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NEW FLAVONOIDS FROM Margaritopsis carrascoana WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY. EtOH extracts of the stems
and leaves of Margaritopsis carrascoana were found to contain new flavonoids luteolin 7-O-{B-D-apiofuranosil-(1—6)-[p-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl} (5) and luteolin 7-O-{o-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-[B-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)]-B-D-glucopyranosyl} (6), in addition to the known dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 4-O-B-D-glucopyranoside (1), luteolin
7-0-B-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosy! (2), luteolin 7-O-[B-D-apiofuranosyl-(1—6)]-B-D-glucopyranoside (3), and
chrysoeriol 7-O-[B-D-apiofuranosyl-(1—6)]-B-D-glucopyranoside (4). All isolated compounds presented higher antioxidant activities

than the controls, BHT and quercetin, while the extract of the stems showed strong AChE inhibition.
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INTRODUCAO

Margaritopsis C. Wright é um pequeno género da familia
Rubiaceae, descrito originalmente para espécies encontradas no
Caribe, especialmente na Ilha de Cuba e Ilha de Espanhola.' O
género, caracterizado por arbustos, ou pequenas arvores, com inflo-
rescéncias brancas e frutos carnosos de cor alaranjada ou vermelha,
¢ constituido principalmente de espécies que foram removidas do
género Psychotria L. (Rubiaceae) por Andersson (2001), com base
em dados moleculares e na distribui¢do geografica das espécies.'

Apesar da existéncia de 50 espécies com ocorréncia pantropi-
cal, das quais 27 sdo reconhecidas na América e 15 encontradas
no Brasil,'? os estudos quimicos do género sdo limitados a espécie
Margaritopsis cymuligera, cujos resultados revelaram a presenga de
alcaldides pirrolidinoinddlicos, comumente relatados para o género
Psychotria.?

Visando contribuir para o conhecimento quimico e taxondmico
do género Margaritopsis, o presente trabalho descreve o estudo
fitoquimico de M. carrascoana (sin: Psychotria carrascoana), um
pequeno arbusto endémico do nordeste do Brasil com habitat em solos
arenosos da regidlo litoranea, bem como do carrasco das chapadas da
Ibiapaba e do Araripe, no estado do Cearé-Brasil.* Adicionalmente, foi
realizada a avaliagdo das atividades antioxidante e anticolinesterasica
dos metabdlitos isolados dos extratos etandlicos das folhas e dos talos.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio e material cromatografico

Os espectros de RMN 'H e RMN BC (1D e 2D), foram obtidos
em espectrometros Bruker Avance DRX-500 operando na frequéncia
de hidrogénio a 500 MHz e na frequéncia do carbono-13 a 125 MHz.
Os solventes utilizados na dissolucio das amostras foram metanol e
piridina deuterados. Os espectros na regido do IV foram obtidos em
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espectrometro Spectrum 100-FT-IR, modelo Universal UATR. Os
espectros de massas de alta resolu¢do foram obtidos em um espec-
trdmetro Shimadzu LCMS-IT-TOF equipado com fonte de ionizacéo
por electrospray. Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram
obtidos em equipamento Marconi MA 318, utilizando capilar de vidro
e uma placa aquecedora N480D a uma velocidade de aquecimento de
3 °C/min, e ndo foram corrigidos. As medidas de rotagéo ptica foram
obtidas a temperatura ambiente em polarimetro Perkin-Elmer modelo
P-2000, na faixa do sédio (589 nm), a 20 °C. As cromatografias por
exclusdo molecular foram efetuadas em gel de dextrana Sephadex
LH-20® (Pharmacia), utilizando-se metanol puro como fase mével,
enquanto as cromatografias utilizando cartuchos de fase reversa C-18
foram realizadas utilizando cartuchos semipreparativos SPE C18-E
20 g/60 mL (Phenomenex). O fracionamento por cromatografia de
alta eficiéncia (CLAE) foi realizado em equipamento constituido de
uma bomba terndria de alta pressao SHIMADZU LC-20AT, detector
UV-Visivel com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A e um
forno termostatico para acomodagdo da coluna. As cromatografias em
camada delgada analitica (CCD) foram realizadas com gel de silica
60, (@ um 5-40, Merck) com indicador de fluorescéncia na faixa
de 254 nm (F,;,), sobre cromatofolha de silica gel sobre aluminio
(Merck). A revelagao das placas CCD foi feita por exposicio a lampa-
da ultravioleta (UV), em dois comprimentos de onda (315 e 365 nm),
e por aspersdo das placas com solucao de vanilina/dcido percldrico
em etanol, seguido de aquecimento por 5 min em placa aquecedora.

Material vegetal

Folhas e talos de Margaritopsis carrascoana (Delprete & E.B.
Souza) C.M. Taylor & E.B. Souza foram coletados na Chapada
do Araripe, municipio de Moreildndia, Pernambuco, Brasil, em
Fevereiro de 2010. A identificag@o botanica foi realizada pelo Prof.
E. B. Souza, do Departamento de Biologia da Universidade do Vale
do Acaradt e a exsicata encontra-se depositada no Herbdrio Prisco
Bezerra, no Departamento de Biologia - UFC, sob o nimero de
registro 22075.
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Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

Os talos (7,6 kg) e folhas (1,8 kg) de M. carrascoana foram
separados e secos a temperatura ambiente, triturados e extraidos
exaustivamente com etanol. As soluc¢des resultantes foram filtradas
e o solvente foi destilado sob pressdo reduzida, fornecendo 295,5 g
(3,9%) de extrato dos talos e 118,5 g (6,6%) de extrato de folhas,
respectivamente. Uma aliquota de 51,3 g do extrato etandlico dos
talos foi solubilizada em uma solucdo de H,0:MeOH 9:1 e subme-
tida a uma particdo liquido/liquido utilizando os solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila e 1-butanol, em ordem crescente de
polaridade, para fornecer quatro fragdes. A fragdo 1-butanol (3,9 g)
foi submetida a cromatografia em Sephadex LH-20, por elui¢do com
metanol, resultando em trés fragdes: F-1 (98 mL, 482,4 mg), F-2
(35mL, 3,2 g)e F-3 (67 mL, 106,3 mg). A fragdo F-2 foi submetida a
cromatografia em cartucho de fase reversa C-18 e eluida com mistura
bindria de H,0/MeOH, seguindo um gradiente de polaridade, resul-
tando em 4 sub-fragoes: F-2 (1) (40 mL de H,O/MeOH 4:1, 2,3 g),
F-2 (2) (40 mL de H,O/MeOH 1:1, 96,8 mg), F-2 (3) (40 mL de H,0/
MeOH 1:4, 92,8 mg) e F-2 (4) (60 mL de MeOH, 528,6 mg). A sub-
-fra¢do F-2 (3) foi purificada por CLAE, utilizando como fase mével
a mistura de solventes H,O/MeOH 3:2 e fluxo de 4,72 mL min’,
para fornecer a neolignana alcool 4-O-B-D-glicopiranosil-di-hidro-
desidrodiconiferilico 1 (6,7 mg). A cromatografia da sub-fracdo F-2
(2), utilizando CLAE e uma mistura isocratica H,O/MeOH (11:9)
com fluxo de 4,72 mL min’!, resultou no isolamento do heterosideo
flavonoidico7-O-[B-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil]
luteolina 2 (5,3 mg).

Uma aliquota de 21,0 g do extrato etandlico das folhas foi solu-
bilizada em uma solug¢@o de H,0:MeOH 9:1 e submetida a uma par-
ticdo liquido/liquido utilizando os solventes: hexano, diclorometano,
acetato de etila e 1-butanol. A fracéo 1-butanol (1,5 g) foi submetida
a cromatografia em Sephadex LH-20 por elui¢do com metanol, para
fornecer trés fracdes resultantes: F-1 (88 mL, 557,3 mg), F-2 (48
mL, 813,6 mg) e F-3 (64 mL, 37,2 mg). A fra¢do F-3 foi submetida a
cromatografiaem CLAE, utilizando mistura isocratica de H,O/MeOH
(57:43) como eluente e fluxo de 4,72 mL min™', para levar ao isola-
mento de outro heterosideo flavonoidico, 7-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-B-D-apiofuranosil] luteolina 3 (11,2 mg). A fragdo F-2 foi
submetida a sucessivos fracionamentos cromatograficos em cartucho
de fase reversa SPE-C18, por eluicdo com H,0/MeOH, seguindo um
gradiente de polaridade, para fornecer quatro sub-fragdes: F-2 (1) (40
mL de H,O/MeOH 4:1, 216,4 mg), F-2 (2) (40 mL de H,O/MeOH
1:1, 218,3 mg), F-2 (3) (40 mL de H,O/MeOH 1:4, 48,8 mg) e F-2
(4) (50 mL de MeOH, 299,2 mg). A sub-fragdo F-2 (2) foi submetida
a cromatografia por CLAE usando como eluente H,O/MeOH (3:2)
e fluxo de 4,72 mL min’!, para levar ao isolamento dos heterosideos
flavonoidicos 7-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-apiofuranosil]
crisoeriol 4 (13,3 mg), 7-0-{B-D-apiofuranosil-(1—6)-[B-L-
ramnopiranosil-(1—2)]-B-D-glicopiranosil} luteolina 5 (5,1 mg) e
7-0-{a-L-ramnopiranosil - (1—6) - [B-L-ramnopiranosil-(1—2)]-
B-D-glicopiranosil} luteolina 6 (2,6 mg).

Ensaio de sequestro de radicais DPPH

A determinag@o da atividade antirradicalar foi feita através da
capacidade dos compostos presentes nas amostras em sequestrar
o radical estdvel DPPHe. Neste ensaio, o radical estdvel DPPHe
absorve entre 515-528 nm (cor violeta) e a medida de absorbancia
da solucdo violeta foi feita em triplicata a 515 nm, em uma leitora
de Elisa Thermoplate.®

Aliquotas de 0,1 mL das solugdes das amostras foram individual-
mente colocadas em frascos e o metanol foi utilizado para a solugio
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controle. Em seguida, 0,9 mL da solu¢do de DPPHe (100 umol L")
foi adicionada a cada uma das solucdes, que foram protegidas da luz
e homogeneizadas. Apés a aplicaciio de 200 puL. de cada solugdo em
microplacas, as leituras referentes a cinco concentracdes (50 a 300 ug
mL") foram obtidas apds 30 minutos, utilizando butil-hidroxitolueno
(BHT) e quercetina (5,7,3”,4’-tetra-hidroxiflavona) como solugdes
padrdes.

Para avaliar a atividade sequestradora de radical livre, foi obtida a
porcentagem de inibi¢do, descrita de acordo com a seguinte equagao:

% de Inibicao = [(absorvancia do controle - absorvancia da amostra)/
absorvancia do controle] x 100

A determinagdo da IC,, ou seja, a concentraciio da amostra ou do
padrdo que causa 50% de inibi¢do da concentracio inicial de DPPHe,
foi obtida por regressdo linear. Para o registro dos pontos, foram
utilizados os valores das médias obtidas de triplicatas realizadas para
cada um dos testes. Os padrdes utilizados para a comparagdo foram o
BHT e a quercetina. O BHT, por se tratar de um antioxidante sintético
vastamente utilizado pelas industrias alimenticias e cosméticas, e a
quercetina para nivel de compara¢@o com as substincias isoladas que
apresentam estruturas semelhantes.

Avaliacio da atividade anticolinesterasica - Ensaio em
cromatografia de camada delgada (CCD)

As amostras (1,5 - 2,5 uL) foram aplicadas em cromatofolhas
de aluminio de silica gel 60 F,,,, 0,2 mm Merck. Borrifou-se a placa
com as solugdes de iodeto de acetiltiocolina (ACTI) e reagente de
Ellman, deixando por 3 min. Apés a secagem, borrifou-se a enzima
AChE (3 U/mL) e, apés 10 min., foi verificado o aparecimento
de coloracdo amarela. A visualiza¢do da inibi¢@o foi feita pela
observacdo de halos brancos. A coloragdo desapareceu em aproxi-
madamente 20 a 30 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato etandlico dos talos e folhas de
M. carrascoana resultou no isolamento de uma neolignana (1) e de
cinco flavonoides (2-6). A partir da fracdo 1-butandlica proveniente
da parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico dos talos, foram
isolados a neolignana édlcool 4-O-B-D-glicopiranosil-di-hidro-
desidrodiconiferilico (1),’ e o flavonoide 7-O-[B-L-ramnopiranosil-
(1—2)-B-D-glicopiranosil] Iuteolina (2).° Da fracdo 1-butandlica,
oriunda da parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico das
folhas, foram isolados os flavonéides 7-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-B-D-apiofuranosil] luteolina (3) e 7-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-B-D-apiofuranosil] crisoeriol (4),” além dos inéditos
7-0-{B-D-apiofuranosil-(1—6)-[B-L-ramnopiranosil-(1—2)]-B-D-
glicopiranosil} luteolina (5) e 7-O-{a-L-ramnopiranosil - (1—6)
- [B-L-ramnopiranosil-(1—2)]-B-D-glicopiranosil} luteolina (6)
(Figura 1). As estruturas dos compostos isolados foram determinadas
através da andlise dos espectros de RMN 'H, 3C, HMBC, HSQC,
COSY e por comparagdo com dados descritos na literatura.

O composto 5 foi obtido como um sélido amarelo com p.f. 200,2 -
203,9 e [0, =-93,1°, (MeOH, ¢ 0,05). O espectro de massas de alta
resolugdo mostrou o pico am/z 725,1937 [M-H] (C,,H,,0,,Calculado:
725,1935), compativel com a férmula molecular C,,H,,O,,.

A anilise do espectro de RMN 'H (500 MHz, C,D,N) de 5
revelou um sistema aromatico de spins do tipo ABX, através do
conjunto de sinais em & 7,93 (sl, H-2’), 7,56 (H-6") e 7,33 (d, J =
8,4 Hz, H-5"), além de dois sinais compativeis com hidrogénios de
anel aromético meta-posicionados em & 7,01 (sl, H-8) e 7,03 (d,
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Figura 1. Estruturas das substdncias isoladas dos extratos etandlicos das
Jolhas e talos de M. carrascoana

J = 1,8 Hz, H-6), e um simpleto em 8 6,90 (s, H-3), sugerindo a
estrutura da aglicona luteolina.® Adicionalmente, os sinais na regido
de hidrogénios heterosideos na faixa de & 4,84-4,04 € os trés sinais
de hidrogénios anoméricos em & 6,41 (sl, H-1""), 5,72 (d, J = 2,0
Hz, H-17”) e 5,65 (d, J = 7,8 Hz, H-1”) revelaram a presenga de
trés unidades heterosidicas.

A andlise comparativa dos espectros de RMN *C e DEPT 135
revelou a presenca de 32 carbonos, dos quais 6 carbonos sp> mono-
-hidrogenados e 12 oxi-metinicos; 3 carbonos oxi-metilénicos; 1
carbono metilico e 10 carbonos ndo hidrogenados.

O valor da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico
em 0 5,65 (d, J =7,8 Hz) evidenciou a presenca de uma unidade de
glicose com configuragdo 3, enquanto os sinais relativos ao simpleto
largo em § 6,41 e ao dupleto em & 1,82 (d, J = 6,1 Hz, 3H-6"") reve-
laram a presenga de uma unidade de ramnose com configuragdo oL.
A terceira unidade glicosidica foi estabelecida através do dupleto em
85,72 (d, J= 2,0 Hz), correlacionando no espectro de HSQC com o
sinal de carbono em & 111,5 (C-1""), além do sinal referente a um
carbono ndo hidrogenado e oxigenado em & 80,8 (C-3""), tipicos de
uma unidade apiose.’

A determinacdo da sequéncia dos hidrogénios relativos a cada
unidade heterosidica foi realizada através das correlagdes homonu-
cleares no espectro COSY: Rha [6 6,41 <> 4,82 <> 4,58 <> 4,37 <>
4,83 <> 1,82]; Glu [8 5,65 <> 4,50 <> 4,36 <> 4,06 <> 4,26 <> 4,15]
e Api [8 5,72 <> 4,83].

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo carbono-
-hidrogénio a longa distancia HMBC apresentou correlagdes entre o
hidrogénio anomérico da unidade ramnose em & 6,41 (H-1""") com
o carbono em & 78,0 (C-27) da glicose. Foi observada ainda a cor-
relac@o do hidrogénio anomérico da apiose em 6 5,72 (H-1""") com
o carbono metilénico da glicose em & 68,9 (C-6”). A importante
correlagdo do hidrogénio anomérico da glicose em & 5,65 (H-17)
com o carbono do esqueleto luteolina em & 164,0 (C-7), em adi¢do
aos desvios observados na ressonincia dos carbonos C-6 e C-8,'°foi
decisiva para determinar a ligagdo entre a unidade heterosidica e a
aglicona no carbono 7 do anel A, (Figura 2).

A partir da compilacdo de todos os dados espectrais foi
possivel caracterizar o composto 5 como sendo o heterosideo
7-0-{B-D-apiofuranosil-(1—6)-[B-L-ramnopiranosil-(1—2)]-3-D-
glicopiranosil } luteolina, inédito na literatura.

O composto 6 foi obtido como um sélido amarelo com p.f.
262,7-264 ¢ [0],* =-39,2°, (MeOH, ¢ 0,23). O espectro de massas
de alta resolu¢@o mostrou o pico do fon [M-H] em m/z 739,2093

Figura 2. Correlagdes heteronucleares observadas no espectro de HMBC de 5

[M-H] (C,;H,,0,, Calculado: 739,2091), compativel com a férmula
molecular C;H,,0,,.

A andlise do espectro de RMN 'H (500 MHz, C,.D;N) mostrou
grande similaridade com o do composto 5, através dos sinais refe-
rentes ao sistema aromético de spin ABX em 6 7,97 (sl, H-2"); 7,55
(d, J=8,0, H-6") e 7,35 (dl, J = 8,0 Hz, H-5"); dos dois sinais em
8 7,01 (sl, H-6) e 7,00 (sl, H-8), e do simpleto em & 6,87 (s, H-3),
caracteristicos da luteolina.'

De forma andloga a 5, foram também observados sinais na regiao
de hidrogénios heterosidicos (8 4,84-4,04), aliados a presenca de
trés sinais de hidrogénios anoméricos em 6 6,42 (sl, H-17"), 5,64 (d,
J=7,7Hz, H-1") e 5,42 (sl, H-1""). O sinal do hidrogénio anomé-
rico em & 5,64 sugeriu a presenca de uma unidade de glicose com
configuracdo [, enquanto que os dois simpletos largos em & 6,42 e
5,42, e os dois dupletos intensos em & 1,82 (d, J = 6,2 Hz, 3H-6"")
e 1,58 (d, J = 5,9 Hz, 3H-6"), foram sugestivos para a presenga de
duas unidades de ramnose.!!

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear
COSY possibilitou a identificacdo da sequéncia dos hidrogénios
pertencentes a cada unidade heterosidica: Rha [d 5,42 <> 4,71 <>
4,63 > 4,36 <> 4,27 <> 1,58]; Glu [8 5,64 <> 4,51 <> 4,38 <> 4,03
< 421]eRha[d 6,42 <> 4,83 <> 4,59 <> 4,23 < 4,83 <> 1,82].

Os deslocamentos quimicos dos 33 carbonos observados
no espectro de RMN "*C foram atribuidos de forma inequivoca
através da andlise dos espectros 2D de correlacido heteronuclear
HSQC e HMBC, que possibilitou inferir 21 carbonos metinicos,
1 carbono metilénico, 2 carbonos metilicos e 9 carbonos sp? néo-
-hidrogenados (um dos quais relacionados a carbonila de flavona
e 6 outros oxigenados).

A andlise do espectro de HMBC revelou os acoplamentos dos
hidrogénios anoméricos das duas unidades de ramnose em & 6,42 (H-
1"”) e 5,42 (H-1""") com os carbonos em 6 67,5 (C-6") e 77,8 (C-2")
da unidade de glicose, respectivamente. Além disso, foi observada
a correlagdo do hidrogénio anomérico em & 5,64 (H-17) da unidade
glicose com o carbono do anel aromatico em & 164,0 (C-7), em adi¢do
as mudancas observadas nos deslocamentos quimicos dos carbonos
C-6 e C-8,10 determinando a ligagdo da unidade heterosidica ao
carbono 7 do anel A da aglicona (Figura 3).

Figura 3. Correlagoes heteronucleares observadas no espectro de HMBC de 6
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Os dados obtidos permitiram caracterizar o composto 6 como
sendo a nova flavona 7-O-{a-L-ramnopiranosil-(1—6)-[B-L-
ramnopiranosil-(1—2)]-B-D-glicopiranosil} luteolina.

Avaliacio do potencial antioxidante

Os agentes antioxidantes utilizados pelo organismo humano para
retardar ou prevenir processos oxidativos geralmente apresentam
estruturas fenélicas, que sdo consideradas como as principais fun-
¢des responsdveis pelo impedimento da formacdo de radicais livres.
Muitas substancias naturais, obtidas especialmente de plantas, tém
sido identificadas como captadoras de espécies reativas de oxigénio.
Estudos com flavonoides fendlicos glicosilados revelam, através do
uso do método do radical estdvel DPPHe, que estes compostos sdo
eficientes como captadores radicalares.'

Todos os flavonoides testados apresentaram atividade sequestra-
dora do radical DPPHe superior a dos padrdes BHT e quercetina. Os
valores médios de concentragdo das amostras e dos padrdes (BHT e
quercetina) que causam 50% de inibi¢do do radical DPPHe (IC,) estdo
representados na Tabela 1. A frag@o 1-butandlica das folhas apresentou
o menor valor IC,, quando comparado aos dois padrdes utilizados, cujo
resultado pode estar associado ao sinergismo das substancias presentes.
No entanto, ao se comparar os valores de IC,,das substancias isoladas
2,3,5¢e 6 com o do padrdo BHT e quercetina, percebe-se que a substi-
tuigdo na hidroxila do esqueleto da quercetina por grupos glicosilados
na posi¢do C-7 causou uma diminuigéo do valor de IC,,. Embora dados
da literatura citem a importancia de grupos hidroxilicos livres para a
atividade sequestradora de radicais, outros estudos realizados com
diferentes classes de flavonoides demonstram que a atividade observada
também estaria mais diretamente relacionada a posi¢ao de hidroxilacao.
Cao ef al."® comprovou a importancia de grupos hidroxilicos em C-3’
e C-4’ na atividade sequestradora de radicais hidroperoxil. Isso pode
ser corroborado através da diferenca das atividades observadas para os
compostos 3 e 4, quando a hidroxila em C-3’ passou a ser metoxilada
e resultou em valores de IC;, maiores que o padrdo BHT e quercetina.
Outros relatos demonstram ainda que, dependendo da posicdo de
substitui¢do de glicosilagdo e tipo da unidade de agucar, flavonoides
glicosilados também se apresentam como excelente atividade antioxi-
dante. No entanto, outros estudos ainda precisam ser realizados para
o estabelecimento de fundamentos mais contundentes e precisos na
avaliacdo da relag@o estrutura-atividade destes compostos.

Tabela 1. Resultado da atividade captadora do radical DPPH

Compostos/Padroes IC,, (mg/mL)
1 0,556 + 0,026

2 0,248 + 0,029

3 0,188 0,045

4 0,376 + 0,027

5 0,197 + 0,025

6 0,277 £ 0,023
MCF-Bu* 0,173 + 0,039
BHT 0,372 £ 0,031
Quercetina 0,348 + 0,048

*Fracdo 1-butandlica do extrato etanélico das folhas de Margaritopsis
carrascoana

Ensaio em CCD/AChE

Estudos demonstram que na Doenga de Alzheimer os biomarca-
dores de stress oxidativo se encontram bastante alterados nos cérebros

Novos flavonoides de Margaritopsis carrascoana com atividade antioxidante 63

Tabela 2. Resultado da atividade captadora do radical DPPH

Compostos/Padroes 1C, (mM)

1 1,064 + 0,050

2 0,417 £ 0,049

3 0,324 £ 0,078

4 0,632 + 0,045

5 0,271 £ 0,034

6 0,374 £ 0,031

BHT 1,688 £ 0,141
Quercetina 1,159 £ 0,160

de pacientes com esse mal. O tratamento da doenga € sintomadtico e
consiste na tentativa de restauragdo da funco colinérgica, ja que a
elevagdo do nivel da acetilcolina pode se mostrar ttil para amenizar
a deficiéncia da aprendizagem, um dos principais sinais da doenga.
Desta forma, os inibidores da acetilcolinesterase sdo amplamente
usados no tratamento da doenga, procedimento que se baseia na
hipétese colinérgica.'

Dentre os produtos naturais relatados como inibidores da
acetilcolinesterase, os alcaloides sdo os mais eficientes, porém pos-
suem efeitos colaterais adversos relacionados a hepatotoxicidade e
distirbios gastrointestinais.'> Dentro deste contexto, os flavonoides
se apresentam como uma fonte promissora no desenvolvimento de
medicamentos para o tratamento da Doenga de Alzheimer, devido ao
seu largo espectro de atividades farmacoldgicas, principalmente pela
capacidade de se ligar aos polimeros bioldgicos (enzimas, hormdnios
e DNA), bem como agir como quelantes de fons metalicos (Fe**, Cu*,
Zn*"), catalisando transporte eletrdnico e impedindo a formacao de
radicais livres, além da baixa toxicidade.'®

O resultado negativo para as substincias puras foi observado através
da placa de CCD que ndo mostrou a presenga de halos brancos, indi-
cando que as substancias ndo possuem agdo inibitdria sobre a enzima
de AChE. A verificag@o da inibicao foi feita seguindo-se a metodologia
de Elmann,'” adaptada por Rhee et al.'® para cromatografia em camada
delgada fina. Neste ensaio, utiliza-se a solug¢@o dos reagentes dcido
5,5 -ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) e iodeto de acetilcolina (ATCI)
em tampao e, posteriormente, aplica-se a enzima AChE (3 U mL™").
A visualizacdo da inibi¢do da-se pela observagdo de halos brancos.

Os extratos dos talos e folhas de Margaritopsis carrascoana mos-
traram atividade inibidora de acetilcolinesterase. O extrato etanélico
das folhas mostrou-se 20 vezes mais potente que o extrato etandlico
dos talos, enquanto que as substancias isoladas 1-6 ndo inibiram a
enzima. Este fato pode estar em concordancia com a conclusio de
que alguns autores chegaram de que a presenca de grupos 4’-OMe
e 7-O- glicosila sdo necessdrios para inibi¢do da enzima.' Por outro
lado, em relagdo a atividade do extrato, sabe-se que muitas vezes o
sinergismo das substincias presentes no extrato faz com que ocorra
uma inibic@o da acetilcolinesterase, a qual ndo ocorre nas substancias
isoladas separadamente.

Alcool 4-0-B-D-glicopiranosil-di-hidro-desidrodiconiferilico (1).
Sélido amarelo; p.f. 123,4 - 125,6°C; [a] ,° =-14,5°, CH,0H, ¢ 0,37
IVu,  cm' 3384, 1603, 1513, 1452, 1264, 1212; EM-IES [M+Na]*
m/z 545,2058, [M+K]*m/z 561,1753; RMN C (125 MHz, CD,0D)
8 (ppm) 151,1 (C-3), 147,8 (C-4), 147,7 (C-4°), 145,4 (C-3°), 138,6
(C-1), 137,2 (C-17), 129,8 (C-5"), 119,5 (C-6), 118,3 (C-5), 118,1
(C-6"),114,4(C-2), 111,4(C-2),102,9 (C-17), 88,6 (C-7), 78,4 (57),
78,0 (C-37), 75,1 (C-2"), 71,5 (C-47), 65,2 (C-9), 62,7 (C-67), 62,4
(C-9°), 56,9 (C-10"), 56,8 (C-10), C-55,8 (C-8).
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7-O-[B-L-Ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil] luteolina
(2). Solido amarelo; p.f. 245,1 - 247,6 °C; [0], = -47,9°, CH,0H, ¢
0,1;IVv,, cm™ 3269, 1655, 1599, 1499, 1448, 1256, 1180; EM-IES
[M-H] m/z 593,1525, [M+Cl]-m/z 629,1251; RMN "*°C (125 MHz,
C,D;N) & (ppm) 183,1 (C-4), 165,6 (C-2), 163,9 (C-7), 162.,9 (C-5),
158,1 (C-9), 152,2 (C-4’), 148,0 (C-3’), 122,9 (C-1"), 120,0 (C-67),
117,2(C-5"), 114,9 (C-2"), 106,9 (C-10), 104,4 (C-3), 102,8 (C-1""),
100,8 (C-6), 99,9 (C-17), 95,5 (C-8), 79,5 (C-57), 79,3 (C-37), 78,2
(C-27), 74,4 (C-4""), 73,0 (C-3°7), 72,7 (C-2"), 71,5 (C-47), 70,3
(C-5"7), 62,4 (C-67), 19,2 (C-6"").

7-0-[B-D-Glicopiranosil-(1—6)-3-D-apiofuranosil] luteolina
(3). Sélido amarelo; p.f. 188,8 - 191,7 °C; [a],* = -76,6°, CH,OH, ¢
0,05;IV v, cm™3263, 1654, 1599, 1493, 1444, 1255, 1173; EM-IES
[M-H]"m/z 579,1144, [M+Cl]-m/z 615,1118; RMN "*C (125 MHz,
C,D;N) & (ppm) 183,2 (C-4), 165,7 (C-2), 164,4 (C-7), 162,9 (C-5),
158,2 (C-9), 152,2 (C-4’), 148,1 (C-3’), 123,1 (C-1"), 120,2 (C-67),
117,3 (C-5%), 115,0 (C-2%), 111,5 (C-1""), 107,0 (C-10), 104,5 (C-
3), 102,4 (C-17), 101,1 (C-6), 95,8 (C-8), 80,8 (C-3’7), 78,8 (C-57),
78,2 (C-2°"), 77,9 (C-3"), 75,5 (4’”), 75,1 (C-27), 71,8 (C-47), 69,1
(C-67), 66,1 (C-5"7).

7-0-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-apiofuranosil] crisoeriol
(4). Solido amarelo; p.f. 163,7 - 169,3 °C; [a] ,* =-105,8°, CH,0OH, ¢
0,1;IVvu,, cm' 3263, 1654, 1599, 1493, 1444, 1255, 1173; EM-IES
[M-H] m/z 593,1589, [M+Cl]-m/z 629,1326; RMN "C (125 MHz,
C,D,N) 3 (ppm) 183,2 (C-4), 165,4 (C-2), 164,4 (C-7), 162,9 (C-5),
158,2 (C-9), 152,9 (C-4"), 149,3 (C3’), 122,7 (C-1"), 121,9 (C-6"),
117,4(C-5"),111,5(C-1""), 110,8 (C-2), 106,7 (C-10), 104,6 (C-3),
102,2 (C-17), 101,0 (C-6), 95,9 (C-8), 80,7 (C-3""), 78,7 (C-57), 78,2
(C-2"), 77,8 (C-3"), 75,5 (C-4"), 75,0 (C-27), 71,7 (C-4"), 68,9
(C-67), 66,0 (C-5""), 56,5 (C-7°).

7-O-{B-D-apiofuranosil-(1—6)-[(-L-ramnopiranosil-(1—2)]-
B-D-glicopiranosil} (5). Sélido amarelo; p.f. 200,2 - 203,9; [o],>°
=-93,1°, CH,OH, ¢ 0,05; IV v, cm' 3358, 1656, 1604, 1499,
1447, 1259, 1177; EM-IES [M-H]'m/z 725,1937; RMN 'H (500
MHz,C,D,N) & (ppm) 13,6 (sl, HO-5), 7,93 (sl, H-2"), 7,56 (d*, H-6")
7,33 (d, J = 8,4 Hz, H-5"), 7,03 (d, J = 1,8 Hz, H-6), 7,01 (sl, H-8),
6,90 (s, H-3), 6,41 (s, H-1°"), 5,72 (d, /= 2,0 Hz, H-1""), 5,65 (d, J
=7,8 Hz, H-1"), 4,83 (m, H-2"’e H-5""), 4,82 (m, H-2""), 4,71 (d,
J =109 Hz, H-6”), 4,62 (d, J = 9,3 Hz, H-4""), 4,58 (dd, J=9,3 ¢
2,9 Hz, H-3""),4,50 (t, J = 8,8 Hz, H-2"), 4,37 (m, H-4’"), 4,36 (m,
H-3” e H-4""), 4,26 (m, H-57), 4,22 (sl, H-5""), 4,15 (dd, J=11,0 ¢
7,0 Hz, H-67), 4,06 (t, J = 9,4 Hz, H-4”), 1,82 (d, /= 6,1 Hz, H-6’").
RMN "*C (125 MHz, C,D,N) é (ppm) 183,1 (C-4), 165,7 (C-2), 164,0
(C-7), 163,1 (C-5), 158,2 (C-9), 152,3 (C-4’), 148,1 (C-3°), 123,1
(C-17),120,1 (C-6’),117,3(C-5%), 114,9 (C-2"), 111,5(C-1""), 107,1
(C-10), 104,4 (C-3), 102,8 (C-1""), 100,8 (C-6), 100,3 (C-27), 95,7
(C-8), 80,8 (C-3), 79,6 (C-37), 78,2 (C-2""), 78,0 (C-27), 77,6
(C-57), 75,5 (C-4), 74,5 (C-4’"), 73,1 (C-3""), 72,8 (C-2"), 71,8
(C-47),70,3 (C-5""), 68,9 (C-6"), 66,1 (C-5"7), 19,3 (C-6""). * Sinal
sobreposto ao solvente.

7-0-{o-L-ramnopiranosil-(1—6)-[3-L-ramnopiranosil-(1—2)]-
B-D-glicopiranosil} luteolina (6). S6lido amarelo; p.f. 262,7 - 264,0;
[0],*°=-39,2°, CH,OH, ¢ 0,23; IV v, cm™ 3377, 1655, 1604, 1498,
1448, 1258, 1177; EM-IES [M-H]  m/z 739,2093; RMN 'H (500
MHz,C;D;N) 3 (ppm) 7,97 (sl, H-2"), 7,55 (dl, J = 8,0 Hz, H-6"),
7,35(d,J=8,0Hz, H-5%), 7,01 (sl, H-6), 7,00 (sl, H-8), 6,87 (s, H-3),
6,42 (sl, H-1°"), 5,64 (d, J = 8,0 Hz, H-17), 5,42 (sl, H-1""), 4,83
(m, H-2"” ¢ H-5"), 4,71 (m, 2°”), 4,68 (d, J = 6), 4,63 (m, H-3°"),
4,59 (m, H-3""), 4,51 (t, J = 8,3 Hz, H-2"), 4,38 (m, H-3"), 4,36 (m,
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H-4"), 4,27 (m, H-5°"), 4,23 (m, H-4"), 4,21 (m, H-5"), 4,09 (m,
H-6), 4,03 (t, J = 9,4 Hz, H-4”), 1,82 (d, J/ = 6,2 Hz, H-6""), 1,58
(d, 5,9 Hz, H-6"”). RMN"C (125 MHz, C,D,N) &** (ppm) 182,9 (C-
4), 165,8 (C-2), 164,0 (C-7), 163,5 (C-5), 157,9 (C-9), 152,3 (C-4’),
147,9 (C-3"), 122,8 (C-17), 120,1 (C-6"), 117,2 (C-5"), 114,8 (C-2’),
107,1 (C-10), 104,4 (C-3), 102,6 (C-1"7), 102,5 (C-1""), 100,8 (C-
6), 100,1 (C-17), 95,3 (C-8), 79,3 (C-37), 77,8 (C-27), 77,4 (C-57),
74,3 (C-4°7), 74,1 (C-4"), 73,1 (C-3"" e C-3"), 72,9 (C-27), 72,5
(C-2°7), 71,6 (C-47), 70,1 (C-5"), 70,0 (C-5°7), 67,5 (C-67), 19,1
(C-67), 18,7 (C-6°"). **Os deslocamentos quimicos dos dtomos
de carbono de 6, foram atribuidos pela andlise dos espectros 2D de
correlagdo heteronuclear HSQC e HMBC.

CONCLUSAO

O estudo quimico de Margaritopsis carrascoana resultou
no isolamento do dlcool 4-O-B-D-glicopiranosil-di-hidro-
desidrodiconiferilico (1), 7-O-[B-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-
glicopiranosil] luteolina (2), 7-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-
B-D-apiofuranosyl] luteolina (3), 7-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-B-D-apiofuranosil] crisoeriol (4), além dos inéditos
7-0-{B-D-apiofuranosil-(1—6)-[B-L-ramnopiranosil-(1—2)]-B-D-
glicopiranosil} luteolina (5) e 7-O-{o-L-ramnopiranosil - (1—-6)
- [B-L-ramnopiranosil-(1—2)]-B-D-glicopiranosil } luteolina (6).

Os metabdlitos isolados (1-6) e os extratos dos talos e folhas
foram submetidos a testes de atividade antirradicalar e anticoli-
nesterdsica. Todas as amostras testadas apresentaram atividade
sequestradora do radical DPPHe melhor que a dos padrdes BHT e
quercetina. Embora o extrato das folhas tenha apresentado atividade
anticolinesterdsica vinte vezes maior que o extrato dos talos, os
compostos 1-6 ndo inibiram a enzima AChE.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em pdf e com
acesso livre.
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