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RESUMO

BRITO, Thiago Araujo de Medeiros. Investigacdo Fitoquimica de Metternichia
princeps J. C. Mikan (Solanaceae). 166 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
da Paraiba. Jodo Pessoa, 2021.

A posicéo de maior biodiversidade mundial atribuida ao Brasil, proporciona um vasto
potencial para descoberta de novos produtos naturais vegetais utilizados no
tratamento de varias enfermidades desde os primordios da civilizacao.
Adicionalmente, muitos desses produtos tém importancia econémica na industria
alimenticia, cosmética e de perfumaria. A aplicacao de produtos vegetais como fontes
de medicamentos naturais requer uma ampla abordagem quimica e biologica para
seguranca no seu uso. O pouco conhecimento da composi¢cdo quimica da flora
nacional, € um empecilho priméario para exploracdo desse vasto potencial, o que é
perceptivel no bioma mata atlantica onde existem espécies da familia Solanaceae, a
saber Metternichia princeps que nunca foi alvo de estudos fitoquimicos mais
detalhados, apesar de serem relatados eventos de toxicidade animal devido a
ingestao desse vegetal. Assim, esse trabalho teve por objetivo realizar a investigagao
fitoquimica de Metternichia princeps. Para tanto, a espécie foi coletada no municipio
Boa Vista do Tupim — BA e submetida a técnicas extrativas e cromatogréficas para o
fracionamento inicial. O isolamento dos constituintes quimicos foi realizado utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala analitica e preparativa. A
caracterizagao estrutural dos constituintes quimicos foi realizada por andlise de dados
espectroscopicos de RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais, espectrometria de
massas de alta resolucdo e a comparacao com dados disponiveis na literatura. Foram
isolados e identificados os primeiros dez metabdlitos secundarios classificados como
amidas fendlicas da espécie em estudo, sendo as amidas fenilpropanoidicas: N-trans-
sinapoiloctapamina (MP-1 e MP-3), possivelmente como isdmeros Opticos, N-trans-
feruloiloctapamina (MP-2), N-trans-feruloiltiramina (MP-4), N-cis-feruloiltiramina (MP-
5), N-trans-p-cumaroiltiramina (MP-6), N-trans-feruoil-3-metoxitiramina (MP-7) e N-
trans-sinapoiltiramina (MP-8), em mistura, e as lignanamidas: N-trans-grossamida
(MP-9) e N-cis-grossamida (MP-10), em mistura. O presente trabalho contribuiu para
o conhecimento do género Metternichia, por meio da primeira investigacao fitoquimica
de Metternichia princeps, e do isolamento e identificacdo de dez produtos naturais
classificados como amidas fendlicas, sendo oito amidas fenilpropanoidicas e duas
lignanamidas.

Palavras-chave:  Fitoquimica, Metternichia, amidas fendlicas, amidas
fenilpropanoidicas, lignanamidas.



ABSTRACT

BRITO, Thiago Araujo de Medeiros. Phytochemical investigation of Metternichia
princeps J. C. Mikan (Solanaceae). 166 p. Dissertation (Master in Natural and
Bioactive Synthetic Products) Health Sciences Center, Federal University of Paraiba.
Joé&o Pessoa, 2021.

The position of greatest biodiversity in the world, attributed to Brazil, offers a vast
potential for discovering new natural products used in the treatment of various
diseases since the dawn of civilization. In addition, many products are economically
important in the food, cosmetic and perfume industry. The application of plant products
as sources of natural medicines requires a broad chemical and biological approach for
safe use. The little knowledge of the chemical composition of the national flora is a
primary obstacle to exploring this vast potential, which is noticeable in the Atlantic
Forest biome where there are species of the Solanaceae family, how Metternichia
princeps, that has never been the target of more detailed phytochemical studies,
although existing studies animal toxicity events due to ingestion of this vegetable.
Thus, this work aimed to carry out a phytochemical investigation of Metternichia
princeps. Therefore, the species was collected in Boa Vista do Tupim - BA and
submitted to extractive and chromatographic techniques for initial fractionation. The
isolation of chemical constituents was carried out using high performance liquid
chromatography in analytical and preparative scale. The structural characterization of
the chemical constituents was performed by analyzing *H and **C one- and two-
dimensional NMR spectroscopic data, high-resolution mass spectrometry and
comparison with data available in the literature. The first ten secondary metabolites
classified as phenolic amides of the species under study were identified and identified,
as phenylpropanoid amides: N-trans-sinapoiloctapamine (MP-1 and MP-3), possibly
as optical isomers, N-trans-feruloiloctapamine (MP -2), N-trans-feruloyltyramine (MP-
4), N-cis-feruloyltyramine (MP-5), N-trans-p-coumaroyltyramine (MP-6), N-trans-
feruloyl-3-methoxytyramine (MP -7) and N-trans-sinapoyltyramine (MP-8), in mixture,
and as lignanamides: N-trans-grossamide (MP-9) and N-cis-grossamide (MP-10), in
mixture. The present work contributed to the knowledge of the genus Metternichia,
through the first phytochemical investigation of Metternichia princeps, and the isolation
and identification of ten natural products classified as phenolic amides, eight
phenylpropanoid amides and two lignanamides.

Keywords: Phytochemistry, Metternichia, phenolic amides, phenylpropanoid amides,
lignanamides.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais vegetais sdo importantes fontes de materiais econémicos,
a saber principios ativos, protétipos de farmacos (CASANOVA; COSTA, 2017), 6leos
essenciais (LIMA et al., 2021), fitocosméticos (ALVES et al., 2020) e praguicidas
(CARNEIRO et al., 2014). Nesse cenario, o Brasil ostenta uma posicao privilegiada,
visto ser o0 pais com maior biodiversidade mundial, dispersas em seus 357 milhdes de
hectares de florestas tropicais, que em sua totalidade representam 30% das florestas
tropicais do planeta (DE MELO et al., 2021).

A exploragdo desse vasto potencial esbarra na necessidade primaria de
conhecer a composicdo quimica dessas espécies vegetais, o0 que para o Brasil
considera-se um grande desafio. Ha cerca de 30 anos atras desconhecia-se a
composicdo quimica de 99,6% das plantas da flora nacional, estimadas entre 40 mil a
55 mil espécies, muito embora essa perspectiva tenha melhorado nos ultimos anos,
em parte, devido a busca de novas substancias bioativas através da fitoquimica
(SCHULTES, 1981; CARNEIRO et al., 2014).

O desenvolvimento de pesquisas em fitoquimica tem motivado esses avancgos,
visto que, através de métodos extrativos, cromatograficos e espectroscépicos,
promove a extracdo, isolamento, purificacdo e caracterizacéo ou elucidacao estrutural
de metabdlitos secundarios vegetais, corroborando para a ampliacdo do
conhecimento sobre a composicdo quimica de espécies vegetais (PICOLLI et al.,
2015).

Essas investigagbes tendem a se tornarem ainda mais eficientes, devido a
utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nos ultimos anos. Essa
técnica tem revolucionado o estudo fitoquimico, visto que traz como incrementos para
a separacao de constituintes quimicos, a alta seletividade e eficiéncia de separacao e
posteriormente abre-se um leque enorme para sistemas de deteccdo que possam ser
utilizados (ABREU et al., 2019).

A Metternichia princeps é uma dentre as varias espécies nacionais que
nunca foram alvos de estudos fitoquimicos mais detalhados. Pertencente a familia
Solanaceae, ela se distribui em um territoério que abrange a mata atlantica desde
o estado do Rio de Janeiro até a Bahia, onde foi associada a casos de intoxicacéo
animal (MARAN et al.,2012)
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Tendo por fundamento a importancia do estudo fitoquimico de espécies da
flora nacional por meio do uso de técnicas classicas e modernas de analises. Esse
trabalho se propde a realizar a primeira investigacao fitoquimica da espécie
endémica da mata atlantica e monotipica do género Metternichia, denominada
Metternichia princeps, a qual se encontra associada a casos de intoxicacao

animal.
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FUNDAMENTAGCAO TEORICA
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideracdes sobre a familia Solanaceae Juss.

A familia Solanaceae, descrita por Jussieu em 1789, € uma importante familia
de angiospermas, distribuida nos principais continentes do mundo, sendo estimado
um total de 98 géneros e 2800 espécies (Figura 1). A maior biodiversidade, ocorre nos
neotropicos, especialmente na américa do Sul, onde sdo estimadas 1680 espécies
dessa familia. Nacionalmente, encontra-se expressiva representatividade atribuida a
cerca de 35 géneros e 475 espécies dispersas praticamente por toda extensao
territorial brasileira, sendo constatado 47% de espécies endémicas (DUPIN et al.,
2016; PALCHETTI; CANTERO; BARBOZA, 2020).

Figura 1 - Distribuicdo geografica da familia Solanaceae Juss. no mundo representada em verde.

¢
\/
%\

Fonte: http://legacy.tropicos.org/Name/42000282?tab=maps, acessado em: 05 de mai. 2020.

A distribuicdo das espécies nos géneros da familia Solanaceae apresenta-se
nao uniforme. O género Solanum mais representativo da familia, alberga mais de 50%
das espécies e se encontra sucedido por Lycianthes (Dunal) Hassl., Cestrum L.,
Nolana L. f. e Nicotiana L., Physalis e Lycium L. entre os sete géneros mais
representativos (CHRISTENHUSZ et al., 2017; CHASE et al., 2018). Se por um lado
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existem géneros dotados de alta representatividade, outros exemplares sédo formados
por um pequeno numero de espécies. O género Metternichia € considerado
monotipico, motivado principalmente pelas caracteristicas Unicas do seu cariotipo, que
pode se refletir em particularidades e semelhancas quanto a biossintese de
metabdlitos secundarios e outros aspectos fenotipicos a serem investigados (MARAN
et al., 2012).

Fato é, que as espécies de Solanaceae tem participado de muitas
necessidades da vida humana, e atraido a atencéo de muitos pesquisadores, devido
sua importancia econbémica e ecolbégica. Por serem dotadas da capacidade de
biossintetisar substancias que afetam: insetos, sejam herbivoros ou outras pragas.
Além das propriedades inseticidas, atividade moluscicida, acaricida, nematocida,
fungicida e bactericida (CHOWANSKI et al., 2016).

As substancias bioativas isoladas na familia Solanaceae atuam por diferentes
mecanismos, ndo necessariamente associados a toxicicidade seletiva. Algumas
espécies conhecidas como “ervas enfeiticadas”, sao ricas em alcaldides, téxicas ou
até mortais. Essas foram utilizadas como fonte de substancias recreativas, venenos,
medicamentos e adjuvantes de caca, magia e guerra. O seu perfil de alcal6ides
contém majoritariamente alcalbides tropanicos anticolinérgicos, como a hiosciamina e
escopolamina, antagonista de receptores muscarinicos que se expressam no masculo
liso, glandulas exécrinas e no sistema nervoso (FATUR; KREFT, 2021).

No género Solanum, ja foram identificados cerca de 670 compostos, nos quais
se incluem a classes das saponinas esteroidais consideradas fitomarcadores do
género, alcaldides esterodidais e outros alcaléides, glicosideos pregnanos, terpenos,
flavondides, ligananas, cumarinas, cumarino lignéides e cumestanos, esterois, amidas
fenilpropanoidicas e outros compostos fendlicos (KAUNDA; ZHANG, 2019).

A constituicdo quimica das espécies do género Lycianthes se caracteriza por
uma maior presenca de antocianidinas, catequinas, taninos e triterpenos,
constrastando com o género Solanum (VASQUEZ, 2014). Os diterpenos labdanos s&o
0 grupo de metabolitos secundarios mais relatado no género Nolana (CIFUENTES et
al., 2020). A maior fonte de vitanolideos ou vitaesterdides se encontram nas espécies
do género Physalis (HUANG et al., 2020), enquanto o género Nicotiana se destaca
pelos diterpenos e compostos aromaticos, volateis a exemplo dos sesquiterpendides

presentes na composicao de 6leos essenciais (JASSBI et al., 2017). O género Lycium
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tem sua posicéo de destaque ocupada pelos fenilpropandides, lignanamidas e outros
compostos fendlicos (Quadro 1) (DUMONT et al., 2020; HUANG et al., 2019).
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Quadro 1 - Substancias isoladas na familia Solanaceae.

Género Substancia isolada Referéncia

LOPEZetal.,
2010

DACRUZ et
al., 2019

Solanum y

, SUN etal.,
(Grossamida) 2014

! :Q/_"VU\H’\L/Q/ SUN etal.,
4o 2015

(Solasodina) (M-trans-feruloiloctapamina)

OH

CHAMMY;
PIOVANO;
GABARINO,
2002

Nolana

(Labdanodiol)

HUANG etal.,

Physalis
2020

(Ixocarpalactona A)

o CH

o

=

s o

Nicotiana i, JASSBI etal.,

2017

Tobterpeﬁb B (a-terpineol) (Tobaflavona E)

Lycium HUANG etal.,

2019

{Lycichinenamida) {Gudraxantona)

Fonte: préprio autor
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Essa relevancia econémica é fomentada por culturas de relevancia mundial. O
tabaco (Nicotiana tabacum), mandragora (Mandragora offinarum), beladona (Atropa
belladonna) e Jimson weed (Datura stramonium), sdo exemplos de plantas
medicinais, enquanto as petinias como a Petunia exserta, s&o comercializadas como
plantas ornamentais (GHATAK et al., 2017; HE; LI; HE, 2019). Na &rea de alimentos,
a batata (Solanum tuberosum), o tomate (Solanum lycopersicum), a berinjela
(Solanum melongena) e a pimenta (Capsicum annuum) ocupam, representativos 39%
e 66% da producao horticula do mundo e da Europa, respectivamente. (MORRIS;
TAYLOR, 2017).

Os metabolitos secundarios de Atropa belladona sao responséaveis por varias
propriedades farmacoldgicas associadas ao seu uso. A hiosciamina possui atividade
antiespasmaodica para o tratamento de cdélicas abdominais e dor, capacidade de
reduzir a rigidez e tremores caracteristicos do parkinsonismo, além de ser um agente
antiarritmico efetivo para casos agudos. A quercetina é um flavondéide usado para o
tratamento da febre, Ulcera péptica, inflamacdo, asma, gota, infeccbes virais e
sindrome da fadiga crbnica. Enquanto a 6,7-Dihidroxi-8-metoxi-cumarina, evidencia
propriedade antifiingica e anti-inflamatéria (MAURYA et al., 2020).

A atropina é um farmaco utilizado na composicao de medicamentos indicados
para realizacdo de exames de fundo de olho, exames de refracdo, prevencédo de
aderéncia da iris ao cristalino nas irites, irodiclites e coroidites e nas ceratites (Figura
2). Por meio de antagonismo competitivo da acdo da acetilcolina e dos agonistas
muscarinicos, o farmaco provoca bloqueio da resposta do esfincter muscular da iris e
do musculo ciliar do cristalino a estimulacéo dos nervos pés-ganglionares colinérgicos,
produzindo midriase e cicloplegia (ALLERGAN, 2021).

A escopolamina é utilizada na forma de butilbrometo de escopolamina, o
principio ativo de um medicamento indicado para o tratamento sintomético de colicas
do trato gastrointestinal e genitourinario, assim como colicas e discinesias das vias
biliares (Figura 2). O farmaco promove agéo anticolinérgica nos ganglios intramurais
das visceras ocas e atividade antimuscarinica, provocando atividade espamolitica
sobre a musculatura lisa de oOrgaos pertencentes a esses sistemas (PRATI-
DONADUZZI, 2021).
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Figura 2 - Metabodlitos secundarios da familia Solanaceae utilizados como farmacos na terapéutica.
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Fonte: préprio autor

2.2 Metternichia: um género monotipico

Vérios géneros da familia Solanaceae apresentam problemas para definicao
de suas relacbes e delineamentos. O género Metternichia teve sua posicdo
sistematica amplamente debatida ao longo dos anos, e devido semelhancas
morfolégicas com o Género Sessea Ruiz & Pav. foi considerado inicialmente como
pertencente a Tribo Metternichieae Miers., subsequentemente transferido para a Tribo
Cestreae G. Don (LISCOVSKY; COSA; BARBOZA, 2009).

A reclassificacdo recente do Género Metternichia e a sua separacdo da tribo
Cestreae para a tribo monotipica Metternichieae Miers, foi motivada pelas diferencas
morfolégicas da semente, e a excassez de endosperma. O nimero de cromossomos
(x=13) da tribo Metternichieae Miers, frente aos caridtipos x=8, comumente
encontrados na tribo Cestreae suportaram a proposicdo (LISCOVSKY; COSA;
BARBOZA, 2009; URDAMPILLETA et al., 2014).

A tribo Cestreae se apresenta formada por trés géneros: Cestrum, Sessea e
Vestia. O género Sessea separado de Metternichia diferenciando-se
morfologicamente por tracos de pdlen, antera e semente, apresenta um cenario de
pesquisa, parecido ao encontrado no género Metternichia. Apesar de existerem
relatos de intoxicacdo animal (bovinos) pela ingestao acidental de suas espécies, as
mesmas nunca foram alvos de estudos fitoquimicos mais detalhados (CANELLA;
TOKARNIA; DOBEREINER, 1968).
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No género Vestia, entretanto, ja foram identificados um flavondide glicosilado
denominado quercetina-3-a-(2-O-B-D-glicopiranosil)-D-glicofuranosideo (ERAZO et
al., 1971), dois triterpenos pentaciclicos, S-amirina e acido oleandlico, fraxetina, 1-
acetil-3-carboxi-p-carbolina, e a saponina esteroidal diosgenina (Quadro 2) (FAINI et
al., 1980).

Enguanto, no género Cestrum foram encontradas lignanamidas e alcaldides,
contrastando com os demais géneros da Tribo. Entre as varias substancias isoladas,
ja foram identificados nocturnoside A (saponina esteroidal), cotinina (alcaloide),
cestrumoside (lignanamida), acido ursolico e oleandlico (triterpenos), 1la, 25-
colecalciferol e a amida fenilpropanoidica N-trans-feruloiltiramina (Quadro 2)
(BEGUM; GOYAL, 2007).
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Quadro 2 - Substancias isoladas na tribo Cestreae.

Género Substancia isolada Referéncia

FAIN| etal.,
e 1980
Vestia
(Diosgenina)
7 ERAZOetal.,
e @ o 1971
HiCO =
(Fraxetina)
Cestrum {N—trans—fedrculdltiramina} ) BE GUN;
GOYAL, 2007

Mo

o (1a, 25-dihidroxicolecalciferol)

;]
o | TR CI“*
(U=} : / M o
(Cestrumoside) (Cotinina)

Fonte: préprio autor
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O género Metternichia € monotipico; formado por uma unica espécie
denominada Metternichia princeps J. C. Mikan, a qual consiste em uma arvore
endémica da mata atlantica localizada do estado do Rio de Janeiro até a Bahia (Figura
3). Segundo o conhecimento popular essas plantas recebem o nome de “café-do-

mato”, “trombeteira” e “jasmin-do-morro” (MARAN et al., 2012).

A espécie M. princeps J. C. Mikan endémica da mata atlantica, compreende M.
princeps var. princeps, variedade que ocorre nas encostas do Jardim botanico do Rio
de Janeiro e nas matas do Parque Nacional da Tijuca, e M. princeps macrocalyx Carv.,

nativa da Bahia e de Minas Gerais (ARAUJO; SONKIN., 1984).

Figura 3 - Distribuicdo geografica do género Metternichia J. G. Mikan no mundo representada em
verde.

Fonte: http://legacy.tropicos.org/Name/40018186?tab=maps, acessado em: 05 de mai. 2020.

Embora fosse notada sua distribuicdo sobre a mata atlantica desde o estado
do Rio de Janeiro até a Bahia, um primeiro surto de intoxicacdo de animais relatado
se deu em caprinos no municipio de Itaguai, estado do Rio de Janeiro onde a espécie
M. princeps foi responsabilizada por mortes em uma criagdo de cabras. A sua
toxicidade foi comprovada por ensaio de intoxicagcdo experimental em caprinos e
coelhos. Em caprinos as alteracdes foram essencialmente renais, enquanto em
coelhos predominaram as alteragfes cardiacas e hepaticas (MARAN et al., 2012;
PRADO et al., 2012).
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Outros testes de intoxicagdo experimental demostraram a sensibilidade de
ovinos e bovinos a intoxicacdo por M. princeps, embora a dose letal tenha sido
superior a de caprinos (CALDAS et al., 2012).

Posteriormente ao caso de Itaguai, foi evidenciado um surto de intoxicagao por
M. princeps em caprinos no estado da Bahia. O incidente provocou a morte de 3 dentre
8 caprinos. Na necropsia, 0s rins apresentaram acentuada necrose de coagulacao do

epitélio tubular além de tabulos com regeneracéao epitelial (PEDROSO et al., 2015).

2.3 Consideracbes sobre as amidas fendlicas

As amidas fenilpropanoidicas sao tipos de amidas pertencentes a uma classe
de compostos derivados do acido cinamico e da 2-feniletilamina, onde seus derivados
sdo conectados via uma ligacdo amida. A ocorréncia desses metabdlitos secundarios
na familia Solanaceae, perpassa pelos géneros Capsicum, Datura, Lycianthes,
Lycium, Lycopersicon, Solanum e Withania, no que parece ser uma biossintese
comum a familia (SUN et al., 2015).

Essas amidas fenilpropanoidicas sdo denominadas também de alcal6ides de
fenetilcinamida. S&o classificadas, portanto, como protoalcal6ides, por serem
biogeneticamente derivadas dos aminoécidos fenilalanina e/ou tirosina via tiramina, e
nao apresentarem o nitrogénio em um sistema heterociclico. Essas substancias sao
semelhantes aos alcaldides de fenetilaminas como a tiramina; um de seus
precursores, diferenciando-se por sua biossintese de via mista (TELES et al., 2019).

A estrutura base de uma amida fenilpropanoidica varia de acordo com o
derivado de acido cinamico e 2-feniletilamina utilizados como substratos na
biossintese. A estrutura mais simples dessa classe, no entanto, € a N-trans-
fenetilcinamida (Figura 4, pag. 38). Essa substancia esta relacionada a processos de
defesa do vegetal frente a microorganismos, por possuir a capacidade de inibir
mecanismos de quorum sensing (QS), no qual bactérias usam pequenas moléculas
de sinalizacdo quimica para coordenar expressao génica da planta, regulando sua
viruléncia e induzindo doencas no vegetal (DAVID et al., 2018).

A primeira cinamoilfeniletilamina foi isolada e estruturalmente elucidada a mais
de 50 anos por meio de estudos fitoquimicos. A distribuicdo dos derivados de
cinamoilfeniletilamina € ampla no reino vegetal, sendo conhecidas cerca de 30

familias com a capacidade de biossintetisar esses metabdlitos de grande interesse,
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por estarem a associados a vérias atividades bioldgicas. A feruloiltiramina e p-
cumaroiltiramina séo os exemplares mais onipresentes dessa classe (PEDERSEN et
al., 2010).

Figura 4 - Estrutura base dos precursores e da N-trans-fenetilcinamida.

CO
N S

Acido cindmico 2-Feniletilamina

“H,0

N-trans-fenetilcinamida

Fonte: préprio autor.

Essas amidas séo biossintetisadas em plantas via acido chiquimico por meio
de derivados da fenilalanina e tirosina. A Amonia-liase da fenilalanina (PAL) catalisa
a reacdo de desaminacdo da fenilalanina em &cido cindmico. A 4-hidroxilase do
cinamato (C4H) permite a conversdo de acido cindmico em acido p-cumarico, o qual
por hidroxilacéo, seguida de metilacdo pode ser convertido em acido cafeico e acido
ferdlico respectivamente. Os acidos hidroxindmicos formados sofrem esterificacédo
catalisada pela ligase da 4-(hidroxi)-cinamoil-CoA para producdo dos ésteres de
hidroxicinamoil-CoA. A tiramina obtida via hidroxilacdo e descarboxilacdo da
fenilalanina sofre condensa¢éo em conjunto com os ésteres de hidroxicinamoil-CoA e
sob acao catalitica da transferase de hidroxicinamoil-CoA: tiramina N-(hidroxicinamaoil)

(THT) para formacao das amidas fenilpropanoidicas (Figura 5, pag. 40). Aenzima THT
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apresenta-se em exemplares da familia Solanaceae como Solanum tuberosum e
Nicotiana tabacum (LEONARD et al., 2020; WANG et al., 2017).

O mecanismo biossintético detalhado das lignanamidas ainda ndo esta
definido, no entanto sabe-se que em vegetais, esses metabdlitos secundarios sao
derivados de um acoplamento oxidativo de amidas fenilpropanoidicas (Figura 5, pag
39) (LEONARD et al., 2020). Possivelmente, esse mecanismo de acoplamento se
inicia através da abstracdo de um hidrogénio da funcdo fenol da molécula, para
formacdo de um radical. O elétron desemparelhado é deslocado para obtencdo de
diferentes estruturas de ressonancia da molécula. O acoplamento das estruturas de
ressonancia B e D, acarreta na extingdo das formas radicalares e formacao do anel
2,3-dihidrofurano tetrassubstituindo da grossamida. A presenca de monémeros N-cis-
feruloiltiramina ou N-trans-feruloiltiramina, nessa proposta, determinam a formacao da
N-cis-grossamida ou N-trans-grossamida (Figura 6).

As lignanamidas como grossamida e cannabisina D e G apresentaram um
potencial farmacologico onde ja foram evidenciadas atividade citotoxica, enquanto
algumas amidas fenilpropanoidicas demostraram atividade anti-inflamatoria,

antineoplasica, analgésica, assim como citotéxica (LOPEZ et al., 2014).



Figura 5 - Proposta de via biossintética para amidas fenilpropanoidicas e ligananamidas de
Metternichia princeps.
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Figura 6 - Proposta de mecanismo para biossintese de lignanamidas em Metternichia princeps.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar a investigacao fitoquimica de Metternichia princeps (Solanaceae).
3.2 Objetivos especificos

e Extrair os metabolitos secundarios presentes em Metternichia princeps.

e Desenvolver metodologia analitica CLAE-DAD e promover transposicado para
escala preparativa para isolamento e purificacdo de metabdlitos secundarios
presentes na espécie.

e Identificar e caracterizar as estruturas dos compostos isolados por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de H e B¥C (uni e

bidimensionais) e espectrometria de massas de alta resolucéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Métodos cromatograficos

O isolamento, purificacdo e analise dos constituintes quimicos foram realizados
utilizando-se de cromatografia liquida de média pressdo (CLMP), cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAE) e cromatografia de camada delgada analitica
(CCDA). Na etapa de triagem, os métodos espectroscopicos foram associados com
métodos cromatograficos de anélise.

Para a CLMP utilizou-se silica gel (SiliaFlash® G60 de particulas com
dimensdes entre 60-200 pm), tendo como suporte colunas especificas de
comprimento e diametro compativel com a quantidade de amostra a ser aplicada. A
fase mével foi composta por solventes comerciais para eluicdo, a saber, n-hexano,
acetato de etila (AcEOt) e metanol (MeOH), puros ou em misturas binérias
adicionados em gradiente crescente de polaridade.

Na CLAE foi utilizado um cromatografo da Shimadzu constituido de duas
bombas de alta pressdo LC-10ADvp, detector de arranjo de diodos SPD-M10Avp,
forno CTO10Avp, controlador SCL-10Avp, desgaseificador DGU-14a e injetor manual
com alca de amostragem de 20 pL e 100 pL, para CLAE analitico e preparativo,
respectivamente. Foram utilizadas colunas cromatograficas da marca ACE C18, com
5 um de tamanho de particula e dimensdes de 250 x 4,6 mm (analitica) e 250 x 21,2
mm (preparativa). Foi utilizado também, para o preparo das amostras o aparelho de
banho de ultrassom (Unique-USC-1600) e filtros para seringa em PVDF com 0,45 pm
de diametro de poro e diametro de 30 mm (Allcrom).

Para analise do processo de isolamento e purificacdo das fracdes obtidas,
compreensao do perfil de separacdo cromatografico e definicdo dos sistemas de
eluicdo apropriados, foi utilizada a cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), composta por cromatofolha de aluminio — Silica gel 60 F2s4 da MERCK. A
revelacdo das substancias em analise foi proporcionada pela exposicdo das
cromatoplacas a radiacéo ultravioleta (UV) sob os comprimentos de onda de 254 e
366 nm, em camara escura ultravioleta. As semelhancas e diferencas entre os fatores
de retencdo (Rf) inerentes as substancias, direcionaram a reunido das fragées. De
forma alternativa ou complementar foi gerado um perfil de RMN 'H para algumas

fracOes.
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4.2 Métodos Espectroscopicos

4.2.1 Cromatografia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e 3C, uni e bidimensionais foram obtidos em
espectrometro BRUKER AVANCE IIl HD (400 MHz), no laboratério multiusuério de
caracterizacdo e analise da UFPB (LMCA-UFPB). As amostras foram preparadas
dissolvendo-se as mesmas em solventes deuterados; cloroférmio deuterado (CDCls),
acetona (acetona-ds) e metanol (CD30OD) da marca Cambridge Isotope Laboratories.

Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hz. Os picos caracteristicos dos hidrogénios
pertencente as fragcdes ndo deuteradas do cloroférmio (7,26 ppm), acetona (2,05) e
metanol (4,87 ppm), serviram de referéncia para o RMN H. Para os espectros de
RMN de *3C, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos sinais de carbono
evidenciados pelo solvente deuterado: CDCls (77,16 ppm), acetona (29,84 ppm) e
metanol (49,00 ppm).

Os espectros de RMN de 3C foram obtidos por meio da técnica de APT,
convencionando-se sinais positivos atribuidos aos carbonos néao hidrogenados (C) e
carbonos metilénicos (CH2), enquanto os sinais negativos foram relacionados aos
carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3).

Os espectros de RMN de hidrogénio foram otimizados pelas seguintes técnicas
bidimensionais: HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation), NOESY (Nuclear Overhauser

Enhancement Spectroscopy) e COSY (Correlation Spectroscopy).

4.3 Coleta e identificacdo do material vegetal

As raizes, caules, caules finos (galhos) e folhas de M. princeps foram
coletados em 15 de janeiro de 2019, na localidade proxima a sede da Fazenda
Esperanca do estado, situada no municipio de Boa Vista do Tupim-BA. A
identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. Domingos Benicio Oliveira Silva
Cardoso do departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade
Federal da Bahia (UFBA). Foi produzida uma exsicata do material vegetal

coletado, identificada pelo c6digo ALCB 138826, a qual se encontra depositada no
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Herbério Alexandre Leal Costa — ALCB da UFBA. A atividade utilizando essa
espécie vegetal foi cadastrada no Sisgen e recebeu o nimero AA54545.

4.4 Processamento do material vegetal de Metternichia princeps

O material vegetal foi submetido a secagem, a uma temperatura de 40 °C,
em estufa de circulacdo de ar por um periodo de 72 horas. Esse material
desidratado foi triturado em moinho mecanico para obtencéo do po seco das raizes
(4,38 Kg), caules (1,88 Kg), folhas (1 Kg) e galhos (1,10 Kg).

4.5 Avaliacao do perfil de RMN dos extratos de Metternichia princeps

Para nortear a pesquisa fitoquimica, foram realizados dois tipos de
microextracdes sobre o po das raizes, caules, galhos e folhas. Na extracdo 1 foram
utilizados 10 g de p6 para cada 120 mL de solucdo 80% v/v EtOH/H20 sob
maceracao por um periodo de 72 horas. A extracdo 2 consistiu no emprego de 10
g de p6 para cada 120 mL de solucao (95% EtOH + 5% de uma solucao 5% v/v
Amonia/H20). Nesse processo a solucdo de amodnia 5% foi adicionada
previamente. O macerado foi filtrado para obtencédo de um extrato liquido que apés
concentrado em evaporador rotativo a 40 °C foi transferido para um vidro de peso
estimado. O liquido residual foi eliminado por dessecador acoplado a um sistema
de vacuo. O peso final foi aferido em balanca analitica.

Uma aliquota de cada extrato foi solubilizada em dimetilsulféxido deuterado
e submetida a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN !H) em um espectrémetro de RMN Bruker Ascend 400 MHz. Os dados

espectrais foram processados através do software Mnova 6.0.2.

4.6 Obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB) das raizes de Metternichia

princeps

O material vegetal seco e pulverizado das raizes (3,38 Kg) foi submetido a
maceracdo em etanol 95% (v/v) por um periodo de 72 horas. Apés a coleta do

primeiro extrato outras bateladas foram realizadas, totalizando 3 extragdes.
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A suspensao foi submetida a uma filtragdo comum com papel de filtro
pregueado. O extrato liquido obtido por filtracdo foi concentrado em evaporador
rotativo, a uma temperatura média de 40 °C, culminando na obtencéo de 70,09 g

de EEB, com rendimento de 2,07% em relacdo ao peso seco da planta.

4.7 Particionamento do extrato etandlico bruto (EEB) das raizes de Metternichia

princeps

Uma aliquota do EEB (64,73 g) foi suspensa em 300 mL de uma solucdo
EtOH:H20 7:3 (v/v) e homogeneizado sob agitacdo mecénica. A solucéo hidroetandlica
foi submetida a uma particdo liquido-liquido, em ampola de separacao, utilizando os
respectivos solventes em gradiente crescente de polaridade: hexano, cloroférmio e
acetato de etila.

As fases obtidas em estado liquido foram concentradas em evaporador rotativo,
a uma temperatura de 40 °C. O liquido residual foi eliminado em dessecador para
pesagem, obtendo-se 7,71 g da fase hexanica (FHX), 34,05 g de fase cloroférmica
(FCL), 570 mg da fase acetatoetilica (FAE) e 16,41 g fase hidroetandlica (FHE) (Figura
7).
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Figura 7 - Obtencéo e particionamento do EEB de Metternichia princeps.
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- ParticBo em ampola de separacéo [

com 300 mL de Cloroférmio

- Concentracdo em evaporador rotativo

Fase Hexanica (7,71 g) ]

Solucéo Hidroetandlica ll ]

- Particdo em ampola de separacao
com 300 mL de Acetato de Etila

- Concentracdo em evaporador rotativo

[ Fase Cloroférmica (34,05 g) ]

Solucéo Hidroetandlica lll ]

- Concentracdo em evaporador rotativo

[ Fase Acetatoetilica (0,570 g) ]
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4.8 Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de Metternichia

princeps

Uma aliquota de 3,0 g da fase cloroférmica foi submetida a MPLC, utilizando-
se como fase estacionaria silica flash G60 (particulas com dimensées entre 60-200
pum) e como fase mével hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binarias, em gradiente crescente de polaridade. As fracGes foram coletadas em tubos
de ensaio mediante diferenca de coloracao a olho nu, resultando em 12 fracGes. Essas
12 fragGes foram concentradas em evaporador rotativo a uma temperatura de 35 °C
(Quadro 3, pag. 50).

As fracbes 32-39, 40-42 e 43-48 foram analisadas por CCDA utilizando
diferentes sistemas de eluicdo. Valores de Rfs semelhantes revelados por meio da luz
ultravioleta, justificou a reunido dessas fragdes, resultando na Fragao 32-48 (130 mg)
e outras 9 fragdes.

A fracéo 32:48 foi submetida a CLAE em escala analitica e posteriormente foi
submetida ao fracionamento em escala preparativa utilizando o seguinte gradiente de
eluicdo: solvente A = acido férmico/agua 0,1% (v/v); solvente B = MeOH; eluicdo em
gradiente iniciando com 5% de B e aumentando para 35% em 45 min,
consecutivamente aumentado para 45% em 25 min, 70% em 50 min, 100% em 5 min,
com platdé de 15 min, retorno até 5% de B até 5 min, e platé final de 20 min. A eluicédo
foi observada no comprimento de onda de 220 nm e 254 nm, o volume de injecao foi
de 100 pL e taxa de fluxo de 8 mL/min, e o tempo de corrida: 165 min; fornecendo 15
fracBes (Figura 9, pag. 51). A andlise dos espectros de RMN 'H e APT permitiu a
identificac6es de 10 compostos (Figura 8, pag. 50).
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Quadro 3 - Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica do EEB das raizes de Metternichia

princeps.

Fracdes Solvente
01-11 Hexano:AcOEt (7:3)
12-16 Hexano:AcOEt (6:4)
17-24 AcOEt:Hexano (6:4)
25-31 AcOEt:Hexano (8:2)
32-39 AcOEt:Hexano (9:1)
40-42 AcOEt:Hexano (95:05)
43-48 AcOEt (100%)
49-72 AcOEt:Metanol (9:1)
73-102 AcOEt:Metanol (8:2)

103-109 AcOEt:Metanol (6:4)

110-125 AcOEt:Metanol (1:1)

126-140 Metanol (100%)

Fonte: Préprio autor

Figura 8 - Fracionamento cromatogréfico da fase cloroférmica do EEB das raizes de Metternichia
princeps.

[ Fase Cloroférmica (3,0 g) ]

~MPLC (Silica gel G&0)
-Hex, AcOEt, MeOH
-ccoa

FRO1-11 FR32-48 FR126-140

-CLAE preparativo

-Coluna ACE Cyg

- Gradients: Solvents A: Acido formicolagua 0,4% (viv);
Solvente B: MeOH

-RMN de 'H e *C-APT e EMAR

[ Fros | (Fros | [FRos | (FR10 | [FR11) [FRi2] [FRI3]| [FR15 |

B E S E e

Fonte: Préprio autor.
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Figura 9 - Cromatograma da frag@o 32-48 em 254 nm com identificag&o das substéncias isoladas de

M. princeps.
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Fonte: préprio autor

4.9 Monitoramento das fragcdes obtidas por CLAE preparativo via IES-EMAR

Durante o processo de coleta e secagem das fragcbes obtidas por CLAE
preparativo, uma aliquota de 500 uL das fracGes coletadas, foram submetidas via
infusdo direta da amostra, a analise por espectrometria de massas de alta resolucéo.
As andlises foram realizadas utilizando um espectrdmetro de massas de alta
resolucdo (Brucker, MicroTOF-II) situado no LMCA-UFPB, por meio da técnica de
ionizacdo por eletrospray, no modo positivo.

Os parametros de analise foram: capilar 4,5 kV, IES no modo ion positivo, offset
da placa final -500 V, nebulizador 8.0 psi, gas seco (Nz2) com fluxo de 4,0 I/min e 180
°C. Os espectros (m/z 50-1500) foram registrados a cada 2,0 s.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
R
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo estrutural de MP-1

A substancia codificada como MP-1, foi isolada na forma de uma resina incolor.
Sua férmula molecular foi definida como Ci9H21NOs por IES-EMAR (+) com m/z
382.1252 [M + Na]* (calculado para CisH2:NNaOs, 382,1261, A = 2,5 ppm). Por
conseguinte, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a dez
(Figura 10).

Figura 10 - Espectro de IES-EMAR de MP-1 ([M + Na]*, modo de ionizacdo positivo).

Intens.
x106 | 3821?252 MP_HPLC_09_1-5_01_653.d: +MS, 0.1-0.2min #7-11

1.24
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0.4

1+

383.1275

0.2+

1+

J 384.1307

3750 3775 3800 3825 3850 3875 3900 3925 3950  miz

0.0

Fonte: Préprio autor.

O espectro de RMN *H, obtido em CD30OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de protons aromaticos, onde foi possivel observar um dupleto em én 7,23 (2H,
J = 8,4 Hz), atribuido aos H-2',6’; um simpleto em &1 6,87 (2H) atribuido aos H-2,6 e
um dupleto em 616,80 (2H, J = 8,6 Hz) atribuido aos H-3’,5’, evidenciando a existéncia
de dois anéis aromaticos; um anel 1,3,4,5-tetrassubstituido e outro apresentando um

sistema tipo AA’'BB’ de substituicdo. Se fez notavel, a presenca de dupletos em &H
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7,45 (1H, J = 15,6 Hz) e 61 6,51 (1H, J = 15,6 Hz), atribuidos a hidrogénios olefinicos
conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-8, respectivamente. A constante de
acoplamento 15,6 Hz estabeleceu a configuracéo trans para dupla ligagéo. Observou-
se ainda, a presenca de um duplo dupleto em 6+ 4,75 (1H, J = 7,8; 5,0 Hz), atribuido
ao H-7’, um simpleto em &n 3,89 (6H), atribuido as duas metoxilas (3,5-OCHs), além
disso, dois duplos dupletos foram evidenciados em 61 3,56 (1H, J = 13,6; 5,0) e oH
3,47 (1H, J = 13,5; 7,8 Hz), os quais foram atribuidos aos H-8a’ e H-8b’,
respectivamente (Figura 11-14).

Figura 11 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-1.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 12 - Espectro de RMN de !H (400 MHz, CD30D) do composto MP-1 (expanséo na regido 6,0 a
7,8 ppm).

£.8686

o~ P
23
3y
oo
¥
w o
45
Lo
\
o
b g
w o

N A [ 1

r‘i": < ]

i

]

—— = Ealen ——
= = = =] =
= = =1 =] =
- ~ ™~ o~ —

A 77 7.6 75 74 73 7.2 71 7.0 6.8 6.7 B.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0

6.9
f1 (ppm)
Fonte: préprio autor.

Figura 13 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) do composto MP-1 (expanséo na regido 4,1 a
5,0 ppm).
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Fonte: préprio autor.
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Figura 14 - Espectro de RMN de H (400 MHz, CD30D) do composto MP-1 (expanséo na regido 3,2 a
3,8 ppm).
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O espectro de RMN de *C-APT de MP-1, obtido em CD30D a 100 MHz (Figura
15-17), possibilitou a identificacdo de 14 sinais de carbono, sendo seis deles ndo
hidrogenados, seis metinicos, um metilénico, e uma metila relacionada as metoxilas
guimicamente equivalentes. Foi possivel confirmar a presenca do anel aromatico
1,3,4,5-tetrassubstituido por meio dos sinais em oc 149,4 (C-3,5); 138,9 (C-4)¢, 127,2
(C-1); 106,5 (C-2,6); 56,8 (3,5-OCHzs). Os deslocamentos quimicos dos carbonos
olefinicos em éc 142,5 (C-7) e 6c 119,1 (C-8), se mostraram compativeis com sistemas
a-B conjugados a carbonila cuja presenca foi confirmada por meio do sinal em éc 169,4
(C-9)-. A confirmacéo do anel aromético com sistema do tipo AA’'BB’ de substitui¢ao,
se deu por meio dos sinais em 6c 158,1 (C-4’), 6c 134,7 (C-1’), 128,5 (C-2’,6’) e 116,1
(C-3’,5’). Foi evidenciado também a presenca do carbono metileno nitrogenado por
meio do sinal oc 48,3 (C-8’), enquanto a metina hidroxilada foi confirmada pelo
deslocamento quimico em &c 73,4 (C-7’). Esses dados também dispostos na tabela 1

(pag. 71), confirmam a proposi¢do do N-trans-sinapoiloctapamina.

Figura 15 - Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, CDs0OD) do composto MP-1.
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Fonte: préprio autor
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Figura 16 - Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-1 (expansao na

regido 95 a 170 ppm).
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Figura 17 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CD30OD) do composto MP-1 (expanséo da

regido 44 a 78 ppm).
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O espectro de correlagéo heteronuclear HSQC da substancia MP-1 obtido em
CD30OD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 18-20, p4g 58-59) mostrou a correlacdo do
duplo dupleto em 61 3,56 (1H, J = 13,6; 5,0) e 6n 3,47 (1H, J = 13,5; 7,8 Hz) com oc¢
48,3 (C-8’), confirmando a atribuicdo a H-8. Foi possivel também, confirmar a
atribuicdo a H-7’ por meio da correlagao do duplo dupleto em 6+ 4,75 (1H,J=7,8; 5,0
Hz) com o&c 73,4 (C-7’), caracterizando uma porcdo octapamina. As demais
correlacdes estdo compiladas na tabela 2 (pag. 72).

Figura 18 - Espectro de correlacdo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-
1.
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Figura 19 - Espectro de correlagéo *H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-1
(expanséo da regido 3,4-3,6 e 46-51.5 ppm).
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Figura 20 - Espectro de correlagédo *H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-1
(expanséao da regido 3,4-4,8 e 46-76 ppm).
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O espectro de correlacdo heteronuclear HMBC da substancia MP-1 obtido em
CDsOD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 21-23), possibilitou observacdo de uma
correlagéo entre o simpleto em &n 6,87 com um sinal em &¢ 138,9, o qual foi atribuido
ao C-4. Um sinal em oc 169,4 foi atribuido ao C-9, por meio da cofirmacao apresentada
pela correlagdo com os sinais em 6n 7.45, 61 6.51, 61 3.56 e 61 3,47. Foi possivel
observar também, uma correlagéo do dupleto em 617,45 (1H, J = 15,6 Hz) com o sinal
em 106,5 (C-2,6), 127,2 (C-1), 6c 119,1 (C-8), 6c 169,4 (C-9), confirmando a existéncia
da carbonila alpha-beta insaturada conjugada ao anel aromatico, como esperado de
uma porgdo estrutural derivada do &cido sinapinico. As demais correlagbes estdo
disponiveis na tabela 2 (pag. 71).

Figura 21 - Espectro de correlagédo H e 3C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD30OD) do composto MP-
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Figura 22 - Espectro de correlacéo 'H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-1
(expansao da regido 6,3-7,7 e 70-170 ppm).
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Figura 23 - Espectro de correlacédo 'H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-1
(expanséao da regido 6,3-7,7 e 70-170 ppm).
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No espectro de correlacdo homonuclear COSY obtido em CDsOD a 400 MHz
(Figuras 24-26, pag. 64-65), foi possivel confirmar as atribui¢cdes referentes aos aneéis
aromaticos. Foi evidenciada uma correlagdo do dupleto em én 7,23 com dupleto em
OH 6,80, corroborando o sistema AA’BB’ de substituicdo. Foram confirmadas também
as atribuicdes aos H-8a’, H-8b’ e H-7’, por meio da correlagéo de 6+ 4,75 com 6+ 3,56
e 61 3,47.

Figura 24 - Espectro de correlacdo 'H x 'H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-1.
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Figura 25 - Espectro de correlagédo H x *H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-1 (expansao
da regiéo 6,2-7,7 e 5,9-7,8 ppm).
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Figura 26 - Espectro de correlagédo H x *H COSY (400 MHz, CD30OD) do composto MP-1 (expansao
da regiéo 6,2-7,7 e 5,9-7,8 ppm).
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No espectro de correlacdo homonuclear NOESY obtido em CD30OD a 400 MHz
(Figuras 27), foi possivel observar a correlacéo de duplo dupletos em 61 3,56 € 61 3,47
com o dupleto em on 7,23 do sistema AA'BB’ de substituicdo, confirmando um

ambiente quimico compativel com a por¢do octapamina da substancia.

Figura 27 - Espectro de correlacdo 'H x TH NOESY (400 MHz, CD30D) do composto MP-1 expansao
da regido 3,4-7,2 e 3,0-7,0 ppm).
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Durante o processo de coleta das fracbes e concentracdo em evaporador
rotativo a 40 °C, um evento de degradacéo foi evidenciado por meio do monitoramento
da fracdo por LC-MS, RMN de 'H e 3C-APT. Parte da fracdo concentrada em
evaporador rotativo a 40 °C, apresentou ion de m/z maior do que m/z 382.1251 [M +
Na]*. No espectro de RMN !H foi possivel observar um simpleto em &+ 3,85 (6H)
atribuido as duas metoxilas arométicas (3,5-OCHzs), um simpleto em 6+ 3,20, atribuido
a uma metoxila alifatica ligada na posi¢éo C-7’, o que foi confirmado no RMN de 13C-
APT onde foram observados sinais em oc 83,0 e 82,9 (C-7’), além de sinais em dc
56,8 (3-OCHs) e 56,7 (7’-OCHs), que confirmam a presenca de 3 metoxilas, sendo
uma delas quimicamente distinta das demais (Figura 29-30, pag. 67-68).

Devido a existéncia de dados sugestivos de degradacao, o restante da fracéao
passou por uma secagem sobre um fluxo de nitrogénio gasoso, evitando-se a
degradacéao por influéncia da temperatura, restando apenas os demais fatores como
a presenca de metanol e 4cido formico sob agitacdo. O sucesso desse método de
concentracdo alternativo permitiu que a fracdo apresentasse o0s respectivos dados
anteriormente mencionados pelos quais foi possivel caracteriza-la como N-trans-
sinapoiloctapamina.

O mecanismo proposto para a formagédo do artefato, sugere que a molécula
sofreu uma substituicdo nucleofilica, tendo por nucleéfilo o metanol e o acido férmico
como catalisador da reacéo (acido formico/Agua 0,1% v/v), sob agitacdo oriunda do
processo de concentracdo em rotaevaporador. O eletrdfilo da reacgéo foi caracterizado
pelo carbono secundario C-7°, o qual se apresentava ligado a uma hidroxila e
consequentemente dotado de uma carga parcial positiva. Essa hidroxila
possivelmente protonada, promoveu um aumento do carater eletrofilico de C-7’, além
de corroborar com a reacdo atuando como um melhor grupo de saida (Figura 28) O
resultado da reacdo foi a formacdo do artefato denominado 3-(4-Hidroxi-3,5-
Dimetoxifenil)-N-[2-(4-Hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida (Figura 32, pag. 69).
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Figura 28 - Mecanismo proposto para formacao do artefato 3-(4-Hidroxi-3,5-Dimetoxifenil)-N-[2-(4-
Hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida.
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Fonte: préprio autor.

Figura 29 - Espectro de RMN de *H (400 mhz, CD3z0OD) do composto 3-(4-Hidroxi-3,5-Dimetoxifenil)-
N-[2-(4-Hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida.
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Figura 30 - Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto 3-(4-Hidroxi-3,5-
Dimetoxifenil)-N-[2-(4-Hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida.
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Apods andlise de todos os dados de RMN de 'H e 13C e dados de correlagéo
heteronuclear HSQC e HMBC obtido em CD3OD a 400 MHz e 100 MHz, além dos
espectros de correlacdo homonuclear COSY e NOESY obtido em CD30D a 400 MHz
e a comparacdo com dados da literatura (SUN et al., 2015), foi possivel concluir que
MP-1 trata-se de uma N-trans-sinapoiloctapamina (Figura 30). Esse composto soluvel
em metanol em meio acido (acido formico 0,1%) sob uma temperatura de 40°C, pode
sofrer uma reacédo de substituicdo nucleofilica para formacao do artefato 3-(4-Hidroxi-
3,5-Dimetoxifenil)-N-[2-(4-Hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida (Figura 31).

Figura 31 - Estrutura quimica da N-trans-sinapoiloctapamina.

Fonte: préprio autor.
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Figura 32 - Estrutura quimica da 3-(4-Hidroxi-3,5-Dimetoxifenil)-N-[2-(4-Hidroxifenil)-2-Metoxietil]
Acrilamida.

Fonte: préprio autor.

Esse composto foi previamente sintetizado por Wu et al. (2012) e seu primeiro
relato de ocorréncia natural foi evidenciado nas raizes da espécie Solanum
melongena L. (Solanaceae) (SUN et al., 2015). Entretanto, este nhdo somente € o
primeiro relato de N-trans-sinapoiloctapamina no género Metternichia, assim como
também pode ser considerada uma dentre as 10 primeiras substancias isoladas na
espécie Metternichia princeps J. C. Mikan, e naturalmente no género monotipico
Metternichia J. C. Mikan.

Quando testada por WU et al. (2012) relativa a atividade inibitoria de tirosinase,
apresentou inibicdo proxima, mas inferior aos padrdes acido ascorbico e terc-butil-
hidroquinona. Sua atividade antioxidante foi evidenciada na avaliagcdo quanto a
capacidade sequestadora de radicais DPPH. De acordo com, Nesterenko, Putt e
Hergenrother (2003), essa substancia ndo apresentou atividade antitumoral associada

a inducado de apoptose em glébulos brancos cancerosos.
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Tabela 1 - Dados de RMN de 'H e 13C do composto MP-12 comparado aos dados de RMN de H e 13C
da N-trans-sinapoiloctapamina®.

posicdo

© 00 N o O B~ W N -

19

g
8a’
8b’
3,5-OCH3s

MP-1 Literatura
OH dc, tipo OH dc, tipo

127.2,C 127.7,C
6,87, s 106.5, CH 6.86, s 106.8, CH
149.4,C 150.0, C
138.9,C¢ 135.2,C
1494, C 150.0,C
6,87, s 106.5, CH 6.86, s 106.8, CH
7.45,d (15,6) 1425, CH 7.43,d (15,5) 143.0, CH
6.51, d (15,6) 119.1, CH 6.49,d (15,5) 119.5, CH
169.4,C¢ 169.9, C
134.7,C 1394,C
7.25,d (8,4) 1285, CH 7.22,d (8,5) 128.9, CH
6.80, d (8,6) 116.1, CH 6.77,d (8,5) 116.6,CH
158.1,C 158.6,C
6.80, d (8,6) 116.1, CH 6.77,d (8,5) 116.6, CH
7.25,d (8,4) 128.5, CH 7.22,d (8,5) 128.9, CH
4.75, dd (7.8, 5.0) 73.4,CH 4.72,dd (7.5, 5.0) 73.9,CH
48.3, CH: 48.8, CH:

3.56, dd (13.6, 5.0) 3.53, dd (14.0, 5.0)

3.47,dd (13.5, 7.8) 3.44,dd (14.0, 8.0)
3.89,s 56.8, CHs 3.87,s 57.3, CHs

@Dados de RMN H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 100 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CDsOD em 125 MHz.

CAtribuicio por espectro de correlagdo heteronuclear *H e **C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D)

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de SUN et al. (2015).



Tabela 2 - Dados de RMN de 'H e 3C do composto de MP-12 e correlagdes obtidas em HSQC e

HMBC®

HSQC HMBC
posicdo OH dc, tipo () (€N))

1 127,2,C

2 6,87, s 106,5, CH C-1,C-3 C-7

3 1494, C

4 138,9,C

5 1494, C

6 6,87, s 106,5, CH C-1,C-5 C-7,C-4

7 7,45, d (15,6) 142,5, CH Cc-1,C-8 C-2,C-6,C-9

8 6,51, d (15,6) 119,1, CH C-7,C-9 C-1

9 169,4,C

I’ 134,7,C

2’ 7,25,d (8,4) 128,5, CH C-3 Cc-4’,C-7

3’ 6,80, d (8,6) 116,1, CH C-1’ C-2°, C-4’

4’ 158,1,C

5 6,80, d (8,6) 116,1, CH c-I C-4’, C-6°

6’ 7,25,d (8,4) 128,5, CH C-5’ Cc-4’,C-7

7 4,75, dd (7.8, 5.0) 73,4, CH c-1’,C-8 c-2°,C-6’

8 48,3, CH2

8a’ 3,56, dd (13.6, 5.0) Cc-7 C-1’,C-9

8b’ 3,47,dd (13.5,7.8) c-7 C-1°,C-9

3,5-OCHs 3.89,s 56,8, CH3 C-3 C-3

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CD;OD em 100 MHz (&
em ppm e J em Hz).
bDados de correlagdo heteronuclear *H e *C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).

71
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5.2 Identificagcédo estrutural de MP-2

A substéancia codificada como MP-2, foi isolada na forma de uma resina branca.
Sua férmula molecular foi definida como CisHigNOs por IES-EMAR (+) com m/z
352.1157 [M + Na]* (calculado para CisHigNNaOs, 352.1155, A = 0,4 ppm). Por
conseguinte, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dez (Figura
33).

Figura 33 - Espectro de IES-EMAR de MP-2 ([M + Na], modo de ionizacdo positivo).

Intens

1+ +MS, 0.1-0.2min #8-11
105 352.1157 :
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0251 368.0890
1+ 1+
354.1216 369 0921
0.00 J
347 5 350.0 352 5 355.0 357 5 360.0 362 5 365.0 367 5 370.0 3725 miz

Fonte: Préprio autor.

O espectro de RMN *H, obtido em CD30OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de prétons aromaticos, onde foi evidenciado um sistema ABX de substitui¢éo,
caracterizado por um dupleto em 6u 7,12 (1H, J = 1,8 Hz), atribuido ao hidrogénio H-
2, um duplo dupleto em én 7,03 (1H, J = 8.2, 1.9 Hz), atribuido ao hidrogénio H-6, e
um dupleto em 61 6,80 (1H, J = 8,4 Hz), atribuido ao hidrogénio 5. O valor da integral
nesse sinal, pdde ser justificado por uma parcial sobreposi¢éo de sinais, envolvendo
os hidrogénios H-3',5". No espectro de RMN 'H da N-trans-feruloiloctapamina,

operado em 500 MHz, Sun et al. (2015) mostrou uma diferenca de 0,02 no



73

deslocamento quimico desses hidrogénios, uma vez que essa leve diferenca de
deslocamento quimico (0,02) poderia se aproximar a uma aparente sobreposicao de
sinais.

Seguindo essa linha, observou-se a existéncia de um segundo anel aromatico
apresentando o sistema AA'BB’ de substituicdo, caracterizado por um dupleto em 6u
7,23 (2H, J = 8,5 Hz), atribuido aos H-2’,6’ e um sinal de dupleto em 6+ 6,78 (1H, J =
8,2 Hz), por justificada parcial sobreposicéo, atribuido aos H-3',5’. Se fez notavel
também, a presenca de dupletos em éu 7,44 (1H, J = 15,7 Hz) e 6n 6,46 (1H, J = 15,7
Hz), atribuido aos hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-
8, respectivamente. A constante de acoplamento 15,7 Hz estabeleceu a configuracao
trans para dupla ligagéo.

Observou-se ainda, a presenca de um simpleto em 6x 3,88 (3H), atribuido aos
hidrogénios da metoxila ligada ao carbono trés (3-OCHs). Um duplo dupleto em éx
4,73 (1H, J = 7.8; 5.0 Hz), atribuido ao H-7’, um multipleto em 61 3,54 (1H) e 6+ 3,44
(1H), atribuido aos H-8a’ e H-8b’ (Figura 34-36).

Figura 34 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) do composto MP-2.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 35 - Espectro de RMN de !H (400 MHz, CD30D) do composto MP-2 (expanséo na regido 6,3 a
7,6 ppm).
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Fonte: préprio autor

Figura 36 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD30OD) do composto MP-2 (expanséo na regido 3,3 a

4,9 ppm).
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O espectro de RMN de **C de MP-2, obtido em CD30OD a 100 MHz, possibilitou
a identificacdo de 16 sinais de carbono, sendo seis deles ndo hidrogenados, oito
metinicos, um metilénico, e uma metila inerente a metoxila (3-OCHs). Foi possivel
confirmar a presenca do anel aromatico 1,3,4-trissubstituido por meio dos sinais de
carbonos nao hidrogenados em 6c 149,8 (C-4), 6c 149,3 (C-3) e 6c 128,3 (C-1), além
dos metinicos em &c 123,3 (C-6), 116,5 (C-5) e 111,6 (C-2) em consonancia com o
sugerido sistema ABX de substituicdo. Os deslocamentos quimicos dos carbonos
olefinicos em 6c 142,3 (C-7) e 6c 118,6 (C-8), se mostraram compativeis com sistemas
a-B conjugados a carbonila. O sinal em 6c 169,5 foi atribuido ao carbono da carbonila
(C-9). A cofirmacdo do anel aromatico com sistema AA’'BB’ de substitui¢cdo, se deu
por meio dos sinais em oc 158,0 (C-4’), 6c 134,7 (C-1°), 6c 128,5 (C-2',6’) e 6c 116,1
(C-3',5’). Foi evidenciado também a presenca do carbono metileno nitrogenado por
meio do sinal 6c 48,3 (C-8’). O sinal em d&c 73,4, foi atribuido ao carbono hidroxilado
(C-7’), enquanto o sinal em &c 56,4 foi atribuido & metoxila aroméatica (3-OCHs). Esses
dados também dispostos na tabela 3 (pag. 82), confirmam a proposicdo da N-trans-
feruloiloctapamina (Figura 37-39, pag. 76-77).

Durante o processo de coleta das fragcbes e concentracdo em evaporador
rotativo o mesmo evento de degradacdo detectado na MP-1, se apresentou na
substancia MP-2. Parte da fracdo coletada e concentrada em evaporador rotativo a
40 °C, apresentou um ion de m/z superior a 352.1157 [M + Na]*. No espectro de RMN
'H foi possivel observar um simpleto em 6+ 3,86 (3H) atribuido a metoxila aromatica
(3-OCHp3s), aléem de um simpleto em 6x 3.20, atribuido a uma metoxila alifatica ligada
na posi¢cdo C-7’, o que foi confirmado por RMN de *C-APT, onde foram observados
sinais em &c 83,2 e 83,1 (C-7’), além de sinais em ¢ 56,8 (3-OCHz3) e 56,4 (7’-OCH3),
gue confirmam a presenca de duas metoxilas, em detrimento de uma Unica que seria
esperada na N-trans-feruloiloctapamina.

Os resultados da substancia na sua forma integra foram obtidos utilizando-se
de secagem sob fluxo de nitrogénio, evitando-se a degradacdo por influéncia da
temperatura, metanol e acido formico sob agitagdo. A fracdo apresentou 0s
respectivos dados pelos quais foi possivel caracteriza-la como N-trans-
feruloiloctapamina. O mecanismo proposto para a reagcdo de formacdo do artefato
seguiu-se de forma equivalente ao que foi apresentado para a N-trans-
sinapoiloctapamina, sendo o artefato formado denominado 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
N-[2-(4-hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida.
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O mecanismo proposto para a formacédo do artefato, sugere que a molécula
sofreu uma substituicdo nucleofilica, tendo por nucledfilo o metanol e o acido formico
como catalisador da reacéo (acido formico/agua 0,1% v/v) sob agitacdo. O eletrdfilo
da reacédo foi caracterizado pelo carbono secundario C-7’, o qual se apresentava
ligado a uma hidroxila possivelmente protonada levando a formag¢do de uma carga
parcial positiva nesse carbono, o que aumentou o seu carater eletrofilico. A
protonacédo da hidroxila corroborou tornando-a também um melhor grupo de saida. O
resultado da reacao foi a formacéao do artefato denominado 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
N-[2-(4-hidroxifenil)-2-Metoxietil] Acrilamida (Figura, 40-41, pag.78).

Figura 37 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CD30D) do composto MP-2.
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Figura 38 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDsOD) do composto MP-2 (expansao na regido 112

a 170 ppm).
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Figura 39 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDsOD) do composto MP-2 (expanséo na regido 36
a 88 ppm).
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Figura 40 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD30OD) do composto 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-N-[2-
(4-hidroxifenil)-2-metoxietil] acrilamida.
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Figura 41 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto 3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-N-[2-(4-hidroxifenil)-2-metoxietil] acrilamida.
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Apods andlise de todos os dados de RMN de 'H e '3C e a comparagdo com
dados da literatura (SUN et al., 2015), foi possivel concluir que a substancia codificada
como MP-2 trata-se de uma N-trans-feruloiloctapamina (Figura 42). Esse composto
solivel em metanol em meio &cido (acido férmico/agua 0,1% v/v) sob uma
temperatura de 40 °C, pode sofrer uma reacdo de substituicdo nucleofilica para
formacdo da 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-N-[2-(4-hidroxifenil)-2-metoxietil] acrilamida
(Figura 43).

Figura 42 - Estrutura quimica da N-trans-feruloiloctapamina.

Fonte: préprio autor

Figura 43 - Estrutura quimica da 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-N-[2-(4-hidroxifenil)-2-metoxietil]
acrilamida.

Fonte: préprio autor

Quando a N-trans-feruloiloctapamina foi isolada a primeira vez, foi constatada
sua alta bioatividade como um antioxidante primario proveniente das cascas do alho.
Os experimentos tendo ratos como modelos indicaram essa substancia como um
regulador enddégeno importante, apresentando potencial terapéutico para tratamento
da esteato-hepatite ndo alcoolica (WU et al., 2014). A relacdo estrutura-atividade
indicou que a significativa atividade antioxidante da N-trans-feruloiloctapamina pode

ser afetada pelo grupo -OCHs presente em C-3 (LI et al., 2012).
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Outro estudo realizado por BAI et al. (2017), evidenciou atividade antitumoral
in vitro relacionada a forte habilidade dessa amida fendlica em inibir a proliferacao
celular e a invasdo em células HCC. Em estudos relacionados ao SARS-CoV
(Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave), a N-trans-feruloiloctapamina
exibiu significativa atividade inibitéria da protease semelhante a papaina (PLpro), que
desempenha um papel importante na mediacao da replicagcdo do RNA viral (SONG et
al., 2014).
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Tabela 3 - Espectro de RMN de 'H e 3C do composto MP-22 comparado aos dados de RMN de 'H e
13C da N-trans-feruloiloctapamina®.

posicéo

© 00 N o 0o B~ W DN B

1’

8b’

3-OCHs

MP-2 Literatura
OH dc, tipo OH dc, tipo

128,3,C 128,3,C
7,12, d (1,8) 111,6, CH 7,11,d (1,5) 111,6, CH
149.3,C 149,3,C
1498, C 149,9,C
6,80, d (8,4) 116,5, CH 6,79,d (8,5) 116,5, C
7,03, dd (8.2, 1.9) 123,3,CH 7,02, dd (8.5, 1.5) 123,2, CH
7,44, d (15,7) 142,3,CH 7,44,d (15,5) 142,2, CH
6,46, d (15,7) 118,6, CH 6,46, d (15,5) 118,6, CH
169,5, C
134,7,C 134,7,C
7,23,d (8,5) 128,5, CH 7,22,d (8,5) 128,5, CH
6,78, d (8,7) 116,1, CH 6,77, d (8,5) 116,5, CH
158,0, C 158,1,C
6,78,d (8,7) 116,1, CH 6,77,d (8,5) 116,5, CH
7,23,d (8,5) 128,5, CH 7,22,d (8,5) 128,5, CH
473,dd (7.8,5.0) 734, CH 4,72, dd (7.0, 5.0) 73,4, CH
48,3, CHz 48,3, CHz

3,54, m 3,53, dd (13.5, 5.0)

3,44, m 3,45, dd (13.5, 8.0)
3,88, s 56,4, CHs 3,87, s 56,4, CH3

@Dados de RMN H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 100 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de SUN et al. (2015).
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5.3 Identificagcédo estrutural de MP-3

A substancia codificada como MP-3, foi isolada na forma de uma resina incolor.
Sua formula molecular foi definida como Ci9H21NOs por IES-EMAR (+) com m/z
382.1245 [M + Na]" (calculado para CigH21NNaOs, 382.1261, A = 4,1 ppm). Por
conseguinte, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a dez
(Figura 44).

Figura 44 - Espectro de IES-EMAR de MP-3 ([M + Na]*, modo de ionizacao positivo).
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Fonte: Préprio autor.

O espectro de RMN *H, obtido em CD30OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de protons aromaticos, onde foi possivel observar um dupleto em én 7,23 (2H,
J = 8,4 Hz), atribuido aos H-2',6’; um simpleto em 61 6,86 (2H) atribuido aos H-2,6 e
um dupleto em 616,78 (2H, J = 8,5 Hz) atribuido aos H-3’,5’, evidenciando a existéncia
de dois anéis aromaticos; um anel 1,3,4,5-tetrassubstituido e outro apresentando um
sistema tipo AA’BB’ de substituicdo. Se fez notavel, a presenca de dupletos em &x
7,43 (1H, J = 15,6 Hz) e 616,48 (1H, J = 15,5 Hz), atribuidos a hidrogénios olefinicos
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conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-8, respectivamente. A constante de
acoplamento de aproximadamente 15,6 Hz estabeleceu a configuracdo trans para
dupla ligacédo. Nao foi possivel observar a presenca de um duplo dupleto em 6n 4,75
(1H, J = 7,8; 5,0 Hz), que seria atribuido ao H-7’, devido uma sobreposi¢do de sinal
causada pelo solvente. No entanto, se apresentou um simpleto em dx 3,89 (6H),
atribuido as duas metoxilas (3,5-OCHpzs), além, de dois duplos dupletos evidenciados
em 613,56 (1H, J=13,6;5,0) e 613,47 (1H, J=13,5; 7,8 Hz), os quais foram atribuidos
aos H-8a’ e H-8b’, respectivamente (Figura 45-46).
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Figura 45 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-3.

SA3T
3.4540

f
:

e
oy |
NN
=N
, ' i
L \ )
T Wy T T
- w0 oy o n T
=2 eme - =
- N w o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 85 B.00 75 7.0 6.5 5.0 45 4.0 35 30 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 {pprm)

Fonte: préprio autor.

Figura 46 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD30D) do composto MP-3 (expanséo na regido 6,2 a

7,6 ppm).
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O espectro de RMN de 3C-APT de MP-3, obtido em CDsOD a 100 MHz,
possibilitou a identificacdo de 14 sinais de carbono, sendo seis deles néo
hidrogenados, seis metinicos, um metilénico, e uma metila. Foi possivel confirmar a
presenca do anel aromético 1,3,4,5-tetrassubstituido por meio dos sinais em 6c 149,5
(C-3,5); 138,9 (C-4); 126,5 (C-1); 106,5 (C-2,6); 56,8 (3,5-OCHs). Os deslocamentos
quimicos dos carbonos olefinicos em &c 142,5 (C-7) e éc 119,1 (C-8), se mostraram
compativeis com sistemas a-B conjugados a carbonila. O sinal em 6c 169,4 foi
atribuido ao carbono da carbonila (C-9). A confirmacéo do anel aromatico com sistema
do tipo AA'BB’ de substituicdo, se deu por meio dos sinais em 6c 134,6 (C-1’), 158,1
(C-4"), 128,5 (C-2',6’) e 116,1 (C-3,5°). Foi evidenciado também a presenga do
carbono metileno nitrogenado por meio do sinal éc 48,3 (C-8’), enquanto a metina
hidroxilada foi confirmada pelo deslocamento quimico em éc 73,4 (C-7’) corroborando
a afirmacdo de que o sinal em 4,75 ppm no RMN H teria sido realmente sobreposto
pelo sinal do solvente (Figura 47-49, pag 86-87). Esses dados também estdo
dispostos na tabela 4, pag. 92.

O confirmagéo de que o sinal parcialmente sobreposto em ou 4,75 ppm trata-
se de H-7’, torna-se mais evidente por meio da correlagéo observada no espectro de
correlacdo heteronuclear HSQC entre 6n 4,75 e 6c 73,4. Os demais dados de
espectros de correlacéo heteronuclear HSQC e os dados de HMBC obtido em CD30OD
a 400 MHz e 100 MHz, além dos espectros de correlacdo homonuclear COSY obtido
em CD3OD a 400 MHz, também estdo dispostos na tabela 5, pag. 94 (Figura 50-56,
pag. 87-90)., confirmam a proposi¢ao da N-trans-sinapoiloctapamina (Figura 57, pag.
91).



Figura 47 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-3.
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Figura 48 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-3 (expansao na
regido 105 a 160 ppm).
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Figura 49 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-3 (expansao na
regido 47 a 83 ppm).

734378
—56.8360

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
B3 B2 81 8O0 79 7B 77 Y6 75 F4 73 72 71 70 69 6B 67 66 rE(S S-)l 61 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 45 48 47
1 {ppm

Fonte: préprio autor.

Figura 50 - Espectro de correlacédo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-
3.
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Figura 51 - Espectro de correlagéo *H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-3
(expanséo da regido 3,2-5,0 e 45-80 ppm).
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Figura 52 - Espectro de correlagéo *H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-3
(expansao da regido 5,9-7,6 e 90-145 ppm).
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Figura 53 - Espectro de correlagéo 'H e 33C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-
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Figura 54 - Espectro de correlacédo 'H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-3
(expanséo da regido 6,5-7,50 e 80-170 ppm).
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Figura 55 - Espectro de correlacéo 'H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-3
(expansao da regido 3,1-5,0 e 40-170 ppm).
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Figura 56 - Espectro de correlacédo 'H x *H COSY (400 MHz, CDz0D) do composto MP-3.
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Apods andlise de todos os dados de RMN de 'H e 13C e dados de correlagéo
heteronuclear HSQC e HMBC obtido em CDsOD a 400 MHz e 100 MHz, além do
espectro de correlacdo homonuclear COSY obtido em CDs3OD a 400 MHz e a
comparacao com dados da literatura (SUN et al., 2015), foi possivel concluir que MP-
3 assim como a MP-1, trata-se de uma N-trans-sinapoiloctapamina (Figura 57), sendo
possivelmente diferenciadas por isomeria Optica relativa ao carbono quiral C-7'.

Essa substancia (MP-3) foi coletada em CLAE preparativo em um tempo de
retencdo distinto em relacdo a MP-1. A injecdo individual dessas substancias em
CLAE analitico, mantendo-se as mesmas condigcbes de andlise, possibilitou a
confirmacédo da evidenciada distingcdo em tempos de retencéo, pela sobreposi¢ao dos

cromatogramas obtidos (Figura 58).

Figura 57 - Estrutura quimica da N-trans-sinapoiloctapamina.
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Fonte: préprio autor.

Figura 58 - Sobreposicéo de cromatogramas das substancias MP-1 e MP-3 injetados e analisados
separadamente por CLAE.
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Tabela 4 - Espectro de RMN de !H e 3C do composto MP-32 comparado aos dados de RMN de H e
13C da N-trans-sinapoiloctapamina®.

posicéao

© 00 N o o b~ W N

1’

8b’
3,5-OCHs

MP-3 Literatura
OH dc, tipo OH dc, tipo
126,5, C¢ 127,7,C
6,86, s 106,5, CH 6,86, s 106,8, CH
149,5,C 150,0, C
138,9, C¢ 135,2,C
149,5,C 150,0, C
6,86, s 106,5, CH 6,86, s 106,8, CH
7,43, d (15,6) 142,5,CH 7,43,d (15,5) 143,0, CH
6,48, d (15,6) 119,1, CH 6,49, d (15,5) 119,5, CH
169,4, C¢ 169,9, C
134,6, C¢ 139,4,C
7,23,d (8,4) 128,5, CH 7,22,d (8,5) 128,9, CH
6,78, d (8,5) 116,1, CH 6,77, d (8,5) 116,6, CH
158,1,C 158,6, C
6,78,d (8,5) 116,1, CH 6,77,d (8,5) 116,6, CH
7,23,d (8,4) 128,5, CH 7,22,d (8,5) 128,9, CH
4,72 (m)? 73,4, CH 4,72, dd (7.5, 5.0) 73,9, CH
48,3, CHz 48,8, CHz
3,54, dd (13.4, 4.8) 3,53, dd (14.0, 5.0)
3,47, dd (13.2,7.9) 3,44, dd (14.0, 8.0)
3,88,s 56,8, CHs 3,87,s 57,3, CHs

8Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CDsOD em 100 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 13C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.

CAtribuicdo por espectro de correlagio heteronuclear *H e **C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D)
dAtribuicdo por espectro de correlacdo heteronuclear *H e *C HSQC (100 e 400 MHz, CD;0OD)

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de SUN et al. (2015).



Tabela 5 - Dados de RMN de 'H e 3C do composto de MP-32 e correlagdes obtidas em HSQC e
HMBCP.

HSQC HMBC

posicdo OH dc, tipo ) €))
1 126,5,C
2 6,86, s 106,5, CH C-3 C-4,C-7
3 1495, C
4 138,9,C
5 149,5,C
6 6,86, s 106.5, CH C-5 C-4,C-7
7 7,43, d (15,6) 142.5,CH C-1 C-2,C-6,C-9
8 6,48, d (15,6) 119.1, CH C-9 c-1
9 169.4,C
I 134.6,C
2 7,23,d (8,4) 128.5, CH c-3 C-4,C-7°
3’ 6,78, d (8,5) 116.1, CH c-1’,C-4
4’ 158.1,C
5 6,78, d (8,5) 116.1, CH C-17, C4’
6’ 7,23,d (8,4) 128.5,CH C-5’ Cc-4’,C-7
7 4,72 (m) 73.4,CH C-2°,C-6’
8 48.3, CH2
8’ 3,54, dd (13.4,4.8)  48.3, CH2 c-9
8b’ 3,47,dd (13.2,7.9)  48.3,CH2 c-7 C-9
3,5-OCHs 3,88, s 56.8, CHs C-3,C-5

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de *C adquiridos em CD3;0D em 100 MHz (&
em ppm e J em Hz).
PDados de correlacio heteronuclear *H e 3C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CDs0OD).
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5.4 Identificacao estrutural de MP-4

A substancia codificada como MP-4, foi isolada na forma de uma resina
marrom. Sua formula molecular foi definida como Ci1sH19NO4 por IES-EMAR (+) com
m/z 336.1191 [M + Na]* (calculado para CisHi9NNaO4, 336.1206, A = 4,5 ppm). Por
conseguinte, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dez (Figura
59).

Figura 59 - Espectro de IES-EMAR de MP-4 ([M + Na]*, modo de ionizacao positivo).
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Fonte: Préprio autor.

O espectro de RMN *H, obtido em CD3OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de prétons aromaticos, onde foi evidenciado um sistema ABX de substituicéo,
caracterizado por um dupleto em 6u 7,11 (1H, J = 1,9 Hz), atribuido ao hidrogénio H-
2, um duplo dupleto em én 7,02 (1H, J = 8.3, 2.0 Hz), atribuido ao hidrogénio H-6, e
um dupleto em 6w 6,79 (1H, J = 8,0 Hz), atribuido ao H-5.

Seguindo essa linha, observou-se a existéncia de um segundo anel aromatico
apresentando o sistema AA’BB’ de substituigdo, caracterizado por um dupleto em 6x
7,05 (2H, J = 8,6 Hz), atribuido aos H-2',6’ e um dupleto em 61 6.72 (2H, J = 8,6 Hz),
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atribuido aos H-3',5’. Se fez notavel também, a presenca de dupletos em én 7,43 (1H,
J = 15,7 Hz) e 6n 6,40 (1H, J = 15,7 Hz), atribuido aos hidrogénios olefinicos
conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-8, respectivamente. A constante de
acoplamento 15,6 Hz estabeleceu a configuracéo trans para dupla ligacao.

Observou-se ainda, a presenca de um simpleto em 61 3,88 (3H), atribuido aos
hidrogénios da metoxila ligada ao carbono trés (3-OCHs). Um tripleto em 6x 3,46 (2H,
J =75 Hz) e um tripleto em 6én 2,75 (2H, J = 7,6 Hz) atribuido aos H-8 e H-7’,
respectivamente (Figura 60-62, pag. 96-97).
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Figura 60 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-4,
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Figura 61 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD30D) do composto MP-4 (expanséo na regido 6,2 a
8,1 ppm).
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Figura 62 - Espectro de RMN de !H (400 MHz, CD30D) do composto MP-4 (expansédo na regido 2,3 a
4,2 ppm).
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O espectro de RMN de 3C-APT de MP-4, obtido em CD30D a 100 MHz,
possibilitou a identificacdo de 16 sinais de carbono, sendo seis deles néo
hidrogenados, sete metinicos, dois metilénicos, e uma metila relacionada a metoxila
(3-OCHs). Foi possivel confirmar a presenca do anel aromético 1,3,4-trissubstituido
por meio dos sinais em 6c 149,8 (C-4); 149,3 (C-3), 128,3 (C-1) e 56,4 (3-OCHg3s). Os
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos em éc 142,0 (C-7) e éc 118,7 (C-8),
se mostraram compativeis com sistemas a-f conjugados a carbonila. O sinal em &c¢
169,1, atribuido ao carbono da carbonila (C-9). A confirmagcdo do anel aromatico
dissubustituido com sistema do tipo AA'BB’ de substituicdo evidenciado no espectro
de hidrogénio, se deu por meio dos sinais em 6c 156,9 (C-4’), 131,3 (C-1’), 130,7 (C-
2',6’) e 116,3 (C-3',5’). Foi evidenciado também a presenca de um sinal em &c 42,5,
atribuido carbono metileno nitrogenado C-8’, e um sinal em 6c 35.8, atribuido ao
carbono metileno C-7’ (Figura 63-65). Esses dados também estéo dispostos na tabela
6, pag. 106.
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Figura 63 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-4.
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Figura 64 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CD30OD) do composto MP-4 (expansdo na
regido 106 a 162 ppm).
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Figura 65 - Espectro de RMN de 3*C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-4 (expansao na
regido 22 a 72 ppm).
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Fonte: préprio autor.

No espectro de correlagao heteronuclear HSQC da substancia MP-4 obtido em
CD30OD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 66-68, pag. 100-101) foi possivel observar a
correlacédo do tripleto em 61 2,75 (2H, J = 7,5 Hz) com &c 35, 8 (C-7’), confirmando a
atribuicdo a H-7’ e a correlagdo de um outro tripleto em 6+ 3,46 (2H, J = 7,6 Hz) com
Oc 42,5 (C-8’), confirmando a atribuicdo a H-8'. A correlacao do sinal em éx 7,11 (1H,
J=1,9 Hz) com éc 111,5, én 7,02 (1H, J = 8.3, 2.0 Hz) com éc 123,2 e 61 6,79 (1H, J
= 8,0 Hz) com &c 116,5, confirmam as atribuicbes a C-2, C-5 e C-6, respectivamente,
relacionadas ao anel aromatico da porc¢éo feruloil. E a correlacao do sinal em én 7,05
(2H, J = 8,6 Hz) com 6c 130,7 e 61 6.72 (2H, J = 8,6 Hz) com &¢ 116,3, confirmam as
atribuicbes a C-2',6’ e C-3',5’, respectivamente, e relaciona-se ao anel aroméatico da
por¢do tiramina da substancia. As demais correlacdes estdo compiladas na tabela 7,
pag. 107.

O espectro de correlacao heteronuclear HMBC da substancia MP-4 obtido em
CDsOD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 69-71, pag. 102-103), possibilitou observacao
de uma correlacéo do dupleto em 7,43 (1H, J = 15,7 Hz) com os sinais em 6c 111,5
(C-2), 123,2 (C-6), além demonstrar correlacdo com 6c 169,1 (C-9). Enquanto isso, foi

possivel perceber uma correlagéo entre 61 3,46 (2H, J = 7,6 Hz) e os sinais em 6c 35,8
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(C-7"), 131,1 (C-1’) e 169,1 (C-9), sendo confirmada a conexdo entre as porgdes
feruloil e tiramina. As demais correlacdes estdo compiladas na tabela 7, pag. 107.

Os dados de espectros de correlacao heteronuclear HSQC e HMBC obtido em
CDsOD a 400 MHz e 100 MHz, além do espectro de correlacdo homonuclear COSY
e NOESY obtido em CD30OD a 400 MHz (Figura 72-73, pag. 103-104), confirmam a
proposicdo da N-trans-feruloiltiramina (Figura 74, pag. 104).

Figura 66 - Espectro de correlacdo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-
4,
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Fonte: préprio autor.
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Figura 67 - Espectro de correlagéo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-4
(expansao da regido 2,2-4,1 e 30-65 ppm).
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Figura 68 - Espectro de correlacdo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-4
(expanséo da regido 6,2-7,6 e 105-145 ppm).
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Figura 69 - Espectro de correlagéo 'H e 33C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-
4,
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Fonte: préprio autor.

Figura 70 - Espectro de correlacédo 'H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-4
(expanséao da regido 6,0-7,7 e 40-170 ppm).
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Figura 71 - Espectro de correlacéo 'H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD3OD) do composto MP-4
(expansao da regido 2,6-4,0 e 30-170 ppm).
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Figura 72 - Espectro de correlagédo 'H x 'H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-4.
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Figura 73 - Espectro de correlagéo 'H x *H NOESY (400 MHz, CDz0D) do composto MP-4
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Fonte: préprio autor

Apo6s andlise de todos os dados de RMN de 'H e 13C e dados de correlagédo
heteronuclear HSQC e HMBC obtido em CDsOD a 400 MHz e 100 MHz, além do
espectro de correlacdo homonuclear COSY obtido em CDsOD a 400 MHz e a
comparacao com dados da literatura (SUN et al., 2015), foi possivel concluir que MP-

4, trata-se de uma N-trans-feruloiltiramina (Figura 74).

Figura 74 - Estrutura quimica da N-trans-feruloiltiramina.

Fonte: préprio autor.
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A N-trans-feruloiltiramina também conhecida como moupinamida, em uma
andlise de docking de compostos, apresentou um valor de energia de ligagdo que
sugere uma potencial acéo inibitéria de metaloproteinases de matriz (MMPs) e
melhores pontos de interagcdo e afinidade de ligacdo do que farmacos de
medicamentos ja disponiveis no mercado, destinados a essa finalidade. Estudos
posteriores devem ser realizados no sentido de comprovar a poténcia e eficiéncia
dessa substancia para o tratamento de algum tipo de cancer (ARIYA; JOSEPH,;
CHRISTY, 2020).
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Tabela 6 - Espectro de RMN de !H e 3C do composto MP-42 comparado aos dados de RMN de H e
13C da N-trans-feruloiltiramina®.

posicéo

© 00 N oo 0o B~ W DN B

N =

39

3-OCH3s

MP-4 Literatura

OH dc, tipo OH dc, tipo
128,3,C 126,4, C
7,11,d (1,9) 111,5,CH 7,12,d (1,5) 109,7, CH
149.3,C 147,4,C

1498, C 148,0,C
6,79,d (8,0) 116,5, CH 6,80, d (8,5) 114,6, CH
7,02,dd (8,3,2,00 1232, CH 7,03, dd (8.5, 1.5) 121,3,CH
7,43,d (15,7) 142,0, CH 7,44,d (15,5) 140,1, CH
6,40, d (15,7) 118,7, CH 6,40, d (15,5) 116,9, CH
169,1, C° 167,3,C

131,3,C¢ 1294, C
7,05,d (8,6) 130,7, CH 7,06, d (8,5) 128,9, CH
6,72, d (8,6) 116,3, CH 6,73, d (8,5) 114,4, CH
156,9, C 155,1,C
6,72,d (8,6) 116,3, CH 6,73,d (8,5) 114,4,CH
7,05,d (8,6) 130,7, CH 7,06, d (8,5) 128,9, CH
2,75,t(7.5) 35,8, CHz 3,47, (7.,5) 34,0, CH
3,46, t(7.6) 425, CH, 2,76,1(7.,5) 40,7, CHz
3,88,s 56,4, CHs 3,89, s 54,5, CHs

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 100 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
CAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e **C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D)
dAtribuicio por espectro de correlagdo heteronuclear 'H e 3C HSQC (100 e 400 MHz, CD;0D)

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de SUN et al. (2015).



Tabela 7 - Dados de RMN de 'H e 3C do composto de MP-42 e correlagdes obtidas em HSQC e

HMBC®

posicdo

© 00 N o o B~ W N P

1’

8
3-OCHs

HSQC
OH dc, tipo (@) (€N))
128,3,C
7,11,d (1,9) 111,5,CH C-1,C-3 C-6,C-4, C-7
149.3,C
1498, C
6,79, d (8,0) 116,5, CH C-4,C-6 C-1,C-3
7,02, dd (8.3, 2.0) 123,2, CH C-4,C-5 C-2,C-7
7,43,d (15,7) 142,0,CH C-1,C-8 C-2,C-6,C-9
6,40, d (15,7) 118,7, CH C-7,C-9 c1
169,1,C
131,3,C
7,05, d (8,6) 130,7,CH C-3 c-4,C-7
6,72,d (8,6) 116,3, CH Cc-4 C-1’
156,9, C
6,72,d (8,6) 116,3, CH Cc-4 C-1’
7,05,d (8,6) 130,7, CH Cc-5’ C-4,C-T
2,75,t(7.5) 35,8, CH2 C-8 C-2°,C-6
3,46, (7.6) 42,5, CHz c-7 C-1’,C-9
3,88, s 56,4, CHs C-3

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CD;OD em 100 MHz (&
em ppm e J em Hz).
bDados de correlagdo heteronuclear *H e *C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).
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5.5 Identificagcdo estrutural de MP-5

A substéancia codificada como MP-5, foi isolada na forma de uma resina branca.
Sua férmula molecular foi definida como CisHigNOa4 por IES-EMAR (+) com m/z
314.1404 [M + H]* (calculado para CisH20NOa4, 314.1387, A = 5,6 ppm). Por
conseguinte, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dez (Figura
75).

Figura 75 - Espectro de IES-EMAR de MP-5 ([M + H]*, modo de ioniza¢&o positivo).

Intens, MP_HPLC_10_1-14_01_669.d: +M5, 0.3min #20|
x10%
4 314.1404
3_
2_
1
315.1444
316.1454
4 | B
O T T T T T T T T T T T T T * T T T T T T T
306 308 310 312 314 316 318 320 322 324 miz

Fonte: préprio autor.

O espectro de RMN *H, obtido em CD3OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de prétons aromaticos, onde foi evidenciado um sistema ABX de substituicdo,
caracterizado por um dupleto em 6u 7,36 (1H, J = 2,0 Hz), atribuido ao hidrogénio H-
2, um duplo dupleto em 6n 6,93 (1H, J = 8.3, 2.3 Hz), atribuido ao hidrogénio H-6, e
um dupleto em 6,74 (1H, J = 8,2 Hz), atribuido ao hidrogénio 5.

Seguindo essa linha, observou-se a existéncia de um segundo anel aromatico
apresentando o sistema AA’BB’ de substituigdo, caracterizado por um dupleto em 6x
7,00 (2H, J = 8,6 Hz), atribuido aos H-2’,6’ € um dupleto em 6+ 6.69 (2H, J = 8,6 HZz),
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atribuido aos H-3',5’. Se fez notavel também, a presenca de dupletos em 61 6,61 (1H,
J = 12,7 Hz) e én 5,81 (1H, J = 12,7 Hz), atribuido aos hidrogénios olefinicos
conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-8, respectivamente. A constante de
acoplamento 12,7 Hz estabeleceu a configuracgéo cis para a dupla ligagao.

Observou-se ainda, a presenca de um simpleto em 61 3,83 (3H), atribuido aos
hidrogénios da metoxila ligada ao carbono trés (3-OCHs). Um tripleto em 6+ 3,40 (2H,
J = 7,3 Hz) e um tripleto em 6n 2,69 (2H, J = 7,7 Hz) atribuido aos H-8 e H-7’,
respectivamente (Figura 76-78, pag. 110-111). Os demais dados estdo dispostos na
tabela 8, pag. 115.

No espectro de correlacdo heteronuclear HSQC da substancia MP-5 obtido em
CDsOD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 79-81, pag. 111-112), foi possivel observar a
correlacao de o+ 6,61 com 6c 138,4, confirmando a atribuicdo a C-7 e a correlacéo de
0n 5,81 com 6c 121,7, confirmando a atribuicdo a C-8. Essas atribui¢cdes aos carbonos,
foram compativeis com os dados esperados para N-cis-feruloiltiramina evidenciada no
trabalho de Sun et al. (2015). Os demais dados estéo dispostos na tabela 9, pag. 116).

No espectro de correlacdo homonuclear COSY obtido em CD30OD a 400 MHz
(Figuras 82-83, pag. 113), foi possivel confirmar a correlagdo entre os hidrogénios
olefinicos on 6,61 e on 5,81, que diferenciam a N-cis-feruloiltiramina da N-trans-
feruloiltiramina.

Os demais dados de espectros de correlacdo heteronuclear HSQC obtido em
CDs3OD a 400 MHz e 100 MHz, além do demais dados de espectro de correlacdo
homonuclear COSY e NOESY obtidos em CD30OD a 400 MHz (Figura 79-84, pag. 111-

114), confirmam a proposi¢ao da N-cis-feruloiltiramina (Figura 85, pag. 114).
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Figura 76 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-5.
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Figura 77 - Espectro de RMN de H (400 mhz, CD30D) do composto MP-5 (expans
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Figura 78 - Espectro de RMN de H (400 MHz, CD30D) do composto MP-5 (expanséo na regido 2,3 a
4,2 ppm).
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Figura 79 - Espectro de correlagéo H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-
5.
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Figura 80 - Espectro de correlagéo *H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-5
(expanséo da regido 5,7-7,5 e 110-145 ppm).
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Figura 81 - Espectro de correlagédo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-5
(expanséao da regido 2,6-4,1 e 35-65 ppm).
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Figura 82 - Espectro de correlagédo *H x *H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-5.
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Fonte: préprio autor.
Figura 83 - Espectro de correlagédo *H x 'H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-5 (expansao
da regiao 5,5-7,5 e 5,5-7,5 ppm).

|

5.5
Fe—
6.0
=
6.5
£
= g
— g
% ".—_4
3: 7.0
7.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 74 73 72 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 57 56 5.5
f2 (ppm)

Fonte: préprio autor.
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Figura 84 - Espectro de correlagédo 'H x 'H NOESY (400 MHz, CDsOD) do composto MP-5.
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Apoés andlise de todos os dados de RMN de 'H, em conjunto com dados do
espectro de correlacéo heteronuclear HSQC obtido em CDsOD a 400 MHz e 100 MHz,
além do espectro de correlacdo homonuclear COSY e NOESY obtido em CD30OD a
400 MHz e a comparacdo com dados da literatura (SUN et al., 2015), foi possivel
concluir que MP-5, trata-se de uma N-cis-feruloiltiramina (Figura 85).

Figura 85 - Estrutura quimica da N-cis-feruloiltiramina.

H,CO

Fonte: préprio autor.
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Tabela 8 - Espectro de RMN de 'H e 3C do composto MP-52 comparado aos dados de RMN de H e
13C da N-cis-feruloiltiramina®.

posicéo

© 00 N o o B~ W N B

N =

39

3-OCH3s

MP-5 Literatura

OH dc, tipo OH dc, tipo
129.0, C°© 128.4,C
7.36,d (2,0) 114.0, CH¢ 7.36,d (1,5) 114.0, CH
149.2, C¢ 148.5,C

149.0, C°© 148.6,C
6.74,d (8,2) 115.9, CH¢ 6.74, d (8,5) 116.2, CH
6.93,dd (8.3,2.3) 124.9, CH¢ 6.93,dd (8.5, 1.5) 124.6,CH
6.61, d (12,7) 138.4, CH¢ 6.62,d (12,5) 138.3, CH
5.81,d (12,7) 121.7, CH¢ 5.82, d (12,5) 121.5,CH
170.7, C° 170.0,C

131.6, C° 131.2,C
7.00,d (8,6) 130.8, CHd 7.00,d (8,5) 130.5, CH
6.69, d (8,6) 116.4, CH¢ 6.69, d (8.5) 115.6, CH
157.3, C¢ 156.9, C
6.69,d (8,6) 116.4, CHd 6.69,d (8.5) 115.6, CH
7.00,d (8,6) 130.8, CH¢ 7.00,d (8,5) 130.5, CH
2.69,t(7.7) 35.6, CH2¢ 2.76,1(7,5) 35.5, CH2
3.40,t(7.3) 42.4, CHy® 3.41,1(7.,5) 422, CHz
3.83,s 56.4, CH3¢ 3.84,s 56.4, CHs

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 100 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CD3;OD em 125 MHz.
CAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e **C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D)
dAtribuicio por espectro de correlagdo heteronuclear *H e 3C HSQC (100 e 400 MHz, CD;0D)

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de SUN et al. (2015).



Tabela 9 - Dados de RMN de 'H e 3C do composto de MP-52 e correlagdes obtidas em HSQC e

HMBC®

posicdo

© 00 N o O B~ W N BB

W N =

49

3-OCHs

HSQC HMBC
OH dc, tipo (@) )
129,0,C
7,36, d (2,0) 114,0,CH C-3
149,2,C
149,0,C C-4
6,74,d (8,2) 115,9, CH C-4
6,93,dd (8.3,2.3)  124,9,CH
6,61,d (12,7) 138,4, CH
5,81,d (12,7) 121,7,CH C-1
170,7,C
131,6,C
7,00, d (8,6) 130,8, CH c-4
6,69, d (8,6) 116,4, CH c-I
157,3,C
6,69, d (8,6) 116,4, CH
7,00, d (8,6) 130,8, CH c-4
2,69,t(7.7) 35,6, CH2
3,40, 1 (7.3) 42,4, CHy c-1’ C-2°, C-6’
3,83, s 56,4, CHs C-3

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CD;0D em 100 MHz (&
em ppm e J em Hz).
PDados de correlacio heteronuclear *H e C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CD50D).
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5.6 ldentificagcdo estrutural de MP-6

A substancia codificada como MP-6, foi isolada na forma de uma resina branca.
Sua férmula molecular foi definida como Ci7H17NOs por IES-EMAR (+) com m/z
284.1294 [M + H]* (calculado para Ci7HisNOs, 284.1281, A = 4,6 ppm). Por
conseguinte, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dez (Figura
86).

Figura 86 - Espectro de IES-EMAR de MP-6 ([M + H]*, modo de ioniza¢&o positivo).
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Fonte: préprio autor.

O espectro de RMN *H, obtido em CD30OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de prétons aromaticos, onde foi evidenciado um sistema AA'BB’ de
substituicdo, caracterizado por um dupleto em én 7,40 (2H, J = 8,6 Hz), atribuido aos
H-2,6 e um dupleto em 61 6.79 (2H, J = 8,5 Hz), atribuido aos H-3,5.

Observou-se ainda, a existéncia de um segundo anel aromatico apresentando
o sistema AA’BB’ de substituicdo, caracterizado por um dupleto em éu 7,05 (2H, J =
8,4 Hz), atribuido aos H-2,6’ e um dupleto em 61 6.72 (2H, J = 8,6 Hz), atribuido aos
H-3',5'.
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Os dupletos em 61 7,44 (1H, J = 15,8 Hz) e 6u 6,38 (1H, J = 15,7 Hz), foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-8,
respectivamente. A constante de acoplamento 15,7 Hz estabeleceu a configuracéo
trans para dupla ligacdo. Enquanto isso, o tripleto em 61 3,40 (2H, J = 7,3 Hz) e 0
tripleto em 61 2,69 (2H, J = 7,7 Hz), foram atribuidos aos H-8' e H-7’, respectivamente
(Figura 87-89, pag. 119-120). Esses e os demais dados estéo dispostos na tabela 10,
pag. 125.

A partir dos dados de espectros de correlacdo heteronuclear HSQC obtido em
CDsOD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 90-92, pag. 120-121), foi possivel observar
correlacdes do sinal em &1 7,40 com 6c¢ 130,6, 61 6.79 com &¢c 116,9, éu 7,05 com Oc
130,8 e 61 6.72 com dc 116,4, confirmando as atribuigdes frente aos dados de Zhang
et al. (2011) aos hidrogénios H-2,6, H-3,5, H-2’,6’ e H-3',5’, respectivamente. Os
demais dados estéo dispostos na tabela 11, pag. 126.

A partir dos dados de correlagdo homonuclear COSY obtido em CDsOD a 400
MHz (Figuras 95-96, pag. 123), foi possivel observar a correlagdo entre os protons
aromaticos 6n 7,40 com 6n 6.79, assim como 6n 7,05 com 6x 6.72, confirmando as
atribuicoes e acoplamentos entre esses sinais e a presenca da porcao p-cumaroil.

Na sua totalidade, os dados de espectros de correlacéo heteronuclear HSQC e
HMBC obtido em CDs3OD a 400 MHz e 100 MHz, além do espectro de correlacédo
homonuclear COSY e NOESY obtido em CD30OD a 400 MHz (Figura 90-97, pag. 120-
124), confirmam a proposi¢do da N-trans-p-cumaroiltiramina (Figura 98, pag. 124).
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Figura 87 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-6.
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Figura 88 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD30D) do composto MP-6 (expanséo na regido 6,2 a
7,7 ppm).
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Figura 89 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-6 (expansao na regido 2,4 a
4,7 ppm).
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Figura 90 - Espectro de correlacédo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-
6.
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Figura 91 - Espectro de correlagéo *H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-6
(expanséo da regido 6,3-7,5 e 110-145 ppm).
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Figura 92 - Espectro de correlagédo 'H e 13C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-6
(expanséao da regido 2,7-3,9 e 34-60 ppm).
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Figura 93 - Espectro de correlagéo 'H e 33C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CD30D) do composto MP-
6.
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Figura 94 - Espectro de correlagédo *H e 13C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-6
(expansédo da regido 5,9-7,7 e 115-170 ppm).
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Figura 95 - Espectro de correlacdo 'H x 'H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-6.
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Figura 96 - Espectro de correlagédo 'H x 'H COSY (400 MHz, CD30D) do composto MP-6.
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Figura 97 - Espectro de correlagédo H x 'H NOESY (400 MHz, CDsOD) do composto MP-6.
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Ap6s andlise de todos os dados de RMN de 'H em conjunto com dados de
espectros de correlacdo heteronuclear HSQC e HMBC obtido em CDsOD a 400 MHz
e 100 MHz, além do espectro de correlacdo homonuclear COSY e NOESY obtido em
CDsOD a 400 MHz a comparacao com dados da literatura (ZHANG et al., 2011), foi

possivel concluir que MP-6, trata-se de uma N-trans-p-cumaroiltiramina (Figura 98).

Figura 98 - Estrutura quimica da N-trans-p-cumaroiltiramina.

Fonte: préprio autor.
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A N-trans-p-cumaroiltiramina demostrou ser um inibidor ndo competitivo da a-
glicosidase; enzima responsavel pela transformacdo do amido em monémeros de
glicose. Essa substancia por tanto causa retardo de absorcéo da glicose, possuindo
um potencial para o tratamento da diabetes como possivel antidiabético
hipoglicemiante (LIU; LUO; KONG, 2011).

Tabela 10 - Espectro de RMN de 'H e 13C do composto MP-62 comparado aos dados de RMN de 'H
e 13C da N-trans-p-cumaroiltiramina®.

MP-6 Literatura
posicdo OH dc, tipo OH dc, tipo
1 127,7,C¢ 126,3,C
2 7,40,d (8,6) 130,6, CH¢ 7,41,d (8,6) 129,1, CH
3 6,79,d (8,5) 116,9, CH¢ 6,80, d (8,6) 115,3, CH
4 160,5, C¢ 159,1,C
5 6,79,d (8,5) 116,9, CHd 6,80, d (8,6) 115,3, CH
6 7,40,d (8,6) 130,6, CH¢ 7,41,d (8,6) 129,1, CH
7 7,44, d (15,8) 141,9, CH¢ 7,45, d (15,7) 140,3, CH
8 6,38, d (15,7) 118,4, CHd 6,39, d (15,7) 117,0,CH
9 169,1, C° 167,8, C
I 131,2,C° 129,9,C
2 7,05,d (8,4) 130,8, CHd 7,07,d (8,5) 129,3, CH
3 6,72,d (8,4) 116,4, CHd 6,73,d (8.5) 114,8,CH
4’ 157,0, C°© 155,5,C
5 6,72, d (8,4) 116,4, CH¢ 6,73, d (8.5) 114,8, CH
6 7,05,d (8,4) 130,8, CHd 7,07,d (8,5) 129,3, CH
7 2,75, (7.5) 35,8, CHy* 2,76, (7,5) 34,4, CHz
8 3,46,t(7.2) 42,1, CHy* 3,47,1(7.,5) 41,1, CH

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 100 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CDsOD em 125 MHz.
CAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e *C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D)
dAtribuicdo por espectro de correlagéo heteronuclear *H e *C HSQC (100 e 400 MHz, CDsOD)

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de ZHANG et al. (2011).
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Tabela 11 - Dados de RMN de 'H e 13C do composto de MP-62 e correlacdes obtidas em HSQC e

HMBC®

posicdo

© 00 N o O B~ W N BB

W N =

49

HSQC
OH dc, tipo (@) )
127,7,C
7,40, d (8,6) 130,6, CH C-4,C-7
6,79, d (8,5) 116,9, CH C-4 C-1
160,5, C
6,79, d (8,5) 116,9, CH C-4 C-1
7,40, d (8,6) 130,6, CH C-4,C-7
7,44, d (15,8) 141,9,CH C-8 C-2,C-6,C-9
6,38, d (15,7) 118,4,CH C-9 C-1
169,1,C
131,2,C
7,05,d (8,4) 130,8, CH c-4
6,72,d (8,4) 116,4, CH C-4 C-1’
157,0,C
6,72,d (8,4) 116,4, CH C-4 c-1’
7,05,d (8,4) 130,8, CH c-4
2,75,t(7.5) 35,8, CH2 c-1’,C-8
3,46, (7.2) 42,1, CHy c-1’

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CD;OD em 100 MHz (&

em ppm e J em Hz).
bDados de correlagdo heteronuclear *H e *C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).
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5.7 ldentificacao estrutural de MP-7 e MP-8

As substancias codificadas como MP-7 e MP-8, foram identificadas em mistura
na FR-13, e nessa condicdo se apresentaram na forma de uma resina branca. As duas
substancias corresponderam a mesma férmula molecular, definida como Ci19H21NOs
por IES-EMAR (+) com m/z 366.1307 [M + Na]* (calculado para CisH21NNaOs,
366.1312, A = 1,2 ppm). Por conseguinte, foi calculado um indice de deficiéncia de

hidrogénio igual a dez (Figura 99).

Figura 99 - Espectro de IES-EMAR de MP-7,8 ([M + Na]*, modo de ioniza¢&o positivo).
Intens.
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Fonte: Préprio autor.

O espectro de RMN 1H, obtido em CD30OD a 400 MHz, apresentou sinais na
regido de prétons aromaticos, onde foi evidenciado sinais caracteristicos de dois
sistemas ABX de substituicdo, um sistema AA'BB’ de substituicdo e hidrogénios
olefinicos apresentando-se aos pares, sugerindo, por conseguinte uma mistura de
isdmeros de amidas fenilpropanoidicas.

No que se refere a caracterizacdo estrutural da substancia MP-7, foi

evidenciado no espectro de RMN de 'H na regido de prétons aromaticos, sinais
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correspondentes a dois sistemas ABX de substituicdo, sendo o primeiro deles
caracterizado por um dupleto em én 7,11 (1H, J = 2,0 Hz) atribuido ao H-2, um duplo
dupleto én 7,02 (1H, J = 8.2, 2.0 Hz) atribuido ao H-6 e um dupleto em &1 6,79 (1H, J
= 8,2 Hz) atribuido ao H-5.

O segundo anel aromatico com sistema ABX de substituicéo, foi caracterizado
por um dupleto em én 6,82 (1H, J = 1,9 Hz) atribuido ao H-2’, um dupleto em 61 6,72
(1H, J = 8,2 Hz) atribuido ao H-5" e um duplo dupleto em 61 6,67 (1H, J = 8.0, 2.0 Hz)
atribuido ao H-6'.

Os dupletos em 61 7,44 (1H, J = 15,7 Hz) e 6u 6,41 (1H, J = 15,7 Hz), foram
atribuidos aos hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-8,
respectivamente. A constante de acoplamento 15,7 Hz estabeleceu a configuracéo
trans para dupla ligagéo.

Dois simpletos intensos observados em ou 3,88 (3H) e 3,83 (3H), foram
atribuidos aos hidrogénios das metoxilas ligadas ao C-3 e C-3’, respectivamente.
Essas metoxilas aromaticas sustentam o sistema ABX de substituicdo, uma vez que
geram esse perfil de assimetria nos anéis aromaticos para-hidroxilados. Enquanto
isso, os tripletos em 6n1 3,49 (2H,J=7,6 Hz) e 612,77 (2H, J = 7,4 Hz), foram atribuidos
aos H-8 e H-7’, respectivamente (Figura 100-102, pag. 129-130).

Na caracterizagdo estrutural da substancia MP-8, o espectro de RMN de 1H,
apresentou sinais na regiao de prétons aromaticos, onde foi possivel observar um
dupleto em én 7,05 (2H, J = 8,4 Hz), atribuido aos H-2,6’; um simpleto em 6x 6,84
(2H) atribuido aos H-2,6 e um dupleto em 61 6,72 (2H, J = 8,5 Hz) atribuido aos H-
3,5’, evidenciando a existéncia de dois anéis aromaticos; um anel 1,3,4,5-
tetrassubstituido e outro apresentando um sistema do tipo AA’BB’ de substituicéo.

Se fez notavel, a presenca de dupletos em 6n 7,42 (1H, J = 15,7 Hz) e 61 6,43
(1H, J = 15,6 Hz), atribuidos a hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila, sendo
eles, H-7 e H-8, respectivamente. A constante de acoplamento 15,6 Hz estabeleceu a
configuracgéo trans para dupla ligagéo.

Observou-se ainda, a presenca de um simpleto em én 3,87 (6H) atribuido aos
hidrogénios das metoxilas ligadas na posicdo C-3 e C-5 (3,5-OCHs). Os tripletos
evidenciados em 3,49 (2H, J =7,6 Hz) e 2,76 (2H, J = 7,4 Hz) foram atribuidos aos H-
8’ e H-7’, respectivamente (Figura 100-102).
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Figura 100 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-7,8.
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Figura 101 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-7,8 (expans
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Figura 102 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30OD) do composto MP-7,8 (expansédo na regiéo
2,5a4,1 ppm).
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O espectro de RMN de *C-APT da MP-7,8, obtido em CDsOD a 100 MHz,
possibilitou a identificacdo de 31 sinais de carbono. Para a substancia codificada MP-
7 foram atribuidos 19 sinais, sendo sete deles ndo hidrogenados, oito metinicos, dois
metilénicos, e duas metilas relacionadas as metoxilas (3,3’-OCHs). Por meio dessa
andlise, foi possivel confirmar a presenca do anel aromatico 1,3,4-trissubstituido por
meio dos sinais em 6c 149,3 (C-4); 149,8 (C-3), 132,0 (C-1), 123,2 (C-6), 116,3 (C-5),
111,5 (C-2) e 56,4 (3-OCHps). Os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos em
O0c 142,0 (C-7) e 6c 118,8 (C-8), se mostraram compativeis com sistemas a-B
conjugados a carbonila. O sinal em éc 169,2 foi atribuido ao carbono da carbonila (C-
9).

A confirmacdo do segundo anel aromatico 1,3,4-trissubistituido com sistema
ABX de subsituicéo evidenciado no espectro de hidrogénio, se deu por meio dos sinais
em Oc 149,4 (C-3’), 146,0 (C-4’), 128,3 (C-1’), 122,3 (C-6’), 116,5 (C-5"), 113,4 (C-2')
e 56,3 (3'-OCHpas). Foi evidenciado também a presenca de um sinal em &c 42,5,
atribuido ao carbono metileno nitrogenado C-8’, e um sinal em 6c 36,2 atribuido ao
carbono metileno C-7’ (Figura 103-105, pag. 132-133). Esses dados também estéo
dispostos na tabela 12, pag. 137.

No que se refere a substancia MP-8, foram atribuidos 12 sinais de carbono
dentre os 31 sinais observados anteriormente, sendo quatro deles néo hidrogenados,
cinco metinicos, 2 metilénicos e um sinal de metila relacionada as duas metoxilas em
situacdo de simetria (3,5-OCHs). Por meio dessa andlise, foi possivel confirmar a
presenca do anel 1,3,4,5- tetrassubstituido evenciado-se os sinais em 6c 148,9 (C-
3,5), 127,2 (C-1), 106,2 (C-2,6) e 56,8 (3,5-OCHs). Os deslocamentos quimicos dos
carbonos olefinicos em 6c 142,2 (C-7) e dc 119,2 (C-8), se mostraram compativeis
com sistemas a-f conjugados a carbonila.

A caracterizagdo do segundo anel aromatico 1,4-dissubstituido com sistema
AA’BB’ de substituigao, foi determinada pelos sinais em éc 156,9 (C-4’), 131,3 (C-1’),
130,7 (C-2',6’) e 116,2 (C-3’,5’). Além disso, foi evidenciado também a presenca de
um sinal em &c 42,5, atribuido ao carbono metileno nitrogenado C-8’, e um sinal em
Oc 35,8 atribuido ao carbono metileno C-7’ (Figura 103-105, pag. 132-133). Esses
dados também dispostos na tabela 14, pag. 139.
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Figura 103 - Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, CD30D) do composto MP-7,8.
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Figura 104 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-7,8 (expansédo na
regidao 104 a 160 ppm).
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Figura 105 - Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, CD30D) do composto MP-7,8 (expansao na
regido 31 a 63 ppm).
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Fonte: préprio autor.

A partir dos dados de espectros de correlacdo heteronuclear HMBC obtido em
CD30OD a 400 MHz e 100 MHz, foi possivel observar a correlacdo do simpleto em on
6,84 com o6c 142,2, em consonancia com a caracterizagcdo da porgdo sinapoil na
substancia MP-8. E a correlacdo do dupleto em én 6,82 com 6c 122,3 e 6c 146,0,
corroborando a caracterizacdo da porcao 3-metoxi-tiramina da substancia MP-7. Os
demais dados estéo dispostos na tabela 13-15, pag. 138-140.

Esses e o restante dos dados compilados a partir espectro de correlagcéo
heteronuclear HMBC obtido em CD30OD a 400 MHz e 100 MHz, além do espectro de
correlacdo homonuclear COSY obtido em CD3OD a 400 MHz (Figura 106-109, pag.
134-136), confirmam a proposicao da N-trans-sinapoil-tiramina e da N-trans-feruloil-3-
metoxitiramina (Figura 109-110, pag. 136).
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Figura 106 - Espectro de correlagéo 'H e 3C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-
7,8.
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Figura 107 - pectro de correlagdo 'H e 3C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDs0OD) do composto MP-
7,8 (expansao da regido 6,6-6,9 e 95-155 ppm).
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Figura 108 - Espectro de correlacdo 'H x '*H COSY (400 MHz, CDsOD) do composto MP-7,8.
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Apés andlise de todos os dados de RMN de 'H e **C em conjunto com dados
de espectros de correlagcéo heteronuclear HMBC obtido em CD30OD a 400 MHz e 100
MHz, além do espectro de correlacdo homonuclear COSY obtido em CD3OD a 400
MHz e a comparacdo com dados da literatura (SUN et al., 2015; CHOI et al., 2016),
foi possivel concluir que a FR13 se apresentou composta por uma mistura de isbmeros
constitucionais de posicao, sendo a substancia codificada como MP-7, denominada
N-trans-feruloil-3-metoxitiramina (Figura 109) e a MP-8, denominada N-trans-

sinapoiltiramina (Figura 110).

Figura 109 - Estrutura quimica da N-trans-feruloil-3-metoxitiramina (MP-7).

Fonte: préprio autor.

Figura 110 - Estrutura quimica da N-trans-sinapoil-tiramina (MP-8).

Fonte: préprio autor.
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Tabela 12 - Espectro de RMN de 'H e 13C do composto MP-72 comparado aos dados de RMN de 'H

e 13C da N-trans-feruloil-3-metoxitiraminaP®.

© 00 N o 0o B~ W N B

AN L A W N =

79
8’

posicéo

3-OCH3s

35

-OCHs

MP-7 Literatura

OH dc, tipo OH dc, tipo
132,0,C 132,0,C
7,11,d (2,0) 111,5,CH 7.09,d (1,5) 111,5,CH
149,8,C 149,8,C

149,3,C 148,9,C
6,79,d (8,2) 116,3, CH 6.79,d (8,5) 116,2, CH
7,02,dd (8,2,2,00 123,2,CH 7.00, dd (8.5, 1.5) 123,2, CH
7,44, d (15,7) 142,0, CH 7.44,d (15,5) 142,0, CH
6,41, d (15,7) 118,8, CH 6.41, d (15,5) 118,7,CH
169,2, C° 169,2, C

128,3,C 128,2,C
6,82,d (1,9) 113,4, CH 6.78,d (1,5) 113,4,CH
149,4,C 149,2,C

146,0, C 146,0, C
6,72,d (8,0) 116,5, CH 6.72,d (8,0) 116,5, CH
6,67,dd (8,0,2,00 122,3,CH 6.65, dd (8.0, 1.5) 122,2, CH
2,77,t(7,4) 36,2, CH2 2.76,1(7,5) 36,1, CH2
3,49, t (7,6) 42,5, CH2 3.48,t(7.5) 42,4, CH2
3,88, s 56,4, CHs 3.85,s 56,4, CHs
3,83, s 56,3, CHs 3.81,s 56,3, CHs

@Dados de RMN H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
bDados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CDsOD em 125 MHz.
CAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e *C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa e de SUN et al. (2015).
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Tabela 13 - Dados de RMN de 'H e 13C do composto de MP-72 e correlagdes obtidas em HSQC e

HMBC®

MP-7 HMBC

posicdo OH dc, tipo () )
1 128,3,C
2 7,11, d (2,0) 111,5, CH c-3 C-6, C-7
3 149,8,C
4 149,3,C
5 6,79, d (8,2) 116,3, CH C-4 C-3
6 7,02,dd (82,200 123,22, CH C-2,C-4,C-7
7 7.44,d (15,7) 142,0, CH c-8 C-2,C-6
8 6,41, d (15,7) 118,8, CH C-9 C-1
9 169,2,C
r 132,0,C
2 6,82, d (1,9) 113,4, CH C-3’,C-4",C-6°
3’ 1494, C
4 146,0, C
5 6,72,d (8,0) 116,5, CH Cc-4 c-1’,C-3’
6’ 6,67, dd (8.0, 2.0) 122,3,CH c-2’,C-4
7 2,77,1(7.4) 36,2, CH2 C-6’, C-8’ C-1
8’ 3,46,1(7.2) 425, CHz C-1’,C-7’ C-9
3-OCHs 3,88, s 56,4, CHs C-3
3’-OCHs 3,83, s 56,3, CH3 C-3

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CD;OD em 100 MHz (&

em ppm e J em Hz).

bDados de correlagdo heteronuclear *H e *C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).
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Tabela 14 - Espectro de RMN de 'H e 13C do composto MP-82 comparado aos dados de RMN de 'H
13C da N-trans-sinapoiltiramina®.

MP-8 Literatura
posicéo OH dc, tipo OH dc, tipo
1 127,2,C 126,9, C
2 6,84, s 106,4, CH 6,86, s 104,5, CH
3 148,9,C 148,0,C
4 135,8,C
5 148,9, C 148,0, C
6 6,84, s 106,4, CH 6,86, s 104,5, CH
7 7,42,d (15,7) 142,2, CH 7,43,d (15,5) 140,0, CH
8 6,43, d (15,6) 119,2, CH 6,42, d (15,5) 118,5, CH
9 167,4,C
I 131,3,C 129,8,C
2’ 7,05,d (8,5) 130,7, CH 7,06, d (8,5) 129,3, CH
3 6,72, d (8,5) 116,2, CH 6,72, d (8,5) 114,8, CH
4’ 156,9, C 1555, C
5’ 6,72,d (8,5) 116,2, CH 6,72,d (8,5) 114,8,CH
6 7,05,d (8,5) 130,7, CH 7,06, d (8,5) 129,3, CH
7 2,76,t(7.5) 35,8, CH> 2,76,1(7.,5) 34,4, CH;
8 3,49, 1 (7.6) 42,5, CH; 3,47,1(7,5) 41,2, CH;
3,5-OCHs 3,87,s 56,8, CH3 3,88,s 55,4, CHs

@Dados de RMN H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
bDados de RMN H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa, de SUN et al. (2015) e CHOI et al.
(2016).
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Tabela 15 - Dados de RMN de 'H e 13C do composto de MP-82 e correlagdes obtidas em HSQC e

HMBC®.
MP-8 HMBC

posicdo OH dc, tipo () )
1 127,2,C
2 6,84, s 106,4, CH C-1,C-3 C-7
3 148,9, C
4
5 1489, C
6 6,84, s 106,4, CH C-1,C-5 C-7
7 7.42,d (15,7) 142,2, CH C-2
8 6,43, d (15,6) 119,2,CH C-9 C-1
9
r 131,3,C
2 7,05, d (8,5) 130,7, CH C-4
3 6,72, d (8,5) 116,2, CH
4 156,9, C
5 6,72,d (8,5) 116,2, CH
6 7,05, d (8,5) 130,7, CH c-4
7 2,76, (7.5) 35,8, CHz C-2°, C-6’
8’ 3,49, (7.6) 425, CHz c-1’
3,5-OCHs 3,87, s 56,8, CHs C-3,C-5

@Dados de RMN *H obtidos em 400 MHz; dados de RMN de **C adquiridos em CD;0D em 100 MHz (&
em ppm e J em Hz).
PDados de correlacio heteronuclear *H e C HSQC e HMBC (100 e 400 MHz, CD50D).
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5.8 Identificagcédo estrutural de MP-9 e MP-10

As substancias codificadas como MP-9 e MP-10, foram identificadas em
mistura na FR-15, e nessa condi¢cao se apresentaram na forma de uma resina branca.
As duas substancias corresponderam a mesma férmula molecular, definida como
Cs6H3sN20s por IES-EMAR (+) com m/z 647.2340 [M + Na]* (calculado para
CssHssN2NaOs, 647.2364, A = 3,7 ppm). Por conseguinte, foi calculado um indice de

deficiéncia de hidrogénio igual a vinte (Figura 111).

Figura 111 - Espectro de IES-EMAR de MP-9,10 ([M + Na], modo de ioniza¢éo positivo).
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Fonte: Préprio autor.

No que se refere a caracterizacdo estrutural da substancia MP-9, o espectro de
RMN !H, obtido em CDsOD a 400 MHz, apresentou sinais na regido de prétons
aromaticos. Foi evidenciado um dupleto largo em én 7,12 (1H, J = 0,9 Hz, atribuido ao
H-6 e um outro dupleto largo em 616,75 (1H, J = 1,4 Hz), atribuido ao H-2, sugerindo
um anel 1, 3, 4, 5 - tetrassubstituido. Foi verificado também a presenca de um dupleto
em 616,91 (1H, J = 2,0 Hz), atribuido ao H-2’, um simpleto em &1 6,79, atribuido ao



142

H-5’, e um multipleto semelhante a um duplo dupleto em 61 6,80 (1H), atribuido ao H-
6’, sugerindo a presencga de um anel 1’, 3,4’ — trissubistituido.

Foram observados dupletos em 6n 7,43 (1H, J = 15,7 Hz) e 61 6,39 (1H, J =
15,7 Hz), atribuidos a hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila, sendo eles, H-7
e H-8, respectivamente. A constante de acoplamento 15,7 Hz estabeleceu a
configuracéo trans para dupla ligagdo. Por meio dos dupletos em 6+ 5,89 (1H, J=8,4
Hz), atribuido ao H-7" e 6n 4,15 (1H, J = 8,2 Hz), atribuido ao H-8’, foi sugerido a
presenca de um anel 2,3-dihidrofurano tetrassubstituido.

Logo foi possivel suspeitar de que se tratava de amidas fenilpropanoidicas
diméricas, sendo o anel aromatico 1,3,4,5-tetrassubstituido e os hidrogénios olefinicos
H-7 e H-8, componentes de um monémero. Enquanto o anel aromatico 3’ 4’-
dissubstituido somado aos H-7° e H-8 na forma de um anel 2,3-dihidrofurano
tetrassubstituido, componente do segundo monémero.

As demais porc¢des desse dimero foram caracterizadas pela presenca de um
dupleto em 6n 7,06 (1H, J = 8,6 Hz), atribuido ao H-2”, 6", um dupleto em én 7,03 (1H,
J = 8,5 Hz), atribuido ao H-2", 6, e dois dupletos em 61 6,72, cada um com integral
para 1 hidrogénio e J = 8,5 Hz, atribuido aos H-3”, 3”, 57, 5”. Essa multiplicidade de
sinais € caracteristica de duas porgdes tiramina, concernente a estrutura dimérica. Os
multipletos observados em 6u1 2,72 e 61 3,46, atribuidos respectivamente a H-7", 7 e
H-8”, 8”, corroboram com essa afirmacédo, visto que as porcdes tiramina sao
compostas de metilenos que tendem a se apresentar na forma de tripletos em ou 2,72
e On 3,46 (Figura 112-114, pag. 144-145), como pode ser observado também no
espectro de RMN de 'H da N-trans-feruloiltiramina (Figura 60-62, pag. 96-97).

No que concerne a caracterizacdo estrutural da substancia MP-10, foi possivel
observar no espectro de RMN de *H que os dupletos em o1 7,06 e 7,03 e os dois em
OH 6,72, apresentaram uma integral para 2 hidrogénios, cada. Isso pode ser justificado
por uma sobreposicao de sinais entre esses isbmeros, tendo em vista que MP-9 e MP-
10 apresentaram a mesma férmula molecular. Entdo esses dupletos receberam a
mesma atribuicdo para a substancia MP-9, juntamente com os sinais de multipletos
observados em 6r 2,72 e 6n 3,46, atribuidos respectivamente a H-7”, 777 e H-8”, 8", e
esses dados permitiram a caracterizacao das duas porc¢des tiraminas nessa molécula.

Os sinais cruciais para determinacédo do tipo de isomeria dessas substancias
foram observados como dupletos em 6+ 6,63 (1H, J =12,6 Hz) e 615,88 (1H,J=12,8

Hz), atribuidos a hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila, sendo eles, H-7 e H-
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8, respectivamente. A constante de acoplamento 12,7 Hz estabeleceu a configuracao
cis para dupla ligacéo, constatando de que a mistura se tratava de um par de isbmeros
geométricos (Figura 112-114, pag. 144-145).

Embora a substancia MP-10 tenha se apresentado em uma menor
concentracéo, foi possivel observar sinais intensos como simpletos em 6+ 3,85 (3H) e
on 3,80 (3H), atribuidos as metoxilas 3’-OCHs e 3-OCHs, respectivamente. E foi
possivel discriminar pelo valor da integral a presenca de seus multipletos em 6n 3,46
atribuido ao H-8" e H-8” e em &n 2,72, atribuido aos H-7" e H-7"” em sobreposicéo
com os sinais referentes as mesmas por¢des de tiramina da substancia MP-9 (Figura
114, pag. 145).
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Figura 112 - Espectro de RMN de ¥C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-9,10.
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Figura 113 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-9,10 (expans

5,8a7,5ppm).

B658'S
Smm.m/f - -
mﬂmm_mﬂ -
0T06'S
LL9€'9— — _VDD,H
0L0b' 9——

65199

£Lp9'9

5999'9

6199

589’9

PEBY'S = r

860L'9 _ - £50

THILS - Feot

TIEL 5] — 06'E

PSEL G Sp'z

88rL9 |I% @ﬁ 0

22589 _

9£9L'9

z89L9

SELLG 806’9

LBELS wmﬁm.wﬁ .

BEBL 9 FB56'9 Fezt

T196'9

66L6'9 Mvmma
+286'9 r
et~ _ )
ELEnity- Tmo,m
a0l - 16T

Hﬂcc,ﬂ

E5£0°L

vw:.h*
£8TT'L

ﬁoo,ﬁ

5.8

7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9
f1 {ppm})

74

75

tor.

: proprio au

Fonte



145

Figura 114 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) do composto MP-9,10 (expansédo na regiao
2,5a4,3 ppm).
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Fonte: préprio autor.

O espectro de RMN de 3C-APT da MP-9,10, obtido em CD30OD a 100 MHz,
possibilitou a identificacdo de 47 sinais de carbono. Para a substancia codificada MP-
9 foram atribuidos 29 sinais, sendo quatro deles ndo hidrogenados, doze metinicos,
quatro metilénicos, e duas metilas relacionadas as metoxilas (3,3’-OCHs). Por meio
dessa analise, foi possivel confirmar a presenca do anel aromatico 1,3,4,5-
tetrassubstituido por meio dos sinais em éc 113,2 (C-6), 118,1 (C-2) e 56,8 (3-OCHz3),
além de atribuicdes realizadas por HMBC, com sinais em &c 130,5 (C-1), 146,0 (C-3)
e 151,0 (C-4). A presenca do anel 2,3-dihidrofurano tetrassubstituindo foi
caracterizada pelo sianis em oc 89,9 (C-7’) e 58,7 (C-8’). Os deslocamentos quimicos
dos carbonos olefinicos em 6c 141,8 (C-7) e 6c 110,6 (C-8), se mostraram compativeis
com sistemas a-f conjugados a carbonila.

Corroborando com a caracterizacao do anel aromatico 1°, 3’,4’ — trissubistituido,
foram observados sinais em &c 148,0 (C-3’), 132,7 (C-1), 110,6 (C-2’), 116,5 (C-5),
120,0 (C-6’) e 56,4 (3'-OCH3). Também foram evidenciados sinais compativeis com

as porcoes de tiramina sugeridas para cada mondmero, uma delas apresentando
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sinais em &c 130,9 (C-2",6"), 116,3 (C-3",5"), além de sinais atribuidos a carbonos
metilénicos em 42,2 (C-8") e 35,8 (C-7""). E a outra porc¢édo, caracterizada por sinais
em &c 130,8 (C-27,6”) e 6c 116,3 (C-3",5), além de sinais em 6c 42,6 (C-8”), 35,3 (C-
77), atribuido aos carbonos metilénicos. Esses dados também dispostos na tabela 16,
pag. 155, confirmam a proposi¢cédo da N-trans-grossamida (Figura 115-117, pag. 148-
149).

No que se refere a substancia MP-10, dentre os 47 sinais de carbono
observados no espectro de RMN de 3C-APT, foram atribuidos 18 sinais, sendo um
deles ndo hidrogenado, nove metinicos, quatro metilénicos, e duas metilas
relacionadas as metoxilas (3,3’-OCHz).

Por meio dessa andlise, foi possivel confirmar a presenca do anel 1,3,4,5-
tetrassubstituido evenciado-se os sinais em 6c 129,4 (C-5), e 56,8 (3-OCHs) e por
meio do HMBC a atribuigdo de 6c 115,2 (C-2). A presencga do anel 2,3-dihidrofurano
tetrassubstituido foi caracterizado pelos sinais em 6c 58,9 (C-7’) e é¢c 90,0 (C-8).
Somente um sinal apresentou padrdo de deslocamento quimico de carbono olefinico
em o6c 138,0 (C-7), compativel com sistemas a-f conjugados a carbonila, sendo o C-
7, um carbono B conjugado a carbonila, dotado portanto de uma acentuada
desprotecao.

Corroborando com a caracteriza¢do do anel aromatico 1’,3’,4’ — trissubistituido
foram observados um sinal em 6¢ 110,6 (C-2’), 132,7 (C-1’) e dois sinais referentes a
metoxilas aromaticas em d6c 56,4 (3'-OCHs3) e 56,8 (3- OCHz). Também foram
evidenciados sinais compativeis com as por¢des de tiramina sugeridas para cada
mondmero, uma delas apresentando sinais em éc 130,7 (C-2"”,6") e 6c 116,4 (C-3”,
5”7, além de sinais atribuidos a carbonos metilénicos em 42,5 (C-8") e 35,6 (C-7""). E
a outra porc¢ao tiramina, foi caracterizada por sinais em éc 130,8 (C-2",6”) e 6c 116,4
(C-3",5"), além de sinais em 6c 42,4 (C-8”), 35,5 (C-7”), atribuido aos carbonos
metilénicos. Os demais dados estao dispostos na tabela 18, pag. 157.

A baixa concentragéo do isbmero na forma Cis levou a um numero limitado de
sinais a serem detectados na andlise por RMN de 'H e principalmente em RMN de
13C-APT. Isso pode ser evidenciado pelo baixo nimero de carbonos quaternarios
apresentados no espectro. A proporcdo observada nas integrais entre as duas
substancias, também confirmam essa proposicéo.

A partir dos dados de espectros de correlagéo heteronuclear HSQC obtido em
CDsOD a 400 MHz e 100 MHz (Figura 118-120, pag. 149-150), foi possivel observar
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a correlacdo do sinal em on 5,89 com doc 89,9, confirmando a atribuicdo a C-7’ e a
correlacdo do sinal em &1 4,15 com ¢ 58,7, confirmando a atribuicdo a C-8'. Esses
valores para C-7' e C-8 sao consequéncia da formacgdo do anel 2,3-dihidrofurano
tetrassubstituindo, mostrando essa nitida diferenca entre H-7’ e C-7’, H-8 e C-8’ de
N-trans-feruloiltiramina e N-cis-feruloiltiramina, os quais sdo os mondémeros formados
desse dimero. Os demais dados em cojunto com o dados de espectro de correlacao
heteronuclear HMBC obtido em CD3OD a 400 MHz e 100 MHz, estédo dispostos na
tabela 17, pag. 156.

No espectro de correlacdo homonuclear COSY obtido em CDsOD a 400 MHz
(Figuras 123-124, pag. 152), foi possivel observar a correlacdo entre os hidrogénios
OH 5,89 e on 4,15, corroborando a atribuicdo a H-7’ e H-8', além da correlagao entre
on 5,88 e 6H 6,63, referente aos hidrogénios olefinicos da N-cis-grossamida.

Na sua totalidade, os dados de espectros de correlagcéo heteronuclear HSQC e
HMBC obtido em CD3OD a 400 MHz e 100 MHz, além do espectro de correlacédo
homonuclear COSY e NOESY obtido em CD3OD a 400 MHz (Figura 118-125, pag.
149-153), confirmam a proposicao da N-trans-grossamida (Figura 126, pag. 154) e da
N-cis-grossamida (Figura 127, pag. 154). As correla¢des chave para confirmacao das
atribuicbes realizadas, estdo dispostas na Figura 128-129, pag. 159.
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Figura 115 - Espectro de RMN de 3C-APT (100 MHz, CDsOD) do composto MP-10,11.
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Figura 116 - Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, CD30D) do composto MP-8,9 (expansado na

33 a 60 ppm).
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Figura 117 - Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, CD30D) do composto MP-8,9 (expansao na
regido 33 a 60 ppm).
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Figura 118 - Espectro de correlagdo *H e 3C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-
9,10.
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.Figura 119 - Espectro de correlagdo *H e 3C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CDz0D) do composto

MP-9,10 (expanséo da regido 2,5-7,5 e 30-140 ppm).

Wi, )]

'l

[
© o Esvo]
(e}

A

L L)
[
f
0

100

105

F110

115

120

F125

130

135

140

=143

75 74 73 72 1 0 69 68 67 66 65 64 63 62
f2 (ppm)

Fonte: préprio autor

T
3.9

1 (ppm)

Figura 120 - Espectro de correlagdo *H e 3C HSQC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-

9,10 (expanséo da regido 2,5-4,3 e 30-60 ppm).
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Figura 121 - Espectro de correlagéo 'H e 3C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDsOD) do composto MP-

9,10.
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Figura 122 - Espectro de correlagdo H e 3C HMBC (400 MHz e 100 MHz, CDz0D) do composto MP-
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Figura 123 - Espectro de correlagdo 'H x H COSY (400 MHz, CDsOD) do composto MP-9,10.
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Figura 124 - Espectro de correlagdo 'H x H COSY (400 MHz, CDsOD) do composto MP-9,10
(expanséao da regido 3,9-6,9 e 4,0-7,5 ppm).
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Figura 125 - Espectro de correlagéo H x 'H NOESY (400 MHz, CDsOD) do composto MP-9,10.
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Apesar das limitacGes apresentadas, apds andlise de todos os dados de RMN
de 1H e 13C em conjunto com dados de espectros de correlacdo heteronuclear HSQC
e HMBC obtido em CD3OD a 400 MHz e 100 MHz, além do espectro de correlagdo
homonuclear COSY e NOESY obtido em CD3OD a 400 MHz e a comparagdo com
dados da literatura (SANTOS et al., 1996; SUN et al., 2015; CALHOUN, 2005), foi
possivel concluir que a FR-15 se apresentou composta por uma mistura de isdbmeros
geométricos, sendo a substancia codificada como MP-9, denominada N-trans-
grossamida (Figura 126), e a MP-10, denominada N-cis-grossamida (Figura 127).

A N-trans-grossamida demostrou ter a capacidade de inibir a producédo de 6xido
nitrico (NO), o que pode ser uma estratégia importante para o tratamento de doencas
inflamatorias, visto que o NO é uma molécula envolvida em processos de sinalizagéo
e desempenha um papel importante na modulacdo de disturbios inflamatérios agudos
e cronicos (SUN et al., 2014).
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Figura 126 - Estrutura quimica da N-trans-grossamida (MP-9).

HsCO OH

Fonte: préprio autor

Figura 127 - Estrutura quimica da N-cis-grossamida (MP-10).

H,CO OH

OH
Fonte: préprio autor.
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Tabela 16 - Espectro de RMN de 'H e 13C do composto MP-92 comparado aos dados de RMN de 'H
e 13C da N-trans-grossamidab.

posicdo

© 00 N o O B~ W N -

3-OCH3s
3’-OCHs

Tiraminas
17, 1
27,27
37, 3
47, 47
57,57
67,6
7,7
8, 8”

MP-9 Literatura
OH dc, tipo OH dc, tipo
130,5, C° 148,2,C
6,75, br. d (1,4) 118,1, CH 6,90, d (1,5) 118,2, CH
146,0, C© 131,1,C
151,0, C°© 156,9, C
132,8,C
7,12, br. d (0,9) 1132, CH 7,11, d (1,4) 120,0, CH
7,43,d (15,7) 141,8, CH 7,42, d (15,7) 1417, CH
6,39, d (15,7) 119,4, CH 6,37, d (15,7) 110,7,CH
168,9, C¢
132,7,C 149,3,C
6,91, d (2.0) 110,6, CH 6,78, s 119,5, CH
148,0,C 131,3,C
148,1,C 151,2,C
6,79, s 116,5, CH 7,02,d (8,7) 116,5, CH
6,80, m 120, CH 7,06, d (8,7) 1134, CH
5,89,d (8.4) 89,9, CH 4,13,d (8,3) 58,8, CH
4,15,d (8.2) 58,7, CH 5,87,d (8,3) 90,0, CH
173,0, C°
3,825 56,8, CHs 3,81,s 56,9, CHs
3,90, s 56,4, CHs 3,88, 56,5, CHs
131,1,131,3,C 130,9,C
7,03,d(8,5); 7,06,d (8.6)  130,8, 130,9, CH 6,74, dd (8.5; 1.0) 130,7, CH
6,72, d (8,5); 6,72, d (8,5) 116,3, CH 6,71, dd (8.5; 1.0) 116,3, CH
156,9, C° 156,9, C
6,72,d (8,5); 6,72, d (8,5) 116,3, CH 6,71, dd (8.5; 1.0) 116,3, CH
7,03,d (8,5); 7,06, d (8.6)  130,8,130,9, CH 6,74, dd (8.5; 1.0) 130,7, CH
2,7,m 35,3, 35,8, CH2 2,8, m 35,3, 35,8, CH2
3,5,m 42,6, 42,2, CHz 3,5, m 42,6, 42,2, CH:

@Dados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
bDados de RMN H obtidos em 250 MHz; dados de RMN de 13C adquiridos em CDs;OD em 62.5 MHz.

CAtribuicdo por espectro de correlagio heteronuclear *H e *C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).
dAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e 3C HSQC (100 e 400 MHz, CD50D).

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa, de SANTOS et al. (1996) e de KING e
CALHOUN (2005).
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Tabela 17 - Dados de RMN de 'H e 13C do composto de MP-92 e correlacdes obtidas em HSQC e
HMBCP,

HSQC HMBC
posicdo OH dc, tipo () )
1 130,5,C
2 6,75, br. d (1,4) 118,1, CH C-4
3 146,0, C
4 151,0,C
5
6 7,12, br.d (0,9) 113,2, CH c-3 C-2,C-4,C-7
7 7,43, d (15,7) 141,8, CH c-1 C-2,C-6, C-9
8 6,39, d (15,7) 119,4, CH C-9 C-1
9 168,9, C
r 132,7,C
2 6,91, d (2.0) 110,6, CH C-4’,C-6°,C-T°
3 148,0,C
4 148,1,C
5 6,79, s 116,5, CH C-1’,C-3
6’ 6,80, m 120,0CH
7 5,89, d (8.4) 89,9, CH C-1°,C-8’ c-9’
8’ 4,15,d (8.2) 58,7, CH c-9’
9 173,0,C
3-OCHs 3,82, s 56,8, CHs C-3
3’-OCHs 3,90, s 56,4, CHs C-3
Tiraminas
17,1 131,1,131,3,C
27,27 7,03,d (8,5); 7,06,d (8.6)  130,8,130,9, CH C-3(C* ) C-1,7(C* )
37,37 6,72, d (8,5); 6,72, d (8,5) 116,3, CH C-2,4(C*, <)
47 47 156,9, C
57, 57 6,72, d (8,5); 6,72, d (8,5) 116,3, CH C-6, 4 (C*, )
67,6 7,03,d (8,5); 7,06,d (8.6)  130,8,130,9, CH C-5(C* ) C-1,7(C* )
7,7 2,7,m 35,3, 35,8, CH2
87,87 3,5, m 42,6, 42,2, CH2

@Dados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
bDados de RMN H obtidos em 250 MHz; dados de RMN de 13C adquiridos em CD;OD em 62.5 MHz.
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Tabela 18 - Espectro de RMN de 'H e 13C do composto MP-102 comparado aos dados de RMN de H
e 13C da N-trans-grossamida®.

posicdo

© 00 N o 0o B W N -

AW oD =

59

3-OCH3
3’-OCHs

Tiraminas
17,1
27,27
37,3
47, 47
57,57
67,6
7,7
87, 8”

MP-10 Literatura
OH dc, tipo OH dc, tipo
148,2,C
115,2, CH® 6,90, d (1,5) 118,2, CH
131,1,C
156,9, C
129,4,C 132,8,C
7,11, d (1,4) 120,0, CH
6,63, d (12,6) 138,0, CH 7,42, d (15,7) 141,7, CH
5,88,d (12,8) 6,37, d (15,7) 110,7,CH
169,0, C
132,7,C 149,3,C
110,6, CH 6,78, s 119,5, CH
131,3,C
151,2,C
7,02,d (8,7) 116,5, CH
7,06, d (8,7) 113,4,CH
5,89,d (8.4) 90,0, CH 4,13,d (8,3) 58,8, CH
4,15,d (8.2) 58,9, CH 5,87,d (8,3) 90,0, CH
3,80, s 56,8, CHs 3,81, s 56,9, CHs
3,85,s 56,4, CHs 3,88, s 56,5, CHs
130,9,C
6,97, d (8.5); 6,97,d (8.6)  130,7, 130,8, CH 6,74, dd (8.5; 1.0) 130,7, CH
6,68, d (8,6); 6,67, d (8,6) 116,4, CH 6,71, dd (8.5; 1.0) 116,3, CH
156,9, C° 156,9, C
6,68, d (8,6); 6,67, d (8,6) 116,4, CH 6,71, dd (8.5; 1.0) 116,3, CH
6,97, d (8.5); 6,97,d (8.6)  130,7, 130,8, CH 6,74, dd (8.5; 1.0) 130,7, CH
2,7,m 35,3, 35,8, CH2 2,8, m 35,3, 35,8, CH2
3,5, m 42,6, 42,2, CH2 3,5 m 42,6,42,2, CH2

@Dados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
bDados de RMN H obtidos em 250 MHz; dados de RMN de 13C adquiridos em CD;OD em 62.5 MHz.

CAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e **C HMBC (100 e 400 MHz, CD;0D).
dAtribuicdo por espectro de correlagdo heteronuclear *H e C HSQC (100 e 400 MHz, CD50D).

Fonte: Produzida pelo autor com base nos dados da pesquisa, de SANTOS et al. (1996) e de KING e
CALHOUN (2005).
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Tabela 19 - Dados de RMN de 'H e 13C do composto de MP-102 e correlagdes obtidas em HSQC e

HMBC?®.
HSQC HMBC
posicdo OH dc, tipo () )
1
2 115,2, CH®
3 145,3,C
4
5 129,4,C
6
7 6,63, d (12,6) 138,0, CH C-2
8 5,88, d (12,8)
9 169,0,C
r 132,7,C
2’ 110,6, CH
3 149,2,C
e
5
6
7 5,89, d (8.4) 90,0, CH
8’ 4,15,d (8.2) 58,9, CH
3-OCHs 3,80, s 56,8, CHs
3’-OCHs 3,85, s 56,4, CHs
Tiraminas
17,1
27, 2™ 6,97,d (8.5); 6,97, d (8.6)  130,7, 130,8, CH C-3(C*, **) C-7(C*,*)
37,3 6,68, d (8,6); 6,67, d (8,6) 116,4, CH C-2,4(C* ) C-1(C )
47,4 156,9, C
57,57 6,68, d (8,6); 6,67, d (8,6) 116,4, CH C-4, 6 (C*, ) C-1(C¥, )
6”,6™ 6,97,d (8.5); 6,97, d (8.6)  130,7, 130,8, CH C-5(C%, ) C-7(C¥, )
7,7 2,7,m 35,3, 35,8, CH2 C-8(C* ) C-1(C )
87, 8” 3,5, m 42,6, 42,2, CH2 C-7(C* ) C-2,6(C* )

@Dados de RMN *H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de *3C adquiridos em CD;OD em 125 MHz.
bDados de RMN H obtidos em 250 MHz; dados de RMN de 13C adquiridos em CD;OD em 62.5 MHz.




Figura 128 - Correla¢fes chave HMBC (seta vermelha) e COSY (linhas grossas).

Fonte: préprio autor.

Figura 129 - Correlagbes chave HBMC (seta vermelha), COSY (linhas grossas).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo descreveu a investigacdo fitoquimica de Metternichia
princeps, por meio da qual utilizando-se de técnicas analiticas classicas e modernas,
foi possivel realizar o isolamento de 10 substancias, sendo quatro delas apresentadas
em misturas binérias de isbmeros geométricos ou constitucionais de posicéo, 8 delas
classificadas como amidas fenilpropanoidicas e 2 lignanamidas, compondo um total
de 10 amidas fendlicas, encontradas nas raizes dessa espécie.

Através das técnicas de ressonancia magnética nuclear de *H e *3C, incluindo
técnicas bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY, NOESY), além da técnica de
espectrometria de massas de alta resolucdo, foi possivel identificar a N-trans-
sinapoiloctapamina, N-trans-feruloiloctapamina, N-trans-feruloiltiramina, N-cis-
feruloiltiramina, N-trans-p-curamoiltiramina, uma mistura dos isbmeros constitucionais
de posicdo da N-trans-sinapoiltiramina e N-trans-feruloil-3-metoxitiramina, além de
uma mistura de isbmeros geométricos da N-trans-grossamida e N-cis-grossamida.

Essas 10 substancias consistem nas primeiras a serem identificadas na
espécie endémica da mata atlantica, Metternichia princeps, assim como, no seu
género monotipico Metternichia, consistindo no primeiro relato de investigacao
fitoquimica dessa espécie e género, apds o levantamento nos principais bancos de
dados.

Diante de tudo isso, o presente trabalho contribuiu para o conhecimento do
género Metternichia, por meio da primeira investigacao fitoquimica de Metternichia
princeps, e do isolamento de 10 produtos naturais classificados como amidas

fendlicas, sendo 8 amidas fenilpropanoidicas e 2 lignanamidas.
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