumento de

150x evidenciando a regido do meséfilo;
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Fig. E: Corte transversal da lamina foliar de H. drasticus em aumento de

150x evidenciando a nervura principal — regido abaxial.
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Fig. F: Corte transversal da lamina foliar de H. drasticus em aumento de

150x evidenciando a nervura principal — regido vascular.

2.1.2.2. Casca

O corte transversal da casca em estrutura secunddria evidenciou a
presenca de uma periderme espessa (Fig. G) e um parénquima cortical com
grdos de amido e células contendo numerosos cristais prismaticos de
oxalato de célcio, macicos de tecido esclerenquimadtico (Fig. H), préximo
dos quais encontram-se algumas células cristaligenas e canais laticiferos
nao articulados, de conteudo castanho. O floema, muito desenvolvido, é
composto por um parénquima contendo os mesmos elementos descritos

para a regido cortical (Fig. I e J).
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Fig. G: Corte transversal da casca de H. drasticus em aumento de 150x,

destacando-se regido cortical com periderme espessa.

Fig. H: Corte transversal da casca de H. drasticus em aumento de 150x,
destacando-se regido cortical com cristais prismaticos de oxalato de célcio

e células esclerosas.
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Fig. I: Corte transversal da casca de H. drasticus em aumento de 150x,

destacando-se regido floemadtica rica em cristais e canais laticiferos

Fig. J: Corte transversal da casca de H. drasticus em aumento de 150x,
destacando-se macicos esclerosos da regido floematica.
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2.2. Himatanthus obovatus (Muell. Arg.) Woodson.
2.2.1. Descricao Macroscépica
2.2.1.1. Folha

As folhas de Himatanthus obovatus sdo grandes, razoavelmente
elipticas (por volta de 21 a 24 cm de comprimento por 9,5 a 10,5 cm de
largura), de consisténcia levemente coridcea na face adaxial e aveludada na
abaxial. A base € obtusa, o dpice arredondado, porém mais estreito que o de
H. drasticus, com margem inteira, plana ou levemente ondulada. Apresenta
coloracdo verde-escura na face adaxial, com nevura central saliente, e as
secunddrias de coloracdo castanha, paralelas entre si, retas, com a maioria
delas saindo em angulo reto ou ligeiramente agudo da nervura principal,
unindo-se a 1-2 mm da margem. A face abaxial, de coloracdo verde-

amarelada, possui nervuras salientes.

Fig. L. Folha de Himatanthus obovatus — Faces adaxial e abaxial
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2.2.1.2. Casca

Casca de forma canaleta ou em canudo, de superficie externa
acastanhada, com sulcos longitudinais e cicatrizes dos ramos aparentes. A
superficie interna apresenta-se com coloracdo castanho-escura e finamente
estriada no sentido do comprimento. A fratura transversal mostra-se nitida,
mais clara e estreita na regido externa, escurecida e relativamente mais

espessa internamente.

Fig. M. Cascas de Himatanthus obovatus — superficies externa e interna.
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2.2.2. Descri¢cao Microscopica.

2.2.2.1. Folha

A folha de Himatanthus obovatus apresenta a regiao do limbo foliar
com epidermes uniestratificadas, de cuticula espessa, contendo tricomas
tectores unicelulares, unisseriados, de paredes finamente verrucosas, mais
abundantes na face abaxial. O mesofilo, do tipo dorsiventral, apresenta
normalmente duas camadas de parénquima palicddico e vdrias de
parénquima lacunoso (Fig. Q). No meséfilo sdo observadas células
esclerenquimaticas, grandes drusas de oxalato de cdlcio e feixes fibro-
vasculares (Fig. Q). A nervura central, biconvexa, contém epidermes
semelhantes as descritas para a regido do mesofilo, colénquima angular,
parénquima fundamental com canais laticiferos ndo articulados, graos de
amido e idioblastos taniferos (Fig. O e P). A regido vascular apresenta
feixes condutores bicolaterais, dispostos quase em circulo, delimitando
uma medula central desenvolvida que possui os mesmos elementos

mencionados para o parénquima fundamental (Fig. N).
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Fig. N- Regido vascular da nervura central da l1amina foliar de H. obovatus

com feixes bicolaterais

Fig. O - Face adaxial da nervura central da lamina foliar de H. obovatus

com colénquima angular
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Fig. P - Face abaxial da nervura central da 1amina foliar de H. obovatus

com tricomas tectores, colénquima e parénquima fundamental

Fig. Q - Mesofilo dorsiventral da lamina foliar de H. obovatus destacando a

dupla camada em paligcada, células esclerosas e drusas de oxalato de cdlcio

50



2.2.2.2. Cascas

A regido cortical das cascas de Himatanthus obovatus possui stber
desenvolvido, parénquima cortical com macicos de células esclerosas,
graos de amido, cristais prismaticos de oxalato de célcio, canais laticiferos
e idioblastos taniferos (Fig. R). O floema apresenta tubos crivosos
alternados com parénquima e fibras e contém os mesmos elementos

descritos para o parénquima cortical. (Fig. S).

Fig. R — Parénquima da casca de H. obovatus com cristais prismdticos de

oxalato de calcio e idioblastos taniferos
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Fig. S - Regido floemadtica da casca de H. obovatus com numerosas células

esclerosas.
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2.3. Aspectos Quimicos

As cascas e folhas frescas de Himatanthus drasticus e H. obovatus
foram secas, moidas e maceradas em etanol, os extratos brutos resultantes
foram suspensos em uma mistura EtOH : H,O (2:8) e submetidos a
particdes sucessivas com hexano, diclorometano e acetato de etila. As
fracdoes organicas resultantes foram analisadas por cromatografia em
camada fina de gel de silica (CCF-Si) utilizando-se vanilina sulftrica e NP-
PEG como agentes reveladores.

No processo de isolamento foram utilizadas colunas cromatogréficas
de sephadex LH-20, com sistemas de eluentes sob a forma de gradientes de
acetato de etila em hexano e metanol em acetato de etila e metanol puro,
respectivamente.

Essas fracdes foram investigadas com base nos dados da literatura
que relacionam substincias iridoidicas com agentes antiinflamatérios’ e
com base nos dados etnofarmacoldgicos que relatam o uso das cascas e do
latex de espécies do género Himatanthus sob a forma de infusos, decoctos e

L. - . , - 7
cataplasmas no alivio de reacdes inflamatérias’.
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2.3.1. Identificacdo estrutural dos constituintes das cascas e folhas de

Himatanthus drasticus e H. obovatus

2.3.2.1. Triterpenos

As particoes em hexano das folhas e cascas de H. drasticus e H. obovatus
foram submetidas a andlise por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG/EM). As folhas de H. drasticus
(cromatograma 1, p. 95) apresentaram trés substincias como constituintes
principais e as cascas (cromatograma 2, p. 96) apenas dois, todos
pertencentes a classe dos triterpenos. As folhas e cascas de H. obovatus
(cromatogramas 3 e 4 p. 97 e 98, respectivamente) apresentaram 0 mesmo
componente majoritdrio. Os espectros de massas obtidos permitiram
confirmar a presenca dos fons caracteristicos dos triterpenos da série

lupano (189 m/z) e A'*-ursano ou oleanano '*" (218 m/z).

R=CHj; R;=H URSANO LUPANO
R=H;R;=CH; OLEANANO

Fig. 5: Esqueletos de triterpenos das séries ursano, oleanano e lupano.

54



Os dados obtidos, em comparacdo com os do banco de dados do aparelho

permitiram identificar:

Himatanthus obovatus
FOLHA Area (%) | Tempo de retencao (min) Substincia
A 17,41 57,92 -amirina
B 56,16 58,86 Acetato de lupeol
CASCA Area (%) | Tempo de retenciao (min) Substincia
A 18,03 57,93 -amirina
B 23,89 58,82 Acetato de lupeol

Tab. 3. Triterpenos das cascas e folhas de H. obovatus

Himatanthus drasticus

FOLHA Area (%) Tempo de retencao (min) Substincia

A 2,11 57,90 -amirina

B 61,86 58,86 Acetato de lupeol

C 24,17 107,49 Cinamato de lupeol
CASCA Area (%) | Tempo de retencao (min) Substancia

A 6,45 57,91 B-amirina

B 80,85 58,86 Acetato de lupeol

Tab. 4. Triterpenos das cascas e folhas de H. drasticus
2.3.2.1.A. B-amirina

O espectro de massas da substiancia A (espectro 1, p. 98) de tempo de
retencdo 57,90 minutos apresentou o fon molecular de 426 m/z, compativel
com a férmula molecular C;yHs500O. Foi observado o ion caracteristico das
séries A'*-ursano ou oleanano m/z 218, proveniente de um rearranjo do tipo

retro-Diels-Alder 7", Outro fragmento caracteristico é o m/z 189.
2.3.2.1.B. Acetato de lupeol

O espectro de massas da substincia B (espectro 2, p. 99) de tempo de
retencdo 58,86 minutos apresentou o ion molecular de 468 m/z, compativel
com a férmula molecular C3,H5,0, e fragmentos no espectro de massas

caracteristicos do esqueleto lupano, de m/z 218 e 189. O fragmento m/z
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189 tem origem a partir da cis@o das ligagdes C8-C14 e C12-C13, seguida
da transferéncia de hidrogénio resultando na estrutura contendo os anéis D
e E. Outra explicacdo para o fon m/z 189 € a cisdo das ligagdes C9-C11 e
C8-C14 fornecendo um fragmento contendo os anéis A e B. O fragmento
m/z 408 pode ser atribuido ao rearranjo McLafferty’®, proveniente do fon
molecular de m/z 486. A figura 5 mostra esquema com os principais

fragmentos observados para este triterpeno.

m/z 218

m/z 408

Fig. 5 - Esquema dos principais fragmentos do acetato de lupeol.

3.3.2.1.C. Cinamato de lupeol

O espectro de massas da substincia C (espectro 3, p. 100) de tempo de
reteng¢do 58,86 minutos apresentou o fon molecular de 556 m/z, compativel
com a férmula molecular C;9Hs60, e fragmentos no espectro de massas

caracteristicos do esqueleto lupano, de m/z 218 e 189. O ion m/z 408 (M**-
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148), resultante da perda de CoHgO, acompanhado do fragmento m/z 131

indicam a presenca de um grupo cinamoila ligado ao esqueleto

. A s 7718
triterpénico .

2.3.2.2. Iridoides

2.3.2.2.A. Plumierideo (HDCA-1)

A substancia, codificada como HDCA-1, foi isolada das cascas de H.
drasticus sob a forma de um sélido branco cristalino. As CCF-Si (SS1) e
CCF-Cy3, eluidas em AcoEt:MeOH:H,O (6,5:1,5; 2,0) e MeOH:H,O (6:4),
respectivamente, apds revelagdio com VS mostraram uma coloracdo
caracteristica de iridéide (verde claro)79 e apoOs revelacdo com orcinol
sulfirico (OS) apresentaram revelacdo de cor roxa indicando a presencga de
um glicosideo *.
A anidlise do espectro de RMN'H (espectro 4, p. 101) em CH;0D, 400
MHz permitiu as seguintes observagoes:
¢ Um dubleto em 1,40 ppm (3H, J= 6,4 Hz) referente aos hidrogénios
do grupo metila;
¢ Um sinal simples em 3,74 ppm referente ao hidrogénio do grupo
metoxila;
e Sinais entre 3,0 e 4,5 ppm referentes aos hidrogénios da unidade

glicosidica determinada como B-glicose devido a presenga de um
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sinal duplo em 4,68 ppm (1H, J=8,0 Hz) atribuido ao hidrogénio
anomérico (H;’);

¢ Um sinal duplo em 5,25 ppm (J=4,8 Hz) referente ao hidrogénio de
carbono metinico (H,);

¢ Dois sinais duplos dubletos em 5,51 ppm (1H, J= 5,6 ¢ 2,0 Hz) e

6,45 ppm (1H, J=5,6 e 2,4 Hz), referentes aos hidrogénios Hse H; do

6 81,82,83
A .

esqueleto iridoide- ;

¢ Um sinal simples em 7,35 ppm (1H) referente ao hidrogénio de
carbono metinico (Hs);

¢ Um sinal duplo em 7,49 ppm (1H, J= 1,2 Hz) referente ao hidrogénio
de carbono metinico (Hy).

Os valores descritos na literatura para os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios do plumerideo (obtidos em CsDsN) apresentam algumas

diferencas em relagdo aos valores deste trabalho (obtidos em CD;OD).

Tais diferencas podem ser explicadas a partir das variagOes existentes

. ~ 4
nas interagoes solvente-soluto®*.
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H S (ppm) obtido S (ppm) literatura

1 5,25 (d, J=4,8 Hz) 5,68 (d, J=4,0 Hz)

3 7,49 (d, J=1,2 Hz) 7,60 (d, J=1,0 HZ)

5 3,92 (dd, J=8 e 1,6 Hz) 3,97 (ddd, J=8,0, 3,0 e 2,0 Hz)
6 6,45 (dd, J=5,6 ¢ 2,4 Hz) 6,47 (dd, J= 6,0 e 3,0 Hz)
7 5,51 (dd, 5,6 € 2,0 Hz) 5,49 (dd, J= 6,0 e 2,0 Hz)
9 2,94 (dd, J=8,0 e 4,4 Hz) 3,17 (dd, J=8,0 e 4,0 Hz)
10 7,35 (d, J=1,2 Hz) 7,81 (d, J=1,0 Hz)

13 4,55 (g, J= 6,4Hz) 4,96 (g, J= 6,0Hz)

14 1,40 (d, J=6,4 Hz) 1,63 (d, J=6,0 Hz)

COOMe 3,74 (s) 3,62 (s)
1' 4,68 (d, J=8,0 Hz) 5,25 (d, J=8,0 Hz)

Tab. 5 —Valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de HDCA-1 e da
literatura®?,

Os valores descritos na literatura para os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do plumerideo (obtidos em CsDsN) apresentam algumas
diferencas em relagdo aos valores deste trabalho (obtidos em CD;OD).
Tais diferencas podem ser explicadas a partir das variagOes existentes
nas interacdes solvente-soluto™.

O espectro de RMN"C (espectro 7, p. 104) mostrou 21 sinais, cujos
valores de multiplicidade, obtidos pela técnica DEPT (espectro 10, p.
107) estdo listados na tabela 6. A presenca de um nucleo
ciclopentanodiidropirano foi confirmada pelos sinais 94,2 ppm (carbono
metinico) referente ao C-1, 152,5 ppm (carbono metinico) referente ao
C-3, 111,0 ppm (carbono quaternério) referente ao C-4. Os sinais em
40,4 e 50,6 ppm correspondem aos C-5 e C-9, respectivamente. A dupla
ligacdo entre os carbonos 6 e 7, que ja havia sido observada no espectro
de RMN'H foi confirmada pelos sinais 130,0 e 141,4 ppm,

. 2 Va .
correspondentes a dois carbonos sp” do nucleo ciclopentano.
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C | § obtido(ppm) | § literatura® (ppm) | Multiplicidade
1 94,2 93,7 CH
3 152,5 151,7 CH
4 111,0 109,9 C
5 40,4 39,5 CH
6 141,4 140,1 CH
7 130,0 129,7 CH
8 97,9 96,3 C
9 50,6 49,9 CH
10 150,2 148,7 CH
11 138,6 139,0 C
12 172,7 171,2 C=0
13 63,5 62,8 CH
14 22,4 22,9 CH;
15 168,4 166,6 C
16 51,9 51,1 O-CH;
' 100,1 100,7 CH
2' 74,6 74,6 CH
3' 78,4 78,2 CH
4 71,3 70,9 CH
5' 77,8 78,7 CH
6' 62,5 62,2 CH,

Tab. 6 - Valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos de HDCA-1 em
comparagdo aos da literatura®.

Os sinais em 97,9 ppm (carbono quaterndrio — C-8), 150,2 ppm
(carbono metinico - C-10), 138,6 (carbono quaterndrio — C-11) e 172,7
ppm (C=0) confirmam a presenca de uma Yy-lactona ndo saturada e os
sinais em 168,4 ppm (C=0) e 51,9 ppm (O-CHj3;) confirmam a presenca
do éster ndo saturado nos carbonos a e . Os sinais da B-glicose foram
observados em: 100,7; 74,6; 78,2; 70,9; 78,7 e 62,2 ppm e confirmaram
os dados obtidos no espectro de RMN'H.

As correlagdes obtidas nos espectros bidimensionais de HSQC (espectro
11, p. 108) e HMBC (espectro 14, p. 111) permitiram confirmar as
assinalacdes feitas nos espectros de RMN'H e °C, sio elas:

Para o HSQC:
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H (3 ppm) C (3 ppm)
1 5,25 94,21
3 7.49 1525
5 3,92 40,4
6 6.45 1414
7 5,51 130,0
9 2,94 50,6
10 7.35 150,2
13 4,55 63,5
14 1,40 224
16 3,74 51,9
[§ 4,68 100,1
2’ 3,19 74,6
3’ 3,33 78,4
4 3,34 713
5 3,35 77,8
6 3,65 e 3,86 62,5

Tab. 7 — Correlagdes encontradas no espectro HSQC de HDCA-1.

E para o HMBC:

C Correlacao com H
C-1 H-3,H-9e H-I’
C-3 H-1, H-5
C-4 H-3, H-5 e H-9
C-5 H-1, H-3, H-6, H-7, H-9
C-6 H-1, H-5 e H-9
C-7 H-1, H-5, H-6 3 H-9
C-8 H-1, H-6, H-7, H-9 e H-10
C-9 H-5, H-6 e H-7
C-10 H-9e H-13
C-11 H-10, H-13 e H-14
C-12 H-10e H-13
C-13 H-14e H-10
C-14 H-13
C-15 H-3 e H-16
C-16 H-5

Tab. 8 — Correlagdes encontradas no espectro HMBC de HDCA-1.

Os dados dos espectros de RMN'H, *C, DEPT, HSQC ¢ HMBC em
comparacdo com os dados da literatura permitem identificar a
substancia HDCA-1 como o iridéide glicosilado plumierideo, ja

anteriormente encontrado em espécies do género Plumeria, Allamanda e

Himatanthus

82, 83, 85, 86, 87




Fig. 6. Estrutura quimica do iridéide plumierideo isolado das cascas de Himatanthus

drasticus.

2.3.2.2.B. Isoplumierideo (HDCA-2)

A substancia, codificada como HDCA-2, foi isolada das cascas de H.
drasticus sob a forma de um sélido amarelo cristalino. A andlise a partir da
das CCF-Si e CCF-C,g, eluidas em AcoEt:MeOH:H,O (6,5:1,5; 2,0) e
MeOH:H,0 (6:4), respectivamente, apds revelacio com VS mostrou uma
coloracdo caracteristica de iridéide (verde claro)” e a presenca do
grupamento glicosidico foi caracterizada pela revelacio com orcinol

sulfirico, a qual apresentou coloragdo arroxeada.

O espectro IV (espectro 16 p. 113) forneceu os seguintes dados:

Absorcao (cm™) Observacoes
3427 cm’! Deformacao axial de OH
1796 cm’’ Deformagio axial de C=0 de Yy-lactona ndo saturada
1311 cm™ Deformacio axial de C-(C=0)-0 do éster
1075 cm™ Deformacdo axial de C-O-C de éter

Tab. 9 — Regides de absor¢do no IV de HDCA-2
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A andlise do espectro de RMN'H (espectro 17, p. 114) em CD;OD

permitiu observar os seguintes sinais:

Um sinal duplo em 1,40 ppm (3H, J=6,8 Hz) referente aos
hidrogénios do grupo metila;

Um sinal simples em 3,73 ppm (3H) referente aos hidrogénios do
grupo metoxila;

Sinais entre 3,0 e 4,0 ppm sugerem a presenca de uma unidade
glicosidica determinada como B-glicose de acordo com o sinal duplo
em 4,61 (d, J= 8,0 Hz), referente ao carbono anomérico.

Dois sinais duplos em 5,29 ppm (1H, J=1,2 Hz) e 5,51 ppm (1H,
J=5,6 Hz) correspondentes aos hidrogénios do esqueleto iridéide-A°
81.82.83.

Sinal duplo em 7,41 ppm (1 H, J= 1,2 Hz) referente a hidrogénio de
carbono metinico (Hy).

Um sinal duplo em 7,33 ppm (1H, J= 1,2 Hz) referente ao hidrogénio

de carbono metinico (Hs).

Os dados do espectro de RMN'H de HDCA-2 assemelham-se aos

encontrados para a substincia HDCA-1, identificada como plumierideo,

no entanto, algumas diferencas observadas nos deslocamentos quimicos

e nas constantes de acoplamento serdo detalhadas a seguir:

O sinal observado em 2,94 ppm (dd, J=8,0 e 4,4 Hz) para HDCA-1

(plumierideo) correspondente a jun¢do de anel em C-9 aparece com
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um deslocamento para campo mais baixo em HDCA-2 estando em
3,05 ppm (+0,11 ppm), indicando maior desprotecdo deste
hidrogénio em HDCA-2 devido a proximidade a um &4tomo de
oxigénio.
¢ O sinal duplo que em HDCA-1 é observado em 5,25 ppm (d, J=
4,8 Hz) referente ao H-1, no espectro de HDCA-2 aparece em
5,29 ppm (d, 1,2 Hz), indicando que a diferenca na constante de
acoplamento observada deve-se a expansdao do angulo diedro
entre H-1 e H-9, devido a deformacdao do anel diidropirano,
resultante da aproximacao de dois d&tomos de oxigénio em C-1 e
C-8, que torna a interacao entre H-1 e H-9 menos efetiva.
e O sinal que em HDCA-1 é observado em 7,35 ppm (H-10)
aparece deslocado para campo mais baixo em HDCA-2 estando
em localizado em 7,41 ppm, devido aos efeitos de protecdo e
desprotecdo, respectivamente, relacionados ao oxigénio em C-1
da porc¢ao glicosidica.
A tabela 10 compara os valores dos deslocamentos quimicos de RMN'H de
HDCA-2 (isoplumierideo) com HDCA-1 (plumierideo) e os valores

. 82
encontrados na literatura .
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H 8 (ppm) Plumierideo & (ppm) Isoplumierideo & (ppm) Isoplumierideo
(CD;0D) (CD;0D) literatura®” (CsDsN)

1 5,25 (d, J=4,8 Hz) 5,29 (d, J=1,2 Hz) 5,84 (d,J=1,0 Hz)

3 7,49 (d, J=1,2 Hz) 7,33 (d, J=1,2 Hz) 7,66 (d, J=1,0 Hz)

5 3,92 (dd, J=8 e 1,6 Hz) 3,85(dd,J=12,0e 1,6 Hz) | 3,80 (ddd, J=8,0;3,0e 1,0 Hz)
6 6,45 (dd, J=5,6 e 2,4 Hz) 6,57 (dd, J=6,6 ¢ 2,8 Hz) 6,68 (dd, J=5,0 e 3,0 Hz)
7 5,51 (dd, 5,6 e 2,0 Hz) 5,51 (d, J=5,6 Hz) 5,58 (dd, J=5,0 e 1,0 Hz)
9 2,94 (dd, J=8,0 e 4,4 Hz) 3,05 (dd, J= 8,4 e 1,6 Hz) 3,25 (dd, J=8,0 e 1,0 Hz)
10 7,35 (d, J=1,2Hz) 7,41 (d, J=1,2 Hz) 7,50 (d, J=1,0 Hz)

13 4,55 (¢q, J= 6,4Hz) 4,57 (d, J="7,2 Hz) 4,97 (dg, J=7,0e 1,0 Hz)
14 1,40 (d, J=6,4 Hz) 1,40 (d, J=6,8 Hz) 1,67 (d, J=7,0 Hz)

COOMe 3,74 (s) 3,73 (s) 3,57 (s)
1' 4,68 (d, J=8,0 Hz) 4,61 (d, J=8,0 Hz) 5,21 (d, J=8,0 Hz)

Tab. 10 - Tabela comparativa dos deslocamentos quimicos d¢ RMN'H de HDCA-2

(isoplumierideo), HDCA-1 (plumierideo) e os valores do plumierideo encontrados na

. 82
literatura™.

O espectro de RMN"C (espectro 20, p. 117) apresentou 20 sinais cujas

multiplicidades foram obtidas pela técnica DEPT (espectro 21, p. 118) e

estao descritas na tabela abaixo:

C | & obtido (ppm) | § literatura®® (ppm) | Multiplicidade
1 92,6 92,6 CH
3 150,8 151,7 CH
4 110,2 108,3 C
5 39,1 38,3 CH
6 1424 141,3 CH
7 129,0 128,6 CH
8 96,5 94,9 C
9 46,6 46,2 CH
10 152,2 149,3 CH
11 140,5 140,9 C
12 173,0 171,5 C
13 63,5 62,9 CH
14 22,2 22,6 CH;
15 168,7 166,8 C
16 51,8 51,0 CH;
1' 99,7 101,1 CH
2' 74,6 74,7 CH
3' 71,5 78,3 CH
4 77,9 71,3 CH
5' 78,2 78,4 CH
6' 62,7 62,7 CH,

Tab. 11. Comparagdo entre os valores dos deslocamentos quimicos obtidos para

HDCA-2 e os encontrados na literatura®>.
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As correlacdes obtidas nos espectros bidimensionais de HSQC (espectro

22, p. 119), HMBC (espectro 23, p. 120) e COSY 'Hx 'H (espectro 26,

p. 123) permitiram confirmar as assinalacOes feitas nos espectros de

RMN'H e C. S7o elas:

e Para HMBC:
H Correlaciao com C
H-1 C-3,C-5,C-I’
H-3 C-1,C-4,C-15
C-7 C-6,C-8,C-9
C-10 C-8,C-11,C-12,CI13
C-14 C-13,C-11

Tab. 12 — Correlagdes encontradas no espectro HMBC de HDCA-2.

e Para o HSQC:
H (3 ppm) C (3 ppm)
1 5,29 92,64
3 741 152,20
5 3,85 39,13
6 6,57 140,57
7 5,51 129,08
9 3,05 46,69
10 7.33 150,89
13 457 63,55
14 1,40 22,23
16 3,73 51,82
[§ 4,61 99,78
2 3,12 74,67
3 3,30 71,53
4 3,38 77,96
5 3,37 78,29
6 3,63 ¢ 3,85 62,70

Tab. 13 — Correlagdes encontradas no espectro HSQC de HDCA-2.

No espectro COSY 'Hx'H (esp. 26, p. 123) sdo observadas as correlacdes

entre H-13 e H-14, H6 ¢ H-7 ¢ H-1 e H-9.
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Os dados obtidos em comparagcdao com os dados da literatura nos permitem
identificar a substancia HDCA-2 como o iridéide isoplumierideo, ja

. . L . 82 . 40
anteriormente descrito em espécies de Plumeria e Himatanthus™.

Fig.7. Estrutura quimica do irid6ide isoplumierideo isolado das cascas de Himatanthus

drasticus.

2.3.2.2.C. Protoplumericina A (HDCA-3)

A substancia isolada das cascas de H. drasticus sob c6digo HDCA-3
foi obtida sob a forma de um sélido branco amorfo (8,3 mg), o qual, apds
andlise por CCF-Si (AcOEt/MeOH/H,O0 (6,5:1,5:2,0)) e CCF-Cyg
(MeOH:H,O (6:4)) e revelacdo com vanilina sulfirica apresentou uma
coloragio verde claro indicativa de iridéide glicosilado”. A mesma amostra
apos revelacao com orcinol sulfirico (OS) apresentou revelagdo arroxeada
caracterizando a presenca de um glicosideoso.

A andlise do espectro de RMN'H (esp. 31, p. 128) em CD;0OD, 400 MHz

permitiu observar os seguintes sinais:
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Um sinal duplo em 1,56 ppm (3H, J=6,4 Hz) referente aos
hidrogénios do grupo metila;

Um sinal simples em 3,74 ppm (3H) referente aos hidrogénios do
grupo metoxila;

Sinais entre 3,0 e 4,0 ppm sugerem a presenca de duas unidades
glicosidicas determinada como B-glicose de acordo com os sinais
duplos em 4,70 (d, J= 7,6 Hz) e 4,96 (d, J= 7,6 Hz), referentes aos
hidrogénios anoméricos.

Um conjunto de duplos dubletos em 5,52 ppm (1H, J=5,2 ¢ 2,4 Hz) e
6,47 ppm (1H, J=5,6 e 2,4 Hz) correspondentes aos hidrogénios Hg e
H; do esqueleto iridéide-A® 5%,

Sinal duplo em 7,51 ppm (1 H, J= 1,2 Hz) referente a hidrogénio de
carbono metinico (Hy).

Um sinal simples (singleto largo) em 7,50 ppm (1H) referente ao
hidrogénio de carbono metinico (Hj).

Um sinal duplo dubleto em 2,92 ppm (dd, J= 7,2 e 5,2 Hz)
correspondente a juncao de anel em C-9.

Um sinal duplo em 5,27 ppm (d, J= 5,2 Hz) referente ao H-1.

Sinal duplo em 7,12 ppm (2H, J=8,8 Hz) correspondente a dois

hidrogénios aromdticos (H-3" e H-5").
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e Sinal duplo em 7,64 ppm (2H, J=8,8 Hz) correspondente a dois
hidrogénios aromdticos (H-2’ e H-6’).
e Dois sinais duplos em 6,46 ppm (d, J=16 Hz) e 7,68 (d, J=16 Hz)
correspondentes aos hidrogénios metinicos o- e B- carbonila.
A tabela 14 mostra os valores dos deslocamentos quimicos de RMN'H de
HDCA-3 em comparacdo aos encontrados na literatura para a

protoplumericina A*®.

H & (ppm) HDCA-3 Protoplumericina A
(CD;0D) Literatura®®
(ppm)

1 5,27 (d, J=5,2 Hz) 5,63 (d, J=5Hz)

3 7,50 (sl 7,66 (d, J=2 Hz)

5 3,93 (m) -

6 6,47 (dd,J=5,6 ¢ 2,4 Hz) 6,48 (dd, J=5,0 ¢ 2,5 Hz)

7 5,52 (dd, 5,2 ¢ 2,4 Hz) 5,43 (dd,J=5,0¢e2,5 Hz)

9 2,92 (dd, J=1,2 ¢ 5,2 Hz) 3,03 (dd, J=7,0¢ 5,0)

10 7,51 (d, J= 1,2 Hz) 8,03 (d, J=2,0 Hz)

13 5,70 (¢, J= 6,4Hz) 6,09 (dq, J=6,0 ¢ 2,0 Hz)

14 1,40 (d, J=6,4 Hz) 1,62 (d, 1=7,0)
COOMe 3,74 (s) 3,61 (s)

r 4,69 (d,J=7,6 Hz) 5,29 (d, J=6,0 Hz)

o 6,46 (d, ]=16 Hz) 6,69 (J=16Hz)

B 7,68 (d, J=16 Hz) 7,96 (J=16 Hz)
2”e 6” 7,64 (d, J=8,8 Hz) 7,60 (d, 7,0 Hz)
3’e 5” 7,12 (d, J=8,8 Hz) 7,33 (d, J= 7,0 Hz)

Tab. 14. Comparagdo entre os valores dos deslocamentos quimicos de RMN'H em

CH;0D obtidos para HDCA-3 e os encontrados na literatura®®,

O espectro de RMN"C (espectro 35, p. 132) apresentou 34 sinais cujas
multiplicidades foram obtidas pela técnica DEPT (espectro 38, p. 135) e

estao descritas na tabela abaixo:
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C S obtido (ppm) | 3 literatura (ppm) | Multiplicidade
1 94,1 93,7 CH
3 152,0 152,1 CH
4 110,9 109,3 C
5 40,77 40,3 CH
6 142,1 141,7 CH
7 129,5 128,6 CH
8 98,1 96,6 C
9 50,6 50,4 CH
10 152,7 151,3 CH
11 133,0 133,6 C
12 171,9 170,3 C
13 66,3 65,0 CH
14 19,3 19,2 CH;,
15 167,7 166,6 C
16 52,0 51,2 CH;,
1 99,9 100,6 CH
2' 74,7 74,8 CH
3 78,3 78,4 CH
4 71,3 71,23 CH
5' 78,7 78,9 CH
6' 62,5 62,3 CH,
1" 101,9 101,7 CH
2 74,9 74,7 CH
3 78,5 78,4 CH
4 71,7 71,2 CH
5 77,9 78,9 CH
6’ 62,8 62,3 CH,
C=0 168,4 166,4 C
o 116,6 116,3 CH
B 146,6 145,3 CH
1 129,8 128,9 C
27e6 " 131,0 130,4 CH
37e5” 118,0 117,1 CH
4 161,0 160,2 C

Tab. 15. Comparagdo entre os valores dos deslocamentos quimicos de RMN"C

obtidos para HDCA-2 e os encontrados na literatura®.

As correlacdes obtidas nos espectros bidimensionais de COSY 'H x 'H
(esp. 42, p.139) e HMQC (esp. 45, p. 142) permitiram confirmar as

assinalacdes feitas nos espectros de RMN'H e "°C. Sio elas:

70



e HMQC (esp. 45, p.142):

H (3 ppm) C (8 ppm)

1 527 94,63

3 7,51 152,0

5 3,93 40,7

6 6,47 1413

7 552 128,6

9 2,92 50,4

10 7,50 152,7

13 5,70 66,3

14 1,55 19,3

16 3,74 52,0

r 4,69 99,9
r 4,96 101,9

o 6,46 116,6
7,68 146,6

27¢e6” 7,64 131,5
37e5” 712 118,0

Tab. 16 — Correlagdes encontradas no espectro HMQC de HDCA-3.

e COSY'Hx'H (esp. 42, p. 139):

H (8 ppm) H (8 ppm)
H-a (6,46) H-P (7,48)
H-5 (3,93) H-9 (2,92)
H-6 (6,47) H-7 (5,52)
H-2"" e H-6" (7,64) H-3” e H5”

Tab. 17 — Correlagdes encontradas no espectro COSY'Hx'H de HDCA-3.

Os dados obtidos em comparac¢ido com os dados da literatura nos permitem
identificar a substdncia HDCA-3 como o iridéide protoplumericina A, ja

anteriormente descrito em espécies de Allamanda neriifolia®™"™.
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OH

Fig. 8. Estrutura quimica do iridéide protoplumericina A isolada das cascas de

Himatanthus drasticus.

2.3.2.2.D. Cafeoilplumierideo (HDCA-4)

A substancia, codificada como HDCA-4, foi isolada sob a forma de um
s6lido branco amorfo que apds andlise em CCF-Si (AcOEt/MeOH/H,0
(6,5:1,5:2,0)) e CCF-C;3 (MeOH:H,O (6:4)) reveladas com VS e OS
apresentou revelacdo nas cores verde claro e roxa, respectivamente,
indicando a presenca de iridéide glicosilado.

Os sinais observados no espectro de RMN'H (esp. 49, p. 146) em CH;0D

permitiram as seguintes observagoes:

¢ Um sinal duplo em 1,55 ppm (3H, J=6,8 Hz) referente aos
hidrogénios do grupo metila;
e Um sinal simples em 3,74 ppm (3H) referente aos hidrogénios do

grupo metoxila;
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Sinais entre 3,0 e 4,0 ppm sugerem a presenca de uma unidade
glicosidicas determinada como [-glicose de acordo com o sinal
duplos em 4,71 (d, J= 8,0 Hz), referente ao hidrogénio anomérico.
Um conjunto de duplos dubletos em 5,52 ppm (1H, J=5,2 ¢ 2,4 Hz) e
6,47 ppm (1H, J=5,6 e 2,4 Hz) correspondentes aos hidrogénios Hg e
H; do esqueleto iridéide-A°® **%,

Sinal duplo em 7,49 ppm (s/, 1H) referente a hidrogénio de carbono
metinico (Hj).

Um sinal simples (singleto largo) em 7,51 ppm (1H, d, J=1,2 Hz)
referente ao hidrogénio de carbono metinico (Hy).

Um sinal duplo dubleto em 2,93 ppm (dd, J= 7,6 e 5,2 Hz)
correspondente a juncao de anel em C-9.

Um sinal duplo em 5,27 ppm (d, J= 5,2 Hz) referente ao H-1.

Um quarteto em 5,69 ppm (gd, J= 7,2 Hz) referente ao hidrogénio
metinico H-13.

Sinal duplo em 7,41 ppm (d, J=8,4 Hz) correspondente ao hidrogénio
aromético H-6’.

Sinal duplo em 7,45 ppm () correspondente ao hidrogénio aromético
H-2"".

Sinal duplo em 6,81 ppm (d, J= 8,4 Hz) correspondente ao

hidrogénio aromético H-5’.
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e Dois sinais duplos em 6,37 ppm (d, J=16 Hz) e 7,65 (d, J=16 Hz)

correspondentes aos hidrogénios metinicos e 3 - carbonila.

A tabela 18 mostra os valores dos deslocamentos quimicos de RMN'H de

HDCA-4 (13-0 - cafeoilplumierideo)®?.

H & (ppm) 13-O-cafeoil Literatura®
plumierideo(CD3;OD) (em Piridina-ds, 400MHz)
(ppm)
1 5,27 (d, J=5Hz) 5,62 (d, J=5,2 Hz)
3 7,51 (d, J=1,2 Hz) 7,63 (d, J=1,0 Hz)
5 3,93 (dd, J=8,0 ¢ 2,0) 3,99 (td, 1=7,0 € 2,0)
6 6,47 (dd, J=5,6 ¢ 2,4 Hz) 6,43 (dd, J=5,0 € 2,0 Hz)
7 5,52 (dd,)=5,6 € 2,4 Hz) 5,38 (dd, 5,0 € 2,0 Hz)
9 2,93 (dd,J=7,6€5,2) 3,04 (dd, J=7,0 ¢ 6,0 Hz)
10 7,49 (sl) 7,97 (s)
13 5,69 (g, J=7,2 Hz) 6,07 (¢, J= 6,0Hz)
14 1,55 (d, J=6,8) 1,61 (d, J=6,0 Hz)
COOMe 3,74 (s) 3,63 (s)
1 4,70 (d, J=8,0 Hz) 5,39 (d, J=8,0 Hz)
o 6,37 (J=16Hz) 6,68 (d, J=16 Hz)
B 7,65 (J=16 Hz) 8,02 (d, =16 Hz)
2 7,45 (s) 7,61 (d, J=1,0 Hz)
5” 6,81 (d, J=8,4 Hz) 7,19 (d, 1=8,0)
6’ 7,41 (d, 8,4 Hz) 7,17(dd J=8,0 ¢ 1,0Hz)

Tab. 18. Comparacdo entre os valores dos deslocamentos quimicos de RMN'H em

CH;0D obtidos para HDCA-4 e os encontrados na literatura.

O espectro de RMN"C (espectro 54 p. 151) apresentou 30 sinais cujas

multiplicidades foram obtidas pela técnica DEPT (espectro 58 p. 155) e

estdo descritas na tabela 19 abaixo. As correlacdes observadas para o

espectro COSY'Hx'H (espectro 62, p. 159) e HMQC (esp. 65, p. 162) estao

relacionadas nas tabelas 20 e 21, respectivamente.
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C | 3 obtido (ppm) | 8 literatura (ppm) | Multiplicidade
1 94,2 93,8 CH
3 152,0 152,1 CH
4 110,9 109,5 C
5 40,8 40,3 CH
6 142,2 141,6 CH
7 129,6 128,6 CH
8 98,2 96,7 C
9 51,0 50,3 CH
10 152,8 150,7 CH
11 1347 133,9 C
12 168,5 170,2 C
13 66,2 64,9 CH
14 19,7 19,5 CH;
15 168,2 166,6 C
16 52,1 51,2 CH;
1' 100,0 100,6 CH
2' 74,8 74,8 CH
3 78,0 78,2 CH
4' 71,8 71,5 CH
5' 78,7 79,0 CH
6' 62,9 62,5 CH,
C=0 168,5 166,5 C
o 116,0 116,6 CH
B 147.5 146,7 CH
1 127,2 126,8 C
2’ 133,6 114,4 CH
3 161,5 150,6 C
4 147,5 147,6 C
5 117,0 116,0 CH
6 131,5 1222 CH

Tab. 19. Comparacio entre os valores dos deslocamentos quimicos de RMN'"’C obtidos

para HDCA-4 com suas multiplicidades e os encontrados na literatura®

e COSY'Hx'H (esp. 62, p. 159):

H (3 ppm) H (3 ppm)
H-o (6,37) H-P (7,65)
H-5 (3,93) H-9 (2,93)
H-6 (6,47) H-7 (5,52)
H-5" (6,81) H-6" (7,41)

Tab. 20 — Correlagdes encontradas no espectro COSY IHx1H de HDCA-4.
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e HMQC (esp. 65, p. 162):

H (3 ppm) C (dppm)
1 527 942
3 751 152,1
5 3,93 40,8
6 6,47 1422
7 5,52 129,6
9 2,93 51,0
13 5,69 66,2
14 1,55 19,7
16 3,74 52,1
5 4,70 100,0
o 6,37 116,0
B 7,65 1475
5 6,81 116,0
6" 741 128,6

Tab. 21 — Correlagdes encontradas no espectro HMQC de HDCA-4.

Os dados obtidos em comparacdao com os dados da literatura nos permitem
propor para a substancia de c6digo HDCA-3 a estrutura do iridéide 13-O
cafeoilplumierideo, ja anteriormente descrito em espécies de Plumeria

acutifélia (Apocynaceae)®.

COOCH;
o]
o=,
Oglu OH
o]
o]
OH
CHy
o]

Fig. 9. Estrutura quimica do iridéide 13-O — cafeoilplumierideo isolada das cascas de

Himatanthus drasticus.
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2.3.2.2.E. Acido-3-metoxi-3,4- diidroplumierideo (HDCA-5)

A substancia, codificada como HDCA-5, foi isolada das cascas de

H. drasticus sob a forma de um sélido branco amorfo que apds andlise em

CCF-Si AcOEt/MeOH/H,0 (6,5:1,5:2,0)) e CCF-C3 (MeOH:H,0O (6:4))

reveladas com VS e OS apresentou revelagdo nas cores verde claro e roxa,

respectivamente, indicando a presenca de um iridéide glicosilado.

Os sinais observados no espectro de RMN'H (esp. 68, p. 165) em CH;0D

permitiram as seguintes observagoes:

Um sinal duplo em 1,40 ppm (3H, J=6,4 Hz) referentes aos
hidrogénios do grupo metila na posicao 14;

Um sinal simples em 3,45 ppm referente aos trés hidrogénios do
grupo metoxila em C-16.

Um conjunto de sinais entre 3,24 e 3,85 ppm referentes aos
hidrogénios de uma unidade glicosidica definida como B-glicose
a partir do sinal duplo observado em 4,65 ppm (1H, J=8,0 Hz)
atribuido ao hidrogénio anomérico.

Dois sinais duplos em 5,49 ppm (1H, J=5,5 HZ) e 6,29 ppm (1H,
J=2,5 Hz) referentes aos hidrogénios metinicos da dupla liga¢ao

T P 682 4
entre C-6 e C-7 e caracteristicos do esqueleto irid6ide A®***,

Um sinal simples em 7,33 ppm (1H) referente a hidrogénio

metinico (H-10) da dupla ligacdo entre C-10 e C-11.
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Os dados obtidos comparados aos do iridéide plumierideo, permitiram

identificar algumas diferencas estruturais significativas entre ambos:

e A presenca de apenas um sinal simples na regido entre 7,0 e 8,0

ppm indicou a existéncia de somente um hidrogénio metinico (H-

10), enquanto o plumierideo apresentou dois destes sinais referentes

aos hidrogénios H-3 e H-10. Isto nos levou a concluir que ndo ha no

HDCA-5, a dupla ligacdo entre C-3 e C-4, estando C-3 substituido.

e O sinal da metoxila em 3,45 ppm encontra-se deslocado para

campo mais alto em comparagdo ao observado para o plumierideo

(3,75ppm). Este deslocamento pode ser explicado pelo fato desta

metoxila ndo estar localizada em posi¢do o-carbonila como no

plumierideo.

A tabela abaixo compara os valores de deslocamentos quimicos de RMN'H

de HDCA-5 com os do plumierideo.

H & (ppm) Plumierideo & (ppm) HDCA-5
(HDCA-1)
1 5,25 (d, J=4,8 Hz) 5,17 (sl)
3 7,49 (d, J=1,2 Hz) 5,11 (d, J=9,0 Hz)
4 - 2,76 (dd, J=8,0 e 3,0 Hz)
5 3,92 (dd, J=8,0 e 1,6 Hz) 3,35 (m)
6 6,45 (dd, J=5,6 ¢ 2,4 Hz) 6,29 (d, J=2,5 Hz)
7 5,51 (dd, 5,6 e 2,0 Hz) 5,49 (d, J=5,5Hz)
9 2,94 (dd, J=8,0 e 4,4 Hz) 2,14 (¢, J=11,5 Hz)
10 7,35 (d, J=1,2 Hz) 7,33 (s)
13 4,55 (g, J= 6,4Hz) 4,52 (d, J=6,5 Hz)
14 1,40 (d, J=6,4 Hz) 1,40 (d, J=6,0 Hz)
COOMe 3,74 (s) -

OMe - 3,45 (s)

1' 4,68 (d, J=8,0 Hz) 4,65 (d, J=8,0 Hz)

Tab. 22. Comparagio entre os valores de deslocamentos quimicos de RMN'H de

HDCA-5 com os do plumierideo.
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Os valores descritos acima para H-3, H-4, H-5 e OMe foram comparados
aos de substincias semelhantes ja descritas na literatura, tais como a 3-O-

metil-alamancina isolada de Allamanda neriifolia™.

HDCA-5 3-O-metil-alamancina
H HDCA-5 3-O-metil-alamancina
3 5,11 (d, J=9,0 Hz) 4,99 (d, J=8,0 Hz)
4 2,76 (dd, J=8,0 € 3,0 Hz) | 2,74 (dd, J=8,0 e 4,0 Hz)
5 3,35 (m) 3,52 (m)
OMe 3,45 (s) 3,43 (s)

Tab. 23. Comparacio entre alguns valores de deslocamentos quimicos de RMN'H de

HDCA-5 com os da 3-O-metil-alamancina.

O espectro de RMN"C (esp. 71, p. 168) apresentou 21 sinais os quais
tiveram suas multiplicidades determinadas pela técnica DEPT (esp. 72, p.

169) e estdo descritos na tabela a seguir.
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C d obtido (ppm) | Multiplicidade
1 93,6 CH
3 99,3 CH
4 50,0 CH
5 45,6 CH
6 141,4 CH
7 130,9 CH
8 100,3 C
9 56,3 CH
10 149,6 CH
11 139,2 C
12 173,0 C
13 63,9 CH
14 22,1 CH,
15 179,2 C

OMe 56,9 CH;
1' 98,2 CH
2! 74,8 CH
3' 71,3 CH
4' 77,9 CH
5' 78,2 CH
6' 62,3 CH,

Tab. 24. Valores dos deslocamentos quimicos de RMN'C obtidos para HDCA-5 e suas
multiplicidades.

Os valores encontrados para os carbonos C-3, C-4, C-5 e MeO também
foram comparados aos encontrados na literatura para a 3-O-metil-

alamancina, como observamos na tabela abaixo:

C HDCA-5 | 3-O-metil-alamancina
3 99,3 99,1
4 50,0 45,2
5 45,6 42,6
OMe 56,9 55,5

Tab. 25. Valores de alguns deslocamentos quimicos de RMN'’C obtidos para HDCA-5

em comparacdo aos encontrados na literatura para a 3-O-metil-alamancina.

3-O-metil-alamancina
80



Os dados obtidos no espectro bidimensional de HMQC (esp. 75, p. 172)
confirmaram as assinalacdes feitas nos espectros de RMN'H e "°C a partir

das seguintes correlacdes descritas na tabela abaixo:

H (S ppm) | C (8 ppm)
1 5.17 93,6
3 5.11 993
4 2,76 50,0
5 3,35 45,6
6 6,29 1414
7 5,49 130,9
9 2,14 56,3
10 733 149,6
13 452 63,9
14 1,40 22,1
16 345 56,9
I 4,65 98,2
2 3,24 74.8
3 3,30 71,3
4 3,36 77.9
5 3,25 78,2
6 |3,71¢3.85 623

Tab. 26. Correlagdes encontradas no espectro HMQC para HDCA-5

O espectro de HMBC (esp. 79, p. 176) apresentou correlagcdes importantes
para a confirmacao da presenca do grupo metoxila em C-3, como vemos na

tabela abaixo:

H Correlacao com C
H-3 (5,11 ppm) MeO (56,9 ppm) e (C-1)93,6 ppm
MeO (3,45 ppm) C-3 (99,3ppm)

Tab. 27. Correlagdes encontradas no espectro HMBC para HDCA-5

As correlacdes observadas nos espectro COSY 'H x 'H (esp. 83, p. 180)

auxiliaram na confirmagdo da estrutura:

H H
H-3 (5,11 ppm) H-4 (2,76 ppm)
H-4 (2,76 ppm) H-5 (3,35 ppm)
H-6 (6,29 ppm) H-7 (5,49 ppm)
H-13 (4,52 ppm) H-14 (1,40 ppm)

Tab. 28. Correlagdes encontradas no espectro COSY'Hx'H para HDCA-5
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Os dados obtidos com as diferentes técnicas de RMN em comparagdo com
os dados descritos na literatura para substancias estruturalmente
semelhantes, tais como o plumierideo e a 3-O-metil-alamancina nos
permitem propor a estrutura abaixo para a substincia isolada sob cédigo
HDCA-5. Esta substancia, um iridoide acido, nao foi encontrado na

literatura, sendo uma substancia inédita.

Fig. 10. Estrutura proposta para a substincia HDCA-5 isolada das cascas de

Himatanthus drasticus.
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2.3.2.3. Flavonoides
2.3.2.3.A. Rutina (HDFD-33)

A substincia codificada como HDFD-33 foi isolada sob a forma de um
6leo amarelo intenso a partir da fragdo 33 resultante da cromatografia em
coluna de Sephadex LH-20 do extrato em diclorometano das folhas de H.
drasticus, utilizando-se MeOH como eluente. A anélise por CCF-Si e CCF-
RP18 (AcoEt:MeOH:H,O (6,5:1,5; 2,00 e MeOH: H,O (1:1),
respectivamente) de HDFD-33 apresentou, apds a utilizacdo do reagente
NP/PEG, uma coloracdo laranja fluorescente no comprimento de onda 365
nm na regido do UV. Esta revelacdo é caracteristica de flavondides com
esqueleto semelhante ao flavonol quercetina®.

O espectro de RMN'H (esp. 86, p. 183) em CH;OD, 500 MHz
apresentou os seguintes sinais com os deslocamentos quimicos:

¢ Um sinal simples em 7,66 ppm (1H) correspondente ao hidrogénio
aromatico do carbono C2°.

¢ Um sinal duplo em 6,87 ppm (1H, J=8,5 Hz) correspondente ao
hidrogénio aromdtico do carbono C5°, com constante de
acoplamento caracteristica de hidrogénios em relagado orto.

¢ Um sinal duplo dubleto em 7,62 ppm (1H, J= 8,5 e 2,0 Hz)
correspondente ao hidrogénio aromédtico C6°, com constantes de
acoplamento caracteristicos de hidrogénio aromdtico interagindo

com hidrogénios em posicao orto e meta.
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<N
m Hs 6,87 ppm

7,62 ppm Hg¢> @ OH
OH

Hy, 7,66 ppm

Fig. 11 - Deslocamentos quimicos dos hidrogénios arométicos — anel B.

e O sinal simples observado em 6,20 ppm (1H) e o sinal simples
observado em 6,39 ppm (1H) correspondem aos hidrogénios ligados

aos carbonos C6 e C8 do anel A, respectivamente.

N

HO 6,39 ppm
7 [A]
6,20 ppm Hg 5

OH

Fig. 12 - Deslocamentos quimicos dos hidrogénios arométicos — anel A.

e Observou-se o sinal duplo em 5,11 ppm (1H, J=7,5 Hz)
correspondente ao hidrogénio anomérico da glicose (H1 7).
e (Observou-se um sinal simples em 4,51 ppm (1H) correspondente ao

hidrogénio anomérico da rhamnose. A presencga deste carboidrato foi

84



confirmada pelo sinal duplo (d, J=5 Hz) presente em 1,15 ppm

referente ao grupo metila da rhamnose.

A andlise dos espectros de RMN"C (espectro 89, p. 186) e DEPT
(espectro 93, p. 190) permitiu identificar apds comparacdo com os dados da
literatura” a presenca dos sinais cujos deslocamentos quimicos e

multiplicidades estdo descritos na tabela 29.

C | Obtido (ppm) | Literatura’ (ppm) | multiplicidade
2 158,57 156,4 C
3 135,64 133,6 C
4 n.o. 177.4 C
5 149,87 156,6 C
6 100,03 98,8 CH
7 163,05 164,0 C
8 94,92 93,6 CH
9 159,36 161,2 C
10 105,60 105,2 C
1’ 123,12 121,6 CH
2 116,07 115,3 CH
3 145,89 144,6 CH
4’ n.o 1483 CH
57 117,68 116,5 CH
6" 123,56 121,6 CH
1” 104,76 101,5 CH
27 75,75 74,2 CH
3~ 78,20 76,8 CH
4 71,41 70,4 CH
5 717,24 76,1 CH
6~ 68,56 67,1 CH,
17 102,46 100,7 CH
27 69,75 70,4 CH
3 72,14 70,8 CH
4 72,23 72,2 CH
57 73,95 68,2 CH
6" 17,93 17,5 CH;

n.o. — nao observado

Tab. 29. Comparagio entre os valores de deslocamentos quimicos de RMN'*C obtidos e
os relatados na literatura.
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A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de carbono treze €

muito util na determinacdo das ligacdes interglicosidicas em
. . , 91

diglicosideos” .

Quando o espectro da rutina € comparado com o de flavonéides com aguicar

livre, como a isoquercitrina, préximo flavondide a ser descrito neste

trabalho, fica evidente a principal diferenca entre ambos, um deslocamento

do sinal do carbono 6 para campo magnético mais baixo (cerca de 4,8

ppm).

Rutina Isoquercitrina
(diglicosideo) | (monoglicosideo)
C-6 | 68,56 ppm 62,60 ppm

O espectro ultravioleta (esp. 96, p. 193) da substancia HDFD-33 apresentou
absor¢des em 362 nm, correspondente a metade cinamoila da molécula
(banda 1) e 259 nm, correspondente ao sistema benzoila (banda II),
caracteristica de flavondides”'.

A adicdo de acetato de so6dio (AcONa) a solu¢do contendo a
substancia HDFD-33 provocou um deslocamento batocromico da banda II
na ordem de 9 nm, o que comprovou a presenga de um grupo hidroxila
ligado a C-7, descartando a possibilidade de um 7-O-glicosideo.

A adicao de AICIl; promoveu um deslocamento batocromico da
banda I para 435 nm (+73 nm) resultante da formacdo de complexos

quelantes do AlICI; com os grupos diidroxilas em questdo. A adi¢ao de HCI1
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promoveu um deslocamento hipsocromico para 401 nm (-34 nm), isto se
explica pela decomposi¢ao, na presenga do dcido, dos complexos quelantes

formados (fig. 13).

~

Al/\
Cl/ Cl

Banda I - 362 nm Banda I — 435 nm Banda I —-401 nm

Fig. 13. Esquema ilustrativo dos tipos de complexos formados pelo AlICl; com a
substancia HDFD-33 na presenga e na auséncia de 4cido e os deslocamentos

decorrentes.

Os deslocamentos observados acima com adicdo de AICl; e HCI
confirmaram a presenca de um grupo hidroxila em C-5 e corroboraram para

a proposta do 3-O- glicosideo.

s O espectro de massas (esp. 97, p. 194) apresentou o pico ion
molecular [M-1] em 609 Daltons (Da) compativel com a férmula
molecular da rutina de C;5HqO; (aglicona) + C¢H;¢Os (glicose) +

CeH 0O, (rhamnose).
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Os resultados obtidos em comparacdo com os descritos na literatura
permitiram identificar a substancia codificada por HDFD-33 como o

flavonol rutina (Fig. 14).

Fig. 14 - Estrutura da Rutina (HDFD-33) isolada das folhas de H. drasticus.

2.3.2.3.B. Isoquercitrina (HOFA-1).

A substincia codificada como HOFA-1 foi isolada sob a forma de
um Oleo amarelo intenso a partir da cromatografia em coluna de sephadex
LH-20 da fracdo acetato de etila das folhas de H. obovathus, utilizando-se
MeOH como eluente. A andlise por CCF-Si e CCF-RPI8
(AcoEt:MeOH:H,0 (6,5:1,5; 2,0) e MeOH: H,0 (1:1), respectivamente) de
HOFA-1 apresentou, ap6s a utilizacido do reagente NP/PEG, uma coloracio
laranja fluorescente no comprimento de onda 365 nm na regido do UV.

O espectro de RMN'H (esp. 98, p. 195) apresentou os seguintes
sinais com os deslocamentos quimicos:

¢ Um sinal duplo em 7,70 ppm (1H, J= 2,0 Hz) correspondente ao

hidrogénio aromdtico do carbono C2°, com constante de

acoplamento caracteristica de hidrogénios em relacdo meta.
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e Um sinal duplo em 6,86 ppm (1H, J=8,5 Hz) correspondente ao
hidrogénio aromdtico do carbono C5°, com constante de
acoplamento caracteristica de hidrogénios em relagao orto.

¢ Um sinal duplo dubleto em 7,56 ppm (1H, J= 8,5 e 2,0 Hz)
correspondente ao hidrogénio aromdtico C6°, com constantes de
acoplamento caracteristicos de hidrogénio aromdtico interagindo

com hidrogénios em posicao orto e meta.

SN
m Hs" 6,86 ppm

7,56 ppm Hg* @ OH
OH

Hy” 7,70 ppm

Fig. 15 - Deslocamentos quimicos dos hidrogénios arométicos — anel B.

¢ O sinal duplo observado em 6,18 ppm (1H, J= 2Hz) e o sinal simples
observado em 6,36 ppm (1H) correspondem aos hidrogénios ligados

aos carbonos C6 e C8 do anel A.

HO 6,36 ppm
75 [A]
6,18 ppm Hg 5

OH
Fig. 16 - Deslocamentos quimicos dos hidrogénios arométicos — anel A.
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e (Observou-se o

sinal duplo em 5,24 ppm (1H, J=7,5 Hz)

correspondente ao hidrogénio anomérico da glicose (H1 7).

A andlise dos espectros de RMN"C (espectro 101, p. 198) e DEPT

(espectro 104, p. 201) permitiu identificar a presengca de 21 sinais cujos

deslocamentos quimicos e multiplicidades estdo descritos na tabela 30.

Estes dados nos conduzem a férmula parcial C,H;5 (267 Da).

C | Obtido | Literatura (ppm) | multiplicidade
(ppm)

2 | 158,60 156,5 C
3 | 135,64 133,7 C
4 | 179,42 177,6 C
5 | 149,94 161,3 C
6 | 100,28 98,8 CH
7 | 163,05 164,2 C
8 | 94,99 93,6 CH
9 | 158,93 156,5 C
10 | 105,43 104,2 C
17 | 123,22 121,4 CH
2° | 116,05 115,3 CH
37 | 145,98 144,8 CH
4" | 167,14 148,5 CH
57| 117,56 116,5 CH
6" | 123,11 121,6 CH
17| 104,47 101,4 CH
27| 75,77 74,3 CH
37| 78,17 76,8 CH
47| 71,25 70,3 CH
57| 7843 71,5 CH
6 | 62,60 61,3 CH,

Tab. 30 - Valores dos desiocamentos quimicos obtidos NO eSpectro

multiplicidades obtidas pela técnica DEPT.

de RMN"C e suas
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O espectro COSY'Hx'H (esp. 105, p. 202) apresentou as seguintes

correlagdes:

H (6 ppm) | H (5 ppm)

H-8 (6,36) | H-6 (6,18)

H-5 (6,86) | H-6’ (7,56)

H-6’ (7,56) | H-2’ (7,70)

Fig. 17 - Correlagdes observadas no espectro COSY H'x'H de HDFD-33.

O espectro ultravioleta (esp. 108 p. 205) da substancia HOFA-1 apresentou
absor¢des em 355 nm (relativa a metade cinamoila da molécula — banda I)
e 257 nm (referente ao sistema benzoila — banda II), caracteristica de
flavonéides’".

A adicao de acetato de s6dio (AcONa) a substancia HOFA-1
provocou um deslocamento batocromico da banda II na ordem de 15 nm,
que assim como O que ocorreu com a rutina, descrita anteriormente,
comprovou a presenga de um grupo hidroxila ligado a C-7, descartando a
possibilidade de um 7-O-glicosideo.

A adicao de AICl;, utilizada para detectar grupos orto diidroxilados,
promoveu um deslocamento batocrdmico da banda I para 405 nm (+51 nm)
caracteristico da formagao de complexos quelantes do AICIl; com os grupos
diidroxilas em questdo. A adi¢do de HCI promoveu a decomposi¢do dos
complexos quelantes formados, o que resultou em um deslocamento

hipsocrdmico para 354 nm (-51 nm)(fig. 18).
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Banda I — 355 nm Banda I — 405 nm Banda I — 354 nm

Fig. 18. Esquema ilustrativo dos tipos de complexos formados pelo AlICl; com a
substancia HDFD-33 na presenca e na aus€ncia de 4acido e dos deslocamentos

decorrentes.

Os dados obtidos com os deslocamentos do espectro de UV apo6s adigcdo de
AICl; e HCIl confirmaram a presenca do grupo hidroxila em C-5 e
corroboraram para a proposta de um 3-O- glicosideo.
O espectro de massas (esp. 108, p. 206), apresentou o pico ion molecular
em 464 Daltons (Da) compativel com a férmula molecular da
isoquercitrina de C;5HqO; (aglicona) + C¢H;,0s5 (glicose). Outros picos
importantes sao relacionados abaixo:

¢ m/z (463) = [M-1] — perda de hidrogénio

¢ m/z (465) = [M+1] — adi¢do de hidrogénio

s m/z (301) = [M (464) — Cc¢H,;,05 (163)] = aglicona
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Os resultados obtidos em comparacdo com os descritos na literatura
permitiram identificar a substincia codificada por HOFA-1 como o

flavonol isoquercitrina91 (Fig. 19).

Fig. 19. Estrutura quimica da isoquercitrina (HOFA-1)
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O OH SOLVENT MeOD
$] NS 32
\Z-7i(}-101'[ ; DS 0
1y - 2N SWH 8278.,146 Hz
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" D1 2.00000000 sec
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======== CHANNEL fl =======
NUC1 1H
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PL1 -3.00 4B
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. F2 - Processing parameters
SI 32768
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WDW EM
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GB 0
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i e P
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Espectro 5 — 1* expansio do espectro de RMN'H (MeOD, 400MHz) do plumierideo (HDCA-1)



BRUKER

u oo ™ = ] [~ =~ wy O oD o m

CEI oy AZRe &%

= S O ) LML K Current Data Parameters
\ ) V) ' NAME HD3135
\ 4 \ EXPNO 20
( | PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date 20031222
Time 4,18
| INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
0 O PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 32
DS 0

SWH 8278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 181

DW 60.400 usec
DE 6.00 usec
TE 0.0 K

D1 2.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec

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

Pl 8.00 usec

| I [
|
J PL1 -3.00 dB
l L ’ : F2 - Processing parameters
! SI 32768
SF 400.1400089 MHz
' WDW EM
S3B 0
] . LB 0.30 Hz

SFOL 400.1424710 MH=z
GB 0

BPC 1.00

s
—

| —
—

T T j T i T j | T ' I j I i ! i T : T |

74 72 10 68 66 64 62 60 58 56 54 ppm
| \ |
g = El - g . [

-
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Current Data Parameters

NAME HD3135
EXENO 23
PROCHO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20031223
Time 11.17
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG dept135

TD 65536
SOLVENT MeQD

NS 14175

Ds 4

SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.365918 Hz
BQ 1.3664756 sec
RG 16384

DwW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 0.0 K
CNSTZ2 145.0000000

Dl 2.00000000 sec
d2 0.00344828 sec
diz 0.00002000 sec
DELTA 0.00000891 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec

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

7.00 usec

14.00 usec

1.00 dB
100.6253446 MHz

CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NoUcz 1H
P3 9,30 usec
pd 18,60 usec
PCPD2 105.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 18.00 dB
SFO2 400.1416006 MHz
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 100.6151364 MHz
WDW EM
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Espectro 17 — Espectro de RMN'H (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Espectro 19 — 2* Expansao do espectro de RMN'H (MeOD, 400MHz) do 1soplumierideo (HDCA-2)
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| \k AMS, KP3537
1 | \ . EXENG 26
| 1 \/ | \ ‘ PROCNO 1
F2 - Acguisition Carameters
Date 200422032
Time 13.09
INSTRUM spect
PROBHC 5 mm CNP 1H/13
EULERCG zgpg30
o 16364
SOLVENT Me(D
! kS 65536
0. , DS >
T ' SKE 73%80.814 Hz
1 FIDRES 1.463673 Hz
[ - O aQ 0.3416564 sec
oy RG 3649.1
Y/ DW 20,850 Lsec
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A -9 TE .0 X
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\\\JJ o sl dil 0.030C000C zec
A R MCREST 0.0600C00C sez
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110 |
) - =====n=x CHAMNNEL f. ========
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e n : ; 2L 1.00 dB
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==m===== CHANNEL {2 ====s===
CEDPREE walkbzld
NUC2 1H
PCED2 105,00 usec
PL2 ~4.00 dB
PL12 18.20 dB
ETI3 “8.30 d3
SFo2 400,1416006 MYz
¥2 - Processing parameters
81 16384
87 130.61%1369 MHz
Vvl WL EM
353 ]
. LE 3.00 Hz
T T ' | : ' | ; T ' T y T y T A ' G3 . 43
160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm e

Espectro 20 — Espectro de RMN"C (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Espectro 21 — Espectro DEPT (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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furzent Laba Parameters

HAMIE PE1O6G5CT1C
TAPNG 12
PROCNO 1
F2z - Acquisition Parameters
Dato_ 23¢50701
Time l4.48
THSTRUX spect
PROBED wm CUL 130
PULERDE hooerdprgl
4026
MelD
123
le
Jwly, 507 Hz

1.632888 Hz
C.272¢102 seo
20489

a6, 600 usec

65.0C usec

G4 2 K
€. 0030000
LODRBC30C0 sec
L50026000C sec
LDEZ250000 so
L2202C000 sec
LUDRYZ000 sec
30631790 sec
L 33020000 sec
L23030000 sec

LR e R A o]

CCHABRNEL L] ocuaoisasoioe

Ttl
EFl 2.0C usec
w2 13.0GC usec
Pl 3.0C 42
F1.9 57.89 48
STC1 S00.1z24006 ¥Hz
======== {HANNEl {2 ========
wocz 132
L3 8.0C usec
FL2 8.0C d3
EFCE 125.77103437 MHzZ
F. - Boqu-zition parameters
N30 2
T2 512
SPOL 1227702 MAx
PIDRES 24 6h6d Hi
=W 24,945 ppm
FnMOLE ol
P - Frooesslng pdrdine Ders
8z 24
3F S00,130C115 MH=z
[er) 5INE
S5E C
TR .06 H=
z2 G
P 1.4¢C

Espectro 23 — Espectro de HMBC (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Current Data Parameters

KAME PM106507L0
ZAPHNO 2
BPROCHC 1

FZ - Aegnisirion Paranetens
Jate_ 20050701
Time 14.48
TNSTRUK spect
PROBHD 2.5 mm LUL 132
BULPROG nmbendpraf

p] 47096
SOLVENT MeoD

NS 128

s 16

SWH 7507.507 Hz
FITRFZ 1.83726688 H=
AT 0,2729102 sec
RS 2048

DW £6.800 u=cc
DE 6.00 usec
TF 24,2 K
CHST13 8. 0000000

a0 0.00C02300 sec
Ll 1.50C80000 sec
=13 Q.0&2530000 sec
di1 3.03C00000 sec
d1z 0. 00022000 ssc
LU0 0.0C501790 sec
HMCREST 0.0GCCIA0G0 sec
HMCWRK 0.02C32000 sec

e==cmmm= CHANMEL [l ========

HUC1
El 9.00 ugec
P2 14.00 csec
FL1 3,00 B
FL% 57.88 43
SrQl 300.1324006 MEz
CHANNEL f2 ========
130
9.00 usec
g.00 43
Z25.7703437 MHz
F. - hoquisition parameters
NDO g
TT 51Z
5101 1257703 Mz
FZDRES 54.55¢564 d=z
54 222 .0%5 pom
FrMGRFE orF
FZ - Process.ng parameters
2
3F 500.1300113 MH=z
wanw SINZ
558 ]
LB 0.00 Hz
GB 0
BC 1.410

Fl - Progessing paramelers

Espectro 24 — 1? expansao do espectro de HMBC (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Current Pata Parareters

HAME FHl0&30710

EX2N0G 12

EFROCNC 1

F2 - Acquisition Paramctiers

Date 22050701

Time 14.48

TNSTRUM spect

FROBHD 2.5 mm BJL L3C

FULPROG hmbcndprgf

] 403

SCOLVENT MerlD

HE _2ZR

oS LB

SWH 7507.507 Hz

FTDRES 1.83298B6 Hz

AD 0,272%202 zec

RG 2048

oW 66,600 wsee

£E €. 00 usec

TE 2494 .2 K

CHST13 E.02320000

4n 0.00000300 scc

[0 T.E0020000 sec

fst 7 0.08283000 sec

dll 0.03003000 sec

arz 000002000 sec

IXG C.Onco1lv90 sec

MCREST C.00002000 sec

MOWELE G.O3000000 sec
==x=n CHANKEL £l ————ro==

NG 10

Fl 4.00 nsec

¥ 18.20 wsec

FL1 3.30 4B

L2 57.89 4B

301 510, 1324006 MH=z

======== CHANNEL {2 -—==mo=n=

NG 13C

EF3 B.07 usec

FLZ 4.00 dB

SEO2 125, 7703£37 ME=

Fl - Anguisiticn parameters

o] 2

T 512

BF01 12%.7703 MHz

FTIDRES 5d 556564 Hz

5W 222.0323 »pm

InMODE Qr

22 - Processing parameters

51 2048

5 S00.130011% MH=

WoW SINE

558 1]

B L0 He

5B L]

B .44

Fl - Processing parameters

Espectro 25 — 2% expansao do espectro de HMBC (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Current Gatd Parsmaters

oIpFIHTN
Exp 1
C PROCHD 1
': F3 - hrouisikian Paraneters
_0 Date _ 20030707
- T i 16,40
o NS TR SRt
C PREHD 5 th QNP LHS
= PLEFROG cosyaral
F m Y]
E SOLYENT Ll
= NS 4
r o5 4
C S 4308 333 H
b= FIORES. 2.943139 Hz
P i 0.1966%80 ser
C B 2
L W 98,000 wate
- '3 5.0 usee
-_2 T LN ¥
E ] 0. KI0BI3NG sec
= 01 2, Q0D sec
C @11 0.0 sec
r i 0.00002000 aec
L a13 Q.00000400 gac
E e 0.00019224 545
r HCREST 0. 000000 mee
L BN 0 03000000 ser
r wevanune CHAHEL [] smmrmraw
C HICL 1
L g B.00 uzer
- ™ . B.00 uasr
C LR} -3.00 08
o A 52,400 dB
o k'] AN | 13T N
C Fi = Azqulaition paramseecs
I 1
r | 256
N L] ATD. 1418 HHT
b F[CAES 20, 11608 e
r L 11,040 ppn
C FRMI0E w
- FZ2 - Processing parambers
&~ C sl 1024
-| T L * a0 L4043 Wz
- W SINE
r 58 [}
— u .00 e
. & « Q
C aC 1.40
- - Fl1 = Procesaing parangters
- qt 1024
[$21) E b -
n - A L0450 MH2
/'/:\ o HIM SINE
il | E 556 o
i L [T} 0.00 He
! L 8 [
P l C 20 MR plab parameierd
n F X2 15.00 cu
. F o 15.00 o
_—8 FarL 6617 ppe
N MAT.23 e
o Famr -4.345 ope
N r Fanr -13T.BE M
C pom i 3. 644 Opa
. i 3498.90 b
Fier =0.408 ppa
7 ’1"r"]"'""""'|""”"'J""""'|"‘""'"'""'|""'""|"""|'|||f' il -163.13
- - FREPHIN 0.59743 ppafem
pam & ‘ g a 4 3 g 1 0 Faztu 215.04437 to fon
719NN 0.603E posiea
Funru Ba1 AR e e

Espectro 26 — Espectro COSY'Hx'H (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Current Dats Parandters

HAE aNIDTEN0
EXFTH "
PACLNO 1
F2 = hcquisitian faraseisrs
fate_ 2050707
Thne 16.40
INSTRM apect
MAEHD % pa 0N IHSY
PLLARDY cosypral
U] 2048
SO VENT el
M3 64
1] 4
S B208_333 Wz
FLOAES 254313 Wy
Ll 0. 1965980 sec
RS 00
L) 08000 uzsc
[ B 00wkt
TE 480K
LL] 4 GO000I0G sec
ol 200000000 see
di 4 03000000 see
12 4.0000300) aee
LLE] 4.00000400 sec
L] . 00019222 spc
HCREST 4 GHOGA00 ser
LW 0 03000000 e
weamzann CHAMMEL | svmsmssm
WY n
"M B.00 usec
P B.00 usee
i =3.00 o8
FLg 52.00 98
il 4001415047 MH2
F1 - Acosizitlon parasetars
Ly 1
10 285
0l AOF. 1419 MHZ
FIDRES 20. NETLA W
11,490 ppa
FrMGOE oF
F2 = ProcesEind oaranqbes
st (L]
aF A00 . 1400426 vy
Wi 5[t
524 [
LB 0.04 mz
B [
P 1.9
Fi » Procassing poraselers
sl 1024
MC2 o
&F A0, 140G iy
Ll STHE
08 [
LB ©.00 M2
] [+
30 Mt plok pareneters
cu 15,00 o
[£1] 800 cw
EZR0 4.943 pm
FaLL 157902 12
FaPrL 0.3593 opa
Fanl 7.
FIRLO 4.937 ppm
FiLd 178,94 H2
F1PHL 0,405 ppn
FAHI LEL. 38 H1
FEPPHCH 0.30237 paen
FEHICH 184, 39214 HLfou
FIPPHH oW oondtn

Espectro 27 — 1% expansdo do espectro COSY'Hx'H (MeOD, 400MHz) do 1soplumierideo (HDCA-2)
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Cursant Detd Faraseters

L 0707 1
EFhg 1l
FRICMD ]

F2 - Arouisition Paraweiars
Oate_ 2050707
T 1680
TN TPLE qoELE
PROSHD & wi G IHA
PLLPACT codvnral
1o 2048
SOLVENT Hell

64

o El
St 0204.333 Hz
FIORES 2.543192 Hr
A 4. 19685R0 54t
RG 00
oW 96400 wiet
.3 6.0 usec
TE POR
48 0.00000200 2er
o 2. 00000000 ec
6li 0. 03000000 st
di2 Q. DGCAIG00 2e
dil 0. P40 S8k
HD 0.000LE724 FeC
MCREST @, 00000008 sec
ML O 000D sec

r—— + CHWNHEL Fi ===smmns
MUC] H
] .00 udtc
P1 A.00 usec
25} =3.04 08
na =2 ot 08
S Al (419047 HHz

F1 - hequiblLigh parameters
NI §
0 6
SFOL 05, 1432
FIOPES 20, 10918 Hz
o 13.000 ppa
FaMODE oF

F2 = Progesabng pardperers

3! LI
5F A0 1400436 HAZ
L SIHE
=8 [+
i} .00 He
-] o
PC 4,40
Fi - Procensrg phriskiers

S0 1024
a2 o
5F Al {00460 W
Ll SINE
548 a
[A:3 0.0¢ He
w [+

A0 MR plot GEFEMETECE
ok 15.00 cn
=] 15. 4] v
F2ALo 7884 pom
Fa0 36,78 Hi
FaPHL 2,188 ppn
Farl 106 LT B2
Fipn 7648 fpR
FiLg WEO. 11 HI
FiPHT 2373 pen
F1HT LHH -4 HT
F2OPWN 0.232032 pRefem
FaIcH 128.17384 He/re
F1PPHOH 0.330 ppmfcn
FLHZCH 19004748 Hzfem

Espectro 28 — 2% expansdo do espectro COSY'Hx'H (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Espectro 29 — 3? expansao do espectro COSY'Hx'H (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Espectro 30 — 4* expansdo do espectro COSY'Hx'H (MeOD, 400MHz) do isoplumierideo (HDCA-2)
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Tty ]
Feesid
7.503
7.135
6.476
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6.463
6.444
5.289
Sl
4,708
4.689
3.883
3.878
3.861
AT Sl
3.742
3.478
3.470
3.464
3.458
3.388
3.366
3.344
3.308
2302
2208
N6
3.230
3.209
1.567
1.551
0.000
-0.008

N A

Mo

G A | B PR

3 [aEsss

s

8¢l

BRUKER
G

Current Data Parameters

NAME MP6364
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20031223
Time 1542
INSTRUM spect
FROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zg30

D 65536
SOLVENT MeOD

NS 16

D3 0

SWH B278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
BQ 3.9584243 sec
RG 21516

DW 60.400 use
DE 6.00 use
TE 0.0 K
Dl 2.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec
s======== CHANNEL fl =======
NUC1 1H

Pl 8.00 use
FL1 -3.00 dB
SFOl 400.1424710 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 400.1400089 MHz
WDHW EM
55B 0

LB 0.30 Hz
GB 0

BC 1.00

Espectro 31 — Espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

s
_——1.567
T 1.551

SN

NAME MP6364
| EXENO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20031223
Time 15.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT MeOQD
NE 16
DS 0
SWH B278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 256
oW 60.400 use
DE 6.00 use
TE 0.0 K
D1 2.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec
s======= CHANNEL fl =======
NUC1 1H
Pl 8.00 use
PL1 -3.00 dB
/} SFO1 400.1424710 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 400.1400089 MHz
WDW EM
55B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
s b

I
2.5 2.0 1.5 ppm

S sPar

Espectro 32 — 1* Expansao do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

NAME MP6364
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20031223

Time 15.42
INSTRUM spect
PROBHD S5 mm QWP 1H/13
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 16

Ds 0

SWH 8278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
RO 3.9584243 sec
RG 256

DW 60.400 usec
DE 6.00 usec

TE 0.0 K

Dl 2.00000000 sec
CREST 0.00000000 sec

MCWRK 0.01500000 sec
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PL1 -3.00 dB
SFO1 400.1424710 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 400.1400089 MHz

wow EM

58B 0

LB 0.30 Hz
GB 1]

PC 1.00

Espectro 33 — 2* Expansao do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

NAME MPE364
EXFNO 10
PROCNO 9,
F2 - Acquisition Parameters
Date 20031223
Time 15.42
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm QNP 1H/13

PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 16

Ds 0

SWH 8278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 256

DW 60,400 use
DE 6.00 use
TE 0.0 K
Dl 2.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWREK 0.01500000 sec
m======= CHANNEL fl =======
NUCl 1H

Pl 8.00 use
PL1 -3.00 dB
SFO1 400,1424710 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 400,1400089 MHz
WowW EM

S58B 0

LB 0.30 Hz
GE 0

PC 1.00

Espectro 34 — 3* Expansdo do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Tl o IC - e I L B B Y R B T I I L & P R e oo o E RS N o i VR = A v A & o R v+ e e} [+3] .
e B e L s s T M I T U e B P B e R T ol e B e el e - T= e TS RN B Bl U M A RS S S o
Il ' | | I L . . |l L | : | Current Data Parameters
ol ‘ L \ - \‘ | \ | / NAME MPE364
P S \\ ; b Ry EXPNO 12
oL ! ) 4 | Y i y )i PROCNO 1
[ m il
F2 - Acquisition Parameters
Date 20031224
Time 89.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
BULPROG zgpg30
TD 16384
SOLVENT MeOD
NS 131072
ps 2
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 1.463673 Hz
AD 0.3416564 sec
RG 3649.1
oW 20.850 use
DE 6.00 use
OH TE 0.0 K
H_HO OH D1 0.10000000 sec
0 oH d11 0.03000000 sec
L MCREST 0.00000000 sec
" MCWREK 0.01500000 sec
===s=mas CHANNEL f1 =======
NUC1 13C
Pl 7.00 use
PL1 1.00 dB
~ 5FO1 100.6253446 MHz
== (CHANNEL f2 =======
waltzlé
1H
105.00 use
i -4.00 dB
18.00 dB
18.00 dB
i 400.1416006 MHz
i F2Z - Processing parameters
51 16384
; || SF 100.6151369 MHz
. 1 . WDW EM
i Lo o Moot M ssp 0
LB 3.00 Hz
L g .llll I "|'l'|"|'|||||l TTT ll.l T%T lnl—r er.Y[‘r.r! rlr "F"“I-I'Y1 .|| TT 1T ||| T ||I| T =TT T I-ll'!.l. TTT |[.|||||| ||... T I |||‘li|lll GE U

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm °° Faitlt

Espectro 35 — Espectro RMN'°C (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

NAME MPG6364
EXPNO 12
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20031224
Time 9.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgpg30

TD 16384
SOLVENT MeQD

N8 131072

Ds 2

SWH 23980.814 Hz
FIDRES 1.463673 Hz
AQ 0.3416564 sec
RG 3649.1

DW 20.850 uset
DE 6.00 user
TE 0.0 K
D1 0.10000000 sec
11 0.03000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWREK 0.01500000 sec
====a=== CHANNEL fl ===s====
Nucl 13c

Pl 7.00 use:
PL1 1.00 dB
SFO1 100.6253446 MHz
=m====== CHANNEL f2 =======:
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCEDZ 105.00 use
PL2 -4.00 dB
PL12 18.00 dB
PL13 18.00 dB
SFO2 400.1416006 MHz
F2 - Processing parameters
SI 16384

SF 100.6151369 MHz
WDW EM

3S8B 0

LE 3.00 Hz
GB 0

BC 1.40

Espectro 36 — 1* expansao do espectro RMN"C (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters
|| ) || J NAME MPBE364
b
{ ; EXBNO 12
\ { | PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20031224
Time 9.15
INSTRUM spect
FPROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULEROG zgpg30
TD 16384
SOLVENT MeQD
NS 131072
DS 2
8WH 23980.814 Hz
FIDRES 1.463673 Hz
N AQ 0.3416564 sec
RG 3649.1
- DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 0.0 K
D1 0.10000000 sec
dll 0.03000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec
=m=m=s=== CHANNEL fl ===
NUC1 136
Pl 7.00 usec
PL1 1.00 dB
v ) SFO1 100.6253446 MHz
======== CHANNEL f2
f‘ i CPDPRG2 walt D
! |I NUC2 1H
PCED2 105.00 usec
| FL2 -4.00 dB
! ‘ PL12 18.00 dB
‘ PL13 18.00 dB
H L { 5F02 400,1416006 MHz
\ \ F2 - Processing parameters
JM ! ST 16384
¢ ! ] SF 100.6151369 MHz
/“\rﬂ/ L\A’V f M WoW EM
s, AWMFKM)'W\:\(\ L\V\N\‘W‘”\I"\‘}W WN%V\M N EEP‘ 3.0'; .
R a s R R RARARaARRNa s sRREs eataneanns RUA NS LA AR LA RARARARARE REARAR e A S AN AAAAA s na s e 0
) 1A
79 78 77 18 75 74 73 12 T 70 ss 68 67 ppm ¢ L0

Espectro 37 — 2* expansao do espectro RMN"C (MeOD, 400MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

WAME
EXENO
PROCHO

FH10TSCT05
13
1

F2 - Rhcocuisition Parameters

Date_
Time
CHSTR
PROBHD
PILFROSG
D
SQLVENT
ws

DS

SWH
FIDRES
AL

RG

]

DELT&
MCREST
MCWRE

CPDPRG?
HUC2

P3

pé
PCPE2
PLZ
pul2
sTo2

20350729
.57
spect
2.5 mm DUL L13C
deptl33
3278
DME0
25567
4
30030.02% He
0.916444 H=
0.5456538 sec
16384
16,6550 usec
B. 00 usec
234.5 X
145.23003300
. 50000000 sec
.00344828 sec
00002000 sec
LO000101Y9 sec
L 00000000 sec
L 01500000 sec

[aRulalay=lo)

13C
8,00 usec
15.00 usec
q.00 <E
125.7703643 MHz

w&ltzlG
iH

Q.00 ussec
183.00 uzec
80.00 usec
3.00 dab
22,00 4B
50C. 1320005 MBz

FZ - Processing paraneters

51
3F
WLW

Espectro 38 — Espectro DEPT (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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72.95

TT——T2.79%9

72.06

69.78

=T 59.54
62,40

69.84

_——03.75

TT——53.55

60. S0
60.73

_/’/r_
—— 50.40
T 60.03

5l.14

w
-
[==1
=t

——— 48.34

Zurrent Data Faramcters

WhME FN10750705
EXPHO 13
PROCHNG 1

F2 - hcguisition Parameters
Date 20050729

Tine 17.11
IHSTRUM spact
PRCBHD 2.5 mm DUL 132
PULEROG deptl3s

TD 32768
SOLVENT [Elpt)

15 135373

D35 4

E¥WH 30C30.029 Hz
TICRES G.916444 Hz
AQ 0.545R539 zac
RC 1la3B4

oW 15.850 ussc
UE 6,00 usec
TE 294.0 K
CN3T2 145, 0000000

ol 2. 53C000000 =ec
d2 0.0C344828 sec
di2 000002000 sez
JELTA 0.00001019 sec
MCEEST 0.30C00000 sec
MCWRE 0.32500000 sec
m=m======= CHAYHNEL f]_ EEE L LT
Nucl 13c

Pl 9.00 usec
»2 14.00 usec
PLI g.00 dB
SFO1 125.7702643 MHz
=====az= CHANNEL 2 ==
CEDPRG2 waltzlb

N2 13

P3 2.60 usec
pd 13.C0 usec
PCPDR2 B3.C03 usec
PLZ 3.00 dr
PLLZ 22.C3 cB
SFOZ 500,13200C5 MHz
F2 - Processing parameters
81 6384

S¥ 125.,7578734 MHz
WoW M

S3B b}

LB 1.03 Ez
GB It

Bz i.42

Espectro 39 — 1* Expansdo do espectro DEPT (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

NAME FHIDT50705
EXPHO 13
PROCND 1

F2 - Acguisiticon Parameters
pate 20050729
Time 17.11
INSTRUIM spectl
PROBIID 2.5 mm DUL 12C
PULFROG deptl3s

D 32768
SOLYENT DMSO

N3 135373

o= 4

SWH 35032.025 Hz
FIDRES J.916444 Hg
RO 0.543853% sec
RG le3iB4d

oW 16.650 useg
DE ’ 6.00 usecg
T 2%3.0 K
CHETZ 145.4000C00

Lo 1.5C000L00 secC
[nbes C.0C394828 sec
alZ2 G.00002C00 sec
DELTA 0.00001C1Y sec
MCREST C.0a000¢00 scc
MCWEEK $.01500C00 sec
m======= CHANNEL fl ========
KUC1 13¢

Bl 8.00 user
g2 16.00 usec
FI1 8.00 dB
SrFoOl 125.77103643 MHz
m======= CHANNEL £2 ====--=—
CPDERG2 Wwaltzle
HUCZ 1H

P3 .00 user
pd 18,00 usec
rcpL? 80.00 usec
PL2 3.00 dB
PL12 22.00 dB
STQ2 500,1320005 MHz

FZ - Processing parameters
S1 1631R4

Espectro 40 — 2* Expansdo do espectro DEPT (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)



8¢l

\g Nl e 4
W m o I m e o
[+ SRRt R L e B ) N
Lo Al R el R B R o) an
R R R ke] —
| Cuorrent Data Paramzters
o \ f } NAME BN10750705
|1 EXENO 13
Y / / PROCNO 1
F2 - Acguis-ticn Parameters
Pate_ 20350729
Time 17.11
INSTRUM spect
PROBHD Z.5 mw ¥JL 130
POLPRDSG dentl35
TD 32768
SOLVENT D0
NS 135373
D& 4
SWH 300353.029 Ha
| TIDRES 0.916444 Haz
Al 0.345653% sec
RG 15384
iy lg.65C uscc
DE 6.0C usec
T= 282 ¢ X
- CHET: 145.000000C
. DL 1.500430000 sec
2 0.00344828 sec
drz 0.0020200C sec
DELTA 0.4230101% sec
MCREST 0.0020000C sec
MCWRE 0.0150000¢C sec
======== CHANNEL £l ========
MOCL 13
71 8,00 uses
pe 16.00 usea
T ARARS L AN REARE ™ Ll 8.CC dB
| , S0 125.7703642 MHz
i 21 20 19 18 17 ppmn
v . ======== [HANKEL %2 ————————
- CPDERG2 walzz1l§
| NJC2 1B
l F3 2,00 usec

: pd 1%.C00 usec
\ ! PCEDZ 80.C0 usec
PLZ2 .00 dB

A |
Aopgidom ey AT \“’W P g N T - et 2 -

F2 - Processing paramelers

3L 163684
13 125.7578724 MH=z
WDW EM

Espectro 41 — 3* Expansao do espectro DEPT (DMSO, S00MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Turrent Zata Parameters

NAME EN10755 M5
EXENG 11
FROCND 1
PPMez - aequisition Parameters
— Datle ACOS0TZE
[ Tima 3.4
: =0 TNETRUK spect
- PEOBHL 2.5 mm NUL 122
L PILEROGE cosygise
F T3 2048
SOLVERT nM50
NS 32
-1 g
- SWE £482.456 Hz
- Y1ORES Z.676980 Kz
; QD 01269188 sec
b B 024
-_2 L IT.200 usec
F LG €. 00 usec
E Ly 28241 &
[ dd 0.00000300 sec
r [ 1.034000200 sec
E IND 0.2001B178 sec
L3 MUREST 0.030003230 sec
L MOWRL 1.00000330 sec
s=x———= CSHARNE]L f1 s=s=sas==
[ NUZL 1z
[ P 9.00 eses
4 FL1 3.00 2w
b 5RO 500.1323754 WHz
[ Fl - Acquisition parameters
L NI 1
E paga] 92
:"5 33003 SO0_1323 MRz
[ EIDRES 39.756810 H=
[ W 11.23040 zpm
F FnMODE QF
;_B ¥2 - Proceszsing pavametlers
W 51 1024
g 500, 1300004 Kiz
WOW SIKE
558 C
LE 0.CC Hz
-7 GB i
b PC 1.03
L Fl - Processing paremetars
- 51 1024
B HC2 CF
-8  sr 50C.1229925 MKz
- Wow SINE
e - 558 [+
! e ZB £.00 Ez
1.0 0.5° 0.0 ppm?©® e

Espectro 42 — Espectro COSY 'Hx'H (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)



Current Plva roloumdiwrs

HAHE
EXPHO
PROCND

4

oo

Date

Time

IHNSTRUM

PROEBHD

PULEROG

0

. SOLVENT
5.8 33

A Ds

SWH

- FIDRES
6.0 It

- RG

oW

—8.2 DE

—-7.0 NDo

piys
L 5F01
FIDRES

-7.2 v

FnMODE

7.4 s1
sF
- Wow
SSB
—-7.6 1s
GB
BC

s1
HC2
L SF

8.0 oy
SSB

—
80 78 7T

T
.6

T
.2

T T
7.0 68 6

LB

F}prn GB

FN10750705
11
L

PPMyg:z - acquisitiorztogarameters

50728

13.4L1

spect

2.5 mm DUL 13C
cegygfan

2048

DMED

32

4
54B82.456 Hz
2.676980 Hz

0.186%188 sec
1024
91.200 usec
6.00 uzec
284.1 E
0.00000300 zec
1.00000000 sec
0.00018178 sec
4.00000000 sec
1.00000000 sec

CRANNEL [l ========

9.00 usec
3.00 aB
500.1323164 MHz

Fl — Bcguisition parameters
1

92
S00,1323 MHz
59.796B10 Hz
11.000 ppm
QF

F2 - Processing paraneters
1024

500.1300004 MH=z
S51NE
0

0.00 Hz

0
1. 04

-7.8 Fl - Precessing parameters
1624

QF
500.12%9925 MHz

SIHE

D

0.00 Hz
4]

Espectro 43 — 1* Expansdo do espectro COSY 'Hx'H (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Jate Parameterns
HBME FELOT7CS0745
EXAPNO 11
\mu ’ PRCCED 1
NMHI\J !\J\f\_}\__J\ . _.h'u!_}“"g PPMrz  acguisition Parameters
= Pato_ 22050728
Tima 13.41
THSTEUM spect
PROBEY .0 oM T30
FULPECG cosygfel
h 2044
SOLVENT DMs
] 22
DE 4
SWH L4BZ. 456 He
TIDRES 2, 875560 He
2] 1.1d5%1EF spo
iz Logd
oW an_Fn0 nses
o= g.00 usec
T® 2F:.0 K
[+ 8] 0. CO000300 sec
o1 1.Co000500 sec
i} 0.C001231%6 sec
MCREST 0, Codannil zec
MOWRE 1.C0000200 sec
wksmmmmm CHAHFEEL £1 - ¢ o=
MUl 1
21 0,06 usec
1] 3.00 4B
3:¢1 530.1323155 MRz
¥. - Aoguisition parareters
s} 1
L w2
ZFol SO0, 1327 MHe
¥IDRES 55.795410 1z
W TLL000 ppm
FaMOCE QF
F2 -~ Processing paramoters
&7 1224
33 300.1300054 Miz
whw SIKE
333 0
LE 0,00 l=
GF o]
FC 1.0
F_ = Processing paramebers
52 1024
5.6 X2 oF
2 L SF S0, 1239923 WHz
e B VLK SINE
S5PR )
L T T LE C.00 K=
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm &t 9

Espectro 44 — 2* Expansao do espectro COSY 'Hx'H (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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| Corrent Daza Parametors
HAME PN1IT50705
FYRNG 1z
EROCNO -

T4 - Acquisition Parameters

‘\ | ;
R (% J MJHU\\J\_J \AJJL.% pPMTie e

e INETAUM spect
D' FROBHD 2.5 mm DU 13C
. FULPROS hmgehipk
o D 1324
: . < 20 SOLVERT DHSC
: NS G4
2 a N D5 16
' SHE 7002.901 Hz
N FDRES €.A36673 Il
. * F1a) C.OT323E0 mec
T @ - 40 &3 4597.6
@ ! oW 71.400 usec
* = DE £.00 useco
o - Ui 293.8 K
CNSTZ 145.000000C
3 : do n,gggogggo seo
- — o 1. o] 0 meo
v E’f ! 60 dz 0.0D34L4B828 seo
. ) o7 0_4DQCROC]L scc
= L HND CL.O00023539 sec
[ . MIREST C.O0DOLI0LY sec
Pl ’ oW 0.750C2000 sec
e r: TRE C
q’ _ 80 ST1CHT 28
e QHANNEL f1 ========
W ’ BT L 1H
o : N Fo .00 usern
s : p2 18.C0 usecc
e . PL1 3.C0 dBE
= N =100 sro1 560.13325C8 MEz
¢
oo L] === LT, f2 oo
B CPDERGZ garp
- 4 HUZZ2 130
of . =3 9.00 uasec
'_ P4 18.00 usec
) 120 52, 62,00 asec
K 2.2 8.00 dB
o = . 2012 25,50 dB
@ % : SFO2 125.76T8496 MHz
- .
S 7. - Aocquisition parameters
° i ;’140 HOG B P 2
o i D 254
. i EFO1 1257673 MHz
~ o r TIDRIS 82.5114%0 Hz
. SH 169,967 ppm
LN * ’ TRHO2E States-TRPPI

LR R D R T T T T T T T

T2 - Trocessilhg paramebers

80 7.5 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15° 1.0 ppmi

oo EfA 1 90A0RE waera

Espectro 45 — Espectro HMQC (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

HAME PN10750705
EXPNQ 12
PROCHNO 1

FZ2 - Acquisition Parameters
2005072

PPMTine 16.12
INSTRUM spact
 9{ PROBED 2.5 mm DUL 13C
o PULEROG hmgcbiph
par) 1024
SQLVENT DMED
- 95 s 64
F D5 16
[ o] [ SWH 7002.801 Hz
L.} - 100 FIDRES 6.838673 Hz
E AQ 0.0732350 sec
1 RG 4597.6
! - DwW 71.400 wvsec
— 105 DE 6.00 usec
[ TE 293.8 K
. - CNSTZ 145.0000000
[ 110 [-1u] 0.00000300 sec
[ Dl 1.50000000 sec
- dz 0.00344828 zec
[ o7 0.40000001 sec
- Iaf 0.00002329 sec
*@ . 1S S est 0.00000000 sec
! MCWERE 0.75000000 sec
- STI1CHT 128
C 120
L ======== CHANNEL fl =s===== —
r HoCl 1H
L Fl 9.00 usec
F 125 P 18.00 usec
r PL1 3.00 dB
o . SFal S500.1332508 MHz
S . : 130
r) memmmuzs CHANHEDL 2 ss======
CPDERG2 garp
[ 135 NOC2 13cC
L P2 8.00 usec
3 =2 ] 1E6.00 usec
i PCED2 &0.00 usec
_ PL2 8.00 dB
@ - 140 22, 25.50 aB
L SF02 125.7678496 MHz
@ [ 145 r1 - Beguisition parameters
A HDO 2
o r py e 256
L 150 SF0l 125.7678 MH=
e [ FIDRES §3.511490 Haz
r 59 168.5%87 ppm
FnMODE States-TPPI
I ! . I I i ‘ T ’ I S ! r I I , o ¥F2 - Processing parameters
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 ppms: 1024
EF 500.1300095 MHz

Espectro 46 — 1* Expansao do espectro

HMQC (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data PErameters

HAME PNL10TE0T05

ERAPNO 12

BROCYD 1

7 FZ - Acau.sition Parvameters

) P K Em Date_ 20050723
B £ N A S N N N PpPMTinc 16.12

_ IKSTEUM apact
PROBED 2.7 mm DOL 13C
- FULPEDG hmgeckiph
- 0 1cza
- 60 sowvent DMS0
2 - HE a4
- Dz 1&
; - SWH 7002.601 Hz
oy - FIORES E.830673 Hz
~ 68 a¢ 0.073236C sec
F RG 45876
F CW T7..400 usec
F D= 6.00 usec
- Tz 2%3.8 K
. - 70 cusTz 145.000000C
F do 0. 00000300 sec
. F i 1.50000000 sec
L d? (0.00344829 sec
F cr 0.40000001 sec
. 75 IND 0.0000233% sec
L MCE=ST 0.00000000C sec
L MEWRE A.75000000 sec
L STLICHT 28
— 80 ======== CHANNZIL [l ========
L WIC1 1E
L m1 300 uzen
L B2 18.400 usec
FL1 3.40 £B
| . SFOL L00.1332508 MEz
) : : 85
- K ===cmm== CHANEFL {7 mem==———
0 X CEDPRE2 garp
| xrce 132
o L ag ™ 8.00 uscs
@ b pd 16.00 uses
&) L PoPDR £0.00 esec
[ PLZ §.00 4B
| TL1Z 25,50 dB
o L 95 SFOZ 125.7¢TE496 MHAz
q Fl - Boguisitior parameters
NDC 2
L) 0 [ TD 236
[ SFOL 125.7&7TH MR2
=2 100 FIDRES 93.511£530 Hz
[ Su 169.987 ppn
@ r FOMOLE States-TPET
T j j T j T j j T 1 ' ° T T T r j T j I ! T T T I j j T :
: FZ2 - Processing parameters
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 - ppm st 1024
55 200,130C095 MHz
WCW SINE

333

Espectro 47 — 2* Expansao do espectro HMQC (DMSO, 5S00MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Data Parameters

HAaME PELOTRIT0S
! EXPNO iz
RROCNG 1
72 - Avguisition Farameters
M Dato 20030728
e PPMTime 16.12

- TNETRUM spect
6 r 2R0EHD 2.5 mm DOT. 13C
r ZULPROG hmgchiph
r T3 1324
L SULVENT IMSO
O W 3
us lg
g 20 5WH 7002.801 H=
r TIDRES 6.833673 Hz
@ - aQ 0.0732350 sec
] . RG 4597.6
L] I ; F oW 71.400 usec
— LE 5.00 uses
g , I 25 293.8 ¥
a CNSTZ 145, 0000000
- r i} 0.02300300 sec
. . - ol 1.52000000 zec
d) @ - d2 0.00344828 sec
— D7 0.40000001 sec
Q - 30 IHD 0.00002335 sec
. MCREST 0.0000000C sec
MCWERE 0.73000000 sec
- STICKT
@ w3F ===s=w== CHANNEL {1l ========
- WOCT 10
. Pl 9.00 usec
% . p2 18.00 usec
o . . ; PLl 3.00 dB
L] a @ - 40 SFOL 500. 1332508 MEz
LA ? L ———=iio— QHANNEL f2 ========
N CPDPEGZ carp
[h L julutass 13C
! B3 §.00 vsec
T J=x| 16.00 tace
@ |L45 BLEDZ 60,00 usec
@ |- PL2 4.00 2B
. pLl2 25.50 4B
@ SFOZ 125.767849¢6 Miig
Fl - Roguisition parameters
50 WD 2
TD 256
SR 125.767H MEz
FIDRES 83.511490 E=z
auW 16%.987 ppn
55 FRMODE States-TEPI
E i T j | T j j T j v j I v ' T T T T | j j ) j I T ! " " - .
. "2 - Processing parameters
& 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm s1 ¢ P

Sk 300.130CCH5 MH=

Espectro 48 — 3* Expansdo do espectro HMQC (DMSO, 500MHz) da protoplumericina A (HDCA-3)
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Current Jata Parameters

HAME HS8&/1C-2
EXERD 10
FROCED 1
T2 -~ Acquisition Parameters
Date_ 200530321
Time B.33
THETRIM spect
FROBED 5 mm DNE 1B/13
FULERDG 2230
TD B3536
SOLVERT Me D
g 128
a5 G
SWH 92758.146 Hz
FIDRES G.126314 He
RQ 3.9584243 sec
G 217%2.1
oW 60.4C0 usec
u] on DE .00 usec
~ T® 0.6 K
CHa oL 2.€0200000 sec
Q * MCREST 0.000000LC sec
MCWRE 0.C1500000 seq
=o====m=x CHANNEL fl ===
[(lilaal 1H
Pl 8.0C usec
PLL -3.0C 4B
EROL 400.142471C WH=z
¥l - Acquisition parametsrs
qpg 2
i)
5F01 160, 6203 Muz
FIDRES 85.011%726 Hz
[ . W 165.000 ppm
- FrMQLE undefinad
F2 = Processing paramessrs
SI 32768
5F 400.1400381 MHz
WowW EM
538 0
LB 0.00 K=
. GB 0
. BC 1.00
-t i -
et rarreaa - i Fn - ErpCessing parameters
TprrTTTTETET T T T T T e e IR IR L T j 1 : sZ
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 m M2 echo-antieshe
PP 5F 100.8127117 MEz
R AN, N e a
[=1[=X | e []E= ke «o [ [ | b |13 LE 0.30 Ez
2 2lEE RS B FEeREER © e ;3
ik od| el = -— L NMFFN'FF [ 2 RE =] GB N

Espectro 49 — Espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)



Lyl

™ AN N RS OoOwn S DO A SN O D e — ==
- W= MmN OO NN A 000N A D 'O - Ry
[~ D Loa oy i o sl o oo B oo B i ae o RN e SN Ly B B ST B0 Bt B ot Bt s I o A RV w ) nuwy =
et A A . LT
=t = Ll o I o I I o B T L BT o I AN P IR IR s Tl B AL PR I L B o B L BN B A VR AN R T | L B o |
r
.
'-
—— [ ——————— [ - , — — T —

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
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Espectro 50 — 1* Expansao do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)

Currant Data Paramesers

HAME H5g1¢-2
EXPND 10
PROCEO 1

FZ = hoquisition Parameters
Daze 20050321
Time ™ g.33
INSTROM spect
FROBED S mm QHE 1H/13
PULZRIG zg30

D 63336
SOLVENT MaOD

NS 128

LS i)

SWH 8278.146 Hz
FIORES 0.126314 He
AG 3.9584243 zec
Rz 2172.3

oW 60.400 usec
CE .00 usec
TE 0.0 K
238 2., HDG0000 sec
MCREST 3.00020000 sec
MCWRE 2.01500000 sec
m—=—==—= CEBYNEL Fl ccumccen
HuclL 1n

el .00 usec
LY =3.00 dB
3rol 4001424710 MH=z

Fl = Acguisition parameters
Lyl 2

D 200
EFO1 100.6203 HHAz
FLDRES B3.C11728 Hz
3W 16%. 200 ppm
FrMODE undofined

TZ -~ PZCCESSLING PACIMELEXS
51 12768

5F 400 . 14C00€1 MH2
WDW EM
55R o}
LB 0.00 Hz
GB 0
FC _.0o

Fl - FProcessing paramesers
81

MC2 eche-aatiecho

SF 100. 58127217 MH:e
wow ne

SSB 2

LB 0.30 ¥z
GE 0.1
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Cuzrent Data Param=ters

HAME HEg10-2
ZXPNO 10
FRCCHOD 1

F2 - hcquisition Paraweters
Jate 20050321
Time B.33
TKSTRUM Spect
PECTLD 5 mm gHNE 1H/L3
PULEPRGE zg il

TD B3536
SOLVENT Halh

He 128

D& L)

BwWH 4278.146 Iz
TIDRES 0.126319 3=
AQ 1.58594243 sec
Rz 2.72.3

o €0, 400 usec
LK €. 00 useo
TE 3.0 K
Dl 2.00000000 sec
HCREST o.ooo0onnn sec
MCWRE 0.01500000 sec

== CHAMNEL f1

1H
T.00 usec
-3.00 dB
430.1424713 ¥MHz

Fl - ARcguis-tion paramelers
nIe

TS 203
SF21 100.56203 MH=
FIDRZS 82.011726 H:
aw 165.000 ppn
FnMOTE vndelined

F2 - Progessing parameters
52 32768

5% 406.1400C81 M=
WOW EH

550 I\

LB 0.00 Hz
Gh a

FC 1.00

FL - Processing parameters
sz 512

mMca echo-antiecho

3F 100.6127117 MHz
wWhw ng

S50 Z

1B 0.30 Hz
GB 2.1

Espectro 51 — 2* Expansado do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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Espectro 52 —

Current Data Parameters

NAME HS610-2
EXPNG 10
BROCHO 1

F2 - Acguisition Parametars
Date_ 20050321

Time 8.33
INSTRUM spect
PROBHD S mm QWE 1H/13
EULPROG zg30

D €5536
SOLVENT MelD

ns 128

BE 4]

SHWH §278.146 H=
FIDRES 0.126314 He
BQ 3.93584243 sec
B 21723

oW 60.400 wsec
DE .00 usec
TE 0.0k

ol 2.0000000Q sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 0.01500000 zec
NUC) 18

Fl B8.00 usec
PLL -3.00 dB»
§FO1 400.1424710 MHz

FlL - Bocquisition parameters
WO 2

D 200
SF01 100. 6203 MHz
FIDREZS B3.011726 Hz
sW 165,000 ppm
FrMCDE undefined

F2 - Processing parameters
5I 32768

8F 400.1400081 MHz
Wwow EM
53B 0

LB 0.00 Hz
GB 0

PC 1.04

Fl = Procassing paramaters

Moz echo-antiecho
5F 1L00.6127117 MHz
WDW no
S5B 2
LB Q.30 Hz
GB 0.1

3* Expansdo do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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. CUITEND Wvatd raldlicLoLa
t | | NAME RSE10-2
| ! EXTHO 10
| | | \ , PROCHNO 1
FZ - Acgquisiticn Paramsters
Date 20050321
Tame .33
INSTRUM spect
FROBHL 5 mm QNP 1H/13
FILPROY . 2930
TD * 65536
EOTWENT MadR
K8 128
DS 0
SWH E278.24€ Hz
FIDRES 0.1263.4 Hz
O 20 3.9584243 sec
R 2172.3
D 60.400 usec
0 DE .00 usec
CHy OH TE 0.0 ®
a ol 200000000 sec
MCREST 0.30CQ0000 sec
MCWRE D.015CC000 sac
. ——====== (IENWEL f. omm=====
Nuocl 1H
el £.00 usec
/ -~ PL1 -3.00 dB
SFOL 400.1424710 MHz
Fl - Acquisition parameters
je]eli) 2
) 200
SFO1 100.6203 MHz
FIDRES §3.0L1726 Hz
S 165.00C ppm
FrMons undefined

F2 - Processing parameters

| 51 32768
5F 400, 1400681 MHz
wLH EM
\ £sB 0
LA 0,00 Hz
' GB 0
LJLJ i AN Y/ J £C 1.60
— ¥l - Procesging parameters
I 31z

L I A L L I L I R (AR SRS - ERAREIES IR ARd LA RARARE AN 51

76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 ppm P o boreizTn s

aF

P - see i
'jg_ '\|8 '\|gr Wgr H_!‘.‘: LB 0.30 Hz
v" *#' ol - e Ga 0.1

Espectro 53 — 4* Expansdo do espectro RMN'H (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

CULIenT Lata rFdloleleld

NAME HS610-2
EXPNQ 11
PROCNG 1

F2 ~ Acquisition Parameters
pDate 20050318
Time 16.45
IHSTRUM spect
EROBHD 5 mm CONP 1H/13
PULFROG z2gpg 30

pigh] 16384
SQLVENT cocl3

N3 481501

oS a

SWH 23980.814 Hz
FIDRES 1.463673 Hz
fate] 0.3416564 sec
RG 16384

oW 20,8350 use
DE 6.00 use
TR 0.0 K
Dl 0.10000000 sec
dil 0.03000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 0.,01500000 sac
s omaa CHANNEL fl o ——
NUC1 13¢C

Pl - 7.00 usze
PLL 1,00 4B
SFO1 100,6253446 MHz
mmem———== CHANNEL f2 —======
CEDERG2 waltzle
HOC2 1H
PCPD2 105,00 use
PL2 -4.00 dB
PL12 18.00 dB
FL13 18.00 dB
SFD2 400.1416006 MHz
FZ - Processing parameters
51 8192

SF 100.6151272 MHAz
WDW EM

A&R s}

Espectro 54 — Espectro RMN'C (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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-~ ~ r~ ] o n
. Current Data Parameters
1 NAME H3610-2
; EXBNOG 1l
. PROCKO 1
F2 - Acquisiticn Parameters
Date_ 20050318
Time 16.49
IHSTRUM spect
PROBHD 5 mra QNP 1H/13
PULFROG 2gpg3d
TD 16384
SOLVEKRT cDCl3
N5 481501
; k] Q
s S5WH 23980.814 Hz
F1DRES 1.463673 Hz
File] 0.3416564 sec
RG 16384
oW 20.850 usec
DE a.00 usec
TR 0.0 K
ol 0.10000000 sec
dll 0.03000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 03.01500000 zec
==vmio=IT CHAHNEL f] ==me====
NUCL1 13C
Bl 7.00 usec
PL1 1.00 4B
v _ SFQl 100.6253446 MHz
=o====== [HANNEL f2 ========
CEDPRGZ waltzl@
Nuc2 1H
PCED2 105,00 usec
PLZ -4.00 dB
FL1Z2 18.00 dB
PL13 18,00 dB
3802 400.1416006 MRz
ﬁVﬁﬁm ¢JVNw\ﬁ4kungﬂﬁmﬂmw F2 - Processing parameters
. : . . . , , . . i . . . . 8X 8192
‘ ‘ ' ' ' 1 ' ' : l ! I l I ' SF 100.6151272 MHz
80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 ppm ‘gg‘; E‘g

S T

Espectro 55 — 1* Expansio do espectro RMN'’C (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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CHy

.029

HES

— 116.090
114.906

110.999

T

10C.026

265

g8

- 94217

135 130

125

T
120

T
115

—
110

T
105

|
100

95

MWWMWH%

90 ppm

Current Data Parameters

HEMF. H5610-2
EXENQ 11
PROCNQ 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20050318
Time 16.49
IHSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
FULPROG zgpg30

TD 16384
SOLVENT cbcl3

WS 481501

jaiss 0

SHH 23980.B14 Hz
FIDRES 1.463673 H=
AQ 0.3416564 sec
RG 6384

D 20.850 use
DR 6.00 use
TE 0.0 K
Dl 0.10000000 sec
dll 0.0300000¢C sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 0.015000C0 sec
m——ommaw CHANNEL £l s===m=a
NUCL 13C

P1 7.00 use
PL1 1.00 di
5FO1 100.6253446 MHz
summm—me CHANNEL f2 se=====
CEDPRG2 waltzlé
HOc2 1H
FCED2 105,00 use
2LZ -4.00 dB
PL12 1g.00 dB
PL13 18,00 dB
8F02 400.1476006 MH:
F2 - Processing parameters
51 8192

5F 100.8151272 MR:
WDW EM

35B o

LB 3.00 Hz

Espectro 56 — 2* Expansio do espectro  RMN'’C (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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\ | ‘ i Current Data Parametcrs
ﬂ HAME HS61C-2
b EXPNO i1
H PROCND 1
F: - Acguisizicn Parameters
Date 20050318
Time 18.42
INSTROM spect
FRCBAD 5 mm QNP 1H/13
FULPROG 2gpg 3l
D 16384
SALVENT CCCi3
NS 481501
Ds 0
- / SWH 239580.8149 Hz
FIDRZLS 1.463673 Hez
RO 0.24165€4 =ec
RG 16384
- D 70:.850 usec
DE 6.00 usec
TE 0.0 K
=] Dl 0..0002000 sec
dll 0,03030000 sec
Io] MCEEST 02.20C00C00 sec
Ly " -
Sry OH MIWRK 0.61500008 2ac
9 mmm==—= CHANNEDL fl ===m===-
NOCL 13¢
Fl . 7.00 asec
PL1 1.20 dB
¥ 3FCL 100.625344€ ME?R
mEsE=T CHANN'EL f2 ——mEET
SPLPRGZ waltzlé
HUC2 1iH
FCEDZ 105,00 usec
PL2Z -4.30 dB
PL12 18.00 dB
PL13 18.0C db
I hJ SFO2 40C.1416006 ME2
WMWMMW‘\WNWA“MMMMW“ |MAW\ l/ﬂvwwm WW%WW; F2 - Frocessing pargrlneters
ST 92
C SF 100, 6151272 MHz
175 170 165 160 155 150 145 140 ppm 0 a
TR 3.0G0 Hz

Espectro 57 — 3* Expansdo do espectro RMN"C (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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Current Data Parameters

HAME rnl0561115p
EXPRG 11
PROCHD 1

F2 - Rcguisition Pazamsters
Date_ 200E051E
Time

INSTRUM apech
PROBHD 2.5 mm CUL 13C
PULPROC deptlis

TD 3276E
SOLVENT MeOD

ws 35681

03 4

SWH =NQ30.029 Az
FIDRES V. 316444 Hz
A 0.9456539 =zac
R 16384

oW 16.650 users
DE 6.00 usez
TE 295.3 K
CHSTZ Le  COOQDO0

ol 1.8%6000000 =ec
a2 b.UC514828 szec
d12 0.0C002007% sec
DELTA 0.9C00101% saz
KCREST 0.AC000000 sas
HCARE 0.01500000 see

L2
*Ll2
5F02

s fL mmm—
13c
8.00 usec
L6.130 useo
3.30 dB
125.7703853 MEz

CHBNN 7 fI massmamm

wa’tzlé
1n
.00 usec
15.00 usec
BO.0B0 usec
3.00 4B
23.00 4B
50 .. 1320003 MAz

FZ - Frocessin paraneters

5L

16384
12, 7576307 MHz
EM
]
1.00 Hz
o

1.40

Espectro 58 — Espectro DEPT (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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TT——65.75

62.66

51.82
50.83

50.61

49.49
- 49,31

<

49.14
Lh

.97
LHLBO

— 48,68

. ——47.58

= g

30

CHy

=}

19.47

Current. Tata Parvameters

NAHE pr105671115:
EXFNG 11
FREOCHC 1

FZ - Bogulsition Parameters
Date 20060315
Tisne 9.47
THAETRIM speat
ERUBHL 2.5 mm DYL L3C
FUTPREG dept135

0 32768
SOLYENT Hell

N5 35381

81 q

SWH AGO3C. 025 E=x
FIDRES C.916444 Ez
Al }.5456339 sec
R 16384

oW 18,550 usec
OE %.00 usec
1E 283,37 K
CHSTEZ 145.00C0000

ol 1.50060000 sec
dz 0.00344828 sec
12 Q.CO0C200D sec
DELTA G.CODC101Y sec
HCREST Q.C00E0003 sec
HOWRE 0.015C03000 sec
w=worranc CEANMEL f1 ———————
NUC1 13c

Fl 8.0) usec
pE 16,02 usec
PLL 8.0 dB
s5E01 1257703543 KHz

———————— CERWNREL £2

CPOPRG2 waltzls

NUC2 14

ix] .03 usenr
pi 18.0D usec
PCIDZ 80.900 userc
PLZ 3.0} db
PL1Z 22.0) di
EFO2 SO0, 1320005 MHe
F2 - Procossing raxzameters
£l 16384

3 1253, 7576307 iz
Wow EM

358 3

LR 1.0 Hz
&R 3

B 1.43

Espectro 59 — 1% Expansao do Espectro DEPT (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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] 1
PROCHO 1
~r~ w ~ oM - N L o ~ @ F2Z - Acquisition Parameters
- - o o - oy = M ) Date_ 20060515
. e o : ey 3 -l £ ot Time 9.47
A @ - b PR < b = INSTRUM spect
Ll o wd = i i e e ™~ PROBHD 2.5 mm DUL 13C
| PULPROG deptl35
| ™ 32768
[ SOLVENT HeOD
NS 35681
DS 4
SWH 30030.029 H=z
FIDRES 0.916444 H=z
AQ 0.5456539 sec
RG 16384
oW 16,650 usec
DE 6.00 usec
TE 295.3 K
CNST2 145,0000000
Dl 1.50000000 sec
d2 0.00344828 sec
di2 0.00002000 sec
DELTA 0.00001019 sec
MCREST 0.00000000 sec
) MCWRK 0.01500000 sec
== CHANNEL f]l ====c——=
13c
B.00 usec
16.00 usec
B.00 dB
125.7703643 MHz
mmwee=== CHANNEL fz == ey
CPDPRG2 waltzle
nucz2 1H
P3 9.00 usec
pi 18.00 usec
PCPD2Z 80.00 usec
FL2 3.00 doB
PL12 22.00 dB
SFO2 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
S1
s 125.7576307 HHz
wou EM
S5B 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

i . Wi

I I I T 1 I I
150 145 140 135 130 198 19n 11cE ——

Espectro 60 — 2* Expansao do Espectro DEPT (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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Current Data Parameters

HaHE pulDSelllap
EXFROD 1
PROCKCG 1

F2 = hoguisition Parameters

[ N e furl M Date 210860515
88 3 S8R 285 22 M 5
3 Y 0 o - m - - CNSTRIM spect
28 R oo [y = ~ PROBHD 2.5 om COL 13C
| POLBROG deptl3d
{ el 32768
\JI SOLVENT MeC2
N5 35621
' DS 4
SHH 30030.029 Az
FIDRES 0.5916444 Hz
A 0. 5458338 sec
L 16384
iy 16,650 use:s
DE 6,00 usec
TE 2895.3 K
CHETZ =45.00¢0000
- 1.50000000 sec
4z 000344828 sec
412 0.00002000 sec
OELTA 0.0000°01% sec
HCREST Q.00400000 sec
MEWRE 0.01500000 sec
CHRHNEL fl =mmmmmew
13c
= oM 8.0 usec
16,530 usec
: u] .00 de
OH 125.7723643 MAz
Thy
a = CHRNNEL 22 =
CEDPRGE waltzlE
wCs 1H
F3 . 9,06 usec
pd . 18,08 usec
PCEDE BD0.0C usec
FLZ 4.0¢0 dB
PLLZ 22 .9¢ dR
5F02 20C, L320005 Muz
FZ - Processing parameters
» - R - 16304
. ) 125 7574307 MAz
woH EM
558 +
LB 1.03 Hz
: - b]
; E 1.492
' 1
T T T T T T T T T i T T T - T T
100 28 88 94 g2 Sa 883 11 34 82 80 B 76 74 72 ppm

Espectro 61 — 3* Expansao do Espectro DEPT (MeOD, 400MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)



651

CHy

=}

__dn_ﬂllgﬁu___kja__Aﬂm____JLAhLL_L_ﬁ N T s 11_

L] o [
E L]
a o ]
.
.0 L3
& @
A e
£ o
ﬁg L
" @
& éﬁr . .
0. aégf .
B.
@

F&.

i

5}

Curgent Data Parancboxs

NAME er.10561115p
EZFND 12
TROIWC 1

F2 - Anquisition Parameters
Date_ 200680512
Time 10.44d
THNSTRUM Spect
FROBHD 2.5 mm QUL )30
BOLEROG Casyprqs

TE 2048
SCTNENT Meln

NS 32

D3 4

SWil 5482 .456 Nz
TIDRES 2.6876%980 Hz
Yo} 0..86%188 sec
BG 1024

CwW 91.220 usec
Lix 6. 00 used
TE 295.3 K
40 0.0000033C sec
Tl 1.00000000 sec
dll 0.03000220 sec
d4.2 0.0000223C sec
dl3 0.00000400 sec
InG 0.00018178 sec
MCREST 0.00000250 sec
MCWRK 0.03000000 sec
======== CHARHNHEL fl =

Huct

20 9.

ol @,

2Ll 3.

LY T,

SFOl EQ0. 2324518 MH=
Fl - Boguisition paramehers
NDO 1

D 256G
SFO1 300.1324 MH=z
FIDRES 21.489479 He
W 11.3¢C ppr
FnMoLE [*)

Fz - Process_ng parameters

a7
10
WO
22B
LB
GB
BL

1024
500.1300550 MHz
5IKE
4]
0.c¢0 Hz
a

1.40

Fl - Frocessing pazamebers

51
MC2
30
WO
Z5B
LE

1024

oF
S00.12995.6 MHz
SINE
a
0.00 Hz

Espectro 62 — Espectro COSY'H x '"H (MeOD, 500MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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Espectro 63 — 1* Expansao do Espectro COSY'H x '"H (MeOD, 500MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)

o
Ogly OH
’ \r\/@
u]
OH
Thy

Q

_ JLL,JL_-'-.,-__,I.L______ h_,“w,JLu‘JL

&3

T
w
n

Curzrent Data Paramecers

NAME pnld5s61115p
EXFRO 1z
PROCHC 1

F2 - acquisitison Parameters
Date_ Z0080313
T.me 10.4%9
INSTRUM spect
PROBHD 2.5 mm DUL 13C
PULPROG cosyprgf

o 2348
SOLVENT KedD

NE 32

DS 4

SHH S4£82.45G Hz
FIDRES 2.876580 nz
RO 0.1863188 sec
RG 1324

Dy 91.200 usec
DE E.00 usac
TE 285.3 K
df C.00000300 sec
Dl 1.320000200 sec
dll C.J2000200 sec
dlz G. 20002500 sec
d13 C.20000400 sec
IHO G.20018178 sec
MCRIST C.I0000C00 sec
MCHEE G.J3000C00 sec
m==wz=== JHANKEL ] wasssans
NUCL 1H

FO 9.00 vsec
Pl 5,00 usec
PL1 3.00 dB
PLY £7.89 dB
5FC1 5C0.1324516 MHz
Fl - Acgquisition parameters
NDO 1

] 256
sFCl 500.1324 MH=
FIDRES 21.4B9479 Hz
3w 11.¢00 ppm
FrHODE QF

F2 = Processing parameters
51 1024

5F SCO.1300590 MEz
WO SINE
588 i}

LB Q.00 Hz
CB 0

B 1.40

Fl - Processing parameters
51 1024

ez OF

5F GCO.1299316 Mug
WoW SINE
35E 0

LB .00 Hz
GB el
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F3.0

5.8 5.6°

. .2
5.4 ppm

Current Data Parameters

HAEME pnlls6lilsp
EXENG L2
FRUCHO 1

FZ Acgurzition Faranmeters
Date_ 20060513
Time 10,18
THETETH spect
FROBED 2.5 mwm DUL 13C
FULFR3G cosyprgf

TD 234%
SOLVENT ety

K5 3z

DS ]

SWE 54B2.4568 Hz
FIDRES 2.676980 A2
R 0.16869188 sec
B3 1024

Dl 91,200 usec
CE £.00 usec
TE 295.3 K
L] 0.00000300 sec
[N TLOOCO0000 ses
a1 0.03000000 sec
Goé 0.00002000 sec
il 0.00C00400 sec
Ing 0.00C1B1T7B sec
MIREST 0.00500000 =ec
MIWRE G.03640000 =zcc

== CHANNSL I] ===m=c==

1A
PO 9.00 asec
F. 9.0 usec
PL1 3.00 dB
FLS 57.8% dB
SFOL EO0. 1324518 MEz
Y- - Acquisition parare~ers
¥og 1
T 256
SFOL S00.1324 ME=z
IFIDRES 21.489473 Hz
W L1007 pem
FRMODE QF
F2 - Processing parameters
57 1074
SF SO0, 1300590 MRz
WDW 2INE
35B hl
LB .00 Bz
GH 0
B 1.40
¥l - Processing parameters
57 1024
MC2 QF
SF 300,1299516 MHA=z
WoW SINE
S5B 1]
B C.0o0 H=
GB 0

Espectro 64 — 2* Expansao do Espectro COSY'H x 'H (MeOD, 500MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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_ A

Fpm

- 1003

=110

120

F130

Fla0

=150

- 160
0.0 pem

Current Data PaTanctors

Hz
Rz
sEC

ugec
used
K

spc
SEC
s8c
1.1
113
sec
sEec
sec
seC
sec

usec
usec
dB
<R
MHz

Mz

Hz

pom

MHZ

Hz

HWAME pnlo561l15n
EXPNG 13
FROCNO 1
F2 = Acquisitisn Parameters
Date 20060513
Time 13.40
INSTRIH Spect
FROBHD 2.5 nw CUL 130
PULFROG hrgcbipnpr
T 1024
SOLVENT MeCD
NS5 64
D3 lé
SWH 5122.951
FIDRES 5.002862
it 2.1000900
RG 4084
e 97,600
DE 6,00
TE 285.0
CHST2 1450000000
df 0.00000300
g 1.5000C000
dz 0.00349458248
o7 0. 40000001
d11 0. 03000000
dlz Q. 00002000
dl3 0. 00300400
INO Q.00002339
MOREST 0. 00000004
MCWERE 0. 00309953
ST1CHT G4
mmmmas== CHANNEL f]l s==onmw=m
HOCH 18
Fi 5.00
p2 1E. 00
PL1 3.00
PL% 57.88
SFOL 00.1324518
= o= CHAMNEL f2 ===wew==
CEDPRG garp
nuc2 13¢
P3 .60
pd 16.00
PCEDE 6C. 00
PLZ 8.00
PL12 25.50
SE02 1257678496
Fl - hcguisition parameters
[y z
™ 256
SEOL L5.7678
FIDRES BE3.511490
=100 1€9. 967
Fp¥O0LE States-TFPFI
rZ - Processing pacameters
50 1024
5F 500, 2300083
I SINE
S8E 2
1B 3.30
GRB n

A e

Espectro 65 — Espectro HMBC (MeOD, 5S00MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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AN

o

ppm

= =

=15

60

-
o

2.2

2.0

1.8

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCHO

pnl0561115p

13
1

F2 - Acquisition Parametera

Date_ 20060513

Time 13.40
INSTRUM spect
FROBHD 2.5 mm DUL 13C
PULPROG hmgcbiphpr

TD 1024
SOLVENT MeOD

NS 64

DS 16

SWH 5122.951 Rz
FIDRES 5.002882 Hz

AQ 0.1000900 sec
RG 4096

oW 97.600 usec
DE 6.00 usec
TE 295.0 K
CNSTZ2 145.0000000

do 0.00000300 sec
Dl 1.50000000 sec
2 0.00344828 sec
D7 0.40000001 sec
dll 0.02000000 sec
dl2 0.00002000 sec
di3 0.00000400 sec
INO 0.00002339 sec

MCREST 0.00000000 sec

MCWRE 0.00999999 sec
STICNT 64

- ==== CHANNEL f]l ========
NL 1H

Pl 9.00 usec
p2 18.00 usec
PL1 3.00 dB
PLY 57.89 dB
S5FO01 500.1324518 MH=z
mm====== CHANNEL f2 =sssecee
CPDERGZ garp

NUC2 136

P3 8.00 usec

pi 16.00 usec
PCPD2 60.00 usec
PL2 8.00 dB
PL1Z 25.50 dB
SFO2 125,.7678496 MHz
Fl - Acquisition parameters
NDO 2

TD 256

SFOl 125.7678 MHz
FIDRES 83.511490 Hz
W 169.987 ppm
FnMODE States-TPPI

F2 - Processing parameters
sI 0z4

SF 500.1300083 MHz
WoW SINE

SSB 2

LB 0.00 Hz
[ed -1 n

Espectro 66 — 1* Expansdo do espectro HMBC (MeOD, S00MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)
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Espectro 67 — 2* Expansdo do espectro HMBC (MeOD, S00MHz) do 13-O-cafeoil plumierideo (HDCA- 4)

Current Data Farareters

N Enl0S611 a0
EXEND L3
TRCCHGC 1

¥FZ - acquisivien Paramsters
Lato_ ECUHEDE1 2
Time 13,42
IHETRIN ZReT
FEZ2HE 2.5 mm QUL 13C
PULFROG nTgohiphpr

TR ZC24
SCLVYERT MesD

k3 59

LS 16

ZiWH E122.551 A=
TIDRES Z.002882 Ho
It 0.2000000 sec
jate] 1096

oW 9T 600 uzes
OE : 6.0C vges
TE . 235.C K
CHETl 14%. 0500000

[+14) D.00000300 sec
ol 1.30000000 sec
G2 Q. 00344638 nog
a7 0, 4300300C1 gec
411 Q. 03000000 sec
ilz 0.000020C0 sec
413 Q.02C00400 seg
IHD G.0I002339 ser
MORFET 002600000 see
MOWRE G, 054909999 anc
ST1ZHT £q

o CHANKED £l =======c

1x
2.00 usac
18,00 usec
3.0t 4B
? 57.B9 4R
3F21 HG0.12324519 MHe
CHAWEEL £7 csowwmz==
garp
13z
.00 usec
16,00 uszc
60,00 usec
.00 dE
PLiZ 25.50 dR
SFDE 125.767649% ¥H:z
EY - Acguisition pararetars
a0 2
™ - £0%
SFO1 125.7678 M=z
FIDRES 43_5114%0 n=
SW 162,387 oom
oD States-TPEI
F2 - Processing parametars
=T 1824
5% SO0, 2300083 Milz
WOH SIME
35B s



¢o1

hY

4 N L
e ‘ BRUKER

[
NI OO OO A AN TP NLY O ST O O NN O an T
[ER A L e A s w A B i e I = L N BT Ty B B e a R o S A IR B LR B e ey We o BN TR B A B I o v B Y e TR L5 T TN R Y s BT AT IR+~ B I o R
LﬁmmNN‘Tﬂ‘ﬂ'W‘-—z—iHmr‘“h@\DmLﬂfﬂxml“"l"—‘-LO\-C‘-.\Jf"‘i"')”"("‘I"')("I(\I"*I"H"~\—|'—4'—|(D‘:h"r'r')f(
l“'—[‘“\Q\LkDmU‘LnU‘)LF}U‘)T":ﬂﬂ'T'V -q-mmmm"ﬂmqmnmmn"m-ﬁ ™ o~ At
L_ I Current Daka Faramebers
| s HAME HNOCCE
/ EXPNO i3
( BRUCHO 1

P2 - Begulsition Parameters

Jate_ 20041205
Time 19,41
INSTRUK spect
TROBED L omr BRO RR-TH
POLPROG zg30
TC 45536
SCLVENT MeGD
Ka i6
o5 2
i 2WH 10330578 v
FIDRES 0.1537632 Hz
RZ 2,172C407% scc
. xe] 128
aly 48,400 use
- 2k .00 use
TE 3.0 K
21 1.00200500 sec
KORZSET Q.00306300 sasc
KCWAK 0.0150C200 sec
e ———— C]_AN[‘L]_‘ f_ m———————
Hucl '
Pl 12.75 use
r_. G.00 A%
SE01 303.1330885 MH=
. . FZ - Progessing parawmsters
T 51 32768
57 50001300125 MH2
0 Ei
S5B o}
) B 0,30 A=
. | ! X feje] o
1 l N ] * H BC 1,00
19 DU R D10 S N . O A W
" " J - - s [} v
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Espectro 68 — Espectro RMN'H (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo




1.888

BRUKER

(<O

Current Data Parameters
NAME HDCDE
EXPRC 10
PROCHG 1

¢ - BAcocguisition FParamaters
Date 20041209
Time 19.41
INSTRUM spect
PROBHD 5 mr 3EC BB-1H
PUOLPEOG 230

TD 65536
SOLVENT MalD

NS 16

08 2

SWH 10220.578 Hz
FIDRES 0.157632 He
AD 3.1720407 sec
ARG 128

Dw 48,400 use
DE 6.00 use
TE 2.0 K
ol 1.00200000 sec
MCREST 0.00260C0% sec
MCWRE 0.01503C003 sec
======== CHANNEL ] =======
NUCL 1H

Fl 13.7% use
PL1 0.00 dB
SFO1 500.13308B% MHz

F2 - Processing parameters

991

51 32768
SF 500.1300125 MHz
WOW EM
g5 0
LG Q.30 d=
! U\ \ B og
[ M EC 1.
[l | o
., lJ \.M,,__ o ' J J A
T j j T j I j I r 0 T ) I ] j T r ]
34 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 14 ppm
EER El Y g &

Espectro 69— 1* Expansio espectro RMN'H (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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. ]_fu".uwwm

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

E 2 I 7

BRUKER

Current Data Parameters

HAMZ HICDE
EXPNG 10
FROCHC 1

FZ - Acguisition Parameters
Date_ 200412089
Time 15.41
INSTROM spect
PROZHD 5 mm BBO EB-1H
PULPRGG zg3o

TD 65536
SOLVENT HeOD

NS 16

Ds Z

SWIL 10330.578 Hz
FIDRES 0.157632 Hz
BQ 3.1720407 sec
RG 128

Dw 48.400 usec
nF. 6.00 usec
TE 0.0 K
D1 1.00000000 sec
MCRZST 0.00000000 sec
MCNRE 0.01500000 sec
e ———— CHANNEL fl ===
NOC1 1H

Pl 13.75% usec
PL1 0.00 dB
SFO1L 500.13306885 MHz
FZ - Processing parameters
5L 32168

SF 500.1300125 MHz
WDy EM

SEB 0

LE .30 Hz
GB 0

BC 1.00

Espectro 70 — 2* Expansao espectro RMN'H (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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G.011

h N . 4

Current Uatz Parameters

HAME HLCDS
EXPHO 20
ZROCNO 1

T2 - Bcquisiticn Parameters

Date 203412G9
Tome 20.09
INSTRCM Fgal=Tokel
PRCORHD 5 mm RRO RR-1E
PULEROG zgpg30

T2 16284
SOLVERT MedD

NS 4094

D& 4

SWH 30030.025% Hz
FIDRRS 1.4832888 H=
AD 0.2728¢03 sec
2563 FET7eE

W 16,650 use.
22 6.00 use
T 0.¢ K
ol 2.1033306C sec
dll 0.03720000 zen
MOREST 0,003200C8 sec
MCWRE 0.015200C0 sec
======== [HBNHEI[, f1 s=======
MOC1 13C

Pl 10.CC0 use
PL1 €.C0 4B
501 125.7703€43 MHz
s=2===== CHARMNEL {2 =======:
CEDPRG2 waltzla
Nac2 iH
ECPD2 100.00 use
ELZ 0.00 dB
FL12 17,23 dR
FL13 17.8% dB
SF0A S500.1320005 MHz
FZ2 - Processing param@ters
B3I 8192

51 12E8.7576C74 Mz
W M

Espectro 71 — Espectro RMN"C (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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PAQCHD 1
h FZ2 - Acguisition Parameters
’ Date_ 20050625
Tome 15.17
THSTRUM spect
FROEBHD 2.5 mm DDL 13C
PULFRIG deptlis
T2 32768
SOLVENT MeQD
N3 32768
DE 4
SWH 30030.02% Bz
FIDRES 0.9164144 Hz
. 20 0.5456539 seo
= RG 16384
oW 16.650 usec
. =i 6.00 usec
TE 294.4 K
- CNST2 245. 0000000
oo 1.53000000 sec
dz 0.00344828 sec
g2 3.00002000 scc
DELTA 2.03001019 sec
MCREST $.02000000 sec
MCWRE Q.01500000 sec
======== CHANNTL f] ========
MOCL 13cC
FL B.00 usec
p 16.00 usec
PL1 .00 dB
SFGL Z25.7703543 MHx
¢ .
R | ||| i !i ||| L L e A "~ 1 |IL.I Ll n| S======= CEMNNEL 2 ====—
| ) 4 . - UPDERGE waltzle
wuc2 1H
B3 9.00 usec
pid 18.00 usec
PCPD2 80.00 usec
FL2 3.00 adz
PL1Z 22.00 da
SEQZ 500.1320005 MHe
FZ - Processing parameters
sl 16384
5F 125.7576587 MHz
WoW EM
S5B 0
LB 1.00 Hz
— GB o
o)} BC 1.40
O
T T T T T T T T T T T T T T T [AAAAAARAE ARARALALA] RAREEAASR! AMASALALS RAAAREALAN REAtAAa
190 180 172 160 15C 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 340 20 10 ppm

oplumierideo spectro 72 — Espectro DEPT (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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h r-d Eyl o — - —
= faa} figl (] w - oY~ o= o oy 2n
N -q: - c; :r.: ‘_: oc: m: = (\3 '_f Current Data Farareters
wo= = = Mo oo @ mm MAME EN19650705
' EXZIN0 1z
VL H L PROCHC 1
Yl
\ mff \f F2 - Acguisltion Parametess
! Late_ 2LO5CE25
Time - )
INSTRIM sprct
BROBAT 2. me RIT. 133G
PULPRCG Zeptl3ld
T 22783
S0LvENT Mz2
¢} 3i27e3
o5 4
SWEH O30 02 M=
FIDRZS N.32R444 H-
A 1.545653% sec
- RG 16384
oW 16.650 usec
. E £.00 usec
T= 294.4 K
- CHETZ 145.0000030
. 1.E82000030 sec
dz 0.00344828 sec
diZ 0.00002000 sec
CELTR 0.02001019 sec
MCREST T.0C000000 sec
HMCWEREK D.0150C000 sa

“—— CHENNEL Ll -
lic
8.07 ussc
16,00 usec
B.0D dB
1237703843 MH2

CHRNNFT, 72

|
| PL1Z
L 8102 503,1320€05 Milz
ek - J*‘I* ! s . “ » / J‘l—#w—ww QR N S Professing parameters
aT 14384
SF 125.75%0587 MHz
WLW EM
558 a3
LE 1.00 Kz
— G a
) BC 1.42
_ T T T S T T T T T T T
155 ~a0 145 140 135 230 125 120 115 11¢ 145 00 35 Spm

Espectro 74 — 2* Expansdo do espectro DEPT (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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Espectro 75 — Espectro HMQC (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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Espectro 76 — 1* expansao do espectro HMQC (MeOD, 5S00MHz) do Acid0—3—met0xi—3,4—diidroplumier1’deo
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Espectro 77 — 2 expansio do espectro HMQC (MeOD, 500MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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fTurrent Data Farameters

AR Er05507C8
EXFPHD 1L
PROCNO 1
FZd - Acguisition Paranetens
DazTe_ 200850622
T3 e 15.37
ITASTRIM spect
YIROEHU 5 mm QNP 13513
2 ILPROG oSy IRRTa T
T z048

BOLVENT MedD
32 0

4q
5228.333 Hd=
Z.5943132 A=
2.2956580 serx
8212.7
96.000 usec
6.00 uscc
.0 K
0.002CI300 sec
Z.00D0DCUH0 sec
0.02002C03C sec
0.0000CACOC sec
0.0000320C sec

nLe 0.00010C0C sec
TED 0.000259224 sec
MCREST 0.00000G2C sec
MCWRE 0.03000GIC sec
I —— CERENEL £ ========
HUCL 1E

RO E.00 usec
e g.00 usac
FLl1 -3.00 de
PL3 52,92 4o
SFIL 43C.1419447 MHz
—————— GRMDIIZNT CEARHEL ====-=
GENAN] SIWE. 100

GPX1 C.0a %
GEYTL C.00 %
GHEL gC.00 %
®l5 100G .80 wsec
7l - Acquisitiocn parameTers
ned 1

g 3] 2586

SOl 4GG, L4198 Mz
FIDRZS F2r.3189919 Lz
5% 1Z.000 oom
FamMOOE QF

F2 - Progsessirg parawaters
31 1024

g 400,71 e00048 Mie
WIHA STHNE

55B o

LE 0.00 Ha
. n

Espectro 83 — Espectro COSY' Hx'H (MeOD, 400MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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Current Data Parametars

WAEME pnl0650706
EXPNO 11
PROCNC 1
F? = Acguisition Paramet
Date__ 20050622
Time 15.37
INSTROM spect
PROBHD 5 mm ONF 1H/13
PULPROG cosygpprgt
TD 2048
SOLVENT HelD
ik 32
D3 4
SWH 5208.332
FIDRES 2.543132
AQ 0.1966580
jate) 812.7
DW 96.000
DE .00
TE 0.0
do 0.00000300
Dl 2.00000000
D11l G. 03000000
D1z 0.00002000
d13 T.000040300
olé 0.000L0000
TH 0.00019224
MCREST 2.00000000
MCHEEK Q.0320040000
mmmmemwms CHANNELDL fl ===—====
NUC1 LB
EQ B.00
Fl B.00
PL2 -3.00
PLS 52.%92
5FO1 400.1419447
s GREDIENT CHANNEL
GPHAML BINE.100
GEH1 0.30
GPY1 Q.00
GEZ1 B .00
Pl6 L1000.00
Fl1 - Acguisition parameters
won 1
D 256
sSral 400.141%
FIDRES 20.319918
5W 13.0Q00
FnMODE or
FZ - Frocessing parameters
81 o2
SF 400.1400046 MHz
WDH

SINE

Espectro 84 — 1* Expansao do Espectro COSY' Hx'H (400MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo




Current Data Parameters

) NAME pnl0650706
EXPNO 11
PROCNO 1
I m
A I‘ M s pp F2 - Acquisition Parameters
- Date_ 20050622
° Time 15.37
INSTRUM spect
[:] PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG cosygppraf
TD 2048
SOLVENT MeOD
NS 32
DS 4
SWH 5208.333 Hz
FIDRES 2.543132 H=z
I AQ 0.1966580 sec
RG 812.
F DW 96.000 usec
| DE 6.00 usec
ﬁ,4 5 TE 0.0 K

LD0000300 &

I_a,
[~
.
2=l
.2:.-
oo

) Q I 2.00000000

- [ D11 0.03000000 &=
D12 0.00002000 &

dl3 0.00000300 =

- 5.0 D16 0.00010000 =

TNO 0.00019224 =
iﬂ MCREST 0.00000000
5 MCWRK 0.03000000 s
- o <) + mmomm=== CHANNEL fl1 ===——====
- =] @ 5.5 NUC1 1H

L BOD B.00 usec
| Pl B8.00 usec
| PL1 -3.00 dB

PLY 52.92 dB
I SFOl 400.1419447 MH=z
- s
6.0
==m=== GRADIENT CHANNEL =====
a GPNAML SINE. 100
o GEX1 0.00 %
g @ GPY1 0.00 %
GPZ1l BO.0O %
[+] o - 6.5 P16 1000.00 usec
-] r F1 - Acquisition parameters
L NDO 1
L TD 256
__7 0 SFO1 400.1419 MH=z
. FIDRES 20.319918 H=z
SW 13.000 ppm
I FnMODE QF
2 - b F2 - Processing parameters
e LA I | T v 5T 1024
SF 400.1400046 MHz
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm WO Sl
s SSB 0
LB 0.00 H=
N GB 4]

spectro 85 — 2* Expansio do Espectro COSY' Hx'H (MeOD, 400MHz) do Acido-3-metoxi-3,4-diidroplumierideo
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Carla - PREP 3 BRUKER

Current Datz Parameters

NAME PREP3
EXPHO 10
PROCHO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20040521
Time 1£.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BEBO BBE-1H
PULPROG zg30
T 65536
SOLVENT Malh
' NS 128
1 DS o]
SWH 1D330.578 Hz
PIDRES 0.157632 Hz
LD 3.1720407 =zec
RG 287.4
n) 48.400 uae
DE 5.00 usa
TE 0.0 K
ol 2.00000000 sec
MCRZST 0.00030000 sec
MCHRK 3.01530000 sec
! =m====~= CHANNEL fl =======
{ ruUcl 1n
( Pl 12.75 use
[ [ PLL 0.00 do
1 SFOL1 500.1330885 WMHz
F2 - Processing parameters
51 32768
; SF S00.1300137 MHz
WDW no
J ssB 0
! LB 0.40 H=z
| I | GB 0
| i l EC i1.00
~ e Ma M

T

T

Espectro 86 — Espectro RMN'H 500 MHz da Rutina



Carla - PREP 3 BRUKER

[l DO AN OO0 O Mo
— Q@O TN OISO NDOD OO
v QOO FFFTTFOMONOONM
< MMM MMM Moo Mo M Current Data Parameters
H NAME PREPR3
SXPNHO 10
PROCHC 1
FZ2 - Acquisition Farameters
Date_ 20040521
Time 14.36
INSTRIM spact
PROBRD 5 mm BED BBE~1H
FULZROG zg30
D 65536
OH ! SOLVENT t4a0D
) NS iz28
' o3 4]
SWH 10330.578 Hz
FIDRES 0.157632 Hz
OH RO 3.1720407 sec
RG 287.4
oW 48.400 use:
Dy 6.00 uset
TE 0.0 B
D1 2.00000000 sec
MCREST 0.000000040 sec
MCWREK 0.01500000 sec
smmm=s=e CHANNEL £l ——enoa=:
RUC1 1H
El 12.7% use
‘ PL1 0.00 dB
SFO1 500,1330885 MH=z
/ Fi - Processiang parameters
/ sI 32768
I / SF 570.1309137 MHz
{ 4 / WOH ne
/ d / |fi 53B )
— '. LB 0.00 Hz
i GB 0
| H J"\ pC 1.¢0

o o JL,JUJUM”’ Y

AR AR LU UL AR [BAS AAARLARARY LAALRRARAE RARARALEY ILERARARAS MULMARAN L T

l
45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 ppm
,A
g W‘éf W ( |~f E

Espectro 87- 1°Expansdo do espectro de RMN'H 500 MHz da Rutina
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PREP J BRUKER

o oo Ie] [ i
[ N o [} — o
[asY=s] M o — o
MO D Lo o W O Current Data Paramete
|| e ciEe sters
Vo \ } EXPNO
\; \} PROCNO 1
Vi /
I H & g =
|||| F2 - Acquisition Parameters
Date 20040521
Time 14.36
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm EBO BB-1H

PULPROG

TD
SOLVENT
NS

i Ds
SWH
FIDRES

287.4
48.400 u

6.00 us

0.0 K
2.00000000 sec
D.00000000 sec
0.01500000 sec

==== CHANNEL {1

500.1330885 MHz

. F2 - Processing parameters
B ST 2768
! . SF 500.1300137 MH
I ; ' r [ wDW no
! ; J f / 55B 0
- - - - J 1B 0.00 Hz
| [ ! 1 GB 0
§ |l BC 1.00
Nn - [ |
i l'JI J J
111 -
Juil_ JLN M
T I . I T

74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 ° ppm
' i NI ||
\sf & el 8

Espectro 88- 2° expansio do espectro de RMN'H 500 MHz da Rutina
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W m L0 GO N D U O Gy yox
W o, OO ARAG AT MMM Ao o ] BRUKER
S o INHWOWMESONOPLOUWO P W WOWmmooemoor e M ]
. s e N O R R AR R e o e T I Te B oW U B B~ B ST 5 B e o SR+ (&)
Md oo oy LA T A T ne e B T~ LA N T e T T T S T T T T . .
o Y e N A A SO0 O F@MWMNC OGS E S [~ o
vl v—|‘—|t—!v—|n—lu—lr—|\—|ml‘“[“=[“=[“=[‘*P“F“\.O\.O'Qr'tﬂﬁr'ﬂ"ﬂ‘w‘ﬁ‘m — 1 Current Jats Paramesers
I HAHE FBREF3
l DXZHNZ 15
BROCHD 1
i F2 - Acguiziticn Parsretses
\ Data 0090817
! ‘ Time™ 5.13
1 THSTRUH specL
PRORHE 5 mm BEO 23-1H
PILEROG zgpg30
T 163E4
SOLVENT Hell
N3 13107%
ES 4
S9N I0030.029 Ex
FIDREE 1.8329R8 Hz
Rz 0.2728503 see
e 327458

15,620 useq
B.LO usec

2054 R
{.20000I00 ses
4. 030000 sec
O_C0C00IC0 sec
D.C1500100 sec

ToES
AF02 SO0, 320003 M]Iz

Fl - hoouisition parameters

TuMOUE

T2 - Trofessing paranckors

21

g 125 TITEITL MEz
oW El
%5H C

LG 3.0C Hz
Gh C

e 1.40

Fl - Processing paramesers

51

M2 ur

13 SO0 13NGHEC HHz
W1 SINE

4R o

L3 .30 Hz
et} 0.1

. T : I T 1 T I j [ ' - T | j . T T I j -I
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Espectro 89 - Espectro de RMN"C 500 MHz da Rutina
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~ o o - Ao o © BRUKER
o =t Ly (1] o} =r sl L} W
[t} [t} M~ =) ™o = [l L
. N . . ' . . .
[es) - s o™ oo — oy [ae]
O -~ - r~ - ™ o o Cur:cnt Data Paranekbery
| ' BME IREF]
EKPNO 1o
! \ ‘ FROCKO i
FZ - Requisiticn Parameters
! Date 20040617
Tira~ 313
IHSTRUM spact
BROBHD 5 mm BB B3-1H
PULERCG zgoydd
T 16384
SCLVERT R
HE 131072
€1 4
SWH 3030 029 He
FICRES 1.932838 Hz
AT q. 2728803 sac
R 32764
o] 16,630 usec
LE 6,00 user
1 TE 293.4 R
ol #.10000000 zec
4ll 0. 3000000 sec
MCREST b, 0000000 sec
HEHRE G, 01500000 sec
- wummwcc= CHANNEL [l mec====a
HOC1 13C
Bl 10.00 usec
FL1 .00 di
SFOL 12%.11D3E43 MHz
[ £2
CPOPRGE wWaltzlé
HULE 1R
FCPD2 100.00 usec
PL2 0.0¢ dB
PL1Z 17.8% 48
PLLY i7.8% dB
SFOZ 500. 1320005 MH=z
Fl - Acguisition pacamecers
pihule] 2
TD
* BE 500.1323 MKz
FIDRES 27.3548%1 Hz
EL] 14,002 ppm
TnMODE QF
¥2 - Processing paramebscs
BT #1482
iT 125 TSTE174 MHz
WO a8
Z5R o
L3 3.ac 1
35 o
{ | | | | o H]
| i | Fl - rrocoasing pararetrars
i az 512
MIZ wE
1 aF 5001305500 Wiz
\\,4 \} _/\J J VLA SINE
53C
W\r’wnbw"\ a~""\.'\.|"'"“"-\,,'hPI \NVA ﬁ"’w\)v-d MA’WWW\NV f\'w/"\!\/d W W\W/‘WWW\“W' LE 9,50 1T
o [
R BRRARAAS Saanna s sy L A S A AR A RS AR AS B A LA RAEEALAEY BN e R R ) LA AAARAALS MUARARRARS AR

81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 87 ppm

Espectro 90 - 1* Expansao do espectro de RMN"C 500 MHz da Rutina
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———— 123.128

!
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116.073

Ly
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124

122
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Espectro 91 - 2* Expansao do espectro de RMN"’C 500 MHz da Rutina

BRUKER

Currant DaTa Paramgters
WAME PREPD
EXPROD 15
DROCHD 1
F2 = hoquisition Parameters
Dake 20040617
Time 4.13
LHSTAUM apent
FROBHD 5 mr BBC BB 1H
PULERQG Z 30
byl LE33d
SOLVENT Meand
it 131372
DE 4
SWH 30030.029 H=
FIDRES 1. 832858 He
A 0.2T28602 sec
RG 32766
D 16,850 usec
&) 4,00 vsac
TE 283.4 K
=8 0.1CO00030 seo
dll 0. 03000070 sec
MCREST U 000000 ses
M 0.02500000 sec
mmrmaa== CHENHEL f] wemess=mas
UCl lic
1 16,4 uaec
ELL &, ) dB
5F01 1257703647 HHz
=x==o=== CHRAKHEL f7 comommmm
UPDERGZ walvzld
21 Lescd 13
[ s 200,07 uses
EL2 0.0 cB
2L1z 17.93 CE
»L13 17,88 &B
e SC0.1320005 MHz
Ti - Acguisiticn parameters
RDO 2
D 256
SFO1 500.1323 HHz
FIDRES 27.354681 He
W 15,002 ppm
EnMOLE oF

F2 = Progessing parameTars
3 81492

5F
WIR
58
LB
GB
FC

125, 7576074 MHz
EM
0
3.00 #Hz
Q
1.490

Fl - Processing parametexs
512

QF
500.1300000 MHz

SINE

0

0.30 Hz
0.1



681

163.036

159.361
158,572
145.877

™
(o)
eb)
u
=
~

| | | |
e N e R

165

160 165 150 145 140 ppm

Espectro 92 - 3* Expansao do espectro de RMN"’C 500 MHz da Rutina

BRUKER

Current Daka Paramcicesn

HAMT EREF3
ERPNO 15
FROCHO 1

F2 - pcguisition Paramaters
Daka_ 20040677
Time $..3
INSTRUH =gpect
PROBHD 5 run BEG 3B-LH
PULEFRDG =gpg3d

T 16364
SULVENT Mo

ng 131072

og 4

SHH 30033.025 Hz
FICRES 1.832988 Hz
AQ 02728603 sac
R 127e8

o] 16. 630 usac
DE G.C0 usac
TE 2334 K
ni 040000000 ses
d4:1 043000000 sec
MEREST 00000050 aec
MCWRK 0. 0iS00000 sec
[ R F1I[ LSRN 5 R——
N 13

Pl 1000 uaec
FEL .00 di
501 125, 7703643 MH:
mmmmmeme CHANHEL f2 =essas==
CRDPRGE walbzls
H,C2 1H
PCEDZ 105,00 uszc
L2 5.00 aB
FL1Z 17.69 dB
PL13 1v. 8% db
SF02 500.1322005 MHz
Fl - Acouisition parametmrs
nuon z

T2 254
SFC1 500.132% MEz
FLDHLS 27.354691 Ha
b1 14,002 pem
Fak20E WF

F2 - Pragetaing parzameters
57 21492

2F 125 7376074 MH=z
BLW EM
ESE 2

ja: ) 1.00 Hz
G 3

BC 1.4%

Tl = ProreRRing RArATERers
I 312

¥o2 Ll

3F 501300007 MHz
wew =

SER 8

e .30 R=
B 1.0



0ol

123.561

e 117,675

—— 116.065

|

/8.196
77.241
75,744
73.8940
72.230
72.130
71.3%9¢6
£9.741

T $8.560

104,756
102.455
100.026
94 _915
49.665
49.494
49,322
49.231
43,196
45.1%51
49.058
49.024
48.885
48.852
48.682
48.5C7
30.838
17.934
0.004

NN SN N

T

150

140 130

120

LSRR AR LR EASRRAL S RASALARRALEAR AN RARRRRAALS RALARLELAN RARARAAN MULAARALAN MEAARRAAE) BARARAN K

110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Espectro 93 - Espectro DEPT 135 - 500 MHz da Rutina

(<O

Current LCata Parawmeters

NAME FREP3
EXFRQ 14
EROCHD 1

F2 - ARocquisiticn Parameters
Date_ 20040816
Time 1€.07
IHSTRIM spect
PROBHD £ mm BBO BE-1H
PULEROG deptl135

D 65536
SOLVENT MeldD

2453 .92

o3 4

SWH 3C030.029 H=
FIIRES 0.458222 H=
AQ 1.3912410 sec
B 1€384

oW 16,5850 use
0= £.00 u=e
TE 292.1 K
CHSTZ 14%. 0000000

Dl 2.00000000 sec
42 GLA03244R28 san
312 C.00002000 sec
DIZLTA C.Q0001273 sec
¥CREST 0.00000000 =sec
MCHBE £.01500000 zec
======== {IANNEDL f] sn=o=m==
WG 13

Pl 10.00 1use
pE 20.00 use
FL1 E.00 4B
SFOL 1257703543 mMHz
======== CHANNEL [{Z =======
CPRPRGD wa.trla
qUCE 18

E3 12.75 use
x| 25.50 use
BCID2 100.00 use
FLZ 0.00 dB
FL1Z 17.89 de
Eiaers 500, 1370005 MHZ
F2 - Prucesuwing paramesers
3L . 3276k

5F 125 .757€083 MHz
W EM

35D 0

LE 3.00 H=z
Gh L]

PC 1.40
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Espectro 94 - 1* Expansao do Espectro DEPT 135 - 500 MHz da Rutina

BRUKER

Current Data Parameters

NAME PREE3
EXFNO 14
FROCHD 1

F2 - heguisition Parameters
Date_ 20040616
Time 16.07
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG deptl3s

D 65536
SOLVENT MalD

NS 8192

Ds 4

SWH 30030.029 H=z
FIDRES 0.458222 H=z
EQ 1.0812410 aec
RG 16384

=Y 16.650 use
DE 6.00 use
TE 292.1 K
CR5TZ 145.0000000

1 2.00000000 sec
dZ 0.00244828 sec
dlz 0.00002000 sec
DELTA 0.00001272 =ec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 0.01500000 sec
======== CHANMNEL fl s======
HOCL 136

Pl 10.00 uge
p2 20.00 use
FLL §.00 dB
SFOL 125.7703643 MHz
nonooems CHANHEL £2 wesswss
CPDPRG2 waltzlg
NUC2 18

E3 12.75 usge
pd 25.50 use
PCPOZ 100.00 use
PL2 0.60 dB
FL1Z 17.89 dB
8FO2 500.1320005 MHz
FZ - Processing parametars
a1 , 32768

5F 125.7376083 MHz
WDW EX

F5B Q

LB 3.00 Hz
GB 0

BC 1.44
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Espectro 95 - 2* Expansao do Espectro DEPT 135 - 500 MHz da Rutina

o<
BRUKER
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Current Dats Parameters

NEME PREP3
EXFNO 14
FROCNC 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20040616
Time 16.07
IWSTEUM spect
BROBHD 5 mm BBO BE-1H
PULFROG deptl3%

T2 €5536
SOLVENT MedD

NS 8192

D& 4

sWH 30030.029 He
FIEBRES 0.458222 Hz
AD 1.0912410 =erc
RG 163B4

oW 16.650 usec
DE 6.00 usac
TE 292.1 K
CHST2 145.0000000

ol 2.00000000 =ec
d2 0.00344828 sec
dl2 G. 00002000 asac
DELTA 0.00001273 sec
MCREST 0.000000D0 sec
HMCWRE 0.01500000 sec
wansosws CHANNEL fl wws=mwmw
HoCcl 13cC

Fl 10.00 usec
p2 20.00 usac
FLl 6.00 dB
SFO1 125,7703643 MH=x
======== CEAMNHEL f? ==s=====%
CEDPRGZ waltzlé

EDCZ 1E

P3 12,75 usec
pd 25.50 usec
BLCEDZ2 100,00 usce
=212 0.00 &8
2L1z2 17.89 43
SFO2 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
31 3276E

SF T 125.7576033 Mie
WDOH EM

8558 ]

LB 3.00 Hz
GB 0

PC 1.40



0,800

“wavelength [nm.]

Wavelength [nm.)

Espectro 96 - Espectros de UV (Em MeOH e com reagentes de deslocamento) da Rutina

. . 2000— . . 2000 3 .
MeOH MeOH + NaOMe MeOH + AcONa
neorl 5 Wavelength (nm.)  Abs. ! Wavelength (nm.) ~ Abs. ik Wavelength(nm.) Abs.
1 36250 0.130 I 41150 Ll I 41350 0.157
2 259.50 0.183 2 3L00 Le® 268.50 0.200
will 3 20150 0.532 S 0.237 w3 207.00 1.808
| ! 4 206.00 1.682 |
—
020 1 omt asmk
inl=" : + + 007 = + + - 0.010= - + -
1900 ma Wave‘;gggthg[nm.] 500 §00 1900 000 Wave‘;uguthu[nm | 5000 5000 1900 00 Wavel;uguthu[m] 50,0
2
3
0800 — T T 0.800— T
MeOH + AlCL MeOH + AICl; + HCI
nef Wavelength (nm.)  Abs. oeny-3 Wavelength (nm.)  Abs. -
1 43500 0.196 oieo L
2IERLY el 2 270.00 0.180
ol 3 20150 0480 | & Ly SRy N
ﬁ
0.200) 2 0.200
0010 t 1 0010 t : +
150.0 3000 400.0 500.0 600.0 150.0 J00.0 400.0 500.0 600.0

600.0
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Espectro 98 - Espectro RMN'H 500 MHz da Isoquercitrina

Currert Tata Paraneters

HANE HOBM128
EXPNO 10
PROCND 1

F2 Acquisition Parameters
Date 200112240
Time 10,37
INSTRIM spect
PRCEHD 5 mm BBO B=-1H
PULZROG zq30

D 65536
SOLVENT MeOD

K3 ea4q

DS 2

SWH 103322.578 Hz
FIDREES 0.157632 Nz
G 3.1720407 sec
RG Th8

cw 48,400 usec
LR .00 usec
TE 0.0 ¥
s 1.0000C00) =ec
MCREST 1.0000C000 sec
MCWRE 2.0130C200 sec

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

C.00 4B
500,1330885 MEz

EF2 - Processing parameters

32768
500.1300131 MKz
EM
0
C.00 3=z
0
1.00
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MMM L1 s B L By Lon B Ls Bt R o B L B MM Mmoo Current ZTata Paransters
\ ! ’ / NAME HOBEM12%
ERPHO 10
| \ | . PROCNO 1
FZ - Acgualsition Parameters
Date 20041220
Time 10.37
ITHSTROM spast
BROZHD 5 mm 2RO p3-11
PUTLEROG zg30
T 6Eh36
SOLYVENT ¥edD
CH KS 64
oS 2
1 SWE 1033¢C.578
o FIDRES C.157632
OH 20 3.172c407
. BG 768
L A8 .100
- LE 6.00
o TE 0.0
Dl 1.0C006000
OH O OH MTREST . 06000000
OH CWRE 0.01500000
o CHANMNEL f.
[, A S—
OH NUC” 1H
7l 8_50
PL1 0.00
SFO1 5040..3308853
F2Z - Frecessing parameters
’ 5T 32768
5F 500.130013]
WoW EM
S5B 2
Ls 9.02
GB l
1.C0

3. 3.

L W e w

Espectro 99 - 1*Expansdo do espectro de RMN'H 500 MHz da Isoquercitrina
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L Cerrent Data Parameters
| WAME HOBM128
EXPNO 140
PROCKD .
F# - Anquisition Parameters
Date_ 22043220
Lime 10.37
INSTRUM spect
PROBED 5 mm EED EB-1H
BULEROG zp 30
TC 655360
SCLVENT KedD
NS 6L
s 2
SWH 15330.578 Hz
FIDRES J.15%4632 Hz
Fite] 3.172C407 sec
[ T68
LW £B8.400 use
LE £.00 paw
TE 0.0 K
ol 1.0000C000 sec
MCERST 0.000CC0O00 sec
MCERX 0.015CC000 sec
======== CHANKEL f] ==
wUCL 1H
El G.50 use
FLZ 0.00 d3
SFO1 2001330885 Mz
F2 - Processing parameiers
51 32768
57 500.1300131 MHz
WoW EM
585 Q
LB 0.00 He
GB 0
»?C 1.00
I
Ppm

0.288

L]

Espectro 100 - 2* Expansao do Espectro DEPT 135 - 500 MHz da Isoquercitrina
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| } L | ‘ J | | | | Currenl Dala Parameters
} \ j NAME HOBM128
\/ \ | ' EXPNO 11
Bl A =RocKo 1
#2 — Acquisition Parameters
Date 20041220
Tire 10.49
INETRIM spect
PRCBHED 5 mr BBEC BB-1H
PULPROG zgpg30
D 1e3584
. SOLVENT CIC13
OH NS 42952
28 a
) SWH 31446.541 Hz
HO 0] " FIDRES 1.915%345 Hez
OH AQ 0.2605715 sec
RG 16364
LW 15.900 usec
] - LE &.00 asec
TE 0.0 %
OH 0 OH o1 0.2000C000 sec
OH d11 0.0300C000 sec
) MCREST 0.000CC000 sec
MCWRE 0.01500000 sec
OH
—~—————= CHRNWEL fl ~=======
NUC1 13c
El 10.00 usec
BL1 6.00 dB
3F01 125.7703648 MH=z
) ======== (CHANNEL f2 ========
CEDPRGE waltz14a
NUC2 14
SCPD2 103.C0 usec
PL2 J.C00 4B
PL1Z2 17.89 dB
PL13 17.83 4B
SFO2 500.13308E5 MHz
’ F2 - Procc sing parameters
e G ey - : e [ 51 16384
5" T ! | ! [ ! | ‘ | i I ' I i [ ! I " I ' 5F 125.7576069 MH=z
® 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 pom #D¥ EM

Espectro 101 - Espectro RMN">C - 500 MHz da Isoquercitrina
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Espectrol02 -1* Expansdo do espectro RMN"C - 500 MHz da Isoquercitrina

Current Cata Parameters

HAME HOBM128
BEXFNO 11
PROCHNO 1

F2 - Bcoguisition Parameters
Date 20041220
Time 10,49
INSTRUM spect
FROBHD 5 mm BBO BE-1H
EULPROG zgpg30

D 16384
SOLVENT cpell

N5 42952

D3 0

SWH 31446,541 Hz
FIDRES 1.97.9345 Hz
BD 0.2605715 sec
RG 16384

DR 15.900 usec
bE 6.00 usec
TE 0.0 K

D1 0.10000000 sec
d1ll 0. 03000000 sec
MCREST 000000000 sec
MCHRE 0.01500000 =ec
======== CHANKWEL fl ========
NUC1 13c

Fl1 10.30 usec
PL1 6.00 dB
SFCL 1253,7703648 MHz
sme=ms=== CHANNEL f2 ========
CPDPRGZ waltzlb

NUCZ 1H
PCPD2 100,30 usec
PL2 0.20 dB
PLlZ 17.85 dB
PL13 17.8% dB
JFQ2 500.1330885 MHz
FZ2 — Frocessing parameters
5T ) 16384

3F 125.7576069 MH=z
WOW EM

85B 0

LB 3.00 Hz
GR o]

eC 1.00



Current Data Parameters

— [= — oo > & [ o0~ o o
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CH
HO 0
CH
0
OH o] -
COH
O_—-
OH
L R I DR DL
180 175 170 165 160 155 150 ‘145 140 135 130 125 120

pPpm

HAME HOBM128
EXPNO 11
PROCHNO 1

FZ2 - Acguisition Farameters
Date_ 200412240

Time 10.49
THNSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBC BE-1H
FULFEROG zgpg 30

D 16384
SCLVENT CDC13

NS 42952

Ds 0

SWH 31446.541 Hz
FIDRES 1.919345 Hz
AQ 0.2605715 sec
RG 16384

oW 15.900 usec
DE 6.00 usec
TE 0.0 K

Dl 2.10000000 sec
dll 0.03000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec
ms====== CHBNNEL fl s=e=====
NUC1 13c

rl 10.00 usec
PL1 &6.00 dB
5E01 125.7703648 MHz
======== CHANNEI 2 =s=======
CFDFRG2 waltzlé

NUCZ 1H
PCPD2 100.00 usec
BLZ 0.00 dB
PL1Z 17.89 dB
PLL13 17.89 dB
SFaZ2 500.1330885 MH=z

F2 - Processing paraneters

51 16384
5r 125.7576069 MHz
WoW EM

aon

Espectro 103 -2* Expansio do espectro RMN'°C - 500 MHz da Isoquercitrina
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=] === = - -~ - My =y = =f ¥ =F =r T = T ]
l | ' J Current Data Pazametcrs
| HAMI HORM1 28
| TKENO 1z
” PROCHNGC 1
FZ - ARcgulsilion Paramebers
Date_ 20041220
Time 18.52
INSTRUM spect
PRCBHD 5 mw BBO 3B-1d
FLLPROG deptl3s
Ty 4h53R
SOLVENT Malo
us 2348
15 1
SWH 30030.02% He
FIRRRSG C.435227 Wz
1 1] 1.0912410 sec
R 16384
oW 16. 650 usec
LE 6.C0 usec
TR 3.0 0%
- CR3TZ 145.00003C0
ol 2.003400200 sec
cz 0.C0344B828 sex
di? 0.030023C0 sec
LELITA 0.C0001273 sex
MCREST 0.COGO0ICT sec
MOWRE 0.C15000C0 sec
== == CHANNEL f1 =
jualodel pcind
L 10.C0 usec
OH ré 20.C0 uscc
FL1 .00 dB
SFOL 125.77203643 MHz
HO o] : '
OH ——————— CHRWWEL f2 - ——————
CPLFRGE waltz g
wuUt2 _H
0 P3 13.75 usec
=1} 27.50 asoc
2CPLZ 100,00 usec
RO O%H L2 .00 dB
L2 17,223 dn
0~ SF02 390.132000% MEz
CH
T2 - FProacessing parameters
&1 32768
5F 125.7376083 MEz
WL =¥
55E 4]
8 R I B B L I L L B M B L B B Al L) LA ) L) AL L LE 3.00 Hz
= 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm £ 140

Espectro 104 - Espectro DEPT 135 - 500 MHz da Isoquercitrina
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Espectro 105 - Espectro COSY 'H x H - 500 MHz da Isoquercitrina

BRUKER

Currzent Lata ParameLers

HAKME HORM1Z28a
EYPHO 17
PROCHO p

T2 = Roqgquisitian Faramezers
Jate 20041220
Time 15,45
THETRUM spect
PROSHD 5 mm B3¢ 2B-1H
PULPROG cosyyl

oy 2048
SULVENT MedD

s -}

Ds -E

WL Ta02.§01 He
FIDRES 3.419337 He
ils] 0.14€2486 sec
B 322.5

LW 71.400 usec
L .00 uses
TE o.C K

40 C.CCOCO300 sec
D 1.CCOCO00C sec
IND 0. 00014280 sec
MEREST C.CO00G0O00 sec
MCWRE Z.C00000C0 sec
~onmames CHENNEL f1 ===—————
L L

Y 13,75 uwsec
Fl 13.75 usew
PL1 .03 dB
SFOL SOC.L1330BEZ Mz

FI - Acguisiticn parameLers
HLD

el 256
srol 500.1223 Mz
FLDRES 27.3541692 Hz
5W 4,002 ppn
FroMODE RE

F2 - Processing paramesers
SZ 20

P SC0,1300104 MHz
WO H1ME

558 u

LB . C0 Hz
GB ]

2C L. G0

FlL - Processing parametera
51 20414

MT2 CF

5F 3001292024 Mz
WCW SINE

528 ]

&) 0.00 Hz
[£)c] a



Current Data Parzwerters

NEME HOBM128a
EXENO 11
FPROCKD 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20041220
Time 15.43
INSTRUM spect
EROBHD 5 mm B30 BL-1I
PULEROG cosyqf

] 2048
E0LVENT MeQD

s 16

oS 1€

SWH 002,801 Hz
FILAES 3.219337 H=
RC 0.1463486 zec
kG 3225

oW T1.400 asec
DE .00 asec
TE 0.0 K
af 0.09000300 sec
Dl 1.03000000 sec
ING 0.03014280 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 1.00000000 sec
memmnxc= DHEANNEL [] =we—
NUC1 1E

3] 13.7F usac
Pl 13,75 usec
Ll 0.00 d2
S0 500.1330883 MHz
Fl = heguisition parametars
¥Do 1

D 2586
3F01 500,1323 MHz
FIDIAES 27.354€92 Hz
5W 14.002 ppm
FriMCDE ar

F2 ~ Processing parsmelers
51 2048

SF 500, 1300104 MHz
WDW ZINE

33B i}

LB 0.00 R=
GB 0

BC 1.00

Fl = Processing parameters
51 2048

MC2 aF

1S 500.1292024 M3z
WOW SINE

356 0

LB 0.00 He
GE 0

3.6 3.4 3.2  ppm

Espectro 106 - 1* Expansdo do espectro COSY 'H x H - 500 MHz da Isoquercitrina
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Current Data Parameters

KAME HCBEM128a
EXPND 11
PADCHO 1

F2 - Arguisition Paramecers
Tate_ 20041220
Time 15.45
INSTRUM spect
PROEBHD 5w BEO EB-1H
PILPROG cosyuf w’
T 2048
SOLVENT M20D

W3 16

5 18

3WH 002,801 Ha
FTDRESR 3.4195337 Hz
A] 0.146348% sec
Rz 32z.5

LW 71.400 usec
CE 6.00 usec
TE 00K
do 0.00000300 sec
ol 1.00000000 sec
1IN0 0.00014280 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRE 1.£0000000 sec
=======_ CHANNEL fl —=======
HUCL 1H

1] 13.75 usec
rl 13.7% usec
PLL 0.00 dB
SECL 500, 1330683 M=z
Fl - Acguisitien parameters
HDO 1

paye] 2%4
SFol 500,1322 MHz~
FIDRES 27.3%546592 Hz
3w 14.002 ppm
EniCODE (53]

F2 - Processing parameters
5T 2048

s £00.13301C04 MHz
WDV SINE

55B o

_b 0.C0 Hz
GB 0

aC 1.00

Tl - Processing parametrers
51 2044

MC2 QF

SF 500.1292024 MH=z
wow SINE

258 4]

LB Q.00 Hz
GB 0

Espectro 107- 2* Expansdo do espectro COSY 'H x H - 500 MHz da Isoquercitrina
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2500 — 2500—

'MeOH ' K "MeOH + AICI; | | |
3 No Wavelength(nm.) Abs Wavelength(nm.) Abs. : MeOH + AlCl3 + HCI
- 1 35550 T oosed I 405.50 Lioe | Wavelength(nm.) ~ Abs.
. : 2 331.50 0.576 1 354.50 0.829
: 25750 Ly 3 2L 1.385 2 257.50 1.134
3o 2000 1.950 s 4 200 226 | 3 208.50 2.005
, .U11 gug_gl 3glu_u Wavae?ﬂugého[nm] 500.0 500.0 -0.0115[| UI SU'M o — s 'D'U;;U DI BU'DU AU‘DU — -
wiavelength [nm ) ’ Wavelength (rn.) ’ ;
T “MeOH + NaOAc T | |
MeOH + NaOAc + H;BO;
2000 Wavelength(nm.) Abs. | 2oy 1
1 372.00 0.740 Wavelength(nm.) Abs.
2 32600 0.661 # it 0.934
3 272.50 1.213 ’ 2 262.00 1.340
0o} 4 213.00 2409, 3 21450 2.490 |
2
ol
-0'011 50 u‘ 306 a 406 a 50'0 0 sl ! D: au.nl 306 i 400.0 506 i G000 Eﬂ(
i . wiavelength [nm ] Wavelength (nm.) oH

Espectro 108 - Espectro UV (em MeOH e reagentes de deslocamento da Isoquercitrina



4. Avaliacao da Atividade Farmacoldgica de Himatanthus

4.1. Avaliacdo da atividade antiinflamatéria de Himatanthus.

Algumas espécies do género Himatanthus sdo relatadas na medicina
tradicional por sua atividade antiinflamatodria. Testes realizados com o latex
de Himatanthus sucuuba por Miranda e colaboradores” verificaram
inibicdo da inflamacdo em 35,9% na dose de 200mg/Kg para a fracdo
hexanica, rica nos triterpenos acetato de lupeol, a-amirina e cinamato de
lupeol.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antiinflamatéria das cascas de Himatanthus sucuuba, bem como de seu
componente majoritdrio, o iridéide plumierideo e sua associacdo com a

mistura de triterpenos que compdem a fracdo em hexano do latex.

4.1.1. Introducao

A inflamacdo tem sido intensamente investigada desde o inicio da
era Cristd, quando Celsus (30 a.C.) definiu os quatro sinais cardinais da
inflamacao: calor, rubor, dor e tumor (edema) — “Signa inflammationis
quatuor sunt: rubor et tumor, cum calor et dolor”. A estes sinais, Galeno,
médico da Antiguidade, segundo alguns autores, ou Virchow, segundo
outros, no século XIX, acrescentou um quinto sinal, a perda de funcdo

(functio lesae) da parte afetada. As fases que correspondem a uma resposta
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inflamatéria estdo bem definidas, observando-se inicialmente uma fase
aguda (20 a 60 minutos) onde ocorre a vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade capilar, seguida de uma segunda fase caracterizada por uma
infiltracdo de leucdcitos e células fagociticas com posterior regeneracao
tecidual. O edema induzido por carragenina corresponde a fase aguda da
inflamagdo, mediada por histamina, bradicinina e prostaglandinasgz.

Assim como os triterpenos de Himatanthus sucuuba ja tiveram sua
atividade antiinflamatéria relatada na literatura’, alguns iridéides também
foram testados para esta mesma atividade, demonstrando ser esta uma
classe de substancias bastante ativa contra a inflamagao. Em 1994, Recio e
colaboradores™ realizaram um estudo com alguns iridSides, tais como
aucubina, harpagosideo, loganina, dcido logéanico, entre outros, na dose de
100 mg/Kg e encontrou resultados significativos de inibi¢do do edema de

pata induzido por carragenina.
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4.1.2. Ensaio do edema de pata induzido por carragenina.
O ensaio do edema de pata induzido por carragenina foi inicialmente

- - 94
descrito por Winter e colaboradores™ .

4.2.2. Metodologia:

4.2.2.1. Animais:

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos, pesando
entre 150 e 200 g. Todos os animais foram mantidos nas condi¢des padrao
e alimentados apenas com dgua ad libitum nas 12 horas que precederam os
experimentos. Para cada experimento foi utilizado um “n” de 6 a 10

animais.

4.2.2.2. Preparo das amostras:

As cascas de Himatanthus sucuuba foram testadas sob a forma de um chd
preparado a partir da infusdo de 100g de cascas frescas em 500 ml de dgua
destilada, forma na qual esta planta € utilizada pela populacdo. O liofilizado

do cha foi testado nos animais nas doses de 100 e 500 mg/Kg.

O iridéide plumierideo foi isolado das cascas de Himatanthus drasticus e

H. obovatus conforme ja descrito anteriormente. Este iriddide teve sua

208



atividade testada por via oral e intraperitoneal nas doses de 100 e 200
mg/Kg.
A mistura de triterpenos foi obtida da fracdo hexanica das cascas de H.

drasticus e/ou H. obovatus a partir do procedimento de precipitacdo da

borracha como descrito a seguir:

Cascas de H. drasticus/

obovatus
Adicao de MeOH
Borracha Latex sem
Borracha

1) Liofilizacdo
2) Suspensdao em MeOH
3) Particdo em Hexano

Fragcdo em Hexano
Rica em
Triterpenos

Fig 20. Método de obten¢@o da mistura de triterpenos da fragdo em hexano do latex de
Himatanthus sucuuba.

Esta mistura de triterpenos, cuja atividade antiinflamatdria ja havia sido
. 73 . .. g ., .

relatada na literatura’, foi adicionada ao iridéide plumierideo em diferentes

propor¢cdes na presenga ou auséncia de lipossomas. Foram testadas as

seguintes proporgdes:
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a) Plumierideo + triterpenos (3:1) na dose de 100 mg/Kg;

b) Plumierideo + triterpenos (1:3) na dose de 100mg/Kg;

c) Plumierideo + triterpenos (1:3) na dose de 200mg/Kg;

d) Plumierideo + triterpenos (1:3) com lipossomas na dose de 100
mg/Kg;

e) Plumierideo + triterpenos (1:3) com lipossomas na dose de 200
mg/Kg;

f) Plumierideo + triterpenos (1:1) com lipossomas na dose de 100
mg/Kg;

g) Plumierideo + triterpenos (1:1) com lipossomas na dose de 200

mg/Kg;

4.2.2.2.1. Os lipossomas

Como ilustrado na Figura 21, os lipossomas sido vesiculas esféricas,
constituidas de uma ou vdrias bicamadas concéntricas de lipideos, que
isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do meio externo.
Uma grande vantagem dos lipossomas, com relacdo a outros sistemas
transportadores de medicamento, € a sua elevada biocompatibilidade,
especialmente quando estes sdo formados de lipideos pertencentes as

familias de lipideos naturais. Além disso, sdo sistemas altamente versateis,
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cujo tamanho, lamelaridade, superficie, composi¢do lipidica, volume e
composi¢do do meio aquoso interno podem ser manipulados em fung¢do dos
requisitos farmacéuticos e farmacolégicos™. Os lipossomas foram
preparados a partir do método de filme™ a partir da dissolugdo de
fosfolipideos, no caso a fosfatidilcolina, em um solvente organico contendo
a mistura das substincias testadas. O solvente organico € retirado a partir
de um evaporador rotatério, formando na parede do baldo um filme
lipidico, o qual é hidratado a partir da adicao de salina. Este procedimento
gerou uma populacio heterogénea de vesiculas multilamelares de tamanho

aproximado de 1um.

20 - 5000 nm

« =

P melo extermnao

compartimento
aquoso interno

LB —> Membrana

OOOQ > zonahidrofilica

— zona hidrofobica
.*ﬁ& f—> zona hidrofilica
Lipideo

—» cadeia(s) hidrofabica(s)

> cabega polar

Fig. 21. Representagdo esqumadtica de um lipossoma
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4.2.2.3. Descricao do experimento

A induc¢do do edema foi realizada a partir da injecdo de carragenina 1%
(1000 pg/pata) na regido subplantar de uma das patas posteriores, € a pata
contra-lateral foi tratada com igual volume de salina estéril (NaCl 0,9%). A
cada intervalo de 1 hora, ou seja, nos tempos 1h, 2h e 3h, os volumes das
patas foram medidos por meio de um pletismégrafo de vidro acoplado a
uma bomba peristéltica e o edema ou a variagao de volume foi avaliado
pela diferenca entre o volume da pata tratada com carragenina e a tratada
com salina. Os compostos foram administrados via oral ou intraperitoneal
(0,1ml/20g de peso animal) uma hora antes da inducdo do edema. O grupo
controle foi tratado com igual volume do veiculo utilizado na dissolucdo do
composto - H,O ou Tween/EtOH/H,O (2:2:20, v/v/v). A atividade
antiinflamatéria foi expressa em percentagem de inibicdo quando

comparada com o grupo controle.

Carragenina
Adm. oral subplantar Leituras

|
I | |
t=-1h t=0h t=

2h

Fig. 22. Esquema representativo do ensaio do edema de pata induzido por

.97
carragen1na9 .
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4.3. Resultados e discussdo

Foram realizados ensaios em diferentes concentracdes do chd das
cascas de Himatanthus sucuuba, do iridéide plumierideo, componente
majoritdrio destas cascas e de uma associa¢do entre este iridéide e uma
mistura de triterpenos presentes na fracdo em hexano das cascas e do latex
de H. drasticus e H. obovatus.
O resultado dos ensaios com as cascas de Himatanthus drasticus e H.
obovatus sob a forma de ché nas doses de 100 e 500 mg/Kg e do iridéide
plumierideo (100 mg/Kg) podem ser observados no grafico 1. Quando
administrado por via oral na dose de 100mg/Kg, o chd da casca ndo
apresentou atividade antinflamatdria estatisticamente significativa, porém
na dose de 500 mg/Kg foi observada uma tendéncia a inibicdo em torno de

25,4% e 21,0% na segunda e terceira horas apds induc¢io do edema.

I Controle
7501 Plumerideo
. 100 mg/kg; v.o.
= ] 30 690 21.0% .
4 g2z Cha Casca
}% 5007 100 mg/kg; v.o.
§ 1 g Cha Casca
0-

Hora pos-injecao Cg

Graéfico 1. Efeito antiinflamatério dos chas das cascas e do iridéide plumierideo isolado
de Himatanthus sucuuba. Resultados expressos em média + EPM; (n = 6-10
animais/grupo); Valor em % corresponde a inibi¢do obtida pela comparagdo com o
grupo controle veiculo; * p < 0,05 (teste t-Student e ANOV A one-way).
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O plumierideo, administrado por via oral na dose de 100 mg/Kg,
mostrou atividade antiinflamatdria significativa inibindo a formacdo do
edema em 35% e 30% nos tempos de 2h e 3h respectivamente, apds a
indu¢do do mesmo. A dose de 200 mg/Kg também foi testada, porém nao
apresentou inibic¢ao estatisticamente significativa do edema.

Os ensaios realizados com as associacdes de plumierideo e os
triterpenos da fragdo em hexano do litex tiveram o objetivo de verificar se
havia algum tipo de efeito sinérgico entre eles, j4 que ambos demonstraram
atividade quando testados isoladamente. Além disso, sdo os principais
constituintes dos extratos elaborados das cascas e do latex de espécies do
género Himatanthus. Estes ensaios produziram os resultados demonstrados

nos grafico 2 e 3.

I Controle
1000 Plum 3:1 Trit
~ 100 mg/kg; v.o.
= 750 .
Trit 3:1 Plum
g 100 mg/kg; v.o.
s 500 1 WEEE R EEH 20 .
3 B2 Trit 3:1 Plum
T} 250 200 mg/kg; v.o.
E= Trit 1:1 Plum
0 100 mg/kg; v.o.

1 2 3

Hora pés-injecao Cg

Grifico 2. Efeito antiinflamatério de diferentes associa¢des de plumierideo e triterpenos
de Himatanthus sem lipossomas. Resultados expressos em média + EPM; (n = 6-10
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animais/grupo); Valor em % corresponde a inibi¢do obtida pela comparacdo com o
grupo controle veiculo; * p < 0,05 (teste t-Student e ANOV A one-way).

I Controle
E== Trit 3:1 Plum
1000 100 mg/kg; v.o.
] &2 Trit 3:1 Plum (Lipossoma)
= 7501 04 100 mg/kg; v.o.
S ] E E=Trit 1:1 Plum
E 5004 29,9 H 53.6% 100 mg/kg; v.o.
2 1 ¥ g B Trit 1:1 Plum (Lipossoma)
w ) = 100 mg/kg; v.o.
2507 40,6% | 5
0- % A=

Hora pds-injecao Cg

Griafico 3. Efeito antiinflamatério de diferentes associacdes de plumierideo e os
triterpenos isolados de Himatanthus sob a forma de lipossomas. Resultados expressos
em média + EPM; (n = 6-10 animais/grupo); Valor em % corresponde a inibi¢cdo obtida
pela comparagdo com o grupo controle veiculo; * p < 0,05 (teste t-Student e ANOVA
one-way).

Verificamos que dentre as associagdes testadas, aquelas que se
apresentavam sob a forma de lipossomas, demonstraram uma atividade
antiinflamatoria significativa, diferentemente daquelas onde ndo havia o
lipossoma. Pelo grifico 3 notamos uma tendéncia a inibi¢do da inflamacao
com a mistura composta de triterpeno : plumierideo (3:1) na dose de 100
mg/Kg sob a forma de lipossoma que foi de 26,7% na primeira hora,
19,9% na segunda e 37,0% na terceira hora. A mesma mistura foi testada
na propor¢ao de 1:1 e a inibi¢do observada foi maior, sendo 40,6% na
primeira hora, mantendo-se na segunda hora (39,9%) e aumentando na

terceira hora (53,6%).
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4.4. Conclusao:

Com base nos resultados apresentados, as seguintes conclusdes foram
delineadas: os triterpenos de Himatanthus, ja relatados como agentes
antiinflamatérios, eram tidos como principais responsiveis por esta
atividade. No presente trabalho, porém destacamos o iridéide majoritario
das cascas de trés espécies de Himatanthus, o plumierideo, cuja atividade
antiinflamatéria de 35% e 30% nas segunda e terceira horas,
respectivamente, corroborou para justificar o uso desta planta pela

populacdo com esta finalidade.

As associagdes entre os triterpenos e este iridoide tiveram a intengdo de
avaliar um possivel efeito sinérgico entre as substincias, o que ndo foi
verificado. A associagdo simples ndo apresentou o efeito esperado e

nenhuma delas apresentou inibi¢ao do edema.

A utilizacdo dos lipossomas como encapsuladores dos principios ativos
pareceu ser eficaz, promovendo uma protecdo dos mesmos de uma
eliminacdo ou degradacdo rdpida. Suas propriedades de liberacao lenta
possivelmente levaram a reducdo da concentragdo de principio ativo na
forma livre, e a prolongacdo de sua presenca no organismo. Com este
provavel aumento na biodisponibilidade dos principios ativos houve uma

elevacao da potenciacao de sua acdo bioldgica, neste caso, antiinflamatoria.
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Este fato justifica os melhores resultados encontrados na acdo

antiinflamatéria dos principios ativos sob a forma de lipossomas.

A atividade antiinflamatdria observada para as associacdes de plumierideo
e triterpenos nas concentracdes de (1:3) e (1:1) na presenga do lipossoma
assemelham-se as observada no uso popular desta planta, ja que o latex da
mesma, utilizado sob a forma diluida em dgua, apresenta uma constituicao
rica em polimeros’’, os quais podem atuar como carreadores e/ ou
protetores de substancias, de maneira semelhante ao que ocorre com 0s

lipossomas.

217



5. Ensaios de metabolizacao in vivo e in vitro do plumierideo

5.1. Introdugao

Os iriddides representam um grande grupo de monoterpendides
ciclopentano [c] piranicos que sdo encontrados como constituintes naturais
de um grande nimero de familias de plantas, usualmente sob a forma
glicosilada™. A esta classe de compostos sdo atribuidas algumas atividades
tais como antimicrobiana’, antitumoral'”’, hemodinamica'®!, clorética'®,
hepatoprotetora'” e aintiinflamatéria'”. Entretanto, relatos da literatura
apontam alguns exemplos de iridéides glicosilados que funcionam como
pré-drogas'® que sdo metabolizadas no trato gastrintestinal. E o caso do
iridéide geniposideo metabolizado in vivo em camundongos, na aglicona
genipina, encontrada em todos os segmentos do intestino, especialmente no

6

2 10 . . ~ « o 1 L, .
ceco e colon . Ensaios de metabolizagdo de iridéides por bactérias

intestinais sdo relatados com os iridoides gardenosideo e geniposideo,

107 . . . 1
% De forma similar, a aucubina % e 0

convertidos em suas agliconas
secoiridside swertiamarina'” foram transformados em suas agliconas
correspondentes. A formagdo de alcaléides monoterpeno-piridinicos
(PMTA) a partir do tratamento de iridéides glicosilados com &cido ou -
glicosidases na presenca de uma fonte de NH;, normalmente ions amonio, é

também descrita na literatura''®. A partir destes dados, o iridéide aucubina

foi transformado por bactérias intestinais humanas em dois novos
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alcal6ides'®, geniposideo e gardenosideo foram convertidos nos compostos
nitrogenados genipinina e gardenina'”’ e swertiamarina foi metabolizada a
gentianina'”. E importante ressaltar que varios dos alcalSides
monoterpeno-piridinicos formados mostraram efeitos antiinflamatérios, de
relaxamento muscular, sedativos, anti-histaminicos, hipoglicémicos e
hipotensores'"" paralelos aos efeitos atribuidos aos iridéides.

Poucas informagbes estdo disponiveis na literatura a respeito da
farmacocinética dos iridéides glicosilados. No entanto, estudos de
biodisponibilidade, ligacdo a proteinas plasmadticas, absor¢ao gastrintestinal

e metabolismo na mucosa gastrintestinal e no figado'"

indicam que o
desaparecimento do iridéide nos 6rgdos e no sangue nao corresponde
necessariamente a uma diminui¢do do efeito farmacolégico, ao contrério,
se ocorrem reacdes de hidrélise, os intermedidrios dialdeido-hemiacetais

formados s3o muito mais reativos e provavelmente mais potentes

- - 11
biologicamente'"?.

5.2. Biotransformac¢do do plumierideo in vitro — Proposta de modelo
experimental.

Os ensaios de biotransformacdo in vitro procuraram mimetizar as
condi¢des encontradas pelo plumierideo ao chegar ao intestino para ser
metabolizado. Para isto foram utilizadas colonias da bactéria anaerdbia

facultativa Bacteroides fragilis. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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O protocolo para este ensaio baseou-se em um modelo da literatura no qual
os iridéides geniposideo e gardenosideo eram biotransformados nas
substancias nitrogenadas genipinina e gardenina, respectivamente, na

(. . 107
presenca de bactérias intestinais humanas .

5.2.1. Bactérias

Foram utilizadas as bactérias anaerdbias facultativas Bacteroides fragilis,
cepa 25285 do Laboratério de Anaerobiose da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. As bactérias foram cultivadas em meio de cultura BHI (Brain

Heart Infusion) por 24 horas, a 37°C para crescimento.

5.2.2. Descricao do modelo experimental:

Depois de cultivadas, as bactérias foram centrifugadas a 6000 rpm por um
periodo de cinco minutos para a formagdo de um pellet que foi
posteriormente lavado com uma solucao contendo tampao fosfato 100 mM
(pH=7,3). O pellet de bactérias foi adicionado a um tubo de ensaio
contendo 30 mg da substincia testada (plumierideo) dissolvido em 1 ml do
mesmo tampdo fosfato e incubado em condi¢oes de anaerobiose a 37°C por
48 horas. A este tubo deu-se o nome de amostra teste. Foram realizados trés

ensaios controle em tubos de ensaio contendo:
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Controle 1: 30 mg da substincia em 1 ml de tampdo fosfato (sem a
presenga do B. fragilis) incubado em aerobiose.

Controle 2: 30 mg da substincia em 1 ml de tampdo fosfato (sem a
presencga do B. fragilis) incubado em anaerobiose.

Controle 3: 30 mg da substancia em 1 ml de tampdo fosfato (na presenca

do B. fragilis) incubado em aerobiose.

> substancia dissolvida em 1
ml de tampao fosfato

Centrifugagao
por 5 minutos a lavagf:m com “pellet”
6000 rpm tampao fosfato Tubo com 30 mg da

B. fragilis cultivado em
10 ml de BHI por 24hs a
37°C para crescimento

Controle 1 - substancia + tampao (aerobiose) Amostra teste
Incubagdao por 48hs
em jarra de
anaerobiose a 37 °C.

Controle 3 - substincia + tampao + B. fragilis (aerobiose)

@ Controle 2 - substincia + tampao (anaerobiose)

Fig. 23. Diagrama representativo do ensaio de metabolizagdo in vitro.

221



Apé6s a incubagdo, a amostra teste e as tr€s amostras controle foram

particionadas em acetato de etila, evaporadas em evaporador rotatério e

analisadas por CLAE/DAD.

5.2.3. Resultados e discussao:

Ap06s andlise por CLAE/DAD foram obtidos os seguintes cromatogramas:

1 ) <~:j plumierides !
2000 f' HERTEE: —

Ll
3

1000

Cromatograma A - amostra teste — Substincia + tampao fosfato + Bacteroides fragilis

+ anaerobiose por 48 horas a 37°C.

5 —_ . . - — —
1 ' <:—| plumierides ]|
' ]
2000 " m o FERER T
| - -
-
! - !
I L] L]
1m l.II = L _ i -
1
a] P e
LEEE T T L | ] o ————— - ——————r ——
9 0 20 30 40 50

Cromatograma B - Controle 1 — Substancia + tampao fosfato + aerobiose por 48 horas

a37°C.
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_ <j',:| plummerideo
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Cromatograma C - Controle 2 — Substancia + tampdo fosfato + anaerobiose por 48

horas a 37°C.
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1000 | . '
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Cromatograma D - Controle 3 — Substancia + tampao fosfato + Bacteroides fragilis +

aerobiose por 48 horas a 37°C.

Em todos os cromatogramas acima o plumierideo (tempo de retencdo de
19,08 a 19,13 minutos) foi recuperado apds o periodo de incubacdo na
presenca ou auséncia de B. fragilis e na presenca ou auséncia de
anaerobiose. A tabela abaixo mostra as concentragdes relativas deste

iridoide em cada uma das situacoes:

Tempo de retencao (min.) Area (%)
Amostra teste 19,13 70,64
Controle 1 19,08 94,34
Controle 2 19,12 90,58
Controle 3 19,12 75,11

Tab. 31. Tempo de retencdo x drea encontrados nos cromatogramas
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O plumierideo foi recuperado em maior concentracao nas amostras controle
1 e 2. A menor recuperacdo do plumierideo na amostra teste (70,64 %)

pode indicar seu consumo ou sua transformacdo em algum outro composto.

5.2.4. Conclusao

O ensaio de biotransformagdo in vitro do plumierideo na presenca de
Bacteroides fragilis em meio anaerébio nao foi eficiente para avaliar uma
possivel biotransformacdo deste composto. A tentativa de mimetizar o
ambiente intestinal ndo foi satisfatéria e por isso a alternativa encontrada
para avaliar esta propriedade do iridéide foi realizar o ensaio de

biotransformacao in vivo.
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5.3. Biotransformacao do plumierideo in vivo.

Neste experimento foram utilizados modelos animais para avaliacdo da
propriedade de biotransformag¢do do plumierideo in vivo. A droga foi
administrada por via oral e os animais depois de sacrificados na primeira e
segunda hora de experimento, tiveram seu figado, intestino e sangue

avaliados por CLAE-DAD quanto a concentracdo de plumierideo presente.

5.3.1. Animais:

Foram utilizados ratos albinos Wistar de ambos os sexos, pesando
entre 150 e 200 g. Todos os animais foram mantidos nas condi¢des padrao
e alimentados apenas com dgua ad libitum nas 12 horas que precederam os

experimentos. Um “n” de trés animais foi utilizado para os ensaios.

5.3.2. Preparo das amostras:

O plumierideo, isolado conforme o descrito no capitulo 3 desta tese,
foi pesado (100mg) e diluido em 5 ml de uma solucao contendo H,O:EtOH
(9:1). Cada animal foi tratado oralmente, por gavagem, com 1ml da solucdo

para cada 200g de peso corpodreo.
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5.3.3. Descri¢ao do experimento:

Os animais testados tiveram o edema induzido a partir da injecao de
carragenina 1% (1000 pg/pata) na regido subplantar de uma das patas
posteriores. A pata contra-lateral foi tratada com igual volume de salina
estéril (NaCl 0,9%). Uma hora antes da indu¢do do edema, os animais
foram tratados com a solu¢do de plumierideo, por via oral, na dose de
100mg/Kg. Na primeira hora apds a indu¢do do edema os animais foram
sacrificados e tiveram coletados seu sangue, figado e intestinos. O mesmo
ocorreu na segunda hora, sendo sacrificados os animais restantes. Os
6rgdos e o sangue foram imediatamente congelados, tendo este ultimo
recebido o tratamento com 0,3 ml de citrato de amOnio para evitar a
coagulagio’”,

O sangue, figado e intestino extraidos dos animais foram tratados
com uma solucdo aquosa de citrato de amoénio (1:10), triturados em
liquidificador, centrifugados a 4000 rpm por 30 minutos e extraidos em
funil de separacdo com acetato de etila (3 x 50 ml). As fracdes obtidas
foram evaporadas em evaporador rotatério e analisadas por cromatografia
em camada delgada de gel de silica (CCD-Si) utilizando-se uma solugdo de
AcOEt:MeOH:H,O como eluente e vanilina sulfirica (VS) como revelador
e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

diodos (CLAE/DAD).
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5.3.4. Resultados e discussao:

Os cromatogramas obtidos nas andlises por CCD-Si e CLAE/DAD
demonstram que os animais sacrificados apds a primeira hora da
administracdo do plumierideo (tempo de retencdo = 22,66 minutos)
demonstravam a auséncia deste no figado, presenca de 4,53% no sangue e
55,44 % no intestino. Na segunda hora apds administracao do plumierideo
foi constatada a presenca de 4,65% deste no figado, 7,59% no sangue e
48,54% no intestino. O Unico 6rgdo onde o plumierideo diminuiu em
proporcdo foi o intestino, na segunda hora, coincidentemente com o
aparecimento de um outro componente, provavelmente da classe dos

iridoides devido a semelhanga do espectro de UV.
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5.3.5. Conclusao:

A presenca do plumierideo no intestino (55,44%) e no sangue (4,53%) na
primeira hora ap6s administra¢do oral indicou que o plumierideo, apds ser
absorvido no intestino passou para a corrente sanguinea em baixas
concentragdes (4,53%). Na segunda hora de experimento, porém esta
concentragdo quase ndo sofreu alteracdo no sangue e apareceu também em
baixas concentragdes no figado. Entretanto, no intestino foi notada uma
diminui¢do da concentragdo do plumierideo (48,54%) e o surgimento de
um composto cujo espectro UV indica que provavelmente pertence a classe
dos iridéides (31,45%). E importante ressaltar, que a atividade
antiinflamatéria do plumierideo, avaliada neste trabalho, ocorreu apds a
segunda hora da administraciao oral. Coincidentemente no mesmo periodo
que o plumierideo diminuiu em concentracdo e surgiu o outro iriddide.
Assim, podemos inferir que o plumierideo pode ter sofrido alguma
transformacao intestinal, se transformando em outro iridéide possivelmente

mais ativo contra a inflamacao.
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6. Andlise Quantitativa do iridéide plumierideo nas cascas e folhas de

Himatanthus drasticus € H. obovatus.

6.1. Quantificacdo por CLAE/UV

Determinacdes quantitativas do principal iridoide glicosilado isolado das
cascas de Himatanthus drasticus e H. obovatus foram realizadas utilizando-
se CLAE/DAD. O plumierideo foi isolado destas espécies e serviu como
padrdo para a realizacdo das curvas de calibragdo. Sua estrutura foi
elucidada pelas técnicas espectrométricas RMN'H e °C, DEPT, HSQC e
HMBC que estdao apresentadas nesta tese. Todos os experimentos

cromatograficos foram realizados a temperatura ambiente.

6.1.1. Condicdes cromatograficas:

A andlise por CLAE foi efetuada em um sistema integrado a um detector de
feixe de diodos (DAD — Shimadzu SPD — M10A) na regidao de 200-500 nm
e fluxo de 1 ml/min em coluna Hibar de fase reversa (RP-18) com
dimensdes de 25cm x 4,6mm x 5 wm utilizando-se acetonitrila : H,O +
TFA 0,05% como sistema eluente. O volume das inje¢des foi de 10 ul
(injetor automdtico) e os constituintes foram detectados a 208nm. A

concentracdo do plumierideo foi determinada comparando-se drea de cada
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pico com a curva padrdo gerada pelas injecdes em triplicata do padrdao em

concentragdes conhecidas.

6.1.2. Procedimentos gerais para o preparo dos padroes
1,0 mg do plumierideo padrao foi pesado em baldao volumétrico de 1,0 ml e
solubilizado em MeOH. Dilui¢des foram preparadas pela transferéncia de

aliquotas da soluc¢do “stock” para baldes volumétricos de 1,0 ml.

6.1.2. Procedimentos gerais para preparo das amostras
As fracdes em acetato de etila das cascas, folhas e talo de Himatanthus
drasticus, H. obovatus e H. sucuuba foram pesadas (15mg) e diluidas em 1

ml de MeOH. A solucio final foi analisada em triplicata.

6.1.3. Curva de calibracao

A curva de calibracdo foi construida a partir de injecdes em triplicata do
padrdo nas concentracdes de 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/ul e tragcada em
relacdo a drea contra a concentracdo. A resposta do detector foi linear com
a série de concentracdo usada. Cinco pontos foram usados para a obtencao
da curva de calibracdo cujo coeficiente de correlagao (R) foi calculado e

relacionado ao padrao.
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Griéfico 4. Curva de calibracio do plumierideo

6.1.4. Resultados e conclusao

A concentra¢do do plumierideo foi determinada comparando-se a drea de

cada pico com as curvas dos padrdes de concentragdo conhecida.

Area (y) Concentracao (x) (ug/ul)
HDF 559444 1,82
HDC 33129518 67,09
HOT 9729605 20,19
HOF 642228 1,98
HOC 26358225 53,52
HSC 36169793 73,18
HSF 35370516 71,58

Tab. 32. Area x concentracio do plumierideo

De acordo com os resultados descritos na tabela acima, podemos observar a
presenca majoritaria do iridéide plumierideo na fragdo acetato das cascas
de Himatanthus drasticus, H. obovatus e H. sucuuba, estando neste ultimo

também presente de forma majoritdria nas folhas.
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7. Andlise quantitativa do triterpeno acetato de lupeol nas cascas e folhas

de Himatanthus drasticus € H. obovatus.

7.1. Quantificacdo pelo método da densitometria em HPTLC.

O acetato de lupeol é um dos principais triterpenos isolados de espécies do
género Himatanthus''*. Este triterpeno foi analisado quantitativamente com
objetivo de verificar sua concentragdo nas fracdes em hexano das cascas,
folhas e talo de Himatanthus drasticus, H. obovatus e H sucuuba, devido a

importancia dessa classe de substancias na atividade antiinflamatoria.

7.1.1. Condig¢bes cromatograficas

A quantificagdo foi feita em cromatoplaca de vidro HPTLC RP-18
(10x10cm) utilizando-se hexano: tolueno (3:7) como sistema eluente. A
cromatoplaca foi eluida em uma cuba horizontal. A aplicagdao das amostras
foi realizada com aplicador automético LINOMAT 4. A varredura das

substancias a 208 nm foi realizada a partir do TLC Scanner 3.
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7.1.2. Preparo das amostras:

As amostras dos padrdes nas cinco concentracdes distintas foram pesadas e
diluidas em 1 ml de metanol. Foi pesado 1 mg dos extratos brutos das
cascas, folhas e talo de Himatanthus drasticus € H. obovatus e diluidos em

1 ml de metanol grau espectroscopico.

7.1.3.Curva de calibragao

15 A curva de

Para essa anélise o método de padrao externo foi utilizado
calibracdo foi construida por aplicagdes em triplicata na cromatoplaca das
solucdes do acetato de lupeol (1ml) nas concentracdes de 1, 3,5, 7 ¢ 9
mg/ml e tracada em relacdo a drea versus a concentracdo. A resposta do
detector foi linear com a série de concentracdo usada. Pelo menos cinco

pontos foram usados na obten¢do da curva de calibracao cujo coeficiente de

correlagdo (R) foi calculado e encontra-se relacionado junto a mesma.
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Griéfico 5. Curva de calibracio do acetato de lupeol
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7.1.4. Resultados e discussao:

A concentragdo do acetato de lupeol nas fracdes em hexano das cascas,
folhas e talo de Himatanthus drasticus, H. obovatus e H. sucuuba foi
determinada comparando-se a drea de cada pico com a curva do padriao de

concentracdes conhecidas.

Fracio Area (média) | Concentracio (ug/uL)
H. drasticus — casca 1532,91 0,88
H. drasticus — folha 1278,567 0,32
H. obovatus — casca 2308,57 2,61
H. obovatus — folha 1687,20 1,23
H. obovatus — talo 3464,62 5,18
H. sucuuba — casca 2708,46 3,5
H. sucuuba — folha n.d. n.d.

Tab. 33. Area x concentracio do plumierideo

7.1.5. Conclusao

A partir da andlise da fracdo em hexano concluiu-se que a casca é a parte
das espécies de Himatanthus estudadas onde o triterpeno acetato de lupeol
estd presente em maior concentracdo: 2,61 (H. obovatus) e 0,88% (H.
drasticus) e 3,5% (H. sucuuba). Nas folhas, esta concentracao é um pouco
menor, sendo de 0,32% para H. drasticus, 1,23% para H. obovatus € nao

detectdvel para o H. sucuuba utilizado neste estudo.

235



8. Parte Experimental

8.1. Material e Métodos

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMNIH) foram registrados em espectrometros Bruker ( 400 MHz e 500
MHz), com os solventes deuterados, utilizando-se o trimetilsilano (TMS)
ou o proprio solvente como referéncia interna, sendo os deslocamentos
quimicos (8) expressos em unidades ppm e as constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz).

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de carbono
(RMN"C) foram registrados nos aparelhos descritos acima nas freqiiéncias
de absorcdo apropriadas e nos solventes indicados, utilizando-se TMS ou o
proprio solvente como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (0)
foram expressos em unidades ppm e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz).

Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em espectrometro
Nicolet de feixe duplo, com transformada de Fourier, modelo Magna IR-
760. As andlises foram feitas usando-se pastilhas comprimidas em brometo
de potéssio anido (KBr). Os comprimentos de onda das absor¢des estdo
expressos em centimetros reciprocos (cm’l).

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta foram registrados

em espectrofotometro Shimadzu UV-1601 no solvente indicado.
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Os espectros de massas foram obtidos a através de ions de 70 eV,
Waters ZMD 2000 com gids N, e Probe APCI no modo de ionizagao
positivo e CLAE acoplado a espectrometro de massas modo de ionizagao
por impacto de elétrons com interface “thermabeam”, marca Waters.

As cromatografias em camada fina (CCF) analitica foram feitas em
cromatofolhas de gel de silica 60 F,s4 (Merck) de fase normal e fase reversa
(RP-18) em aluminio com 0,2 mm de espessura.

As cromatografias em camada fina preparativa e analitica para
densitometria foram feitas em placas cromatogréficas de vidro (20 x 20 cm
ou 10 x10 cm) em fases normal (Si-60 F,s4) e reversa (RP-18).

As cromatoplacas de camada fina analitica foram analisadas a partir
de exposi¢do a lampada ultravioleta (A = 254 e 365 nm) e/ou mediante

borrifagdo das seguintes solucdes reveladoras:

Vanilina Sulfurica (VS):

Revelador para Oleos essenciais, terpendides, derivados de

fenilpropandides, derivados fendlicos, etc.

¢ (Coloracao para terpendides: arroxeada apds aquecimento

e (oloracao para iridoides: esverdeada apds aquecimento.

¢ Composi¢ao:
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Solucdo I : Solucdo a 5% de écido sulftirico em etanol.

Solucao II: Solu¢do a 1% de vanilina em etanol.

e Modo de usar:

Borrifar a cromatoplaca com a solugdo I seguida da borrifacdo da

solucdo II e leva-la ao aquecimento.

Orcinol Sulfirico (OS):

e Revelador para compostos glicosilados.

e Modo de usar:

Dissolver 2g de orcinol em 100 mL de &4cido sulfdrico concentrado e
adicionar lentamente a 900 mL de etanol, com resfriamento em banho
de gelo. O cromatograma é borrifado e aquecido a 100°C por alguns

minutos.

NP/PEG (Natural Products + Polietilenoglicol)

e Revelador para flavondides e substancias arométicas.

e (oloragao para flavondides: amarelo

¢ Composi¢ao:
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Solucdo I: 0,5g de NP (difenilboroxietilamina) dissolvido em 10 ml de

etanol.

Solucdo II: 1g de PEG (polietilenoglicol 400) dissolvido em 10 ml de

etanol.
e Modo de usar:

Inicialmente a cromatoplaca é borrifada com a solugdo I e apds sua
secagem natural com a solugdo II. A cromatoplaca € observada em

lampada ultravioleta a 365nm''°.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas com suporte de
Sephadex LH-20 (Pharmacia).

Nas cromatografias em coluna sob média pressdo foi utilizada silica
de fase reversa Lichroprep RP-18 — Merck. O fracionamento por
cromatografia liquida de média pressdao (CLMP) foi realizado em aparelho
Biichi modelo 687 gradiente com bomba Biichi 688 e as substancias foram
observadas a partir do registrador C-R6A Chromatopac-Shimadzu.

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/UV)
analiticas foram efetuadas em um sistema integrado a um detector de feixe
de diodos (DAD - Shimadzu SPD — M10A) na regido de 200-500 nm e
fluxo de 1 ml/min e as preparativas em CLAE/UV fixo (UV-VIS Detector-

Shimadzu) a 210 ou 254nm. Todas as analises de CLAE foram realizadas
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em fase reversa (RP-18) coluna Hibar de dimensdes 25¢cm x 4,6mm x 5 um
(analiticas e preparativas) utilizando-se acetonitrila : H,O + TFA 0,05%
como sistema eluente.

Os solventes, metanol ou acetonitrila, utilizados nas diversas analises
por CLAE foram de alta qualidade — grau CLAE/UV — Merck ou Vetec. A
dgua foi obtida por destilacio em sistema Milli-Q. Os solventes foram
filtrados em filtro 0,45 wm (marca Millipore) antes da utilizacao.

A andlise por cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR) foi
realizada em cromatégrafo HP-6890 agilent. Condigdes: injetor: 260°C;
detector por ioniza¢do de chama (DIC) 250°C; gds carreador H,; vazdo:
2ml/min; temperatura programada: 200-320°C (5°C/min), 320°C (40 min),
injecdo com divisdo de fluxo (20:1) e sem divisdo de fluxo; coluna capilar
de silica fundida, fase estacionaria SE-54, 30m, d.,= 0,3 mm, dg,,=0,2 nm.

A andlise por cromatografia gasosa de alta resolu¢do acoplada a
espectrometria de massas (CGAR-EM) foi realizada com um cromatégrafo
a gas HP-5880 acoplado a um espectrometro de massas computadorizado
HP-5897 A com analisador de ions quadrupolo e ioniza¢do por impacto de
elétrons, 70 eV. Temperatura programada: 40-320°C (10°C/min); injecéo:
on colunm, coluna capilar de silica fundida, fase estaciondria Silarem-30,
10m.

As substancias medidas por espectrometria de massas com a técnica de

b

ionizacdo por “eletrospray” em aparelho LC Micromass 4000 triplo-
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quadrupolo foram analisadas em modo positivo e negativo, conforme
informacdes estruturais. Voltagens de 20-35V e insercdo direta da amostra
diluida em solu¢do apropriada.

As medidas de rotacdo 6ptica foram realizadas em polarimetro Perkin-
Elmer 234B (caminho 6ptico de 0,1 dm) a temperatura ambiente.

As reagdes de deslocamento com NaOMe, NaOAc, NaOAc/H;BOs;,
AICl; e AICI;/HCI foram efetuados segundo o procedimento proposto por

Mabry”".

8.2. Coleta e identificacao das espécies de Himatanthus

As cascas do caule e as folhas de Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel

foram coletadas na Floresta Nacional do Araripe, no municipio de Crato,

estado do Ceara (CE) em Setembro de 2002.

Esta Floresta Nacional € situada na Regiao Nordeste do Brasil, no extremo
sul do Estado do Ceard, na Chapada do Araripe, abrangendo parte dos
municipios de Santana do Cairiri, Crato e Barbalha. Possui uma drea de
cerca de 40 ha abrangendo uma cobertura florestal caracterizada por
floresta imida semiperenifolia (10,95%), transicao floresta imida/cerrado
(48,53%), cerrado (27,49%), carosca (1,52%), floresta imida degradada

pelo fogo (11,52%).
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Fig. 24. Localizacdo da Chapada do Araripe — local de coleta do Himatanthus drasticus

Sua exsicata encontra-se depositada no Herbario “Prisco Bezerra” da

Universidade Federal do Ceard sob o registro n° 31685.

As cascas do caule e as folhas de H. obovatus foram coletados no
campus da Universidade Estadual de Feira de Santana, Estado da Babhia,
Brasil. Sua exsicata encontra-se depositada no Herbario Estadual de Feira

de Santana sob registro n° 6203.

8.3. Preparo do Material Vegetal

As cascas e folhas foram trituradas manualmente e submetidas a secagem
em estufa, sob temperatura de 60°C, por um periodo de 24 horas, obtendo-

Se:

Material Pulverizado
H. drasticus | Cascas | 1007,59g
Folhas | 988,43g
H obovatus | Cascas | 561,66 g
Folhas 940 g
Talo 655,16 g

Tab. 34. rendimento do material vegetal apds secagem e moagem.
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8.4. Obtencao e Fracionamento dos Extratos:

Apés secas e moidas, parte do material vegetal foi submetido a
extracdo por maceragdo em etanol por um periodo de 96 horas, sob
agitacdo constante e outra parte submetido a extragdo por decocgdo. O
extrato etandlico obtido apds filtracdo foi concentrado sob pressao reduzida

em evaporador rotatdrio e o extrato aquoso foi liofilizado, resultando:

Extrato Etandlico | Extrato Aquoso

H. drasticus | Cascas | 3,81g | Cascas | 6,6g

Folhas | 6,41g | Folhas | 3,58g
H. obovatus | Cascas | 22,87g | Cascas | 7,5g

Folhas | 28,5¢ | Folhas | 7,0g
Talo | 21,19g | Talo | 3,89g

Tab. 35. Rendimento do material vegetal apds extragdo por maceragio e evaporagdo.

8.4.1. Extracao liquido-liquido

Os extratos etandlicos e aquosos de H. drasticus e H. obovatus foram
suspensos em EtOH/H,0 (2:8, 300 ml) e submetidos a sucessivas extracoes
com solventes de polaridades crescentes: hexano (3x 200ml);
diclorometano (3x 200ml) e acetato de etila (3x 200ml) (esquema 1)

obtendo-se os seguintes rendimentos:
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H. drasticus

Extrato etanélico (g)

Extrato aquoso (g)

Fracao Hexano Casca 2,15 Casca 6,64
Folha 5,80 Folha 0,328
Fracao CH,Cl, Casca 1,04 Casca 0,08
Folha 3,72 Folha 0,09
Fracdo AcOEt Casca 0,30 Casca 0,598
Folha 0,24 Folha 0,30

Tab. 36. Rendimento do H. drasticus apds extracdo liquido-liquido.

H. obovatus | Extrato etandlico (g) | Extrato aquoso (g)
Fracdo Hexano Casca 2,0 Casca 2,5
Folha 1,3 Folha 0,5
Fracdo CH,Cl, Casca 1,5 Casca 1,0
Folha 0,9 Folha 1,3
Fracdo AcOEt Casca 1,3 Casca 2,1
Folha 2,5 Folha 0,5

Tab. 37. Rendimento do H. obovatus ap6s parti¢do liquido-liquido.
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Esquema 1 — Organograma

A 4

Cascas e folhas secas e moidas
de Himatanthus drasticus e H.

obovatus

1) maceragdo em EtOH
2) concentracio do extrato

Extratos etanodlicos de
Himatanthus drasticus

A 4

Extratos etandlicos de
Himatanthus obovatus

3 )Suspensao em EtOH/H,0 (2:8)
4) Extracao liquido-liquido

Hexano CHCI, AcOEt Hexano
Triterpenos Flavonoides Iridéides (Cascas) Triterpenos
(Cascas) (folhas) Plumierideo (Cascas)
B-amirina Rutina Isoplumierideo B-amirina
Acetato de Protoplumericina A Acetato de
lupeol Cafeoilplumierideo lupeol
Cinamato de Ac.-3-metoxi-3,4-

lupeol diidroplumierideo

CH,Cl,

AcOEt

Flavonoéides
(Folhas)
Isoquercitrina

Iridoides
(Cascas)
Plumierideo
Isoplumierideo
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A andlise prévia dos constituintes por CCF-Si demonstrou a presencga de
triterpenos e iridéides revelados com vanilina sulfdrica e flavondides

revelados com NP-PEG.

8.5. Isolamento e purificacio dos constituintes quimicos dos extratos

organicos

As fragdes hexano, diclorometano e acetato de etila foram analisadas por
CCF-Si a partir da eluicdo com o sistema eluente MeOH: H,O (8:2) e os
cromatogramas obtidos foram analisados pela absor¢do de seus
constituintes em lampada de ultravioleta (254 e 366nm) e por sua revelaciao

com VS e NP-PEG.

8.5.1. Desenvolvimento de Metodologia para Separaciao dos

Metabolitos Secundarios

8.5.1.1. Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel.

8.5.1.1.a. Cascas

¢ Fracao Hexanica

Parte da fracdo em hexano (200 mg) foi submetida a andlise por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrOmetro de massas o que resultou
na identificagdo por comparacdo com o banco de espectros do aparelho de

trés triterpenos como componentes majoritdrios desta fracdo para o
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Himatanthus drasticus € dois deles também se encontravam como

majoritdrios de H.

obovatus.

Himatanthus obovatus | Himatanthus drasticus
B-amirina B-amirina

Acetato de lupeol Acetato de lupeol

- Cinamato de lupeol

Tab. 38. Triterpenos identificados das espécies de H. drasticus e H. obovatus.

¢ Fracao acetato de etila

Parte da fracdo em acetato de etila do decocto das cascas de H. drasticus
(226,9 mg) foi cromatografada em coluna de silica de fase reversa C-18 em
média pressdo utilizando-se um gradiente de metanol em 4gua como
sistema eluente. Este procedimento resultou em 120 fra¢des que foram
reunidas de acordo com a semelhanga apresentada apds andlise por CCF-Si
com AcOEt: MeOH: H,O (6,5:1,5:2,0) como eluente e revelacio em
lampada ultravioleta e VS. Desta forma obteve-se o isolamento das
substancias HDCA-1, HDCA-2, HDCA-3 e HDCA-4, que foram
identificadas como plumerideo, isoplumerideo e protoplumericina A e 13—

O—cafeoilplumierideo, respectivamente.
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Amostra | Massa (mg) Caracteristica
HDCA-1 120 Sélido branco cristalino
HDCA-2 5,0 Sélido branco amorfo
HDCA-3 8,3 Sélido branco amorfo
HDCA-4 18,6 Sélido branco amorfo

Tab. 39. Rendimento dos iriddides isolados de H. drasticus.

Parte da fracdo em acetato de etila (789 mg) do extrato etandlico de H.
drasticus foi cromatografada em coluna de Sephadex LH-20 utilizando-se
metanol como eluente. Este procedimento resultou em 15 fragdes que
foram analisadas por CCF-Si e reveladas com VS. Desta forma foi isolada
a substancia HDCA-5, com revelacao esverdeada em VS, indicativa de

iridoides.

Amostra | Massa (mg) Caracteristica
HDCA-5 5,0 Sélido branco amorfo

Tab. 40. Rendimento do iridéide inédito isolado de H. drasticus.

8.5.1.1.b. Folhas

¢ Fracao diclorometano

Parte da fracdo em diclorometano (79,4 mg) foi submetida a cromatografia
em coluna de sephadex LLH-20 utilizando-se metanol como eluente. Este
procedimento resultou em 53 fragdes que apds andlise em CCF-Si e CCF-
RP-18, utilizando-se AcOEt: MeOH: H,O (6,5:1,5:2,0) e MeOH:H,0 (1:1)

respectivamente, como eluentes foram reveladas com VS e reunidas em 8
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novas fracdes. (HDFD-1-8). A fracdo HDFD-3 foi submetida a nova
cromatografia de camada fina preparativa em fase reversa (RP-18)
utilizando-se MeOH:H,O (1:1) como eluente. Desta forma obteve-se o
isolamento da substincia HDFD-33, um sélido de coloragdao amarelo-
intensa que ao ser revelada com NP-PEG apresenta-se laranja sob luz UV e

que foi identificada como o flavondide rutina.

Amostra | Massa (mg) Caracteristica
HDFD-33 7,2 Sé6lido amarelo amorfo

Tab. 40. Rendimento do flavondide rutina isolado das folhas de H. drasticus.

8.5.1.2. Himatanthus obovatus (Mart.) Plumel.

8.5.1.2.a Folhas

¢ Fracao acetato de etila

A fracdo acetato de etila (2,86g) das folhas de H. obovatus foi
cromatografada em coluna de Sephadex LH-20, eluida com metanol e
resultou no isolamento da substincia HOFA-1, um 6leo amarelo intenso
que quando analisado por CCD-Si ou CCF-RP-18, eluidas com AcOEt:
MeOH: H,0 (6,5:1,5:2,0) e MeOH:H,0 (1:1), respectivamente, apresentou
revelacdo alaranjada com VS. Este composto foi identificado como a

isoquercitrina.
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Amostra

Massa (mg)

Caracteristica

HOFA-1

3,0

Oleo amarelo

Tab. 41. Rendimento do flavonédide isoquercitrina isolado das folhas de H. obovatus.
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9. Conclusao

Este trabalho procurou analisar quimica e farmacologicamente duas
espécies do género Himatanthus, H. drasticus e H. obovatus que sio
utilizados pela populagdo para os mesmos fins terapéuticos de Himatanthus

sucuuba.

Das cascas de Himatanthus drasticus foram isolados os iridéides ja
conhecidos  plumierideo,  isoplumierideo,  protoplumericina A,
cafeoilplumierideo e o iridéide  inédito acido-3-metoxi-3,4-
diidroplumierideo, além dos triterpenos acetato e cinamato de lupeol e a -

amirina. Das folhas de H. drasticus foi isolado o flavondide rutina.

Das cascas de Himatanthus obovatus também foram observados os
triterpenos descritos para H. drasticus, a exce¢do do cinamato de lupeol, os
iridéides plumierideo e isoplumierideo e das folhas foi obtido o flavondide

isoquercitrina.

O irid6éide plumierideo, bem como sua associagdo com a mistura de
triterpenos presentes na cascas € no liatex das espécies estudadas, foram
testados quanto sua atividade antiinflamatéria. O plumierideo puro, na dose
de 100 mg/Kg apresentou uma atividade significativa de 35% e 30% de
inibicdo nas segunda e terceira horas, respectivamente. Ja sua associacdo a

mistura de triterpenos, quando administrada sob a forma in natura nao
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pareceu produzir efeitos de inibicdo da inflamagdo. Porém, quando estas
mesmas associagdes de triterpenos e plumierideo foram testadas sob a
forma de lipossomas foi verificada uma tendéncia a inibi¢ao da inflamacao.
Isto ocorreu para as associagdes nas quais ambas as classes de substancias
estavam na mesma propor¢ao (1:1), havendo uma tendéncia a inibicdo de
40,6% na primeira hora, mantendo-se na segunda hora (39,9%) e
aumentando na terceira hora (53,6%), e para as associagdes nas quais oS
triterpenos estavam em maiores propor¢des que o plumierideo (3:1),
havendo uma tendéncia a inibi¢do da inflamag¢do de 26,7% na primeira
hora, 19,9% na segunda e 37,0% na terceira hora. A utilizacdo dos
lipossomas como encapsuladores dos principios ativos pareceu ser eficaz,
promovendo uma protecdo dos mesmos de uma eliminacdo ou degradagao
rapida. Suas propriedades de liberagdo lenta possivelmente levaram a
reducdo da concentracdo de principio ativo na forma livre, e a prolongacao
de sua presenca no organismo. Com este provdvel aumento na
biodisponibilidade dos principios ativos houve uma elevagdo da
potenciacdo de sua acdo bioldgica, neste caso, antiinflamatdria. Este fato
justifica os melhores resultados encontrados na acdo antiinflamatéria dos

principios ativos sob a forma de lipossomas.

A capacidade de biotransformac¢ao do iridéide plumierideo em outra

substancia foi verificada in vitro e in vivo. O modelo in vivo foi o que
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proporcionou resultados mais conclusivos indicando uma possivel

transformag¢do do plumierideo apds a segunda hora de admisnistracdo oral.

As andlises quantitativas do plumierideo e do acetato de lupeol por
CLAE/UV e densitometria por HPTLC foram tteis para confirmar a
semelhangca quimica entre as espécies estudadas e a mais popularmente

utilizada, o Himatanthus sucuuba.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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