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RESUMO

Aspidosperma ulei Markgr, popularmente conhecida como pitid ou piquid, apresenta-se como
uma 4rvore com casca dspera e acinzentada. No presente trabalho foi realizado o estudo
fitoquimico dos extratos etandlicos das folhas de Aspidosperma ulei, além de uma
reinvestigacdo fitoquimica do caule e raiz de um espécime coletado na localidade Garapa,
Municipio de Acarape, no estado do Ceara. Para os extratos etandlicos dos lenhos do caule e
raiz e da casca da raiz foram realizados tratamentos por extragdo acido/base para obtencdo das
fracdes alcaloidicas. Para as folhas e a casca do caule, aliquotas dos extratos etandlicos de
ambas foram submetidas a cromatografias convencionais sobre silica gel e por CLAE,
possibilitando o isolamento do triterpeno dcido ursélico, um derivado do inositol, o metil-
chiro-inositol e dos alcaloides indélicos f-ioimbina, ioimbina, 3.,4,5,6-tetra-desidro-f-
ioimbina, 19,20-desidro-17o~ioimbina e 19(E)-hunteracina. Das fracdes alcaloidicas dos
lenhos do caule e da raiz foram obtidos por CLAE, 20(E)-17-nor-subincanadina E, relatado
pela primeira vez como produto natural, além do 4cido 12-hidroxi-N-acetil-21(N)-desidro-
plumerano-18-6ico, um alcaloide ind6lico também inédito como produto natural. Da fracio
alcaloidica da casca da raiz foram obtidos por CLAE a uleina, 20-epi-dasicarpidona, 20-epi-
N-nordasicarpidona, N-desmetiluleina, olivacina e a &lactona booneina. O dcido ursélico e a
20(E)-17-nor-subincanadina E foram submetidos a testes de atividade citotdéxica e
apresentaram resultados significativos frente a 4 linhagens de células tumorais. A
identificacdo e caracterizacdo dos compostos isolados foram realizadas por técnicas
espectroscopicas como IV, EM e RMN uni e bidimensional, inclusive técnicas como HSQC,

NOESY, COSY e HMBC, além de comparagao com dados da literatura.

Palavras-chave: Aspidosperma ulei. Alcaloides ind6licos. Determinacio estrutural. CLAE.

RMN.



ABSTRACT

Aspidosperma ulei Markgr. popularly known as pitid or piquid, is a tree of a rough and gray
trunk bark. This work reports the phytochemical analysis of the leaves, and the re-
investigation of the trunk and roots of an A. ulei specimen collected at the locality of Garapa-
Acarape Country — Ceard State. The ethanol extracts of all parts were obtained. Acid/base
extraction was performed with the extracts from the trunk and root heartwoods and root bark,
in order to obtain the alkaloids fraction. For the leaves and trunk bark small portions of the
ethanol extract were submitted to conventional chromatography over silica gel followed by
semipreparative HPLC to afford the triterpene ursolic acid, an inositol derivative the methyl-
chiro-inositol, and the alkaloids -yohimbine, yohimbine, 3,4,5,6-tetradehydro-f3-yohimbine,
19,20-dehydro-o-yohimbine and 19(E)-hunteracine. From the alkaloidal fractions of the trunk
and the root heartwood, were obtained, by semi preparative HPLC, the alkaloids 20(E)-17-
nor-subincanadine E, reported for the first time for the species and also an natural product,
and the 12-hydroxy-N-acetyl-21(N)-dehydro-plumeran-18-oic acid, on unknown indole
alkaloid. From the alkaloidal fraction of the root bark, after semipreparative HPLC, were
obtained the indole alkaloids uleine, 20-epi-dasycarpidone, 20-epi-N-nordasycarpidone, N-
noruleine, olivacine and the booneine lactone. Ursolic acid and 20(E)-17-nor-subincanadine E
were assayed as citotoxic and showed significative results against four tumour cell lines. The
identification and characterization of all compounds were realized by means of spectroscopic
techniques such as IR, MS and uni and bidimensional NMR, including pulse sequences such

as HSQC, NOESY, COSY and HMBC, after comparison to the literature data.

Key words: Aspidosperma ulei. Indole alkaloids. Structure elucidation. HPLC. NMR.
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1 INTRODUCAO

A familia Apocynaceae caracteriza-se quimicamente pela freqiiente ocorréncia de
alcaloides. No caso de espécies de Aspidosperma, hd predominantemente a ocorréncia de
alcaloides inddlicos monoterpénicos de considerdvel diversidade estrutural, caracterizados
pelo nicleo 1H-indol (Figura 1), que sdo geralmente substituidos nas posi¢des 2 e 7, levando
a formacdo de estruturas bastantes diversificadas e nas posicdes 9-12, apresentando
substituicdes como hidroxila ou metoxila. (MORALES-RIOS et al., 2004; PEREIRA et al.,
2007).

Figura 1 — Nucleo de indolo mono-terpénicos.

O género Aspidosperma é distinguido quimicamente pela freqiiente ocorréncia de
alcaloides inddlicos, caracteristica compartilhada por 46 das 57 espécies de Aspidosperma
estudadas (BOLZANI et al., 1987).

Espécies do género Aspidosperma, sdo encontradas nas Américas (LORENZI,
1998), principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, México, Paraguai e Peru (WOODSON,
1951). No Brasil foram catalogadas cerca de 50 espécies desse género, distribuidas na
caatinga, cerrado e florestas (AMORIM et al., 2005). Algumas espécies de Aspidosperma sao
conhecidas popularmente como perobas, guatambus, carapanatiba, pau-pereiro, amargoso e
quina (CORREA, 1984).

Os extratos da casca do caule de espécies de Aspidosperma sao caracterizados
pela presenca de alcaloides ind6licos com grande diversidade estrutural e estes, responsdveis
por vdrios efeitos farmacoldgicos, ja conhecidos no género (BOURDY et al., 2004).

Os alcaloides podem ser definidos como sendo bases nitrogenadas organicas
encontradas principalmente em plantas € em menor extensao em animais € microorganismos.
Um ou mais adtomos de nitrogé€nio estdo presentes, sendo tipicamente caracterizado como
aminas primdrias, secunddrias ou tercidrias, o que confere o cariter bdsico dos alcaloides

(SCHRIPSEMA et al., 2004).
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O grau de basicidade varia extensamente, dependendo da estrutura do alcaloide e
da presenca e localizagdo de outros grupos funcionais (DEWICK, 2009).

A familia Apocynaceae apresenta um grande potencial como agentes
antimaldricos, no tratamento da leishmaniose, inflamacdes do tutero e ovdrio, como
anticonceptiva, em diabetes, problemas estomacais, contra cancer, febre e reumatismo
(OLIVEIRA et al., 2009).

Ensaios experimentais envolvendo as espécies A. ramiflorum Mull. Arg., A.
pyrifolium Mart., A. megalocarpon Mull., A. macrocarpon Mart. e A. quebracho-blanco
Schltdl. comprovaram seu uso popular para o tratamento de maldria e leishmania (FERREIRA
et al., 2004; MITAINE-OFFER et al., 2002; MESQUITA et al., 2007; WENIGER et al.,
2001; BOURDY et al., 2004).

Entre as principais substincias extraidas de Apocynaceae estdo a vimblastina e a
vincristina conhecidas como os “alcaloides da vinca” (Figura 2). Alcaloides bisinddlicos,
amplamente utilizados e considerados como um dos mais efetivos agentes na terapia
anticancer. Sua extra¢do se deu através das folhas e talos de Catharanthus roseus, espécie
nativa de Madagascar, cultivada no Brasil com fins ornamentais (LUZ FERRADA, 2002;
LOYOLA-VARGAS, 2004).

Figura 2 — Estrutura dos alcaloides indélicos vinblastina e vincristina.

OH

! OCOCHS3
¥
CO,CH;

1.R=CHO (Vincristina)
2.R=CHj3 (Vimblastina)

Segundo Pereira et al. (2007) e Oliveira et al. (2009), em uma revisdo do género
Aspidosperma realizado até 2006, foi relatado o isolamento de cerca de 247 alcaloides

inddlicos. Desses, segundo Biichi (1959, 1971), quatro alcaloides foram isolados de A. ulei:
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uleina (1), N-metiltetrahidroelipticina (2), di-hidroolivacina (3) e N-metiltetrahidroolivacina

(4) (Figura 3).

Figura 3 — Alcaloides isolados de A. ulei.
1 /
\N 2 N
Q@ ess
N
ks !

Um estudo realizado por Banerjee; Lewis (1954) referente a uma fragdo

alcaloidica do caule de A. ulei apresentou atividade amebicida in vitro, além de atividades
vasodilatadoras e diminui¢do dos batimentos cardiacos realizadas em coelhos e camundongos.
Os alcaloides inddlicos apresentam diversas atividades bioldgicas tais como,
antitumoral, antimicrobiana, anti-hipertensiva, contraceptiva, antiinflamatéria, antimaldrico,
anti-HIV, bactericida e leishmanicida (MACABEO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009).
Estudos anteriores realizados na espécie permitiram o isolamento e identificagdo
de sete alcaloides inddlicos (Figura 4), sendo cinco da casca da raiz: uleina (1), 20-
dasicarpidona (2), 16,19-dimetil-3,5,14,21-tetrahidro-elipticina (3), S-ioimbina (4), 20-N-
desmetil-uleina (5) e dois da casca do caule 18-hidroxi-20(E)-17-nor-subincanadina E (6) e
20(E)-17-nor-subincanadina E (7), além de um derivado do inositol, o metil-mio-inositol (8)

(UCHOA, 20006).

Figura 4 — Alcaloides ja isolados da casca do caule e casca da raiz de A. ulei
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Em adi¢do, um estudo realizado entre os Departamentos de Quimica e de
Fisiologia e Farmacologia da UFC/CE, referente a uma fracdo rica em alcaloides das cascas
da raiz de A. ulei, rendeu duas Teses e duas publicacdes (CAMPOS et al., 2006, 2008;
CAMPOS, 2005; UCHOA, 2006), demonstrando o efeito pré-erétil dessa fragdo em trés tipos
de casos: erecdo peniana, crescimento genital e similar a erecdo. A inje¢do intraperitonial da
fracdo (25 a 50 mg/Kg) mostrou resultados semelhantes a ioimbina (2 mg/Kg). 65 % dos ratos
tratados com ioimbina ou a referida fracdo mostraram ere¢do peniana mesmo apds seu
bloqueio por clonidina, um agonista «-2-adrenoceptor, e haloperidol, um antagonista
dopaminérgico, bem como por um inibidor da sintase do 6xido nitrico. Esse estudo comprova
o uso tradicional relatado para os extratos de Aspidosperma ulei em disfungdes eréteis
(CAMPOS et al., 2006, 2008).

O presente trabalho descreve uma investigacdo fitoquimica da folha de
Aspidosperma ulei, além de uma reinvestigacdo dos metabdlitos secundérios dos lenhos do
caule e raiz e cascas do caule e raiz de A. ulei, iniciada em trabalhos quimico-farmacolégicos
anteriores, coletados na localidade Garapa, Municipio de Acarape, no estado do Ceara.

O estudo fitoquimico foi realizado primeiramente com as folhas de A. ulei,
seguido da casca do caule para obtencdo dos extratos etandlicos, realizado por particdes
liquido-liquido. No extrato etandlico dos lenhos do caule e da raiz foram realizados
tratamentos dcido/base para obtengdo das fragdes alcaloidicas.

As substancias isoladas nesse estudo encontram-se listadas na Tabela 1 (p. 37).

A identificacdo e caracterizacdo dos compostos isolados foram realizadas por
técnicas espectroscopicas como IV, EM e RMN uni e bidimensional, inclusive técnicas como

HSQC, COSY, NOESY e HMBC, além de comparacdo com os dados da literatura.
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1.1 Objetivos do Estudo Quimico de Aspidosperma ulei

O estudo quimico de A. ulei se faz necessario uma vez que os alcaloides sdo ao
longo do tempo fonte de moléculas tteis na terapéutica e, sobretudo, promissores no
tratamento de muitas doencas, pretendendo-se:

a) realizar estudo fitoquimico das folhas, lenhos do caule e raiz e cascas do caule e

raiz, ja que grupos anteriores estudaram o caule e raiz de A. ulei;

b) isolar e caracterizar as substincias;

c) realizar testes citotoxicos frente aos compostos isolados;

d) aumentar o acervo de novos metabdlitos secunddrios com potencial

farmacologicamente ativo na familia Apocynaceae.
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Tabela 1 — Substancias isoladas a partir do estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas,

caule e raiz de Aspidosperma ulei.

1D-1-0-metil-chiro-inositol

#*]19E-hunteracina

skksk

H
OH 0/“ :

##% 4cido 12-hidroxi-N-acetil-

21(N)-desidro-plumerano-18-dico

*#%20-epi-N-nordasicarpidona

N-desmetiluleina

olivacina

Legenda: substancia (inédita na espécie) *; (inédita no género) ** (inédita na literatura) ***
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Abordagem Taxondémica da Familia Apocynaceae

Plantas da familia Apocynaceae estio incluidas fitogeneticamente na
ordem Gentianales e subclasse Asteridae, consideradas como
espécies dicotiledoneas bem evoluidas e normalmente caracterizadas
pela presenca de latex (RAPINI, 2000).

Essa familia contém entre 3700 a 5100 espécies em 250 a 550
géneros (NICHOLAS, 1994; ROCHA, 1982), sendo encontradas
predominantemente nos tropicos e subtrépicos e sio menos

freqiientes em regides temperadas (VICENTINI et al., 1999).

A familia Apocynaceae era representada na flora brasileira com mais de 400
espécies em 41 géneros, sendo 32 destes encontrados apenas na Amazonia (CAMPBELL;
HAMMOND, 1989). Atualmente esses dados ja sao de 761 espécies distribuidas em 72
géneros (KOCH; RAPINI, 2011).

A distribui¢do geografica de Apocynaceae no Brasil (Figura 5) ocorre nas cinco
regides do Brasil e em praticamente todos os estados, sendo encontradas na Amazdnia,

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e no Pantanal.

Figura 5 - Distribuicao geografica de Apocynaceae no Brasil

,1_’*

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2011/FB000048
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Entre os géneros da familia Apocynaceae de ocorréncia no Brasil, Aspidosperma é
um dos mais interessantes do ponto de vista fitoquimico.

O género Aspidosperma pertence ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem Gentianales, familia Apocynaceae, subfamilia
Plumerioidea e Tribo Plumerieae (BARROSO, 1991).

Possui um alto valor comercial devido a qualidade das suas madeiras. A espécie
mais conhecida é a “peroba” (Aspidosperma polyneuron), cuja madeira € muito
comercializado devido sua grande resisténcia e flexibilidade (VICENTINI ez al., 1999).

Uma classificagdo das espécies desse género foi proposta por Bolzani e
colaboradores (1987), levando-se em consideragdo os aspectos quimiotaxondmicos, 0 que
determinou que 46 espécies fossem agrupadas em oito séries: Rigida, Nitida, Quebrachines,
Polyneura, Pyricolla, Nobilis € Macrocarpa e Tomentosa, todas restritas a regides tropicais e
subtropicais. Algumas destas séries apresentam esqueletos caracteristicos, como por exemplo,
na série Pyricolla (Figura 6), existente em A. ulei e referente aos esqueletos uleano (I) e

elipticano-olivacano (II) (PEREIRA et al., 2007).

Figura 6 — Esqueletos caracteristicos da série Pyricola.

N
b du
1 I
uleina 9-metoxiolivacina

2.2 Distribuicdo Geogrdfica de Aspidosperma ulei

Aspidosperma ulei, possui uma sinonimia denominada de Aspidosperma
occidentale, nativa do Brasil. Sua distribui¢do geogrifica ocorre na Amazdnia e Mata
Atlantica, no Norte (Roraima, Amazonas, Acre) e Nordeste (Ceard, Rio Grande do Norte,

Pernambuco e Bahia).
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2.3 Consideracdes Botdnicas sobre a Espécie Aspidosperma ulei Markgr.
Aspidosperma ulei Markgr, popularmente conhecida como Pitid ou Piquia,
apresenta-se como uma arvore com casca aspera e acinzentada. Folhas alternas, pecioladas,

lanceoladas, glabras. Flores alvacentas, pequenas, agrupadas em paniculas multifloras

terminais (BRAGA, 2001) (Figura 7).

Figura 7 - Arvore, flores e frutos de A. ulei.

Fotos: Prof. Edilberto Rocha Silveira
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3 CONSIDERA COES BIOGENETICAS

3.1 Alcaloides

Segundo Pelletier (1988), a defini¢cdo aceita para alcaloide é que sdo substincias
organicas ciclicas que contém nitrogénio e que sdo metabdlitos secundarios obtidos de fontes
naturais. Esta definicdo excluiria as aminas simples e os derivados de aminodcidos, vitaminas
e ainda os compostos nitro e nitrosos (uma vez que nos alcaloides o dtomo de azoto tem de
possuir estado de oxidag¢do negativo). Contudo, até hoje ndo se formulou uma definicio
completamente abrangente (SCHRIPSEMA et al., 2004).

Os alcaloides caracterizam um vasto grupo de metabdlitos que podem ocorrer
tanto em microorganismos como em plantas superiores e inferiores e ainda, em animais, com
menor ocorréncia (SCHRIPSEMA et al., 2004).

De acordo com Dewick (2009) sao conhecidos mais de 3000 alcaloides inddlicos
terpénicos, tornando-se um dos maiores grupos isolados de plantas. Sdo encontrados
principalmente em oito familias, das quais a Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae detém as
maiores fontes desses alcaloides.

Esses produtos naturais complexos possuem uma diversidade de estruturas
quimicas e uma variedade de atividades bioldgicas conforme mostrado na Figura 9 (p. 43).

Os alcaloides podem ser encontrados em todas as partes da planta, contudo, em
um ou mais 6rgdos haverd o acimulo prferencial dessas substincias. As fungdes destes
compostos nos vegetais ndo sdo totalmente esclarecidas. Inicialmente, foi atribuida aos
alcaloides a funcdo de protecdo, resultante da toxicidade elevada que conferem a planta.
Porém, acredita-se que os alcaloides atuem também como reserva da sintese de proteinas,
estimulantes ou reguladores do crescimento, do metabolismo interno ou da reprodugdo, sendo
também agentes finais da desintoxicacdo e da transformacdo simples de outras substancias,

cujo acimulo pode ser nocivo ao vegetal (HENRIQUES; KERBER; MORENO, 2001).
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3.2 Classificacao dos tipos de Alcaloides Indélicos

Os alcaloides inddlicos costumam ser classificados de acordo com os sistemas de
anéis que constituem as principais partes de suas estruturas, os quais por sua vez, podem ser
classificados de acordo com o aminoécido precursor (DEWICK, 2009).

Trés classes de alcaloides ind6licos monoterpénicos foram propostas, tais como
corinante (classe I), iboga (classe II) e aspidosperma (classe III), conforme mostrado na

Figura 8.

Figura 8 - Classificacdo dos alcaloides quanto a sua classe biogenética

NT
7 L)
]\ N
E ﬁ CO>Me

CO,Me
MeO,C
I - ajmalicina II- catarantina III- tabersonina
Corinante Iboga Aspidosperma

Apd6s meio século, a biossintese de alcaloides ind6licos terpénicos ainda ndo foi
concluida. Trabalhos recentes na Biologia Molecular envolvendo quimicos, bidlogos e
bioquimicos concluiram que a localizagc@o exata de vias enzimdticas nos alcaloides requer um
trabalho complexo de transformacéo intra e intercelular de intermedidrios biossintéticos que
ocorrem durante todo o processo de biossintese desses alcaloides. Esses avangos conduzirdo a
novas perspectivas dessas vias biossintéticas (O’CONNOR; MARESH, 2006).

Muitas vezes a atividade da enzima € limitada a uma determinada parte da planta.
Algumas sdo mais abundantes nas raizes, outras em folhas jovens. O alcaloide catarantina
(Iboga) ¢é distribuido ao longo dos tecidos vegetais, j4 o alcaloide corinante ocorre

principalmente nas raizes (PIERRE; DE LUCA, 1995).
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Figura 9 - Representacdo dos alcaloides inddlicos terpénicos, de acordo com sua fungdo

bioldgica e espécie da planta no qual foram isolados.

ioimbina (Rauwolfia serpentina) ajmalicina (Rauwolfia serpentina)
(bloqueador e receptor adrenérgico) (Catharanthus roseus)
(anti-hipertensivo)

ajmalina (Rauwolfia serpentina) quinina (Cinchona)
(arritmia cardiaca) (antimaldarico)
OH

R = CHO (vincristina)
Ry = H (vinblastina)
(Catharantus roseus)

(anticancer)
N (0]
N
N/
\

O

OH O
estricnina (Strychnos nux-vomica) camptotecina (Ophiorrhiza pumila)

(anticonvulsivo) (Camptotheca acuminata)
(antitumoral)
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3.3 Biossintese dos Alcaloides Indolicos Terpénicos

3.3.1 Alcaloides derivados do triptofano

A biossintese dos alcaloides inclui pelo menos um aminoédcido e de acordo com os
precursores biogenéticos e funcdo da estrutura do metabdlito final, pode-se sistematizar os
alcaloides ind6licos como derivados do aminoécido triptofano.

Triptofano é um aminoécido aromdtico contendo um sistema indélico derivado da
via do chiquimato como precursor de uma grande variedade de alcaloides inddlicos, que
descarboxilado origina a triptamina e seus derivados, largamente distribuidos nas plantas
(DEWICK, 2009).

De acordo com a biossintese, os alcaloides ind6licos terpénicos sdao derivados do
triptofano e do iridoide terpénico secologanina (Figura 10). A enzima dependente piridoxal
triptofano descarboxilase converte o triptofano em triptamina. Apds vdrios iridoides
terpénicos serem elucidados, a secologanina foi identificada como o iridoide precursor

especifico (O’CONNOR; MARESH, 2006).

Figura 10 — Etapa inicial da biossintese de alcaloides ind6licos terpénicos.

COOH
triptofano
W}IZ descarboxilase W strictosidina
_sintase_
N
\
triptofano mptamma

strictosidina
estereoquimica S (C-5)

Biossintese de terpenos por via ndo mevalonato ——

secologanina

z

A secologanina € um produto natural e sua via biossintética ndo foi ainda
completamente elucidada. Sabe-se que o difosfato de isopentenila (IPP), além de precursor de
todos os terpenoides, é produzido pela via do mevalonato ou mais recentemente, pela via

triose fosfato/piruvato (O’CONNOR; MARESH, 2006).
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Os alcaloides inddlicos, monoterpénicos sdo produtos da condensagdo da
triptamina com o secoiridoide secologanina, que é formado a partir do monoterpeno
pirofosfato de geranila, por isso, monoterpénicos.

De acordo com O’Connor e Maresh (2006), Apocynaceae, Loganiaceae,
Rubiaceae e Nyssaceae produzem alcaloides inddlicos com uma grande diversidade de
estruturas (Figura 11). No entanto, o mecanismo pelo qual a estrictosidina se rearranja na

formacdo desses produtos, continua em estudo no metabolismo secundério dessas plantas.

Figura 11 — Maiores classes de alcaloides inddlicos terpénicos derivados da estrictosidina.
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A ioimbina também isolada de Rauwolfia ¢ um antagonista com potente aplicagdo
clinica em disfung¢do erétil. De acordo com a proposta biossintética (O’CONNOR; MARESH,
2006) a enzima que converte a estrictosidina desglicosilada em ioimbina é desconhecida,
porém a rota biossintética direta envolve isomerizagdo homoalilica da ceto

desidrogeissoschizina seguida de adi¢do 1,4 conjugada (Figura 12).
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Figura 12 - Proposta da via biossintética da ioimbina (esqueleto corinante).

MeOC

4,21-desidrogeissoschizina

Me0,C
ioimbina

Segundo O’Connor e Maresh (2006), a biossintese dos esqueletos aspidosperma e
iboga s@o obtidos do rearranjo do corinante, que resultaria no rearranjo da estemadenina para
formar o éster ciclico desidrosecodina. Este atuaria, como um intermedidrio comum para os
tipos aspidosperma e iboga. E possivel que o alcaloide do tipo iboga catarantina e o tipo
aspidosperma tabersonina sejam formados através da reacdo de Diels-Alder com a

desidrosecodina, formando um intermedidrio para esses esqueletos (Figura 13).

Figura 13 - Proposta da via biossintética dos alcaloides do tipo aspidosperma e iboga.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinagdo Estrutural de AUF-1

Da fracdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas de Aspidosperma ulei foi
isolado um sélido amorfo branco, ponto de fusao de 296-297 °C, (procedimento experimental,
p.224), [« ¥ = +26 °(c 0,33, CH;0H), denominado AUF-1.

O espectro na regido do infravermelho de AUF-1 (Figura 17, p. 51), apresentou
uma absorcdo forte em 3414 cm’ que pode ser atribuida a vibracdes de deformacdo axial de
ligagdo O—H. Absorcdes em 2926 e 2854 cm™ foram atribuidas as deformacdes de ligacdes
C-H de carbonos sp’. Uma banda em 1734 cm™ correspondente a ligagio C=O
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

O espectro de RMN de BC-CPD de AUF-1 (Figura 20, p. 53) revelou 30 sinais
que mostraram 7 C nio hidrogenados e que comparados com o espectro de RMN *C-DEPT
135 (Figura 21, p. 54) revelou a presenca de 7 CH, 9 CH, e 7 CHj3 (Tabela 2, p. 48). Foram
observados sinais de carbonos metilénicos em dc 39,4 (C-1); 28,4 (C-2); 19,1 (C-6); 33,9 (C-
7); 23,9 (C-11); 29,0 (C-15); 25,2 (C-16); 31,4 (C-21); 37,6 (C-22) e metilicos em dJc 29,2
(CH3-23); 16,9 (CH3-24); 16,0 (CH3-25); 17,9 (CH3-26); 24,3 (CH3-27); 17,8 (CH3-29) e 21,7
(CH3-30).

O espectro de RMN de 13C—CPD, mostrou as absor¢des em dc 78,5 (C-3),
caracteristico de carbono oximetinico, e em dc 180,3 (C-28), correspondente a carbonila de
acido. Além de oc 126,0 (C-12) e dc 139,6 (C-13), sinais atribuidos a carbonos olefinicos.

A andlise do espectro de massa (Figura 18, p. 52) apresentou o pico do ion
molecular em m/z 456, compativel com a férmula molecular C3yHy303, com 7 deficiéncias de
hidrogénios, sugerindo um triterpeno da série ursano ou oleanano. O pico base em m/z 248
possivelmente refere-se a clivagem retro-Diels-Alder de oleananos ou ursanos Al2, que
possuem um grupo carboxilico e ndo t€m hidroxilas nos anéis D e E. Outros fragmentos sdo
mostrados na Figura 18 (p. 52).

A anilise dos dados obtidos dos espectros de RMN de 'H e "°C (Figuras 19 e 20,
p- 53), indicou um esqueleto triterpénico para AUF-1, que devido a multiplicidade do sinal
correspondente a H-18 e das metilas CH3-29 e CH3-30 foi possivel identificar um triterpeno
da série ursano. Se AUF-1 fosse da classe oleanano, H-18 em Jy 2,63 (d, 11,3 Hz, 1H) seria

relacionado a um duplo dupleto, uma vez que C-19 dy 1,02 nos oleananos é um carbono
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metilénico. Os dois dupletos em 0,96 e 1,02 relacionados aos hidrogénios metilicos H-29 e H-
30, respectivamente, também indicaram um esqueleto carbdonico condizente com triterpenos

da classe dos ursanos, ja que os da série oleanano apresentam sete simpletos nesta regifo.

Tabela 2 — Dados de RMN "*C-CPD (125 MHz, CsDsN) de AUF-1 por padrio de

hidrogenaco.

C CH CH, CH;
48.4 78,5 39,4 29,2
42.8 56,2 28.4 16,9
37,8 53,9 19,1 16,0
40,3 48.4 33,9 17,9
180,3 39,8 239 24,3
139.,6 39,7 29,0 17,8
39,7 126,0 25,2 21,7

- - 314 -

- - 37,6 =

G C-H; CoHis C7Hy,

Total: C3oHye

Correlacdes escalares observadas no espectro de RMN 2D de lH,lH—COSY de
AUF-1 (Figuras 24 e 25, p. 56), forneceram as correlagdes entre os hidrogénios em Jy 5,49
(H-12)«>1,96 (H-11) e oy 2,63 (H-18)>1,49 (H-19). Foi possivel também identificar as
correlagdes entre oy 1,24 (H-15 o)«>2,33 (H-15B); oy 3,46 (H-3)<1,84 (H-2); & 1,49 (H-
19)1,02 (CH3-29) e &4 1,04 (H-20)«>0,96 (CH3-30), confirmando um triterpeno da série

ursano (Figura 14).

Figura 14 - Acoplamentos escalares observados no espectro de RMN 2D 'H,'H -COSY de
AUF-1.
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No diagrama de contorno do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear
C-H a longa distancia, HMBC 3] (Figura 23, p. 55 e Tabela 3, p. 50) de AUF-1, foram
observados os acoplamentos 3Jcn, dos hidrogénios em dyl, 24 (3H-23) e 1,03 (3H-25) com o
carbono d¢ 56,2 (C-5); ou 5,49 (H-12), 0u 0,88 (H-25) e o 1,05 (H-26) com J¢ 48,4 (C-9); ou
5,49 (H-12); 1,04 (H-20) e 1,02 (H-29) com Jc¢ 53,9 (C-18), além de du 5,49 (H-12) com dc
42,8 (C-14) (Figura 15, p. 49).

Também foram observadas as correlagcdes a %) de 6y 5,49 (H-12) com 23,9 (C-11)
e ou 1,49 (H-19) com dc 53,9 (C-18), confirmando as atribuicbes de um triterpeno

pentaciclico para AUF-1.

Figura 15 — Correlagdes importantes observadas no espectro de RMN 2D 'H,">C-HMBC
(Pyr-d5, 500 x 125 MHz) de AUF-1.

A andlise dos dados discutidos acima e comparados com os dados da literatura,
confirmaram a substancia AUF-1 tratar-se do 4cido 3-hidroxiurs-12-en-28-oico, um triterpeno
pentaciclico denominado dcido ursélico (Figura 16), isolado pela primeira vez nas folhas de

A. ulei.

Figura 16 - Estrutura do triterpeno dcido ursélico (AUF-1)

30CH3
- _H

H;C29
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Tabela 3 - Dados de RMN 1D e 2D de °C e 'H para AUF-1 e comparagdo com os dados da
literatura para o triterpeno dcido ursélico (SEEBACHER et al., 2003)2; (LEMES et al.,

2011)°.
HSQC AUF-1! HMBC AUF-1 (Liter.) 3(Liter.)
#  Oc Oy (mult, J, H) Jeu Teu Oc Ox dc
1,02 1,00
1 394 - - 39,2 38,0
B1,58 51,58
1,24 (m) 1,81
2 284 e - . 28,2 o 27,3
3 785 a3,46(dd;6,7¢9,2Hz) H-2 H-1;H-23; H24 78,2  @3,44;dd 77,6
4 397 - - - 39,6 39,6 39,3
5 562 097 (d;6,0Hz) H-23; H-25 55,9 0,88:d 54,5
1 1
6 191 1,63 (m) ; ; 18,8 1,58 17,6
B 1,46 (m) B139
1 1
7 339 1,58 (m) ] ; 33,7 1,59 32,0
£1,39 (m) B 139
8 403 - - - 40,1 - 39,7
9 484 «1,83(t;7,0Hz) H-25; H26; H-12 48,1 1,65 46,6
10 37,8 - - - 37,5 - 38,8
1,96 (m) 1,96
11 2 g . 23,7 22
3.9 1,24 (d, 5,9 Hz) H-12 3 1,96 >
12 1260 5,49 (s) - 125,7 5,49; s 124,5
13 139,6 - - - 139,3 - 137,6
14 4238 - H-12 42,6 - 41,6
1,24 1,22
15 290 1,24 (m) ) ; 28.8 @ 30,0
B233 (t; 4,4Hz) B 233t
2,01 (m) a2,14;t
16 252 : - 25,0 23,8
2,15 (m) £2,01
17 484 . - . 48,1 - 47,6
L H-19; H-20; H-29; )
18 53,9 B2,63;d; 11,3 Hz H17 Belo bl 53,6 B2,63:d 52,0
19 398 @1,49(dd;4,5¢€ 6,3 Hz) - - 39,5 1,49 38,4
20 39,7 B1,04 : - 39,4 B1,05 38,2
@ 1,40 (m) a 1,40
21 314 - - 31,1 30,0
B 1,48 (m) B149
22 376 193 ) - - 374 il 36,0
1,95 (m) 1,97
23 292 @ 1,24 (m; 3H) - . 28,8 al24;s 27,6
24 169 B1,03 (s; 3H) : - 16,5 B1,02;s 16,5
25 16,0 30,88 (s; 3H) - - 15,7 £092;s 16,4
26 17,9 B1,05 (s; 3H) - - 17,5 B1,06; s 16,8
27 243 a 1,24 (s; 3H) - . 24,0 al24;s 22,7
28 1803 - i - 179,7 . 179,2
29 178  [B1,02(d;4,5 Hz, 3H) : . 17,5 £1,02;d 16,8
30 21,7  @0,96 (d; 6,0 Hz, 3H) i - 21,4 @0,97;d 20,6

" Pyr-d5, 500x125 MHz; * Pyr-d5, 600x150 MHz; *CDCly/DMSO-dg, 50 MHz



Figura 17 - Espectro de absorc¢do na Regido do Infravermelho de AUF-1 (Pastilha de KBr)
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Figura 18 - Espectro de Massa de AUF-1 (IE, 70 eV) e alguns fragmentos observados.
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H de AUF-1 (Pyr-d5, 500 MHz).
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Figura 21 - Espectro de RMN de DEPT 135°de AUF-1 (125 MHz, Pyr-d5)
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Figura 22 - Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC de AUF-1 (Pyr-d5, 500 x 125 MHz).
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Figura 23 - Espectro de RMN 2D 'H, "C-HMBC de AUF-1 (Pyr-d5, 500 x 125 MHz) e

estrutura e subestruturas de algumas correlacdes a longa distancia.
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Figura 24 - Espectro de RMN 2D 'H, '"H-COSY (Pyr-d5, 500 MHz) e expansdo de AUF-1.
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4.2 Determinagdo Estrutural de AUCC-1

Do extrato etandlico da casca do caule de A. ulei foram obtidos 3,95 g de um
s6lido branco, ponto de fusdo de 150,3-152,2 0C, denominado AUCC-1 (parte experimental
p- 225).

O espectro de absor¢@o na regido do infravermelho de AUCC-1 (Figura 30, p. 61)
evidenciou bandas de vibracdo correspondente a deformacdo axial de ligagdo OH em 3339
cm’, deformacio axial de ligacdo C-O de dlcool secundério em 1049 e 1103 cm™, além de
uma banda de deformacgdo axial assimétrica de ligagdo C-O-C de éteres alifiticos em 1140
cm™.

O espectro de RMN "“C-CPD e DEPT 135 de AUCC-1 (Figura 33, p. 63),
mostraram sete sinais para carbonos oxigenados em & 80,2; 72,8; 71,9; 71,4; 70,4; 67,1 €
56,9 ppm.

O espectro de massa de AUCC-1 (Figura 31, p. 61) mostrou o pico do fon
molecular em m/z 194 Daltons, sugerindo a férmula molecular C;H;406 (IDH = 1
insaturagdo), além de um pico intenso em m/z 144 Dalton.

No espectro de RMN 'H de AUCC-1 (Figura 32, p. 62), observou-se seis sinais de
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em dy 3,38 (dd, 3,5 ¢ 9,5 Hz, 1H), 3,58 (t, 9,5 Hz,
1H), 3,60 (t, 9,5 Hz, 1H), 3,73 (dd, 3,5 ¢ 9,5 Hz, 1H); 4,04 (t, 3,5 Hz, 1H) e 4,25 (t, 3,5 Hz,
1H), além de um sinal em &y 3,44 (s, 3H) correlacionado a hidrogénios de um grupo metoxila.

O espectro de RMN 'H, >C-HSQC (Figura 35, p. 64) da substincia AUCC-1
apresentou as correlacdes dos hidrogénios aos seus respectivos dtomos de carbono, como do
carbono em & 72,8 com o hidrogénio em dy 3,60 e do carbono metoxilico em & 56,9 com os
hidrogénios em Jy 3,44. As demais correlacoes estdo listadas na Tabela 5 (p. 60).

Acoplamentos escalares observados no espectro de RMN 2D 'H, '"H-COSY de
AUCC-1 Figura 34, (p. 64) mostraram os acoplamentos vicinais dos hidrogénios em dy 4,25
(H-2) com 3,38 (H-1); &4 4,25 (H-2) com 4,04 (H-3) e &y 3,73 (H-4) com 3,58 (H-5),
observado na Figura 26 (p. 58).
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Figura 26 - Correlagdes observadas no espectro de COSY para AUCC-1.

Com relacdo as correlagdes heteronucleares a longa distancia observadas no
espectro de RMN de 'H, PC-HMBC (Figura 36, p. 65), uma importante correlacido foi
verificada entre o hidrogénio em & 3,44 (H-7/OCH3) com o carbono em & 80,2 (C-1),
confirmando a posi¢do do grupo metoxila na estrutura proposta. Outras correlagdes foram

observadas e listadas na Tabela 5 (p. 60) e mostradas na Figura 27 (p. 58).

Figura 27 - Correlagdes observadas no espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC.

Segundo Endringer et al., (2007), hé diversos derivados de inositois (Figura 28, p.
59), a exemplo o Bornesitol, que € um ciclitol metilado derivado do mio-inositol (2),
encontrado em vdrias espécies de plantas e que tem apenas um grupo hidroxila com
orientacdo em axial em C-2. Na substidncia AUCC-1 ha duas hidroxilas em axial (C-2 e C-3),
observada devido ao acoplamento vicinal dos hidrogénios H-2 com H-3 no espectro COSY e
que é possivel visualizar na Figura 26 (p. 58).

Verificando os dados de AUCC-1 com vdrios derivados descritos na literatura
(DORMAN; ANGYAL; ROBERTS, 1969), (Tabela 4, p. 59 e Figura 28, p. 59), observou-se
que de acordo com a posi¢do em axial das hidroxilas, em AUCC-1, ndo ha ocorréncia de
grupos hidroxila em posicao do tipo 1,3-diaxial. O C-1 encontra-se metoxilado e a hidroxila
em C-2 encontra-se em axial de acordo com o deslocamento quimico observado para esse

carbono e ao acoplamento de H-2 com H-3, cujo valor de J (3,5 Hz) ¢ tipico de acoplamento
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equatorial-equatorial.

Figura 28 - Estruturas de inositdis, com variacdes na posicao da hidroxila.

1 scyllo- 2 myo- 3 chiro-

4 epi- 5 neo-

Também foi possivel assegurar que as posicdes 4 e 6 ndo possuem OH axial, no
entanto, as constantes de acoplamento observadas no espectro RMN 'H indicam a ocorréncia
de acoplamentos do tipo axial-equatorial entre H-1 e H-2 (3,5 Hz) e axial-axial entre H-1 e H-
6 (9,5 Hz). H-4 por sua vez apresenta um acoplamento axial-equatorial com H-3 (3,5 Hz) e

outro axial-axial com H-5 (9,5 Hz).

Tabela 4 - Dados de RMN °C de AUCC-1comparados com dados da literatura de alguns
inositois e seus derivados metilados (DORMAN; ANGYAL; ROBERTS, 1969)".

# SAUCC-1 ‘'scyllo *myo chiro ‘epi ‘neo
1 80,2 74,4 81,1 80,8 72,4 70,3
2 67,1 74,4 64.0 67,9 752 72,6
3 71,4 744 81,1 72,6 70,8 70,3
4
5
6

70,4 74,4 72,1 73,5 752 703
71,9 744 75,1 71,1 72,4 72,6
72,8 74,4 72,1 72,0 67,5 703

MeO-1 56,9 - 58,1 575 - -
MeO-2 - - - - - -
MeO-3 - - 58,1 - - -
MeO-4 - - - - - -

%D,0); ® Literatura (Dioxano). Os deslocamentos de carbonos sublinhados referem-se a posicdo em axial da
hidroxila.
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Outro detalhe observado para a substincia AUCC-1€ que o carbono C-4 (& 70,4)
encontra-se mais protegido provavelmente devido a compressdo estérica exercida pela OH
axial de C-3 (¢&c 71,4).

Esse padriao de acoplamento assemelha-se ao conhecido como chiro-inositol, em
que ¢é apresentada duas hidroxilas em posi¢do axial, no caso de AUCC-1 (C-2 e C-3) e a
comparagdo dos deslocamentos quimicos entre a literatura apresentada na Tabela 5 (p. 60), e
AUCC-1, apresentam valores muito semelhantes. H4 uma divergéncia em C-4, cuja diferenca
é de 3,1 ppm (DORMAN; ANGYAL; ROBERTS, 1969; ANGYAL et al., 1992),
provavelmente pelas interacdes com o solvente dioxano, originalmente utilizado para a
aquisi¢do dos dados do composto 3.

Dessa forma a substdncia AUCC-1 (Figura 29, p. 60) e os resultados obtidos e
discutidos acima possibilitaram caracterizar que AUCC-1 trata-se de um inositol metilado

denominado1D-1-O-metil-chiro-inositol, citado pela primeira vez para a espécie.

Tabela 5 - Dados de RMN de 1D e 2D de 'H e "*C para AUCC-1 (D,0, 500 x 125 MHz).

# HSQC HMBC
cC & Su (mult, J, H) Jen Jen

1 802 338(dd,3,5e95Hz, 1H) H-6;H2 H3;H5;H7
2 67,1 425 3,5 Hz 1H) H-3 -

3 714 4,04 (3,5 Hz; 1H) ; .

4 704 3,73(dd;3,5¢9,5; 1H) - H-2

5 719 3,58(t 9,5 Hz; 1H) - H-3

6 728 3,60t 9,5 Hz; 1H) - H-4
OCH; 569 344 (s,3H) - H-1; H-5

Figura 29 - Estrutura da substancia inositol (AUCC-1).




Figura 30 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de AUCC-1 (Pastilha de KBr).
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Figura 32 - Espectro de RMN de 'H de AUCC-1 (D,0, 500 MHz).
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Figura 33 - Espectro de RMN "“C-CPD e DEPT 135 (D,0, 125 MHz) de AUCC-1.
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Figura 34 - Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (D-0, 500 MHz) de AUCC-1.
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Figura 36 — Espectro de RMN 2D 'H, ?C-HMBC de AUCC-1 (D,O, 500 x 125 MHz),

estrutura e subestruturas de algumas correlacdes a longa distancia.

w

N
w
=
=)

—

A A M

y t t t t t t t t t t t t t t t
4.8 4.7 4.8 4.7 4.4 4.3 4.2 a1 a0 3.3 A A7 3E 3.3 A4 31 azm




66

4.3 Determinagdo Estrutural de AUCC-2

Do extrato etandlico da casca do caule de A. ulei foram realizados vérios
fracionamentos cromatograficos que levaram ao isolamento de 11,0 mg de cristais, com ponto
de fusdo 191,0-192,0 °C, soliveis em MeOH e CHCL;, [¢]7 =-3,3° (¢ 0,33, CH;0H),
denominados AUCC-2 (Parte Experimental, p. 228).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 44, p. 73), mostrou
uma banda larga em 3419 cm™ correspondente a vibragio de deformacio axial da ligagio N-
H, caracterizando aminas secundarias aromaticas ou OH. Duas bandas, uma em 1325 cmle
outra em 1271 cm™ referente a deformagdo axial da ligacdo C-N de aromdtico. Também foi
observada uma banda correspondente a deformacdo axial de ligagdo C-O de dlcool em 1060
cm” e em 1726 cm” uma banda correspondente a deformagdo axial de ligagio C=O,
provavelmente de éster, além de bandas esqueletais correspondentes a deformag@o angular
fora do plano para CH aromaético em 742 cm 1

O espectro de RMN de "“C-CPD (125 MHz, CD;OD, Figura 47, p. 74),
apresentou 21 linhas espectrais, que associado ao espectro de RMN 2D 'H, PC-HSQC
(Figura 49, p. 75) apresentou os sinais em & 118,8 (&4 7,39), 120,0 (&4 6,95); 122,2 (é4 7,05)
e 112,2 (&4 7,28), atribuidos a carbonos mono-hidrogenados arométicos.

O espectro de RMN 'H, "C-HSQC (Figura 49, p 75) comparado com o espectro
DEPT 135 (Figura 47, p. 74), foram verificados cinco sinais em & 61,5 (& 3,35); 43,6 (1,50);
58,9 (2,15); 73,1 (3,78) e 40,7 (1,50) atribuidos a carbonos metinicos, além de seis carbonos
metilénicos, com deslocamentos em & 61,9 (du 2,97 e 2,20), 54,3 (3,12 € 2,63), 35,2 (2,05 ¢
1,40), 34,5 (2,18 € 1,35), 29,2 (1,70 € 1,20) € 22,4 (2,90 e¢ 2,71). Um carbono metilico, em &
52,4 (&u 3,80), atribuido a uma metoxila e cinco carbonos ndo hidrogenados, em & 176,6;
138,3; 135,1; 128,4 e 108,0 ppm.

Foi também observado um sinal em & 73,1 (4 3,78), atribuido a um carbono
oximetinico € um sinal em ¢ 176,6, referente a um carbono carbonilico de éster, como
sugerido pelo espectro no infravermelho (Figura 44, p. 73).

O espectro de massa (Figura 45, p. 73) revelou o pico da molécula protonada em
[M + H] * =355, 28, sugerindo uma férmula molecular de C,;H6N»0O3, com IDH igual a dez.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D, Figura 46, p. 74), de AUCC-2,
apresentou quatro sinais correspondentes ao anel benzénico do sistema ind6lico, em & 7,39

(d, 7,8Hz, H-9); 7,28 (d, 8,0 Hz, H-12); 7,05 (t, 8,0 Hz, H-11) e 6,95 (t, 8,0 Hz, H-10), um
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sinal em oy 3,81 (s, 3H) atribuido a um grupamento metoxila, além de outros sinais listados

na Tabela 7 (p. 72).

A atribuicdo dos hidrogénios da unidade do sistema indélico foi realizada com a
andlise do espectro de RMN 2D de IH, '"H-Ccosy (Figura 48, p. 75), através dos
acoplamentos vicinais entre os hidrogénios oy 7,39 (H-9) < & 6,95 (H-10); 7,05 (H-11) <
7,28 (H-12), além de todos os acoplamentos geminais para os hidrogénios metilénicos dy 2,18
(H-14a) « 1,45 (H-14b); 2,90 (H-6a) < 2,71 (H-6b); éu 3,12 (H-5a) <> 2,63 (H-5b); éu 2,05
(H-18a) <> 1,40 (H-18b); &y 1,70 (H-192a) <> dy 1,20 (H-19b) e oy 2,97 (H-21a) «2,20 (H-
21b), que possibilitaram propor as estruturas parciais na Figura 37 (p. 67), para AUCC-2.

Figura 37 - Estruturas parciais obtidas através do espectro de COSY de AUCC-2.
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No espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC (Figura 50 e 51, p. 76), observou-se 0s
acoplamentos “Jcy e “Jey para AUCC-2 (Figura 38, p. 67), ou seja, as correlagdes dos
hidrogénios do sistema inddlico em dy 7,39 (H-9) com os carbonos & 108,0 (C-7, a); & 122,2
(C-12, b); & 128,4 (C-8, ¢) e & 138,3 (C-13, d); do sinal em & 7,28 (H-12) com Jc 120,0
(C-10, e) e oc 128,4 (C-8, f); além de oy 7,05 (H-11) com d¢ 112,2 (C-12, g); oc 118,8 (C-9,
h) e dc 138,3 (C-13, i) e do sinal em 6y 6,95 (H-10) com d¢c 112,2 (C-12, j) e oc 128,4 (C-8,
k).

Figura 38 - Estruturas parciais observadas no espectro de RMN 2D 'H,"?C-HMBC (CD;0OD,
500 x 125 MHz) de AUCC-2.
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Importantes acoplamentos foram observados em dy 3,12/2, 63 (H-5) com Jc 108,0
(C-7, 1); 0u 2,97/2,20 (H-21) com Jc 61,5 (C-3, m), dc 43,6 (C-15, n), oc 54,3 (C-5, o) e dc
29,2 (C-19, p) (Figura 39, p. 69).

Figura 39 — Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H,"?C-HMBC (CD;0D, 500 x
125 MHz) de AUCC-2.

As correlagdes entre os hidrogénios em oy 2,97/2,20 (H-21) com & 54,3 (C-5), e
os respectivos deslocamentos quimicos de & 61,5 (C-3), & 54,3 (C-5) e & 61,9 (C-21),
possibilitaram perceber que poderia haver um segundo nitrogénio ligado a esses carbonos.
Observou-se também, correlages entre os hidrogénios em dy 3,78 (H-17) e dy 2,15 (H-16)
com o carbono carbonilico em d¢ 176,6 (C-22) de forma a se pensar numa correlag@o entre dc
58,9 (C-16) e 176,6 (C=0), da mesma forma, uma correlagéo entre oy 3,81 (OCH3) e dc 176,6
(C=0), possibilitou a confirmag@o de uma carbonila de éster metilico, Figura 50 (p. 76).

Na literatura (Tabela 6, p. 69 e Figura 41, pag 70), sdo mostrados pelo menos sete
tipos de isOmeros para as estruturas (ioimbina, aioimbina, 3-epi-o-ioimbina, f-ioimbina, Y-
ioimbina, alloioimbina e corinantina), e quando AUCC-2 ¢ comparado aos centros
estereogénicos C-3, C-15, C-16, C-17 e C-20 observam-se concordancias quanto aos
deslocamentos quimicos. De acordo com WENKERT et al. (1976), H-15 tem uma
configuracdo fixa, em posi¢do axial, com configuragdo S, o que assegura uma conformacdo
em cadeira para o anel E desses isomeros como pode ser verificado na Figura 40 (p. 69), para

a ioimbina.
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Figura 40 - Conformacdo em cadeira do alcaloide ioimbina.

Tabela 6 - Dados de RMN °C de AUCC-2 e dados da literatura (WENKERT et al., 1976).

# AUCC-2 a b c d e f g
2 135,1 134,2 134,0 135,8 134,0 134,3 134,4 131,7
3 61,5 59,8 59,0 60,5 53,7 60,1 60,1 53,7
5 54,3 52,1 52,3 52,6 50,7 53,2 52,8 50,8
6 22,4 21,5 21,3 21,6 16,4 21,7 21,3 16,5
7 108,0 107,5 107,4 106,3 105,9 108,1 107,1 107,3
8 128.4 127,0 126,9 127,0 127,2 127,1 126,8 1272
9 118,8 117,7 117,7 117,5 117,2 117,9 117.5 117,6
10 120,0 118,8 118,8 118,4 118,1 119,1 118,6 118,9
11 122,2 120,8 120,9 120,4 120,1 121,1 120,5 121,0
12 112,2 110,6 110,7 111,1 111,1 110,6 110,6 110,8
13 138,3 135,8 135,8 136,1 135,5 135,7 135,8 135,6
14 34,5 33,8 33.8 33,6 32,2 27,6 31,0 23,6
15 43,6 36,4 41,6 34,7 32,4 37,9 37,4 32,5
16 58,9 52,6 57,1 51,1 52,4 54,6 50,6 54,1
17 73,1 66,9 71,6 65,9 66,6 66,0 66,7 65,7
18 35,2 31,4 33,5 28,2 30,9 33,2 30,2 33,5
19 29,2 23,1 27,5 23,5 23,0 24,5 24,8 23,9
20 40,7 40,2 39,1 36,5 39,5 36,4 32,0 35,6
21 61,9 61,0 60,5 62,0 51,5 60,4 59,6 49,4
C=0 176,6 175,1 175,0 172,7 172,9 174.,4 174,0 174,7
OMe 52,4 51,7 51,6 51,1 51,2 51,8 51,5 51,7

AUCC-2 (CD;0D), a, b, ¢, d, e, f e g (CDCl5)

Dependendo da estereoquimica dos centros estereogénicos C-3, C-15 e C-20, os
alcaloides inddlicos pentaciclicos podem apresentar configuragdes distintas nas juncdes dos
anéis C/D/E dando origem as conformagdes conhecidas como normal, pseudo, allo e epiallo
(WENKERT et al., 1976), conforme figura mostrada abaixo. A definicdo das conformagdes
desses alcaldides € extremamente importante ndo apenas para a determinacdo de suas
estruturas moleculares, mas, principalmente, para o estudo de seus mecanismos de acdo

farmacol6gica (CARBONEZI et al., 2004).



70

-

N
4
H

w

H
2

15

normal pseudo allo epiallo

Figura 41 - Diferentes derivados do esqueleto ioimbano.
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A comparagdo dos dados de AUCC-2 ¢ os dados da S-ioimbina, foi estabelecida
pelo espectro de RMN 2D 'H, '"H-NOESY, (Figura 53; 54, p. 78), onde foram observados
acoplamentos dipolares dos prétons H-15 em dg 1,55 e H-3 em dy 3,35, além do acoplamento
com H-17 em dy 3,78 ppm.

Adicionalmente, foram observados os acoplamentos que indicaram uma posi¢ao
diaxial entre o H-17, em dy 3,78 e H-15 em dy 1,55 e H-18a em dy 2,05 (Figura 42, p. 71),

além de outros acoplamentos dipolares de H-21a com H-19a e com H-14a, conforme

mostrado na (Figura 53, p. 77).
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Observa-se que o carbono C-17 de AUCC-2 ligado a hidroxila apresenta um
deslocamento em dc 73,1 que, de acordo com a literatura apresentada na Tabela 6 (p. 69),
coincide com a posicdo f, confirmada pelo NOESY (Figura 53, p. 77, Figura 54, p. 78 e
Figura 42, p. 71).

Figura 42 — Acoplamentos dipolares observados no espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY de
AUCC-2.

Os dados de AUCC-2 alem da comparag@o com os dados da literatura permitiram
concluir que a mesma tratava-se do alcaloide indélico f-ioimbina ou 17 A-hidroxi-ioimbano-

16a-carboxilato de metila (Figura 43, p. 72).




Figura 43 - Estrutura do alcaloide inddlico f-ioimbina (AUCC-2).
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Tabela 7 - Dados de RMN 1D e 2D de "*C e 'H para AUCC-2 (500 x 125 MHz) comparados com

os dados da literatura para o alcaloide f-ioimbina (IWENKERT et al., 1976; *UCHOA, 20006).

AUCC-2 HMBC e
Lit L
C & S (mult, J, Int) “Jcn Jen 't "
2 1351 : H-3 H-6 1340 1351
3 615 335(dl 11,0 Hz, 1H) H-14b A2 lwh2lb 500 614
52 312 (dd, 5,1; 11,5 Hz)
B 43 s st H-6b H-21a 523 542
6a 2,90 (m)
6b 22 274 (ddd. 3216 Hz) i H3 o o
H-3, H-5a,
7 1080 : H-6 e 1074 1074
§ 1284 : H-9 H10H-12 1269 1284
9 1188 7.39 (d, 7.8 Hz) : H-11 1177 11838
10 1200 6,95 (td, 8,0 Hz) : H-12 1188 1200
11 1222 7.05 (td, 8.0 Hz) : H-9 1209 1222
12 1122 7.28(d, 80 Hy) H-11 H-10 1107 1122
13 1383 : H-12 H-9 1358 1382
14a 2,18 (m)
S i H-15 H-16 338 345
15 436 1.55(d, 3.0; 11,0 Hz) H-14b H-2la 416 435
16 589 2,15(m) H-15 H-14b 571 589
17 731 378 (m) H-16; H-18b : 716 731
18a 2,05 (ddd, 3,7 e 12,0 Hz)
Pl e : H-16 335 352
19 1,70 (ddd, 3, 7 ¢ 12,0 Hz)
oh 22 10 (m : H-21b 275 292
20 407 150 (m) H-15; H-19; H-21 : 391 407
21a 2,97 (dd, 3.0; 11,0 Hz) _
2h 19 350 (0 10 H : H-3; H-l4a/H-14b 605 619
C=0 1766 : H-16 OCH; 1750 1765
OCH; 524 381 (s, 3H) : : 516 523

AUCC-2 (&, ppm, 500 x 125 MHz; CD;0D), (CDCly); %(500 x 125 MHz ; CD;0D)
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Figura 44 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de AUCC-2 (Pastilha de KBr).
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Figura 45 - Espectro de massa de AUCC-2 (fonte APCI - Atmospheric Pressure Chemical

Ionization).
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Figura 46 - Espectro de RMN "H de AUCC-2 (500 MHz, CD30D) com expansdes.
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Figura 47 - Espectro de RMN ""C-CPD e DEPT 135 (125 MHz, CD;0D) de AUCC-2.

74

5 o
3 59 & SEALHGS R aT8d 9
' o Sbonags BN gEeg g
2 SE ] ASERIET LY A8 S
8 g3 4 dodadas o ness m
z 83 2 degmdasss wgoe ©
15
u 17 ;j e
12 215316 20
7
13 s
2 |
| l
| | .o o ol
H,C00C
H “on
i L e |
.
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 PP




Figura 48 - Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (500 MHz, CD;0D) de AUCC-2.
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Figura 49 - Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC (CD;0D, 500 x 125 MHz) de AUCC-2.
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Figura 50 - Espectro de RMN 2D 'H, '*C - HMBC (CDs0D, 500 x 125 MHz) de AUCC-2.
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Figura 51 — Expansdo do Espectro RMN 2D 'H, *C— HMBC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de

AUCC-2.
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Figura 52 — Expansdo do Espectro de RMN 2D 'H, ?C-HMBC (CD;0D, 500 x 125 MHz) de
AUCC-2.
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Figura 53 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio homonuclear 'H, 'H - NOESY de
AUCC-2.
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Figura 54 - Espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY (CD;OD, 500 MHz) de AUCC-2 e

expansdes e subestrutura mostrando algumas correlagdes.
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4.4 Determinagdo Estrutural de AUCC-3

Sucessivos fracionamentos cromatograficos a partir da fragdo hidrometandlica do
extrato etandlico da casca do caule de A. ulei levou ao isolamento de 25,0 mg de um sélido

amarelo, homogéneo em CCD, com ponto de fusdo 260-264 °Ce [ 5 = + 1754 ° (c 0,33,
CH30H), o qual foi denominado AUCC-3 (Parte Experimental p. 230).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 59, p. 85) mostrou
uma banda larga entre 3600-2500 cm-1, caracteristica de deformacdo axial de ligacdo O-H,
uma banda larga em 3344 cm’ (sobreposta pela hidroxila), correspondente a uma deformagao
axial de ligacdo N-H, caracterizando amina aromdtica; vibracdes de deformacgdo axial da
ligagdo C-N aromdtico em 1321 cm’' e alifitico em 1278 e 1166 cm™. Também foram
observadas bandas correspondentes a deformacdo axial da ligagio C=0 em 1733 cm’
evidenciando a presenca de carbonila, além de bandas em 3060 cm™ associada a deformagio
axial de ligacdo =C-H e outra banda em 1637 cm’ referente a deformagdo axial da ligacdo
C=C.

No espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CD;OD, Figuras 61 e 62, p. 85 e 87),
foram observadas 21 linhas espectrais, que apds comparacdo com o espectro de RMN 2D 'H,
BC-HSQC (Figura 63, p. 87) foi possivel assinalar seis sinais associados a carbonos mono
hidrogenados aromaticos dc 113,9 (dy 7,66); 123,2 (7,38); 124,0 (8,25) ; 132,9 (7,71), oc
116,9 (oy 8,36) e dc 134,0 (dy 8,24), quatro sinais atribuidos a carbonos metinicos (dc 58,3
(du 2,35); 36,9 (2,21); 36,5 (2,12) e 72,3 (3,82). Quatro carbonos metilénicos (& 60,9 (M
4,32 e 4,79); 31,1 (3,18 e 3,55); 34,4 (2,14 e 1,54) e 28,2 (2,03 e 1,40), um sinal atribuido a
uma metoxila em & 52,7 (4 3,84), além de 6 carbonos ndo hidrogenados (& 175,5; 145,4;
140,5; 135,5; 132,6 e 121.,4). Esses dados, por padrao de hidrogenacio, podem ser conferidos
na Tabela 8 (p.80).

O sinal em & 72,3 (& 3,82) foi atribuido a um carbono oximetinico, enquanto
que o sinal em & 175,5 foi relacionado a um carbono carbonilico de éster, como ja observado
no espectro no infravermelho (Figura 59, p. 85).

O espectro de massa de alta resolugdo (IES-EM, Figura 58, p. 85), revelou o pico
da molécula protonada em [M + HJ* = 351,1748, sugerindo uma férmula molecular de

C21H2,N,03, quatro unidades a menos que o composto anterior S-ioimbina.
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Tabela 8 - Deslocamento quimico de RMN “C-CPD e DEPT 135° (125 MHz, CD;OD) de
AUCC-3 por padrio de hidrogenacao.

C CH CH; CH;
175,5 134,0 60,9 53,7
1454 132,9 344 -
140,5 124.,0 31,1 -
135,5 1232 28,2 -
132,6 116,9 - -
1214 1139 - -

- 72,3 - -

- 58,3 - i

- 36,9 - -

- 36,5 - i

Cs CioHio C4Hs CH;

Total: C,1Hy;

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D, Figura 60, p. 86), foi caracterizada a
presenca de quatro sinais em regido de desprotecdo caracteristicos de hidrogénios de um
sistema inddlico em dy 7,38 (dd, 6,5 € 7,0 Hz, H-10); du 7,66 (d, 8,0 Hz, H-12); 64 7,71 (dd,
6,5¢e 7,0 Hz, H-11) e Ju 8,25 (d, 6,5 Hz, H-9), além de um sinal em Jy 3,84 (s, 3H) atribuido
a um grupamento metoxila. Também foi observado um par de hidrogénios desprotegidos em
on 8,24 (d; 6,7 Hz, 1H) e dy 8,36 (sl, 1H). Os dados encontram-se listados na Tabela 9 (p. 82).

O espectro de RMN 2D 1H,IH-COSY (Figura 65, p. 88),

apresentou os acoplamentos vicinais entre os hidrogénios aromadticos do (\ H

sistema indolico (subestrutura A), além de todos os acoplamentos <
13
H

geminais para os  hidrogénios

metilénicos em dy 3,18 (H-140) ¢ Sy L
3,55 (H-14B), ou 4,79 (H-21B) e ou
4,72 (H-21a); on 1,40 (H-190) e oy 2,03 (H-19B); du 1,54
B (H-18a) e du2,14 (H-18P), subestrutura B, confirmando os

dados observados para o0 HSQC, adicionalmente uma posicao trans diaxial dos prétons H-15 e
H-20.



Os acoplamentos vicinais encontradas para os hidrogénios em 8,36
ou 8,24 (d; 6,7 Hz, 1H, H-5) e oy 8,36 (sl, 1H, H-6) foram atribuidos aos H/}
prétons arométicos H-5 e H-6 que podem ser conferidos na subestrutura C. "R/6< ?24
Esses prétons arométicos j4 mencionados apresentaram uma similaridade 5 R™ ’
nos deslocamentos e multiplicidades, levando-se a pensar em um esqueleto C

[S-carbolinico quaterndrio.

Em adicdo, foram observadas as correlacdes no
espectro heteronuclear de 'H, ?C-HMBC (Figura 64, p. 88) dos
hidrogénios em Jy 8,36 (H-6) a 3JCH, com o carbono em Jd¢ 135,5
(C-2); oy 7,38 (H-10) e oy 7,66 (H-12) com os carbonos em Jdc
121,4 (C-8) e oc 123,2 (C-10); H-9 em Jy 8,25 com os carbonos
em oc 1329 (C-11) e oc 1454 (C-13) e ou 7,38 (H-10) com
113,9 (C-12), além da correlagdo de dy 7,66 (H-12) com ¢ 145,4 (C-13) confirmando a

presenca de um anel indélico observado na subestrutura A.

O sistema [-carbolinico quaterndrio (subestrutura B) foi
confirmado pelas correlagdes dos hidrogénios em Jy 8,25 (H-5) com dc
140,5 (C-3); 0u 3,18 (H-14) € dy 3,55 (H-14B) com o carbono dc 140,5
(C-3); ou 8,36 (H-6) com Jc 134,0 (C-5); du 8,24 (H-5) com J¢c 116,9
(C-6); 6u 3,55 (H-14B) e ou 8,36 (H-6) com o carbono dc 135,5 (C-2),
corroborando a presenca de um alcaloide B-carbolinico piridinico.

Outras correlacdes foram observadas e listadas na Tabela 10

(p- 84) e na subestrutura apresentada na Figura 55 (p. 81).

Figura 55 - Algumas correlagdes a longa distancia, observadas através do espectro de HMBC

(CDs0D, 500 x 125 MHz) para a subestrutura de AUCC-3.
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Tabela 9 - Dados de RMN 1D e 2D de ’Ce 'H para AUCC-3 e comparag@o com os dados da
literatura para o alcaloide 3,4,5,6-tetra-desidroioimbina (STAHL; BORSCHBERG, 1996)2 e
(WACHSMUTH, 2002)>.

TAucc-3 % Liter. 3Liter.
C # & % & & %
2 C 1355 ; 135.5 135.5 ]
3 C 1405 i 1452 1416 ]
5 CH 1340 8.24 (d: 6,7 Hz) 1339 1338 8.29 (d. 6,6 Hz)
6 CH 1169 8,36 (sl) 116.7 116.6 8,43 (d, 6,6 Hz)
C 1326 ; 132.3 132.4 ]
8 C 1214 i 1214 1214 ]
9 CH 1240 8,25 (d. 6.5 Hz) 123.1 123.9 8,32 (dd, 8,0 ¢ 1,0 Hz)
10 CH 1232 7,38(dd, 6,5¢7,0 Hz) 1240 1231 7,43 (ddd, 8,0: 7,0; 0,9 Hz)
11 CH 1329 7.71(dd, 65e7.0Hz) 132.7 132.7 7.75 (ddd, 8.3: 7.0: 1,0 Hz)
12 CH 1139 7,66 (d, 8,0 Hz) 1139 1138 7,71(dd, 8,3: 0,9 Hz)
13 C 1454 ] 1415 1452 ]
3,18 (dd; 11,0 ¢ 18,0 Hz) 4,06 (dd, 18,7 ¢ 5,0 Hz, Ho)
14 CH, 311 312 31.6
3,55 (dd; 3,8 ¢ 18,0 Hz) 3,08 (dd, 18,7 € 10,1 Hz, HB)
15 CH 369 2.21(m) 311 312 2,62 (dddd, 10,1; 10,1:10,1 ¢ 5.0 Hz)
16 CH 583 2,35 (t, 10,3 Hz) 535 535 2,62 (m, 1H)
17 CH 723 3,82 (m) 68.2 68.2 444 (m, 1H)
2,14 (m) 2,03(dddd, 13,5; 2.,8: 2.8 ¢ 2,8 Hz, Ho)
18 CH, 344 32,6 32,6
1,54 (m) 1,82(dddd, 13,5; 13,2; 4.8 ¢ 2,2 Hz, Hp)
1,40 (m)
19 CH, 282 23.0 23.0 1,77-1,69 (m, 2H)
2.03(m)
20 CH 365 2,12 (m) 368 36,8 2,12 (m, 1H)
432 (t, 12,0 Hz) 4.44 (dd, 13,3 e 13,0 Hz, Ha)
21 CH, 609 61,0 61.0
479 (d, 12.0 Hz) 4,78 (dd, 13,3 e 4,5Hz, HB)
c=0 C 1755 i 1743 1743 ]
OCH, CH, 527 3.84 (s) 525 524 3.81(s, 3H)

dc (ppm) *(CD;0D, 500 x 125 MHz); © (CD;0D, 400 x 100).
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Com base nos dados observados no espectro de RMN 2D de IH, '"H-NOESY de
AUCC-3 (Figura 66, p. 89), a andlise detalhada do espectro permitiu a determinacdo da
estereoquimica relativa do composto, através de um acoplamento dipolar dos prétons em Ju
2,35 (t, 10,3 Hz, H-16) com dy 2,12 (m; H-20), indicando uma posi¢do trans diaxial entre o
H-15, em 6y 2,21(m) e H-20 em 612,12 (m).

Também foi observado acoplamento dipolar de H-17 em dy 3,82 (m) com H-
190em oy 1,40 (m) e H-15 em Ju 2,21 (m), corroborando com o posicionamento da hidroxila

em B-equatorial e o grupo éster em a-equatorial (Figura 56, p. 83).

Figura 56 - Comparacido de AUCC-3 com o alcaloide quaternirio 3,4,5,6-tetra-

desidroioimbina da literatura.

» »n H OH
382 444

AUCC-3 Wachsmuth (2002)

Esses dados diferem dos dados da literatura relatados para a substancia 3,4,5,6-
tetra-desidroioimbina em que Wachsmuth (2002), atribufa o deslocamento quimico de H-17
em oy 4,44 (m, 1HP). J& AUCC-3, o valor de deslocamento quimico observado para H-17 em
ou 3,82, reforca que AUCC-3 seja um epimero de 3,4,5,6-tetradesidroioimbina (Figura 56, p.
83).

Esses dados também foram corroborados com os dados do mesmo composto (3,4,
5,6-tetradesidroioimbina), sintetizado por STAHL e BORSCHBERG (1996), que apresenta
similaridade nos deslocamentos quimicos, porém diferente estereoquimica em C-17.

Desta forma, AUCC-3 foi caracterizada como 3.,4,5,6-tetradesidro-17-hidroxi-
16a-metoxicarbonila-(160,17f)-ioimbina (Figura 57, p. 84), um alcaloide inddlico relatado
pela primeira vez para Aspidosperma ulei, mas ja isolado de A. oblongum em semisintese

(ROBERT et al., 1983), porém sem dados de RMN.



Tabela 10 - Dados de RMN 1D e 2D de 'H e °C (CD;0D, 500 x 125 MHz) para AUCC-3
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AUCC-3 HMBC
C & S (mult, J, Int) T M
2 1355 - : H-6; H-14/3
3 1405 - H-14¢; H-148 H-5;H-15; H-218
5 1340 8,24 (d; 6,7 Hz, 1H) H-6 ;
6 1169 836 (sl, 1H) H-5 -
7 1326 - ] _
8 1214 - - H-10; H-12
9 1240 825 (d, 6,5 Hz) - -
10 1232 7,38 (dd, 6,5 e 7,0 Hz) - H-12
11 132,9 7,71 (dd, 6,5 ¢ 7,0 Hz) - H-9
12 113,9 7,66 (d, 8,0 Hz) - H-10
13 1454 - H-12 H-9
14 31 318(dd;105¢ 18,0 Hz, Ho) _ H-16
" 3,55(dd; 3,8 e 18,0 Hz, Hp)

15 36,9 221(m, 1H) H-14; H-20 -
16 583 235 (t, 10,5 Hz, 1Hp) H-17; H-15 H-14a
17 72,3 3,82 (m, 1H) H-16 -

1,54 (m, 1H) H-19« H-16
= 344 574 (m, 11

1,40 (m, 1Ho) _ )
19 28,2 2,03 (m, 1Hp)

_ H-14 ¢,

20 36,5 2,12 (m, 1Hp) HL148 H16

432 (t, 12,0 Hz; 1Ho) - -
21 60.9 4,79 (d, 12,0 Hz; 1Hp)

Cc=0 1755 H-16 H-23
OCH; 52,7 3,84 (s, 3H) - -

Figura 57 - Estrutura do alcaloide inddlico 3.,4,5,6-tetradesidro-B-ioimbina (AUCC-3).
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Figura 58 - Espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM) de AUCC-3.
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Figura 59 - Espectro de Absorc¢do na Regido do Infravermelho de AUCC-3 (Pastilha de KBr).
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Figura 60 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de AUCC- 3 e expansoes.
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Figura 61 - Espectro de RMN "*C-CPD (125 MHz, CD;0D) de AUCC-3.
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Figura 62 - Espectro de RMN "“C-CPD e "*C-DEPT 135 (125 MHz, CD;0D) de AUCC-3.
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Figura 63 - Espectro de RMN 2D de 'H, *C-HSQC (CDs0D, 125 x 500 MHz) de AUCC-3.
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Figura 64 - Espectro de RMN 2D de 'H, *C-HMBC (CD;0D, 125 x 500 MHz) de AUCC-3
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Figura 66 - Espectro de RMN 2D 'H, '"H-NOESY (CD;OD, 500 MHz) de AUCC-3 e

correlagdes dipolares.
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4.5 Determinagdo Estrutural de AUCC-4

Cromatografias de adsorcdo (silica), exclusio (Sephadex LH-20) e purificagdo por
CLAE da fracio AUCCEM, produzida por particionamento do extrato etandlico da casca do
caule forneceu 19,0 mg de um sélido amorfo, com ponto de fusdo 226,0-228,0 °C,
denominado AUCC-4 (Parte Experimental p. 233).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 72, p. 95) mostrou
duas bandas largas em 3404 e 3228 cm’! correspondente a vibracdes de deformacdo axial da
ligagdo N-H, caracterizando amina secunddria aromdtica ou O-H. Em adicdo, foram
observadas vibracdes de deformacédo axial da ligagdo C-N de aromdtico em 1370 e 1296 cm’™,
e alifitico em 1200 e 1124 cm™. Observou-se também bandas correspondentes a deformacio
axial de C=0 em 1671 cm™, provavelmente de éster, e bandas esqueletais correspondentes a
deformacio angular fora do plano para C-H aromético em 739 € 719 cm 1

No espectro de RMN de Bc.cpp (125 MHz, CD;OD, Figura 75, p. 96), foram
observadas 21 linhas espectrais que, por comparagdo com o espectro de RMN 2D 'H, PC-
HSQC (Figura 77, p. 97), apresentou os sinais em o 120,8 (& 7,07), 123,6 (7,17); 112,7
(7,38) e 119,2 (7,49), foram associados a carbonos mono hidrogenados de anel aromaético.
Cinco sinais em & 35,8 (o 2,27); 39,3 (1,74); 53,0 (2,46); 62,7 (4,60) e 68,3 (4,33) que
foram atribuidos a carbonos metinicos, além de seis carbonos metilénicos, com deslocamentos
em o 20,4 (du 3,24 e 3,08); 23,6 (1,64 e 1,59); 33,1 (2,85 e 1,59); 33,2 (2,00 e 1,74); 53,8
(3,76 € 3,50) € 59,6 (3,50 e 3,08), um carbono metilico, em & 52,5 (4 3,82), atribuido a uma
metoxila, e cinco carbonos ndo hidrogenados, em & 174,7; 138,7; 130,1; 127,5 ¢ 107,0
identificados pela auséncia de correlagcdes no HSQC.

Um sinal em &c 68,3 (&g 4,33) foi atribuido a um carbono oximetinico € em Jc
174,77, a um carbono carbonilico de éster, como indicado no espectro de infravermelho
(Figura 72, p. 95).

O composto AUCC-4 exibiu em seu espectro de massa o pico do ion molecular
com m/z igual a 355,25 Daltons, sugerindo uma férmula molecular de C,;HysN,O3, com um
IDH igual a dez (Figura 73, p. 95).

As absorgdes observadas no espectro DEPT 135° (Figura 75, p. 96), foram

associadas a carbonos mono hidrogenados e foi possivel afirmar que em & 20.4; & 23,6; &

33,1; & 33.,2; & 53,8 e & 59,6 correspondiam a seis carbonos metilénicos.
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No espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D, Figura 74, p. 96), de AUCC-4 foi
caracterizada a presenca de quatro sinais correspondentes ao sistema indélico, em &y 7,38
(1H, d, 7,8 Hz); 7,49 (1H, d, 8,0 Hz); 7,07 (1H, t, 7,5 Hz) ¢ 7,17 (1H, t, 7,5 Hz), um sinal em
ou 3,82 (s, 3H) atribuido a um grupamento metoxila. Os demais sinais encontram-se listados
na Tabela 11 (p. 94).

Foi possivel fazer as atribuicdes dos hidrogénios baseada na andlise do espectro
de RMN 2D de correlagio homonuclear 'H, '"H-COSY (Figura 76, p. 97), através dos
acoplamentos vicinais entre os hidrogénios dy 4,60 (H-3) < & 2,85 ¢ 1,59 (H-14); 4,33 (H-
17) & 2,46 (H-16) e (H-18); 4 3,08 (H-21) «1,74 (H-20); & 3,76 (H- 5) <> 3,24 (H-6); o
2,27 (H-15)>2,46 (H-16) e 1,59 (H-14); &4 2,00 (H-18) «1,64 (H-19). Além destes, foram
observados acoplamentos escalares para os hidrogénios geminais em &y 2,85 (H-14a) « 1,59
(H-14b) e o4 2,00 (H-18a) <> 1,74 (H-18b), conforme Figura 67.

O H-3 deveria apresentar uma multiplicidade de tripleto, acoplando com os dois
hidrogénios do H-14. No entanto isso ndo ocorre, pois s6 um hidrogénio do H-14 acopla com
o H-3, originando um dupleto. Isso acontece devido ao angulo diédrico de 90° que o H-3 faz

com um hidrogénio do H-14 (Ver Figura 67, p. 91).

Figura 67 - Subestruturas mostrando correlacdes vicinais e geminais observadas no espectro

de COSY para AUCC-4

No espectro heteronuclear 'H, PC-HMBC (Figura 78, p. 98), observou-se as
correlacdes a *Jene *Jen dos carbonos em AUCC-4 (Figura 68, p. 92), ou seja, as correlacdes
dos hidrogénios do sistema indélico em 047,49 (H-9) com os carbonos & 138,6 (C-13, a); &
127,5 (C-8, b); & 123,6 (C-11,¢) e & 107,0 (C-7, d); 7,38 (H-12) com & 127,5 (C-8,¢e) e
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120,8 (C-10, f); & 7,17 (H-11) com & 138,6 (C-13, g) e & 119,2 (C-9, h); & 7,07 (H-10)
com & 127,5 (C-8, i) e & 112,7 (C-12, j).

Figura 68 - Correlacdes a duas e trés ligacdes de 'H, *C-HMBC de AUCC-4.

Verificou-se-se também correlagdes a
duas e a trés ligagdes de oy 4,33 (H-17) com &
23,3 (C-19, k) e & 35,8 (C-15, 1); ou 3,82 (H-23)
com oc 174,7 (C-22, m); & 2,46 (H-16) com &
174,7 (C-22, n); & 68,3 (C-17, 0) e & 35,8 (C-15,

p), figura ao lado.

Os dados encontram-se listados na Tabela 11 (p. 94).

A comparagdo de AUCC-4 com o alcaloide ioimbina da literatura (WENKERT et
al., 1976) pdde ser completamente estabelecida pelo espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY,
(Figuras 79 e 80, p. 99), em que observou-se o acoplamento dipolar do hidrogénio dy 4,60 (H-
3) e 3,50 (H-21a). E, principalmente, H-16 em 6y 2,46 ¢ H-20 em oy 1,74 e H-17 em 6y 4,33 ¢
H-20 em oy 1,74, indicando uma posic¢do axial entre os hidrogénios H-16, H-17 e H-20.

Conforme discutido, estabeleceu-se a hidroxila em posi¢do alfa (em C-17),
confirmando a estereoquimica relativa da molécula apresentada na Figura 70 (p. 93).

Foi observado também, que devido ao gasto de energia, ser minimo na
conformag@o em bote (anel E), a substancia AUCC-4 (Figura 69, p. 93), apresentou-se nesta

conformacao.
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Figura 69 - Correlagdes observadas no espectro de NOESY para AUCC-4.

Os compostos AUCC-4 e S-ioimbina (AUCC-2) sdo diastereoisdmeros diferindo
apenas na posi¢do da hidroxila em C-17. Em AUCC-4, o H-17 estd na posicdo £, diferindo de
AUCC-2 que estd na posicdo ¢. Essa observagdo se faz pela diferenga no deslocamento
quimico de C-17/H-17 de AUCC-4 (C 68,3/ H 4,33) e AUCC-2 (f-ioimbina) em d¢ 73,1/ dn
3,78, Figura 70 (p. 93).

Figura 70- Comparacdo de AUCC-2 (f-ioimbina) com AUCC-4

3,78

Com base nos dados apresentados e comparacdo com os dados da literatura
(WENKERT et al., 1976), pdde-se propor que AUCC-4 tratava-se de um alcaloide indélico
do tipo ioimbano, esqueleto corinantiano, relatado pela primeira vez para a espécie e
denominado de 170-hidroxi-ioimbano-16a-carboxilato de metila ou ioimbina (Figura 71, p.
94).

De acordo com Dewick (2009), a ioimbina € largamente encontrada nas cascas de
Pausinnystalia yoimbe — Rubiaceae, além de espécies de Aspidosperma - Apocynaceae. E
usada popularmente como afrodisiaca e estudos farmacoldgicos atestam sua indicagcdo para

problemas de disfuncdo erétil, atuando na dilatacido dos vasos sanguineos.
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Figura 71 - Alcaloide inddlico ioimbina ou 17a-hidroxi-ioimbano-16a-carboxilato de metila

(AUCC-4).

H,CO0C

19
15
18

OH

Tabela 11 - Dados de RMN 1D e 2D de 'H e '*C para AUCC-4 e comparagdo com os dados
da literatura para os alcaloides ioimbina (WENKERT et al., 1976)* e S-ioimbina (AUCC-2)°.

hAucc-4 HMBC ZLiter. AUCC-2
c # &  SGmut)In Y  Jen & &
2 C 130,1 ] ] ] 1342 135.1
3 CH 62,7 4,60 (d, 11,4 Hz) ; ; 59.8 61,5
5a 3,76 (m)
s CH, 538 3,50 (m) - 52,1 54,3
6a 3,24 (m)
py CH, 204 3,08 (d4: 11.9 Hz) - 21,5 22.4
7 C 107,0 - - H-9 107,5 108,0
8 C 1275 ; H-9 H-12;H-10 127,0 128.4
9 CH 1192 7,49 (d; 8,0 Hz) - H-11 117,7 118.8
10 CH 1208 7,07 (t; 7,5 Hz) ; H-12 118.8 120,0
11 CH 1236 7.17 (t; 7,5 Hz) - H-9 120.8 1222
12 CH 1127 7,38 (d; 8,0 Hz) ; H-10 110,6 112,2
13 C 1387 - - H-9:H-11 1358 1383
14a 2,85 (d; 13,5 Hz)
Qe ZBl 1.5 (m) 33,8 34,5
15 CH 35,8 2,27 (m) H-16 H-17 36,4 43,6
16 CH 53,0 2,46 (d; 1,7 Hz) 52,6 58,9
17 CH 68,3 4,33 (s) H-16 - 66,9 73.1
18a 2,00 (d; 2,0 Hz)
15 CH: 332 174 (m) - 314 35,2
19a 1,64 (m)
o CH: 236 159 () - H-17 231 29,2
20 CH 393 1,74 (m) ; ; 40,2 40,7
21a 3,50 (m)
aib M2 96 3084 11.9H) - 61,0 61.9
22 C=0 1747 ; H-16 H-23 175.1 176,6
23 OCH; 525 3,82 (s; 3H) - - 51,7 52,4

3(500 x 75 e 125 MHz; CD;0D); XCDCls)
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Figura 72 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de AUCC-4 (UATR)
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Figura 73 - Espectro de massa (analisada por fonte APCI - Atmospheric Pressure Chemical

Ionization) de AUCC-4.
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Figura 74 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) de AUCC-4.
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Figura 76 - Espectro de RMN 2D de 'H, 'H-COSY (CD;0D, 500 MHz) de AUCC-4 e

subestruturas mostrando os acoplamentos vicinais.
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Figura 78 - Espectro de RMN 2D de 'H, °C — HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de AUCC-4
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Figura 79 - Espectro de RMN 2D de 'H, "H -NOESY (500 MHz, CD;0D) de AUCC-4.
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Figura 80 — Espectro de RMN 2 D de 'H, '"H -NOESY de AUCC-4 e expansao com 0S
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4.6 Determinagdo Estrutural de AUCC-5

Do extrato etandlico da casca do caule de A. ulei foram realizados fracionamentos
cromatograficos em silica gel e purificacdo por CLAE que permitiram o isolamento de 5,0 mg
de um sélido amarelo com ponto de fusdo 343,0-343,3 °C, denominado AUCC-5 (Parte
Experimental p. 233).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de AUCC-5 (Figura 86, p.
106), exibiu uma banda larga em 3249 cm’’, correspondente a vibragdo de deformacdo axial
de amina secunddria, caracteristica de ligacdo N-H, e uma banda em 2924 e 2853 cm’!
caracteristica de deformacdo axial de ligacdo O-H. Foram observadas também bandas de
deformagio axial de ligagio C-N alifatico em 1134 cm™ e aromdtico em 1268 cm™, além de
bandas correspondentes a deformacdo axial de ligagdo C=C em 1673 em” e 1470 cm™.
Adicionalmente, bandas correspondentes a deformacdo angular fora do plano para C-H
aromdtico em 720 cm™ ¢ 800 cm’".

O espectro de RMN de "*C-CPD de AUCC-5 (125 MHz, CD;OD, Figura 89, p.
108), apresentou 18 linhas espectrais. Por comparacdo do mesmo com o espectro de RMN 2D
'H,"*C-HSQC (Figura 92, p. 110), foi possivel identificar, quatro carbonos aromaticos
monohidrogenados em & 112,1 (6,75), o&c 122,4 (6,92), & 123,9 (7,30), & 131,2 (7,20), seis
carbonos metilénicos em & 60,1 (4 4,55/3,95); & 57,6 (3,50/3,37); o&c 53,7 (3,75/3,50), oc
43,2 (2,63/2,50); &c 34,5 (2,71/2,07) e & 24,5 (2,42/1,92); um carbono metilico em & 12,9
(1,74); uma dupla ligagdo trissubstituida em & 119,8 (&4 5,50); além de 5 carbonos ndo
hidrogenados, em & 147,3, & 1332, & 131,7, & 101,5 e & 88,3. Esse ultimo,
provavelmente ligado a heterodtomo. Os carbonos entre & 131,2-112,2 ppm foram
correlacionados aos carbonos aromadticos.

O espectro de massa de alta resolugdo (Figura 87, p. 106) revelou o pico do ion
molécular em [M + H] * = 283,1800 que comparado com a massa calculada de 283.1810
Daltons sugeriu uma férmula molecular C;gH,3N,0, correspondente a um indice de
deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a nove.

O espectro de RMN 2D de 'H,"’C-HSQC (500 x 125

5,50
20 ’

MHz, CD;0D, Figuras 92 e 93, p. 110), indicou um grupo etilidénico -1 H

exociclico, que de acordo com o espectro de correlagdo homonuclear LLLL“L; 18CH;>

a uma ligacdo (COSY) (Figuras 90 e 91, p. 109) foi possivel A

determinar acoplamentos entre os hidrogénios de uma metila em Jdy
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1,74 (& 12,9) com &4 5,50 (119,8), observado na subestrutura A. Outros acoplamentos fortes
de hidrogénios geminais em dy 3,50 e 3,37 (2H-5); 12,42 e 1,98 (2H-14); &u 2,50 e 2,63
(2H-6); &1 2,71 com 2,07 (2H-16); &4 3,75 € 3,50 (2H-3); & 4,55 € 3,95 (2H-21), assim como
os vicinais em dy 2,50 e 3,37 (H-6b/H-5b); oy 3,50 e 2,63 (H-5a/H-6a); oy 3,37 e 1,98 (H-
15/H-14b); & 3,50 e 2,42 (H-3b/H-14a) permitindo a confirmagdo dos fragmentos nas
subestruturas B e C (Figura 81).

Figura 81 - Estruturas parciais observadas a partir do espectro de COSY para AUCC-5.

B C

Também foram observados os acoplamentos escalares dos hidrogénios aromaticos
em &g 6,757,220 <—6,92-7.30, confirmando a existéncia do anel benzénico orto-
dissubstituido (subestrutura D).

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D, Figura 88, p. 107), apresentou 4 sinais em Jy
7,30 (d, 7,0 Hz), 6,92 (t, 7,7 Hz), 7,20 (t, 7,7 Hz) e 6,75 (d, 7,7 Hz),

referente aos hidrogénios aromadticos, além de um sinal em dy 5,50
(1H, q), atribuido a uma dupla ligacdo tri substituida. O sinal em dy

1,74 (3H, dd, 6,7 Hz), foi relacionado a um grupamento metila, em

adi¢c@o de diversos sinais na regido de prote¢ao listados na Tabela 12,

p- 105.

As correlacdes a longa distdncia exibidas no espectro de RMN 2D de 'H,"C-
HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D, Figuras 94 e 95, p. 111), para AUCC-5 foram observadas
entre os hidrogénios do anel aromadtico em &y 7,30 (H-9) com & 1474 (C-13, a) ; & 131,2
(C-11, b) e & 88,1 (C-7, ¢); & 7,20 (H-11) com os carbonos em & 1474 (C-13, d) e &
123,9 (C-9, e). Sinais em dy 6,92 (H-10) com & 133,2 (C-8, f) e & 112,1 (C-12, g), além de
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ou 6,75 (H-12) com & 133,2 (C-8, h) e & 122,5 (C-10, i). Um deslocamento importante em

ou 88,1 (C-7) foi observado para carbono oxigenado (subestrutura E).

Também  foram  observadas  correlagdes
importantes dos hidrogénios desblindados em dy 5,50 (H-19)
com os carbonos em & 60,1 (C-21, j); & 28,0 (C-15, k) e &
12,9 (C-18, 1); & 3,95 (H-21b) com & 131,6 (C-20, m); &
119,8 (C-19, n); & 101,6 (C-2, 0); & 57,6 (C-5, p) e & 28,0

(C-15, q), confirmando-se a presenga da cadeia lateral

olefinica conforme correlagdes apresentadas nas estruturas
parciais na Figura 82.

Com relag@o ao hidrogénio em dy 3,50 (H-5a e/ou H-3b) pdde-se correlacionar, a
duas ou trés liga¢ées com os carbonos em & 101,6 (C-2, r); & 88,1 (C-7, s); & 60,1 (C-21, t)
e & 43,2 (C-6, u). Devido aos deslocamentos dos carbonos desprotegidos, poderia se pensar
na presenca de um dtomo de nitrogénio quaterndrio entre esses carbonos C-3, C-5, C-21 e C-2

(Figura 82).

Figura 82 — Algumas correlagdes a longa distincia, observadas através do espectro de RMN

2D lH, BC-HMBC para as subestruturas de AUCC-5.

Foram observadas as correlagdes entre os hidrogénios em dy 3,37 (H-5b e/ou H-
15) com os carbonos em & 101,6 (C-2, v); & 60,1 (C-21, x) e & 43,2 (C-6, z); & 2,71 (H-
16a) com & 131,6 (C-9, w); & 101,6 (C-2, z); & 88,1 (C-7,a’); & 28,0 (C-15,b") e & 24,5
(C-14, ¢’). Sinais em ¢g 2,63 (H-6a) com o 133,3 (C-8, d’); & 88,1 (C-7, ¢); 57,6 (C-5, 1);
2,50 (H-6b) com 133,2 (C-8, g’); 101,6 (C-2, h’); 88,1 (C-7, 1") (Figura 83, p. 103).
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Outras correlagdes foram estabelecidas entre os hidrogénios em dy 2,07 (H-16b)
com & 131,7(C-20, j°); & 101,6 (C-2, k') e & 28,0 (C-15, I’), além dos hidrogénios da
metila em &y 1,74 (H-18) com os carbonos em & 131,6 (C-20, m’) e & 119,8 (C-19, n’).

Uma vez que foram mostradas todas as correlagdes possiveis para AUCC-5, sdo
apresentadas as subestruturas mostradas abaixo, na Figura 83, além dos espectros e suas

expansoes (Figura 95, p. 111 e Figuras 96 ¢ 97, p. 112).

Figura 83 - Proposta de subestruturas obtidas a partir do espectro de RMN 2D 'H, "C-HMBC
para AUCC-5.

De acordo com o espectro de RMN 2D de 'H, '"H-NOESY (500 MHz, CD;OD,
Figuras 98 e 99, p. 113) foi possivel a determinacdo da estereoquimica relativa da molécula,
demonstrando que os hidrogénios H-18 da metila acoplam dipolarmente com o H-15,
conferindo a cadeia lateral etilidénica uma geometria E, além de acoplamentos dipolares dos

hidrogénios H-6a com H-21a e H-5a com H-21b como pode ser visto na Figura 84 (p. 104).
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Figura 84 - Estrutura proposta para AUCC-5 e correlagdes observadas no espectro de

NOESY.

De acordo com pesquisa no “SciFinder” v2007, do Chemical Abstract, essa

substancia ja havia sido relatada na literatura (BARTLETT et al., 1963; BURNELL et al.,
1970, 1974), como cloreto de 19,20-hunteracina com pf 343-344 °C, [a] =- 91° (H,0-

CD30D, ¢ = 27,5 %), isolada de Hunteria eburnea Pichon, Apocynaceae.

Apesar de poucos dados fornecidos pela literatura (BURNELL et al., 1970, 1974;
Tabela 12, p. 105), somente de hidrogénios; observa-se pouca similaridade destes com
AUCC-5. J4 os dados de RMN de °C de AUCC-5, ausentes na literatura e listados na Tabela
12, foi possivel observar boa concordancia dos dados de deslocamentos quimicos de AUCC-5
com a literatura especifica em espectroscopia (SILVERSTEIN, R. M., 2007).

O alcaloide hunteracina apesar de ja ter sido isolado em 1963, nunca fora isolado do
género Aspidosperma. E, de acordo com os resultados obtidos, os dados de RMN de B,
estdo sendo registrados pela primeira vez.

Com base nos resultados apresentados, foi possivel propor que AUCC-5 tratava-se de
um alcaloide inddlico do tipo Aspidospermatano, 19(E)-hunteracina (Figura 85, p. 105),

inédito para o género Aspidosperma.



Figura 85- Estrutura do alcaloide 19E-hunteracina (AUCC-5)
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Tabela 12 - Dados de RMN 1D e 2D de 'He "°C para AUCC-5 (500 x 125 MHz) comparado
com os dados da literatura para o alcaloide 19,20-hunteracina (BURNELL et al., 1974)1.

AUCC-5 HMBC Literatura’

C & ou (mult, J, Int) *Teu *Teu Ou

2 101,5 - 2H-16 H-21; H-5a; H-16; H- -

3a o, 3,75 (t, 10,5 Hz, 1H) _ ; :

3b ’ 3,50 (m, 1H) - = -

S5a 576 3,50 (m; 1H) H-6a H-21b -

5b ’ 3,37 (m, 1H) -

6 432 2,63 (m; 1H) H-5b _ :

6b 2,50 (m; 1H) = - -

7 883 _ 2H-6 H-5b; H-16a; H-9 -

8 1332 _ - H-10; H-12; 2H-6 _

9 1239 7,30 (d; 7,0 Hz; 1H) - H-11 6,7-7,5
10 1224 6,92 (t,7,7; 1H) - H-12 6,7-7,5
11 1312 7,20 (t; 7,7 Hz; 1H) - H-9 6,7-7,5
12 1122 6,75 (d;7,7 Hz; 1H) ] H-10 6,7-7,5
13 1473 - - H-9; H-11 -
14a 245 2,42 (m; 1H) - H-16 i
14b ’ 1,98 (m; 1H)

15 280 3,37 (m, 1H) 2H-16 H-21b; H-9 -
16a ., 2,71 (d; 14,0 Hz, 1H) _ _ ;
16b ’ 2,07 (dd; 4,8 Hz; 1H)

18 129 1,74 (d; 6,7 Hz; 3H) H-19 - 1,67 (d, 3H)
19 119,8 5,50 (q; 9,0 Hz; 1H) H-18 H-21b 5,20 (m, 1H)
20 1317 . H-21b H-18; 2H-16 -
21a 4,55 (dd; 2,4; 2,7 Hz; 1H) _ _ _ :
21 001 3.95 (d, 14,5 Hz: 1H) AFIER IR, 2865

AUCC-5 ¢ (ppm); CD;0D, 500/125 MHz; ™ (D,0); Nio fornecido no artigo.
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Figura 86 - Espectro de absorcdo na Regido do Infravermelho de AUCC-5 (Pastilha de KBr).
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Figura 88 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) de AUCC-5 e expansio.
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Figura 89 - Espectro de RMN °C-BB e DEPT 135 ° (125 MHz, CD3;0D) de AUCC-5.
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Figura 90 — Espectro de RMN 2D 'H, '"H-COSY (CD;OD, 500 MHz) de AUCC-5.
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Figura 92 — Espectro de RMN 2D 'H, °C — HSQC (125 x 500 MHz, CD;0D) de AUCC-5.
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Figura 94 — Espectro de RMN 2D de 'H, "*C — HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de AUCC-5.

Figura 95 - Espectro de RMN 2D de 'H, °C — HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de AUCC-5

€ expansao.

ppm

[=] &?@
(=] & o (=] (=] =
=] & |-
® ° o° = (<]




112

Figura 96 — Espectro de RMN 2D de 'H, C— HMBC (125 x 500 MHz, CD;0D) de AUCC-5
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Figura 98 - Espectro de RMN 2D de 'H,
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'"H-NOESY (CD;0D, 500 MHz) de AUCC-5.

Figura 99 - Espectro de RMN 2D de 'H, 'H -NOESY (CD;OD, 500 MHz) de AUCC-5 e
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4.7 Determinagdo Estrutural de AUCC-6

Cromatografias de adsorcdo (silica), exclusdao (Sephadex LH-20) e purificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia da fracido AUCCEM, produzida por particionamento do
extrato etandlico da casca do caule forneceu 4,0 mg de um sélido amorfo, denominado AUCC-
6 (Parte Experimental p. 233), com ponto de fusdo de 143,2-144,4°C.

O espectro de absorc¢do na regido do infravermelho (Figura 102, p. 119) mostrou
uma banda larga em 3228 cm'lcorrespondente a vibragOes de deformacio axial da ligagdo N-
H, caracterizando amina secunddria aromdtica e estiramento da ligacdo O-H, correspondentes
a bandas entre 2924 e 3500 cm™'. Foram observadas ainda, vibracdes de deformacdo axial da
ligacio C-N de aromadtico em 1455 cm'l, e alifatico em 1199 cm'l, além de bandas
correspondentes a deformacio axial de C=0 em 1726 cm™.

A banda em 1673 cm’ foi relacionada a ligagdo C=C, além de bandas esqueletais
correspondentes a deformac@o angular fora do plano para C-H aromético em 749 e 722 cm !

No espectro de RMN Bc.cpp (125 MHz, CDs;0OD, Figura 105, p. 121), foram
observadas 13 linhas espectrais em & 119,3 (C-9), 120,9 (C-10); 123,8 (C-11) e 112,7 (C-
12), associadas a carbonos mono hidrogenados de anel benzénico. Trés sinais em & 32,9 (C-
15); 51,4 (C-16) e 66,7 (C-17), atribuidos a carbonos metinicos, além de quatro carbonos
metilénicos, com deslocamentos em & 20,3 (C-6); & 34,6 (C-18); & 60,1 (C-21) e oc 34,9
(C-14) e um carbono metilico, em & 52,8 (C-23), atribuido a uma metoxila. Observou-se
também um carbono olefinico em 126,8 (C-19), trés carbonos ndo hidrogenados, em & 174,7,;
138,0 e 1274 identificados pela auséncia de correlacdes no HSQC.

Os sinais observados entre 123,8-112,7 ppm foram atribuidos aos carbonos
aromdticos do sistema inddlico, enquanto o sinal em & 66,3 foi atribuido a um carbono
oximetinico e o sinal em ¢ 174,7, a um carbono carbonilico de éster, como indicado no
espectro de infravermelho (Figura 102, p. 119).

Espectrometria de massa de alta resolug@o exibiu o pico do fon molecular com m/z
igual a 353,1892 que comparado com a massa calculada em 352,1787 Daltons, sugeriu uma
féormula molecular de C,;H»4N,03, com indice de defici€ncia de hidrogénio igual a onze

(Figura 103, p. 119).
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O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;OD, Figura 104, p. 120), de AUCC-6,
apresentou quatro sinais correspondentes a hidrogénios aromadticos, em &y 7,35 (H-12); 7,47
(H-9); 7,06 (H-10) e 7,15 (H-11). Um sinal em &y 3,81 (H-23, 3H) atribuido a um grupamento
metoxila; um sinal em &y 5,88 (H-19), referente a hidrogénio olefinico, além de um sinal em
oq 4,45 (H-17), caracteristico de hidrogénio oximetinico. Os demais sinais encontram-se
listados na Tabela 14 (p. 118).

Foi possivel fazer as atribuicdes dos hidrogénios baseada na andlise do espectro
de RMN bidimensional de correlagio homonuclear IH, '"H - COSY de AUCC-6 (Figura 107,
p- 122), através dos sinais intensos de acoplamentos vicinais entre os hidrogénios
on 5,88 (H-19) & &1 2,52 e 2,29 (H-18a/b); 4,45 (H-17) <> 2,52 (H-16 e/ou H-18) e 2,29 (H-
18a); um sinal forte de hidrogénio geminal em Jy 2,52 (H-18b) «»2,29 (H-18a) outro em dy
3,57 <> 3,79; além dos acoplamentos de & 2,52 (H-16) < 3,16 (H-15) e 4,45 (H-17).

Acoplamentos escalares também foram observados
para os hidrogénios que caracterizam o anel benzénico do
sistema ind6lico dissubstituido no anel pirrélico observado na
subestrutura A.

Através do espectro de RMN 2D de IH, 13C—HSQC
(Figura 108, p. 123) de AUCC-6 pode-se correlacionar cada

hidrogénio ao seu respectivo carbono, sendo que alguns deles ndo apareceram no espectro de
¢, porém observados no espectro HSQC.

Observou-se a existéncia de um sinal na regido de carbono sp® olefinico, um
monohidrogenado em & 1264 (& 5,88, H-19) e quatro carbonos monohidrogenados.
Também foi observado um carbono metinico oxigenado em & 66,7 (&g 4,45, H-16) e quatro

carbonos metilénicos. Os dados encontram-se listados na Tabela 14 (p. 118).

O espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC (Figura
110 e 111, p. 124) permitiu o assinalamento de todos os
sinais observados. Correlagdes dos hidrogénios do sistema
inddlico em &y 7,47 (H-9) com os carbonos & 138,0 (C-13,
a); o 1274 (C-8,b); & 123,8 (C-11,¢) e & 106,8 (C-7, d);
ou7,35 (H-12) com & 127,4 (C-8, e) e 120,9 (C-10, 1).
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Sinal de hidrogénio em &;7,15 (H-11) com & 138,0 (C-13, g) e & 119,3 (C-9, h);
ou 7,06 (H-10) com &c 1274 (C-8, 1) e & 112,7 (C-12, j), mostradas na subestrutura B.

Foi verificado também correlagdes de oy 5,88 (H-
19) com & 32,9 (C-15, k) e & 66,7 (C-17, 1); du 2,52 (H-16)
com &l174, 7 (C-22, m); & 66,7 (C-17, n); & 32,9 (C-15,0) e
& 34,6 (C-18, p), além de & 3,81 (H-23) com & 174,7 (C-22,
q) (Subestrutura C).

No espectro de RMN 2D 1H,13C—HMBC nao foram

observados sinais para os carbonos C-3, C-5, C-20 e C-2.
Porém, no espectro de RMN 2D de 'H '"H-COSY (Figura 106 e 107, p. 122), observou-se

alguns acoplamentos de hidrogénios ligados a carbonos sp3 e sp,em, g 1,52 € 3,07; du 3,57 e
3,79; 613,59 € 3,23; &1 3,59 e 3,16.

Conforme Tabela 13, p. 117 observa-se estreita semelhanca de AUCC-6 com as
substancias B-ioimbina e ioimbina, porém observa-se também que alguns sinais de carbono
ndo foram caracterizados, devido a pouca massa obtida. Portanto, por compara¢do com as
substancias AUCC-2 e AUCC-4 nota-se semelhanca no esqueleto corinante apresentado,
observando-se, pequenas diferengas nos deslocamentos quimicos em funcdo do solvente
utilizado. Uma diferenga proximo de 2 ppm em relacdo ao solvente CDCl; e CDsOD, este
ultimo, apresentando sinais mais desprotegidos.

De acordo com os modelos da -ioimbina e ioimbina, uma justificativa para os
carbonos C-3 e C-5 ligados a nitrogénio nio aparecerem em AUCC-6 é devido a0 momento
quadrupolar do nitrogénio alargar demais o sinal (ver espectro HMBC, Figura 110 p. 124).

O espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM, Figura 103, p. 118), de AUCC-6
interpretado juntamente com os dados RMN de 'H e "C, forneceu massa igual a 352,
compativel com a férmula molecular C;;H24N,O3. A partir da comparagdo com os espectros
de massa das substincias -ioimbina e ioimbina (Cp;H,6N,0;3), constatou-se que havia uma
insaturag@o a mais para AUCC-6 (Figura 100, p. 117).

PASCALE et al. (1991) relata a 19,20-desidro-f-ioimbina e apds comparacdo da
B-ioimbina e ioimbina com AUCC-6 (Tabela 13, p. 117), sdo observadas similaridades nos
deslocamentos de C e H, porém com algumas observacdes em virtude do solvente utilizado
(CDs;0D) para AUCC-6 ser diferente da literatura (CDCl;). Além da estereoquimica da

substancia AUCC-6 apresentar uma hidroxila o, contréria a literatura, em .
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Figura 100 - Comparacdo de AUCC-6 com os alcaloides S-ioimbina e ioimbina.
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Tabela 13 - Comparagio dos dados de RMN °C e '"H de AUCC-2, AUCC-4 com AUCC-6.

C 4 AUCC-2 (B-ioimbina)' AUCC-4 (ioimbina)’ (AUCC-6)*
& & (mult, J, Int) & S (mult, J, Int) # o S (mult, J, Int)

2 C 1351 - 130.1 - c - -

3 CH 65 3.35(dl, 11 Hz) 627 460(d 114Hz) CH -

Sa 3,12(dd, 6 e 11 Hz) 3,76 (m)

sp CH 43 S sweeliny 008 3,50 (m) CH, - -

6a 2.90 (m) 3.24 (m) 3.23 (m)

op CH 224 2.71 (m) 204 308(d;11,9Hz) CH2 203 3.07 (m)

7 C 1080 i 107.0 ) C 1068 i

8§ C 1284 ] 1275 749(d:80Hz C 1274 ]

9 CH 1188 739(d, 7.8Hz) 1192 7.07(t75Hz) CH 1193 7.47 (d: 7.8 Hz)

10 CH 1200 6.95 (t, 8.0Hz) 1208 717(:75Hz) CH 1209 7.06(t 7.4 Hz)

11 CH 1222 7.05 (t, 8.0 Hz) 1236 738(d:80Hz) CH 1238 7.15(t: 7.4 Hz)

12 CH 1122 728 (d, 80Hz) 1127 749(d:80Hz) CH 1127 7.35(d: 7.8 Hz)

13 C 1383 ; 138.7 i C 1380 ;

14a 2.18 (m) 2.85 (d: 13,5Hz) 3,07 (m)
1qp CH2 343 1,35/ (m) S 1,59 (m) b Y )

15 CH 436 1.55 (m) 35.8 2.27 (m) CH 329  3.16(m)

16 CH 589 2.15 (m) 530 246(d17Hz) CH 514 252 (m)

17 CH 731 3.78 (m) 683 433 (s) CH 667  445(s)
18a 2,05 (ddd, 3.7 e 12 Hz) 2,00 (d: 2,0 Hz) 2,52 (m)
18p CH2 352 1,40 (m) L2 1,74 (m) CH: 346 199 (m)
192 1,70 (ddd, 3.7 ¢ 12 Hz) 1.64 (m)

o CH, 292 50 23.6 IS CH 1268  588(s)

20 CH 407 150 (m) 39,3 174 (m) c - ]
21a 2.97(dd, 3 e 11 Hz) 3.50 (m) 4,07 (m)
2y CH 619 2,20 (q, 11 Hz) 96 3081190y S 601 3 m)
C=0 C 1766 i 1747 ] C 1747 i

OCH, OCH, 52.4 3.81(s) 52,5 3.82 (s) OCH, 528  381:s:3H

J ¢ (ppm) (CD;0D)™; RMN C, ™H (125/500)"* e (75/300)°

Uma vez feita essas comparacdes e de acordo com os dados espectroscépicos

apresentados na Tabela 14 (p. 118), pdde-se concluir que AUCC-6 tratava-se de 19,20-

desidro-17 arhidroxi-ioimbina-16 g~carboxilato de metila (Figura 101, p. 118), um alcaloide
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ind6lico com esqueleto do tipo corinantiano isolado pela primeira vez para A. ulei.

Figura 101 - Alcaloide ind6lico 19,20-desidro-17 orioimbina (AUCC-6).

Tabela 14 - Dados de RMN 1D e 2D de "°C e 'H de AUCC-6 e comparagdo com dados de
RMN da literatura para o alcaloide 19,20-desidro-fS-ioimbina (PASCALE et al., 1991)2.

fAvucc- 6 HMBC 2 Literatura

c # & S (mult, J) Jen Jen & &

2 #C - - - - 133,3 -

3 *CH - - - 60,9 3,40 (d br; 11,8 Hz)

- 2,59-2,80 (m)
ES _ -

5 *CH, ] 519 2.95-3.15 (m)

6a 3,23 (m) 2,59-2,80 (m)

o CH> 203 3,07 (m) i 213 2,95-3,15 (m)

7 C 1068 - - H-9 108,2 -

8 C 1274 - H-9 H-12;H-10 127.0 -

9 CH 1193 7,47(d;7,8Hz) - H-11 118,0 7,46 (d br, 7,1 Hz)
10 CH 1209 7,06t 7,4 Hz) - H-12 119,4 7,08 (dt; 7,1; 1,1 Hz)
11 CH 1238 7,15(;74Hz) - H-9 121,3 7,14 (dt; 7,1; 1,1 Hz)
12 CH 1127 7,35(d; 7,8 Hz) - H-10 110,6 7,31 (d; br; 7,1 Hz)
13 C 1380 - - H-9;H-11 1359 -
14a 3,07 (m) 2,25 (ddd; 12; 5; 2,5 Hz)
14p CH2 349 1,52 (m) i 39,0 1,47 (q; 12 Hz)

15 CH 329 3,16 (m) H-16 H-19 35,9 2,59-2,80 (m)

16 CH 514 2,52 (m) 58,7 2,42 (t; 10,3 Hz)
17 CH 66,7 4,45 (s) H-16 H-19 68,5 4,07 (dt; 10,3; 5,5 Hz)
18a 2,52 (m) 2,42-2,53 (m)
18p  CH2 346 2,29 (m) LIS B! 2,07-2,20 (m)

19 CH 1268 5,88 (s) - - 119,2 5,56 (dd; 3,7; 1,6 Hz)
20 *C - - 133,3 -
21a 4,07 (m) 3,46 (d; 12,6 Hz)
21p G 601 3,98 (m) i 351 2,95-3,15 (m)

22 C=0 1747 - H-16 H-23 174,7 -

23 OCH; 528 3,81(s) 52,3 3,90 (s)

(*) C e H nao observados; I (300 x 75 MHz, CD;0D); 2 (300 x 75 MHz, CDCly).



Figura 102 - Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho de AUCC-6 (UATR).
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Figura 103 - Espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM) de AUCC-6
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Figura 104 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) de AUCC-6.
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Figura 105 - Espectro de RMN de °C e DEPT 135° (125 e 75 MHz, CD;0D) de AUCC-6.
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Figura 106 — Espectro de RMN 2D de 'H, "H-COSY (CD;0D, 500 MHz) de AUCC-6.
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Figura 108 - Espectro de RMN 2D de 'H,">C — HSQC (CDs0D, 300 x 75 MHz) de AUCC-6.

wo o

.« P

Figura 109 - Espectro de RMN 2D de 'H, *C— HSQC (CDsOD, 300 x 75 MHz) de AUCC-6 e

expansao.
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Figura 110 - Espectro de RMN 2D 'H, °C — HMBC (300 x 75 MHz, CD;0D) de AUCC-6.

Figura 111 - Espectro de RMN 2D de 'H, >C—HMBC (300 x 75 MHz, CD;0D) de AUCC-6

€ expansao.
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4.8 Determinagdo Estrutural de LCA-1

Do extrato etandlico do lenho do caule de A. ulei foram realizados fracionamentos
cromatograficos que permitiram o isolamento de 36,0 mg de um sélido com ponto de fusdo
230,1-231,2 °C, denominado LCA-1 (Parte Experimental p. 238).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 116, p. 131), mostrou
uma banda larga em 3400 cm’’, correspondente a vibracdes de deformacéo axial de ligacdo N-
H, caracterizando aminas secunddrias aromadticas; vibracdes de deformacdo axial de ligacdo
C-N alifatico em 1132 ¢cm™ e aromético em 1203 cm'l, além de bandas correspondentes a
deformagio axial de ligagio C=C em 1677 cm™ e 1461 cm™, e ainda bandas correspondentes
a deformacio angular fora do plano para C-H aromético em 721 cm™ e 800 cm™.

O espectro de RMN de BC-CPD de LCA-1 (Figura 119, p. 132), apresentou 18
linhas espectrais que em comparagdo com o espectro de RMN 2D 'H,"”C-HSQC (Figuras 120
e 121, p. 133), apresentou um padrdo de hidrogenacdo de quatro carbonos aromdticos
monohidrogenados em & 121,8 (7,29), 120,0 (7,25), 118,1 (7,54), 111,9 (7,63); um carbono
metinico em & 30,9 (3,17); seis carbonos metilénicos em & 57,5 (& 3.,68/3,44), 52,6
(4,21/3,78), 44,8 (3,23/2,33), 32,7(3,25), 23,1 (1,91/1,52) e 20,7 (3,55/3,13); um carbono
metilico em & 13,7 (1,54). Um carbono correspondente a uma dupla ligacdo tri substituida
em oc 124,5 (&1 5,58); além de cinco carbonos ndo hidrogenados, ausentes no HSQC, em &
136,6, 136,3, 135,1, 128,2 e 107,8. Os dados discutidos para LCA-1 encontram-se listados na
Tabela 16 (p. 130).

O espectro de massa de alta resolu¢do (IES-EM) obtido para LCA-1 (Figura 117,
p- 131) exibiu o pico da molécula ionizada em m/z 267.1900, que comparado com a massa
calculada em 267.1861 Daltons, sugeriu a férmula molecular C;sH2,N,, com um indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a oito.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN, Figura 118, p. 132) de LCA-1,
apresentou um sinal em Jy 12,08, correspondente a nitrogénio hidrogenado, quatro sinais em
on 7,63 (1H, d, 8 Hz); 7,54 (1H, d, 8 Hz); 7,29 (1H, ddd, 1 e 8 Hz) e 7,25 (1H, ddd, 1 e 8 Hz),
correspondente ao anel benzénico do sistema inddlico, um sinal em dy 5,58 (1H, m),
correspondente a uma dupla liga¢do tri substituida e um sinal em oy 1,54 (3H, d, 6 Hz),
correspondente a um grupamento metila. Diversos sinais entre 4,2-1,5 ppm encontram-se

listados na Tabela 16 (p. 130).
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As correlages a longa distincia observadas no espectro de RMN 2D 'H, Pc-
HMBC para LCA-1 (Figura 122, p. 134), possibilitaram propor as subestruturas da Figura
112, abaixo. As correlagdes observadas entre os hidrogénios com seus respectivos carbonos

encontram-se listados na Tabela 16 (p. 130).

Figura 112 — Subestruturas propostas para LCA-1 e correlagdes obtidas a partir do espectro

HMBC.

Segundo pesquisa no “SciFinder” v2007, essa substancia ji havia sido relatada na

literatura como 17-nor-subincanadina E com pf 146-147 °C e ] =- 6,64° (CD3;0OD, ¢ =0,5

%), no entanto, nunca fora isolada de fonte natural, ocorrendo apenas como intermedidrio em
sinteses de alcaloides de Strychnos (AMAT et al., 1996; AMAT et al., 1997).

De acordo com a comparagdo realizada com modelos da literatura (Quadro 1, p.
127) (KOBAYASHI et al., 2002), para as substincias subincanadinas de A-E, foi possivel
observar diferencas nos deslocamentos quimicos, principalmente na dupla exociclica.

Observa-se nessas substancias uma variacao nos deslocamentos quimicos tanto de
3C como 'H. Nota-se que no carbono C-17 em d¢ 117,8 (D), e 123,2 (E), houve uma variagio
de 5,4 ppm. Os deslocamentos dos hidrogénios H-17 olefinicos em dy 6,59/5,92 (D) e du
5,95/5,56 (E), exibiram uma diferen¢a de deslocamento quimico de 1,0 e 0,36 ppm.
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Quadro 1 — Alcaloide indélico subcanadina (A-E) e seus respectivos dados de RMN de He

13C.

7,44 3,14/3,12 1186 17,51

1 7,03 207/ 1,82

18] 1,94
subincanadina A

7.4 (3,11/2H) 1185 178

7,03
(2,54/2,24) 18

subincanadina B

753 (3,15/2H) 1188 18,21

(1,83/1,53) 18/1,67
subincanadina C

7,62 (403/3,12)  3,P347) 1113 204 566
1278 1081

4 12,15 14,32,06
subincanadina D

748 (3,88/3,12)  (3,68/3,39) 1201 27 g1

1215 H 6.91556) H 18
4,19

subincanadina E
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subincanadina F

De acordo com os dados da literatura comparados com os dados de RMN 'H e '*C
de LCA-1 listados na Tabela 15 (p. 128), foi possivel observar boa concordéancia entre os
dados de LCA-1 e 1, enquanto LCA-1 e 2 mostraram diferengas principalmente devido a
presenca de uma dupla ligacdo terminal entre C-16 e C-17, em 2 (Figura 113, p. 129), além de

diferencas de deslocamentos em fungdo dos diferentes solventes.

Tabela 15 - Comparagio dos dados de RMN de "*C de LCA-1 e dados da literatura (UCHOA,
2006)'; (KOBAYASHI et al., 2002)".

# LCA-1 Literatura 1 Literatura 2
C oc oc oc
2 136,3 136,5 139,9
3 44,8 44.8 48,7
5 57,5 57,8 60,1
6 20,7 20,9 22,7
7 107,8 107,9 110,1
8 1282 1283 130,9
9 118,1 1183 120,1
10 120,0 120,1 121,7
11 121,8 122.0 125,2
12 111,9 112,1 116,2
13 136,6 136,8 139,9
14 23,1 232 28,3
15 30,9 31,2 443
16 32,7 32,9 1447
17 - - 123,1
18 13,7 14,0 16,0
19 124,5 124.9 131,1
20 135,1 135,3 133,5
21 52,6 52,3 55,7

LCA-1 e 1 CsDsN (500 x125 MHz); 2CD;0D (500 MHz).
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Figura 113 - Comparag@o com modelo da literatura (KOBAYASHI, 2002) para LCA-1

LCA-1e1

De acordo com o espectro de RMN '"H' H-NOESY (Figuras 123 e 124, p. 135),
foi possivel determinar a configuracao relativa de C-15 e da dupla ligagdo em LCA-1, através
de acoplamentos dipolares entre H-19 e H-21b, além da interagdo entre H-18 e H-15.
Adicionalmente, observaram-se acoplamentos dipolares em H-21a (dy4,21) e H-15 (4 3,17)
e H-3a (& 3,23), evidenciando que essas interagdes permitiram uma configuragdo E na dupla

ligagdo, confirmada pelo NOESY entre H-19 e H-21b. (Figura 114).

Figura 114 — Acoplamentos dipolares observados no espectro de RMN 2D 'H 'H-NOESY
para LCA-1.




Tabela 16 — Dados de RMN 1D e 2D de °C e 'H para LCA-1.

130

LCA-1 HMBC
# & ou (mult, J, Int) *Ten *Jen
1 - 12,08 - -
2 136,3 = H-1 -
3a 3,23 (dd, 6,0; 9,0 Hz)
3b 44,8 233 (m) H-14a H-21b
5a 3,68 (dt, 3,0; 14,0 Hz) _ o
5h 57,5 3.44 (t. 13,0 Hz) H-6a; H-6b H-21b; H-3a; H-3b
6a 3,55 (ddd, 3,0 e 16,0 Hz) )
6b 20,7 3.13 (m) H-5a; H-5b -
7 107,8 - H-6° H-1; H-5a/H-5b; H-9; H-16b
8 128,2 - H-9 H-1, H-12; H-10; H-6a
9 118,1 7,54 (d, 8,0 Hz) - H-11
10 1200 7,25 (ddd, 1,0 e 8,0 Hz) - H-12
11  121,8 7,29 (ddd, 1,0 e 8,0 Hz) H-10 H-9
12 111,9 7,63 (d, 8,0 Hz) - H-9; H-10
13  136,6 - H-1 H-9; H-10
14a 1,91 (hept, 6,0 Hz) )
L 23 L5 () H-3a: H-3b ;
15 30,9 3,17 (m) H-14a; H-14b H-3; H-21
16a .
16b 32,7 3,25 (m) - H-14a; H-14b
18 13,7 1,54 (d, 6,0 Hz, 3H) - -
19 1245 5,58 (d, 7,0 Hz) H-18 H-21b
20 135,1 - H-21b H-18
21a 4,21 (d, 15,0 Hz)
21p 020 3.78 (d. 15.0 Hz) H-20 H-5

dc(ppm), ( CsDsN; 125x 500 MHz)

Com base nos dados de RMN obtidos para LCA-1 foi possivel propor que a

mesma, tratava-se de 20(E)-17-nor-subincanadina E (Figura 115), e segundo pesquisas no

“SciFinder” v2007, continua sendo relatado pela primeira vez como produto natural.

Figura 115- Estrutura do alcaloide ind6lico 20(E)-17-nor-subincanadina E (LCA-1)
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Figura 116 - Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho de LCA-1 (Pastilha de KBr).
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Figura 118 - Espectro de RMN 'H (CsDsN, 500 MHz) de LCA-1.
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Figura 119 - Espectro de RMN "C-CPD e DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de LCA-1.
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Figura 120 - Espectro de RMN 2D 'H, C-HSQC (CsDsN , 500 x 125 MHz) de LCA-1.
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Figura 121 - Espectro de RMN 2D de 'H, "C-HSQC (CsDsN, 500 x 125 MHz) de LCA-1 e

expansao.
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Figura 122 - Espectro de RMN 2D de 'H, "C-HMBC CsDsN, 500 x 125 MHz de LCA-1 ¢

expansao.
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Figura 123 — Espectro de RMN 2D de 1H, '"H.NOESY (CsDsN, 500 MHz) de LCA-1 e

subestrutura mostrando alguns acoplamentos dipolares.

Figura 124 - Espectro de RMN 2D 'H, "H-NOESY (CsDsN, 500 MHz) de LCA-1 e expansao.
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4.9 Determinagdo Estrutural de LREB-1

A fra¢do LRE-B, originada do extrato etanélico do lenho da raiz de Aspidosperma
ulei, foi submetida a cromatografias de adsorc¢do resultou na obten¢do de 4,4 mg de uma
resina, denominada LREB-1 (Parte Experimental p. 240).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 130, p. 142), mostrou
uma banda larga em 3440 cm’, correspondentes a estiramento da ligacdo O-H, e sobreposto a
vibracdo de deformagdo axial de ligacdo N-H. Observou-se em 1135 cm’, vibragdes de
deformacio axial de ligagdo C-N alifatico e aromdtico em 1201 cm™, além de uma banda em
1683 cm™, correspondente a deformacio axial de ligacio C=0, caracteristico de carbonila
conjugada de 4cido. Em adi¢iio observou-se uma banda em 1475 cm™, referente a ligacio
C=C e bandas correspondentes a deformagdo angular fora do plano para C-H aromético em
802 cm’.

O espectro de RMN de *C-CPD (125 MHz, CD;OD) de LRE-1 (Figura 134, p.
144), exibiu 19 linhas espectrais que comparado com o espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC
(Figuras 138 e 139, p. 146), foi possivel determinar o padrdo de hidrogenag¢do para cada
carbono: trés carbonos aromdticos monohidrogenados em & 115,5 (6,78), & 129,7 (7,13) e
o 121,1 (6,94); um carbono metinico em & 75,2 (4,68); oito carbonos metilénicos
confirmados pelo espectro de DEPT 135 (Figura 135, p. 144) em & 51,1 (&4 4,07/3,93), &
59.4 (4,43/4,25), & 37,6 (2,70/2,34), & 19,3 (2,11/2,27); & 31,1 (2,10/1,62) e & 25,6
(2,34/1,83); & 33,1 (2,19/1,83) e oc 40,9 (2,57/2,40); um carbono metilico desprotegido em
o 22,9 (2,42); além de oito carbonos ndo hidrogenados, em & 41,7; & 63,4; & 137,0; &
149,2, & 127,5 & 171,9; & 173,5; e & 190,0, esses trés ultimos carbonos, possivelmente
carbonilicos.

O espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM) obtido para LREB-1 (Figura 131,
p. 142, mostrou o pico do ion molecular [M-H]" com m/z 369.1832 e a massa calculada em
369.1814 Daltons, sugerindo a férmula molecular C;;H;5N>04 € um indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) correspondente a onze insaturagdes na molécula.

O diagrama de contorno do espectro de HSQC (125 x 500 MHz, CD3;OD; Figura
138, p. 146), associada a multiplicidade e aos deslocamentos quimicos, permitiu correlacionar

os sinais dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 17, p. 141).
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O espectro de RMN de 'H de LREB-1 (500 MHz, CD;0D; Figuras 132 e 133, p.
143), apresentou 3 sinais em &y 6,78 (1H, d, 7,9 Hz); oa 7,13 (1H, t, 7,9 Hz) ¢ &1 6,94 (1H, d,
7,9 Hz), correspondente aos hidrogénios do anel aromatico monossubstitido. Um sinal em dy
2,42 (3H, s), correspondente a um grupamento metila, além de diversos sinais de hidrogénios
na regido entre 3,9-4,7 ppm.

A anélise das correlagdes homonucleares do espectro de RMN 2D de 'H,'H-
COSY de LREB-1 (Figura 136, p. 145) mostrou acoplamentos
sendo alguns do anel benzénico em dy 7,13 (H-10) com &4 6,78

(H9) e & 694 (H-11), observado na subestrutura A.
Acoplamentos vicinais e geminais de hidrogénios em dy 4,68 (H-
2) com &g 2,34 ¢ 1,80 (H-16a el16b); o5 2,70 (H-6a ) e & 2,34 (H-
6b); &y 2,70 (H-6a) com 4,25(H-5b) e 4,43 (H-5a). Sinais em oy 2,19 (H-17 a) e &y 2,34 (H-
16a); &4 1,81 (H-17 b) e & 2,19 (H-17 a); &1 2,34 (H-16 a) e &4 1,83 (H-16b); &y 2,19 (H-17
a) e oy 2,81 (H-17b). Demais sinais em dy 2,29 (H-15 a) e oy 1,62 (H-15b); &4 2,19 (H-17 a)
e o 2,81 (H-17b); & 2,27 (H-14 a) e &y 2,11 (H-14b); &y 4,07/3,93 (2H-3) com &y 2,27/2,11
(2H-14) e &1 2,11(H-14b) com oy 1,62 (H-15b), que podem ser observados nas subestruturas
para LREB-1 na Figura 125 (p. 137).

Através do espectro de RMN 2D de 'H,*C-HSQC e COSY foi possivel

determinar alguns pares de carbonos em LREB-1 (Figura 125, p. 137), indicando que os

mesmos encontram-se isolados por carbonos nao hidrogenados ou heterodtomos.

Figura 125 - Subestruturas obtidas a partir dos dados de COSY e HSQC de LREB-1
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As correlagdes a longa distincia foram observadas no espectro de RMN 2D

'H,"”C-HMBC (Figuras 140 e 141, p. 147 e 148), onde foi

possivel assinalar o hidrogénio em &4 7,13 (H-10) com & 149,2
(C-12, a); & 137,0 (C-8, b), 121,1(C-11, ¢); & 6,94 (H-11) com
& 149,2 (C-12, d); & 127,5 (C-13, e) e & 115,5 (C9, ); ou
6,78 (H-9) com o6c137, 0 (C-8, g); &127,5 (C-13, h) e &cl121,1,

0 (C-11, 1), indicando mono substitui¢do no C-12, mostrada na

subestrutura B.

Na expansdo (&g 4,4-2,2 ppm e & 135,0-193,0 ppm) de RMN 2D de 'H,"°C-
HMBC para LREB-1 (Figura 141, p. 148), observaram-se acoplamentos dos hidrogénios em
on 4,43 (H-3a, j); ou4,07 (H-3a, 1); &4 3,93 (H-3b, m) e &4 2,29 (H-6b, n) a trés liga¢cdes com
o carbono em & 190,0 (C-21), além de &4 2,70 (H-6a, 0) com & 137,0 (C-8, p). Sinais em dy
2,57 (H-19a, q) e oy 2,40 (H-19b, r) com & 173,5
(C-18) € &4 2,29 (H-6b, s) com o carbono & 137,0
(C-8), além dos hidrogénios da metila em &y 2,42

Ha

N (H-2’, t) com uma carbonila de amida em 171,9

R
7"'5‘ X (C-17), podendo-se propor a subestrutura C que
/|\H confere a presenca de carbonila de 4cido e a

5

2
>

t

\) presenca de um 4dtomo de nitrogénio entre oOs

carbonos C-3, C-5 e C-21. De acordo com o

deslocamento de C-21 em & 190,0 é possivel que o nitrogénio esteja quaterndrio.

Figura 126 - Subestruturas D, E e F obtidas das correlagdes de RMN 2D 'H, *C-HMBC de
LREB-1
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Na expansdo de RMN 2D de 'H,"?C-HMBC (Figura 142, p. 149), de & 4,4 a 1,6
ppm e & 75,0 a 18,0 ppm, encontram-se as correlagdes observadas nas subestruturas D, E e F

(Figura 126, p.138).

O espectro de RMN 2D de 'H,'H-NOESY de LREB-1 (Figura 143, p. 150), por
sua vez, apresentou os acoplamentos dipolares, entre os hidrogénios em dy 4,68 (H-2) com o
hidrogénio em & 2,70 (H-6a), definindo a estereoquimica de H-2/H-6 em /S, observado na
estrutura proposta (Figura 127, p. 139).

Sinais em ¢y 3,93 (H-3b) com &y 4,25 (H-5b); &y 4,68 (H-2) com oy 1,81 (H-
17b), além do acoplamento dipolar entre H-9 (du 6,78), com o H-5a (&4 4,43) também foram
atribuidos para LREB-1.

Figura 127 — Acoplamentos dipolares observados no espectro de NOESY para LREB-1 e

estrutura em 3D.

Pesquisa no “SciFinder Scholar v2007”, mostrou que LREB-1 ainda ndo havia
sido relatado na literatura. Busca por similaridade estrutural possibilitou obter modelos para
comparacdo de seus dados (MILBORROW; DJERASSI, 1969), juntamente com os dados de
RMN de 'H e "°C da literatura (GUIMARAES; BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012). Na Figura
128, ¢ feita uma comparacdo entre as substancias I (LREB-1) e II (literatura). Nota-se a
presenca de carbonila de dcido em C-18 (& 173,5, I) e carbonila de éster em C-18 (& 171,93,
II).
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Figura 128 - Compara¢do das estruturas LREB-1(I) e estrutura da 12-demetoxi-N-

acetilcilindrocarina (II).

Ca1H2sN204 CHysN203
(calc m/z 369,1814) m/z 368
1 I

Diferenca significativa é observada no nitrogénio (N-4) quaternirio de LREB-1, e
também com relagdo ao C-21 (& 190,0), enquanto em II observa-se um C-21 hidrogenado
em (& 69,18), além de uma OH ligada ao C-12 do anel aromatico inddlico e, ausente em II
(12-demetoxi-N-acetilcilindrocarina).

Com base nos dados espectroscépicos de RMN de He 13C, IV e EM, além da
literatura pdde-se propor que a substancia LREB-1 tratava-se do dcido 12-hidroxi-N-acetil-
21(N)-desidro-plumerano-18-6ico (Figura 129), um alcaloide inddlico com esqueleto

plumerano, inédito na literatuta.

Figura 129 - Estrutura do alcaloide 4cido 12-hidroxi-N-acetil-21(N)-desidro-plumerano-18-
6ico (LREB-1).
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Tabela 17 - Dados de RMN 1D e 2D de 'H e "°C de LREB-1 e dados da literatura para o
alcaloide 12-demetoxi-N-acetilcilindrocarina (GUIMARAES; BRAZ-FILHO; VIEIRA,
2012)*, (MILBORROW; DJERASSI, 1969)°.

LREB-1 HMBC ’LITER. *LITER.
# & S (mult, J, Int) Ten Ten [o% % %
4.04
2 73,2 4.68 (m) H-16b 2H-6 67,6 (dd. 10.8: 8.0 Hz) 4,0-4.2 (q)
3a 4,07 (m)
3h 51,1 3,93 (m) 2H-15 53,0 = =
5a 4,43 (m) 3,30-2,95 (m, 2H)
5h 59,4 425 (m) H-6a 52,2
6a 2,70 (q, 10,0 Hz)
Py 37,6 2.29 (m) H-5a = 39,3 = =
7 63,4 - 2H-6 H-5b, H9 53,5 - -
8 137,0 = H-9 2H-6;H-10 1374 - -
9 1155 6,78 (d,7,9 Hz) - H-11 124,3 7,30-6,90 (m) 6,9-7,3 (m)
10 129,7 7,13 (t,7,9 Hz) 122,3 7,30-6,90 (m) 6,9-7,3 (m)
11 121,1  6,94(d,7,9Hz) H-10 H-9 127,9 7,30-6,90 (m) 6,9-7,3 (m)
12 149,2 = H-11 H-10 = - -
12’ - - - - 118,6 8,12 (m) -
13 127,5 = = H-9; H-11 141,1 5 5
14a 2,27 (m) 2H-3
14b 19,3 2,11 (m) 2H-15 21,6 ) )
15a 2,29 (m) .
15b 31,1 162 (m) 2H-14 2H-3;2H-19 34,8 = =
16a 2,34 (m)
16b 25,6 1’83 (m) H-17b 29,7 - -
17a 2,19 (m) .
17h 33,1 1 81(m) = H-15b; 2H-19 24,6 = =
18 173,5 - 2H-19 - 171,8 - -
18’ ) _ - - 51,0 3,57 (s) 2,56 (s)
OMe ’ ’ ’
19a 2,57 (d, 16,0 Hz) .
15 40,9 2.40 (m) - 2H-15;H-17b 424 - -
20 41,7 = 2H-19 2H-14 36,0 - -
H-17a; 2H-3
21 190,0 - - H-5a; H-6b - - -
H-15a
21° = = = = 69,9 2,53 (s, 1H) 2,53 (s)
22
AN 171,9 - - - 168,3 -
23
(Ac-N)? 22,9 2,42 (s, 3H) 23.2 2,30 (s) 2,26 (s)

LREB-1 (125 x 500 MHz; CD;0D); 2(Na”lo fornecido; CDCly); 3(100 MHz, CDCl5).
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Figura 130 - Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho de LREB-1 (Pastilha de KBr).
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Figura 131 - Espectro de Massa de alta resolu¢cdo (IES-EM) de LREB-1.
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Figura 132 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de LREB-1.
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Figura 133 — Expansdo do Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de LREB-1.
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Figura 134 - Espectro de RMN de BC-CPD de LREB-1 (CD;0D, 125 MHz).
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Figura 135 - Espectro de RMN de BC-DEPT (CD;0D; 125 MHz) de LREB-1.
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Figura 136 - Espectro de RMN 2D de 'H, '"H-COSY (CD;0D, 500 MHz) de LREB-1.
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Figura 137 — Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (CD;0D, 500 MHz) de

expansao.
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Figura 138 — Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de LREB-1.
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Figura 139 - Espectro de RMN 2D de 'H, *C-HSQC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de LREB-1 e

expansao.
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Figura 140 — Espectro de RMN 2D de 'H, "C-HMBC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de LREB-1

e subestruturas mostrando algumas correlagoes.
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Figura 141 - Espectro de RMN 2D 'H, C-HMBC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de LREB-1e

expansao.
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Figura 142 — Expansio do Espectro de RMN 2D de 'H, "C-HMBC de LREB-le

subestruturas com correlacoes.
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Figura 143 - Espectro de RMN 2D de 'H, '"H-NOESY (CD;0D, 500 MHz) de LREB-1.
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4.10 Determinagdo Estrutural de CRE-5

O composto CRE-5, foi isolado como um precipitado amarelo com ponto de fusdo
de 314,8-315,2 °C (Parte Experimental p. 242).

O espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de CRE-5 (Figura 147, p. 154)
apresentou uma banda em 3384 cm’ correspondente a deformacgdo axial de ligagdao N-H,
caracterizando amina secunddria aromdtica, vibracdes de deformacdo axial da ligacdo C-H
alifatico em 2918 ¢ 2851 cm™ correspondentes a grupamentos metilas e metilénicos, além de
uma banda intensa em 1664 cm™ caracteristica de deformacdo axial de ligacdo C=C.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3;0D) de CRE-5 (Figura 148, p. 155), foi
caracterizada a presenca de sete sinais, sendo quatro caracteristicos de hidrogénios de um anel
benzénico de um sistema inddlico em dg 7.26 (m, 1H, H-10); & 7,52 (m, H-12 e H-11) € &y
8,26 (d, 7,4 Hz, H-9), além de mais trés sinais em &y 8.84 (s, H-18); &y 8,15 (d, 6,3 Hz, H-3) e
ou 7,90 (d, 6,3Hz, H-14). Também foram observadas duas metilas ligadas a anéis aromaticos
uma em &y 2.81 (s, H-17) e outra em & 3,07 (s, H-21).

O espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CD;0D) de CRE-5 (Figura 149, p. 155)
apresentou 17 linhas espectrais que apesar da presenga de impurezas referentes a gordura, foi
possivel observar sete sinais de carbonos mono hidrogenados na regido de arométicos em oc
137,3; 129,3; 122,4; 120,9; 117,2; 116,6 ¢ 112,1; duas absor¢des em & 21,9 ¢ & 12,6
referentes a carbonos metilicos e os demais referentes a carbonos ndo hidrogenados.

O espectro de Massa de alta resolugdo IES-EM (Figura 146, p. 154), foi obtido a
partir do pico da molécula desprotonada [M - H]" com m/z 246,1133, que comparado com a
massa calculada em 246,1157 Daltons, sugeriu a férmula molecular de C;7Hj4N,,

correspondente a um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a doze.

Andlise do espectro bidimensional de correlagdes heteronucleares -
RMN 2D 'H,”C-HSQC (Figura 151, p. 156) foi possivel
correlacionar cada par de carbono-hidrogénio na molécula, ou seja:
oc 137,3 (a 8,15 d, 6,3 Hz), & 1293 (& 7,52, m), o&c 1224 (du
8,26; d, 7,4 Hz ); & 120,9 (du 7.26, m); & 117,2 (du 7,90; d,
6,3Hz); & 116,6 (& 8.84, s), o 112,1 (6u 7.52; m); & 12,6 (04 2,81, s, 3H) e & 21,9 (du
3,07, s, 3H).
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No espectro de RMN 2D 'H,"H-COSY (Figura 150, p. 156),

foi possivel assinalar alguns acoplamentos escalares de hidrogénios

aromaticos em &y 8,26 <> 7,26 <> 7,52 além de correlacGes escalares de Q SﬁS
hidrogénios em dy 3,09 <> 7,90; referente a seqiiéncia H-9 <> H-10 < H- H\_S
11 e H-3 <> H-14, observados conforme as subestruturas A e B. B7’90

O espectro de RMN de 'H, *C-HMBC de CRE-5 (Figuras 152 e 153, p. 157)
mostrou a completa atribuicdo da posicdo dos carbonos hidrogenados com os acoplamentos a
duas e trés ligacdes entre os hidrogénios em dy 8,84 (H-18) com os respectivos carbonos em
& 160,1 (C-20); 141,5 (C-2); 134,6 (C-15) e 1244 (C-19). Em &4 8,26 (H-9) com os
carbonos em & 144,5 (C-13) e & 129,3 (C-11) e em oy 8,15 (H-3) com os carbonos em &
160,1 (C-20), 134,6 (C-15) e 117,2 (C-14); além de &y 7,90 (H-14) com os respectivos
carbonos em & 112,8 (C-16); & 124,4 (C-19) e & 137,3 (C-3).
Também foi possivel correlacionar os hidrogénios do anel indélico em dy 7,52 (H-
11/12) com os carbonos em & 1444 (C-13); & 1209 (C-10) e éy 7,26 (H-10) com &
112,1(C-12), permitindo propor a subestrutura (Figura 144, p. 152; Tabela 18, p. 153).

Figura 144 — Correlagdes observadas no espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC (CD;0D, 500 x
125MHz) de CRE-5.

correlacdes dipolares sdo observadas entre os hidrogénios das metilas
em & 2,81 com &y 7,90 e em &y 3,09 com Sy 8,84, mostradas
conforme subestrutura C. De acordo com a ilustragdo, nota-se a
presenca de um dtomo de nitrogénio entre a metila em & 3,07 e o

hidrogénios (H-3) em dy 8,15, seguido de H-14 em &y 7,90 reforgado

pelas correlagdes nos espectros anteriores.
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De acordo com os deslocamentos quimicos dos C e H, o nitrogénio na posi¢do 4
de CRE-5, foi assegurado pelos sinais em & 160,1 (C-20) e & 137,3 (C-3) (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A elucidag@o estrutural do alcaloide CRE-5 envolveu também a comparagdo com
dados de literatura (FIGUEIREDO et al., 2010) e pesquisas nos sites de busca (SciFinder
Scholar v2007, Science Direct e SCOPUS). Os dados de RMN "C e 'H de CRE-5
apresentaram estreita semelhanga com o alcaloide inddlico olivacina (Figura 145, p. 153), ja
isolado de A. australe (ONDETTI, 1961) e que apesar de leves variagdes devido ao efeito do

solvente, trata-se do alcaloide inddlico olivacina.

Tabela 18 - Dados de RMN 1D e 2D de 'He "°C para CRE-5 e dados do alcaloide olivacina
da literatura (FIGUEIREDO et al., 2010)

# CRE-5 HMBC Literatura '

& o (mult, J, Int) 2JcH 3JcH x oY
2 141,5 - 3H-17; H-18 140,90 -
3 137,3 8,15 (d, 6,3 Hz) H-14 - 137,93 7,72 (d, 6.2)
7 127,7 - - 122,17 -
8 1234 ; H-10; H-12; H-18 123,05 ;
9 1224 826(d, 7.4 Hz) H-11 120,88  8,19(d,7.7)
10 1209 7.26 (m) H-11 H-12 119,45 7,30 (m)
11 1293 7,52 (m) H-9 127,63 7,30 (m)
12 1121 7,52 (m) H-10 110,63 7.26 (m)
13 1444 - H-12 H-9; H-11 142,33 .
14 117,2 7,90 (d, 6,3Hz) H-3 - 115,14 7,51 (d, 5,5)

2H-3;3H-17;

15 1346 - g 132,87 -
16 1128 - 3H-17 H-14 110,94 -
17 12,6 2,81 (s) 11,96 274 (s)
18 116,6 8,84 (s) 114,64 8,62 (s)
19 1244 - H-18 3H-21;H-14 125,40 -
20 160,1 3H-21 H-18 158,79
21 219 3,07 (s) 22,00 3,03 (s)

CRE-5 (CD;0D; 500 x 125 MHz); 1(CDC13; 400 x 100 MHz).

Figura 145 — Estrutura do alcaloide ind6lico olivacina (CRE-5).
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Figura 146 - Espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM) de CRE-5.
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Figura 147 - Espectro de Absor¢do na Regidao do Infravermelho de CRE-5 (UATR).
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Figura 148 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) de CRE-5.
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Figura 150 - Espectro de RMN 2D 'H, '"H-COSY (CD;0OD, 500 MHz) de CRE-5
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Figura 151 - Espectro de RMN 2D de 'H, "°C - HSQC (500 x 125 MHz, CD;0D) de CRE-5.
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Figura 152 — Expansio do Espectro de RMN 2D de 'H, >C-HMBC de CRE-5 (CD;0D, 500 x

125 MHz).
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Figura 153 - Espectro de RMN 2D 'H, *C-HMBC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de CRE-5.
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Figura 154 - Espectro de RMN 2D 'H, "H -NOESY (500 MHz, CD30D) de CRE-5.
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4.11 Determinacado Estrutural de CREA-1N

A fragdo CRE-A, originada do extrato etandlico das cascas da raiz de
Aspidosperma ulei, foi submetida a cromatografia de adsor¢@o, seguida de purificacdo em
CLAE, resultando na obtencdo de um sélido amorfo, denominada CREA-1A (Parte
Experimental, p. 243).

Os dados dos espectros de RMN 'H e '*C-CPD de CREA-1A (500 x 125 MHz,
CDCl3/CD30OD, Figura 178, 179 e 180, p. 174 e 175), encontram-se registrados na Tabela 21,
p- 166).

Ap6s neutralizacio de CREA-1A (p. 246) obteve-se CREA-1N com ponto de
fusdo de 123,0-125,0 °C e rotagdo especifica [ [* = + 9,0 ° (c 0,33, CHCL).

O espectro na regido do infravermelho de CREA-IN (Figura 162, p. 167)
apresentou uma banda em 3386 cm™' correspondente a vibragdes de deformacdo axial de
ligagdo N-H para aminas secundérias aromadticas e uma banda em 1669 cm™, correspondente a
deformacio axial da ligacdo C=C. Observou-se também uma banda correspondente a vibracdo
de deformacgdo axial de ligacdo C-N em 1198 cm’, além de bandas correspondentes a
deformacio angular fora do plano para CH de anéis arométicos em 745 em™.

O espectro de RMN *C-CPD de CREA-1N (125 MHz, CDCl;, Figura 166, p. 169)
apresentou 18 sinais que, juntamente com o espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC (Figura 167,
p. 169) observou-se quatro carbonos aromadticos com absor¢oes em & 1109 (o4 7,35), &
119,7 (7,56), & 120,1 (7,11) e & 122,9 (7,19); um carbono provavelmente olefinico em Jc
107,0 (d5 5,00 e 5,28), trés carbonos metinicos em & 56,8 (4,10), o&c 46,3 (2,08) e & 39,7
(2,70); trés carbonos metilénicos, em oc 46,5 (2,08 € 2,49), & 34,9 (2,08 € 1,69) € & 24,6 (M
1,13), além dos carbonos metilicos em & 44,5 (& 2,30) e & 12,0 (d4 0,86). Os demais sinais
em o 138.9, 136,8, 135,4; 129,6 e 107,9 foram correlacionados a carbonos nio hidrogenados.

Dentre as absorc¢des discutidas sdo relevantes aquelas entre & 122,9-110,9
correspondentes aos quatro carbonos aromaticos e as absor¢des em & 107,0 (g 5,00/ 5,28) e
oc 44,5 (& 2,30) que correspondem respectivamente, a uma dupla ligagdo exociclica e a um
grupamento metila ligado ao dtomo de nitrogénio.

A férmula molecular C;sH»,N, para CREA-1N foi obtida a partir do pico do ion
molecular [M-H]" com m/z 267.1877 em massa de alta resolu¢io (IES-EM) e massa calculada
com m/z 267,1861 Daltons (Figura 163, p. 167), correspondente a um indice de deficiéncia de

hidrogénio (IDH) igual a nove insaturagdes na molécula.
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O espectro de RMN 'H de CREA-IN (500 MHz, CDCl;, Figuras 164 e 165, p.
168), mostrou quatro sinais correspondentes aos hidrogénios do anel benzénico em & 7,35
(H-12), 7,56 (H-9), 7,11 (H-10) e 7,19 (H-11). Também foram observados dois sinais
correspondentes a hidrogénios olefinicos em dy 5,00 (H-17b) e 4 5,28 (H-17a); dois sinais
em oy 0,86 (3H-18) e 2,30 (3H-5), referentes a grupos metilicos. Os demais sinais observados

foram listados na Tabela 19 (p. 164).
A anélise das correlagcdes homonucleares do espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY
de CREA-IN (Figuras 169 e 170, p. 170) mostrou os

acoplamentos escalares dos hidrogénios vicinais do anel
benzénico em & 7,56 com & 7,11; & 7,35 com Oy 7,19 e
7,19 com & 7,11 de acordo com a subestrutura A.

Dentre os acoplamentos escalares observados na

subestrutura B, destacam-se as absor¢des em &y 0,86 (H-18)

com &y 1,13 (H-19), confirmando o grupamento etila. Outros
acoplamentos observados foram: &y 1,69 (H-14) e 4 2,08 (H-
3); &u 4,10 (H-21) com 2,08 (H-20); u 2,49 (H-3a) e oy 2,70
(H-15) com 1,69 (H-14b); &4 2,08 (H-3a) com &y 2,49 (H-3b) e
ou 2,70 (H-15) com &y 2,08 (H-20).

No espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC (Figura
171 e 173, P. 172) foi possivel confirmar inequivocamente as
correlacdes a duas ligagdes (Subestrutura C), dos hidrogénios
em og 8,39 (H-1) com & 1354 (C-2) € & 7,56 (H-9) com &
129,6 (C-8); &4 7,35 (H-12) com o&c 122,9 (C-11); u 7,19 (H-
11) com & 110,9 (C-12) e & 7,11 (H-10) com & 122,9 (C-11).

Adicionalmente, foram também observadas as correlagdes entre os hidrogénios
em ou 5,28 (H-17b) e &y 2,70 (H-15) com & 138,9 (C-16) e & 46,3 (C-20); S 2,49 (H-3a)
com & 34,9 (C-14), &1 2,08 (H-20) com & 56,8 (C-21) e & 39,7 (C-15), ¢4 2,08 (H-3b) com
oc 34,9 (C-14); &1 2,08 (H-20) com o 24,6 (C-19), ¢y 1,69 (H-14b) com & 39,7 (C-15), du
1,13(H-19) com ¢ 2,08 (C-20) e du 0,86 (H-18) com & 46,3 (C-20) e & 24,6 (C-19). Dessa

forma, foi possivel propor a subestrutura D.
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Foi possivel propor importantes correlagdes a Jen
dos hidrogénios em dy4 5,28 € 5,00 (H-17a/b) com os carbonos
em & 1354(C-2) e & 39,7 (C-15); além das correlacdes a
*Jen dos hidrogénios olefinicos em dy 5,28 € 5,00 com & 34,9
(C-14) (Figura 172, p. 171; Figura 175, p. 173).

4 ~ 3
Também foram observadas correlacdes a “Jcu

(Figura 171, p. 171) do hidrogénio desprotegido em dy 4,10
com ¢& 1354 (C-2), & 129,6 (C-8), & 46,5 (C-3); & 39,7 (C-
15) e & 24,6 (C-19), além, da metila ligada ao 4tomo de nitrogénio em & 44,5 (C-5) e da

correlagdo de &y 2,30 (H-5, 3H) com & 56,8 (C-21), conforme espectros Figura 172 (p. 171)
e 175 (p. 173).

Dessa forma, foi possivel propor a subestrutura apresentada na Figura 156 (p.
161), corroborando com os dados dos carbonos olefinicos C-16 e C-17, o grupamento etila

ligado ao carbono 20 e, sobretudo, a metila C-5, ligada ao nitrogénio para CREA-1.

Figura 156 — Subestrutura proposta e correlacdes obtidas a partir da andlise do espectro de

HMBC para CREA-IN.

Para efetuar a atribuicdo dos hidrogénios equatoriais e axiais do anel D de CREA-
IN, foi necessdrio a obteng¢do do espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY (Figura 176, p. 173;
Figura 177, p. 174), em CDCl3 que apresentou as seguintes correlagdes dipolares: H-9 com
3H-5 e H-21; H-17b com H-15; H-21 com 3H-18, 2H-19, e 3H-5, H-15 com 3H-18 ¢ 2H-19,
além dos hidrogénios H-1 (N-H) com H-17a (Figura 157, p. 162).
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Figura 157 - Correlagdes dipolares observadas através do espectro de NOESY para CREA-
IN.

Esses dados indicam que o anel D do composto deve assumir uma conformagao
em cadeira, com os grupos etila e N-metila em equatorial (Figura 157, p. 162). Shamma et al.
(1967), afirma que de acordo com o impedimento estérico no dtomo de nitrogénio bdsico, a
configuragdo mais estdvel para o grupo etila e N-metila € em equatorial.

Na comparacio dos dados de RMN de '"H de CREA-1N em CDCl; (Tabela 19, p.
164) é observado a concordéancia nos valores apenas dos hidrogénios do anel aromético, da
dupla exociclica, em C-17, e da metila C-18. Borris et al. (1983), ndo apresentam os
deslocamentos quimicos para os hidrogénios 3, 14, 15 e 20, assim como, ndo é mencionado o
uso de técnicas de RMN 2D na atribuicdo desses compostos, o que possivelmente justifica a
auséncia de sinais ou atribui¢des equivocadas.

Franca et al., (2000), assinalou para a uleina (Tabela 20, p. 165), todos os
carbonos com seus respectivos hidrogénios, porém, para C-12, um carbono aromético mono
hidrogenado, foi atribuido dois valores de deslocamentos quimicos diferentes (111,0/112,4),
enquanto C-7, um carbono sp” ndo hidrogenado, ndo apresentou qualquer assinalamento de
deslocamento quimico. Talvez devido a um erro de digitacdo, em que um dos valores em C-
12 pertenceria ao C-7.

Gaskell e Joule (1967) e Biichi, Gould e N&f (1971) relatam que os espectros de
RMN de 'H para uleina e epi-uleina, um alcaloide epimérico da uleina (Tabela 19 p. 164), sdo
semelhantes, diferindo apenas com relacdo ao tripleto correspondente a metila (C-18) do
grupamento etila, centrado em dy 0,88 para uleina e em Jy 1,08 para epiuleina.

Observa-se que a metila do grupamento etila da uleina, estd sobre o sistema x-
aromdtico, conforme mostra a Figura 158 (p. 163), levando a um sinal mais blindado, em

relacdo a epi-uleina onde a etila estd mais afastada, portanto, mais desblindada.
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Figura 158- Grupamento etila sobre o sistema 7 aromdtico da substincia uleina.

CH;

B CH,
H

uleina epiuleina

A comparacdo dos dados de RMN 'H de CREA-IN com uleina e epiuleina
(Tabela 19, p. 164; Figura 158, p. 162) para o tripleto (du 0,86) sugere CREA-1N tratar-se da
uleina.

Foram observadas diferencas nos deslocamentos quimicos de RMN de 'H de
CREA-1A (Figura 179 e 180, p.175), referente aos hidrogénios olefinicos H-17a e H-17b
(Tabela 19, p. 164; Tabela 21, p. 166). Estes se apresentaram mais desblindados em virtude da
substancia estar protonada com a utilizagido de dcido durante o isolamento com TFA. Apés o
tratamento de neutralizagdo (p. 246), os deslocamentos quimicos de praticamente todos os
hidrogénios de CREA-1N apresentaram-se mais blindados (Tabela 21, p. 166).

Também foi observado que a quaternarizacdo do dtomo de nitrogénio desprotege
os hidrogénios olefinicos (H-17a e 17b) de CREA-1A, enquanto protege o carbono sp2 nao
hidrogenado (C-16) (Tabela 20, p. 165; Tabela 21, p. 166; Figura 159, p. 164; Figura 160, p.
165).

De acordo com Jacome et al. (2004); Franga et al. ( 2000); Borris et al. (1983), os
carbonos, C-7 e C-17, apresentam assinalamentos equivocados nos seus deslocamentos
quimicos (Tabela 20, p. 165) e Figura 160 (p. 165).

Borris et al. (1983) se equivocaram ao assinalar um mesmo deslocamento quimico
para dois carbonos diferentes, ou seja, em C-7 e C-12 (&c 110,8) (Tabela 20, p. 165; Figura
160, p. 165) quando deveria ser & 107,3 e 110,8, respectivamente.

Uma vez que os dados da literatura foram obtidos em CDCl; optou-se pela
aquisicdo dos espectros de CREA-1N no mesmo solvente, os quais estdo listados na Tabela
21 (p. 166). A unica diferenca observada para CREA-1N em CDCl; com relagdo a CD3;0D € a

leve protecio de varios sinais nos espectro de RMN 'H e '>C do composto. A comparagio de
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todos os dados de RMN de "*C de CREA-1 4cida (CREA-1A) e neutra (CREA-1N) realizadas
em CDCl; e em CD30D encontram-se na Tabela 21 (p. 166).

Tabela 19 - Dados de RMN de 'H para CREA-1IN e comparagio com os dados da literatura
para os alcaloides uleina e epiuleina (*BORRIS et al.,1983; *FRANCA et al., 2000;
*JACOME et al., 2004).

CREA-IN uleina Epiuleina
# "% > *Su *Ou ‘o >
NH 8,39 8,60 9,00 8,25 3 :
3a 2,49 (m) ; 267(l)  270(d,3,0Hz) 2,65 (m) ;
3b 2,08 (m) ; 1,80 (L, 9,4 Hz) 2,45 (m) 2,40 (m) ;

5 2,30 (s) 2,29 (s) 2,59 (s) 2,30 (s) 2,25 (s) 2,28 (s)

9  756(d 100Hz)  7,00-7,65(m) 7,49 (dd,8,0Hz) 7,35(d, 8,0) 7.30(d,8,0Hz) 7,00-7,70 (m)
10 7,11(dd,5e10,0Hz) 7,00-7,65(m) 7,18 (,7.4Hz) 7,10 (4 7.8) 7,10( 8,0Hz) 7,00-7,70 (m)
11 7,19(dd,5e10,0Hz) 7,00-7,65(m) 7.26(t,7.4Hz) 720t 7.8) 7.15(; 8,0Hz) 7,00-7,70 (m)
12 735, 50Hz) 7,00-7,65 (m) 7,46 (dd, 8,0Hz) 7.55(d, 8,0) 7,55 (d, 8,0 Hz) 7,00-7,70 (m)

14a 2,08 (m) ; 2,52 (d, 8,5 Hz) ;

14b 1,69 (m) ; 1,27 (sl) 2,05 (m) 2,0 (m) ;

15 2,70 (m) ; 2,82 (d, 1,5 Hz) 3,50 (s) ; ;

17a 5,28 (s) 5,28 (s) 5,59 (s) 527 (s) 5,20 (s) 5,24 (s)
17b 5,00 (s) 4,98 (s) 5,21 (s) 5,00 (s) 4,95 (s) 4,96 (s)

18 0,86 (t, 7,0 Hz, 3H) 0,84 (m) 0,88 (t,7,4Hz)  085(t7.4) 1,08(t 7,4Hz) 1,00t 6,0Hz)
19 1,12 (g, 7,0Hz) 0,84(m)  1,15(m 7,4Hz) 1,15 (m, 7,4) 1,25 (t) ;

20 2,08 (m) ; 2,99 (dl, 6,9Hz) 1,70 (m) ; ;

21 410(d,20Hz)  4,11(d,23Hz) 4,55(d, 1,5Hz) 4,10 (d, 3,0) 4,00 (s) 4,10 (s)

(500 MHz; CDCl;) % (60 MHz; CDCl,); ¥ (400 MHz; CDCly); (360 MHz, CDCl5).

Figura 159 - Comparacio dos dados de RMN de 'H de CREA-1N com os dados da literatura

para o alcaloide uleina.

BORRIS e CORDELL (1983)

FRANCA et al., 2000

JACOME:get al, 2004
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Tabela 20 - Dados de RMN de °C para CREA-IN e compara¢do com os dados da literatura
para o alcaloide inddlico uleina e epiuleina (ZBORRIS et al., 1983; 3 FRANCA et al., 2000;
*JACOME et al., 2004).

CREA-IN uleina epiuleina

&' &’ o’ o &’ o’
2 1354 135,5 138.,0 135,1 1364 136,5
3 46,5 46,2 46,9 46,3 46,2 46,4
5 44,5 44,1 437 44 4 44 4 44.8
7 107.9 110,8 111,0/112.4 107,8 110,0 110,8
8 129.,6 129,3 1247 1294 127,9 128,5
9 119,7 119,3 119,1 119,5 119,0 119,6
10 120,1 119,6 119,3 119,8 119,8 119.9
11 122,9 1224 122,1 122,7 122,6 122,8
12 1109 110,8 111,0/112.4 110,7 111,0 111,9
13 136,8 136,8 1370 136.,6 136.,6 1359
14 349 34,5 32,8 34,7 27,8 28,7
15 39,7 39.4 38,3 39,5 37,7 38,5
16 138.9 138,7 141,0 138,7 141,1 142,1
17 107,0 106.,9 1040 106,7 106,1 104,7
18 12,0 11,6 12,0 11,8 12,0 12,2
19 24.6 24,2 24.8 24,3 23,3 23,5
20 46,3 45,8 43,1 46,1 442 447
21 56,8 56,6 58.9 56,5 55,3 54,9

(125 MHz, CDCly); * (22,68 MHz, CDCl;); (75 MHz, CDCl;); ¥ (90 MHz, CDCL).

Figura 160 - Comparagio dos dados de RMN de °C de CREA-1N com os dados da literatura

para o alcaloide uleina.

12
111,0/112,4 ?

CREA-IN BORRIS e CORDELL (1983) FRANCA e al,, 2000 JACOMEzet al, 2004
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De acordo com os dados apresentados para CREA-1N e comparagdo com a

literatura (BORRIS et al., 1983), a mesma trata-se do alcaloide inddlico uleina (Figura 161),

jd isolado de A. ulei.

Tabela 21 - Dados de RMN 1D e 2D de 'H e °C de CREA-1 (4cida e neutra) realizadas em

CD;0D e CDCl,,
CREA-1
CREA-1° CREA-IN
# *CA *HA **CA **HA ***CN ***HN
NH 8.83 8.03 8.39
2 139.4 ) 1374 ] 1354 -
3a 2,73 2.08
2 45.0 204 430 s 46,5 2%
5 03 273 419 273 445 2.30
7 101.2 ; 101.4 ; 107.9 .
8 129.1 ] 127.8 ] 129.6 ]
9 119.4 7.64 118.6 7.54 119.7 7,56
10 1221 7.14 121.9 722 120.1 711
11 124.8 722 124.5 7.29 122.9 7.19
12 112.9 7.44 111.9 7.45 110.9 7.35
13 139.1 ) 137.0 ) 136.8 :
14a 124 1.87 2.08
14b 33.1 1.94 317 2.40 34.9 1.69
15 38.6 2.93 372 2.86 397 270
16 137.3 ] 135.4 ) 138.9 )
17a 5.30 5.8 5.00
o 112.8 T 1117 % 107.0 20
18 11,7 0.96 1.2 0.86 12,0 0.86
19 25.0 1.17 24.0 116 24.6 112
20 476 273 1466 2.40 463 2.08
21 60.6 4.94 58.9 4.88 56.8 4.10

CREA-1* acida (CD3;0D); ** acida (CDCl;) e ***neutra (CDCl5);
A= acida; N = neutra

Figura 161 - Alcaloide ind6lico uleina (CREA-1N).
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Figura 162 - Espectro de Absor¢ido na regido do Infravermelho de CREA-IN (Pastilha de

KBr).
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Figura 163 - Espectro de Massa de alta resolugdo (IES-EM) de CREA-1N.

MSMS: Precursor miz —— /4 Base Peak 267. 1%(7862614)

uuxmj

1000000+

2060776
Ll

2084
T

2671877

2361457

w381

| . s
T 2 mn' | mn
i

351711 3251275

3412775

3762371 IW2606

225

250 275 300

MSMS: Precursor mfz — /- Base Peak 219.17(4557003)

t
325

3s1az12
T
350

3715
wz

9000000
BOODOOO-
000000-
000000
SO00000-
00000
3000000-
20000003

10000002

S 2o

209.1744

2651707

2971591

248 9599 i

s ' 1]. il

3111656

i N

354836
I

.

330190

1 ls

e
I

3951457

250 275 300

3

T
350

379.1666
T

375
wz




Figura 164 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de CREA-IN.
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Figura 165 — Expansio do Espectro de

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CREA-1N.
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Figura 166 - Espectro de RMN C-CPD (125 MHz, CDCl3) de CREA-1N.
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Figura 167 - Espectro de RMN 2D de 'H, “C- HSQC de CREA-IN (500 x 125 MHz,

CDCl).
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Figura 168 - Espectro de RMN 2D de 'H, "°C — HSQC de CREA-Ie expansio de 4,0-1,0 e
58-10 ppm e expansao de 7,6-5,0 e 124-126 ppm.
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Figura 169 - Espectro de RMN 2D 'H, 'H - COSY de Figura 170 - Espectro de RMN 2D
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Figura 171 - Espectro de RMN 2D 'H, "*C- HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CREA-1N.
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Figura 172 - Espectro de RMN 2D de 'H, *C- HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CREA-

IN e expansdo.
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Figura 173 - Espectro de RMN 2D 'H, *C— HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CREA-1N e

expansao.
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Figura 174 - Espectro de RMN 2D 'H, *C- HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CREA-1N e

expansao.
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Figura 175 - Espectro de RMN 2D 'H, *C- HMBC (500 MHz, CDCl;) de CREA-1IN e

expansao.
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Figura 176 - Espectro de RMN 2D 'H, "H -NOESY (500 MHz, CDCl;) de CREA-IN.
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Figura 177 - Espectro de RMN 2D 'H, '"H -NOESY (500 MHz, CDCl3;) de CREA-IN e

expansao.
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Figura 178 - Espectro de RMN C-CPD (125 MHz, CD;0D) de CREA-1A.
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Figura 179 - Espectro de RMN 'H de CREA-
1A (500 MHz, CDCls)

g sEEeRaEss % 4 %

| | AV

i3 g23z 233 g H

w W7 [ V]

|

| |
RN S _’Lr\j\___ AJJ \'\;
TS 7o 1w 1w 1 w13 130 U

el .

50 B3 &0 7.

haA

Figura 180 - Espectro de RMN 'H de CREA-
1A (500 MHz, CD;0D)

Figura 181 - Espectro de RMN "*C-CPD e *C-DEPT 135 (125 MHz, CDCl;) de CREA-1A.
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4.12 Determinagdo Estrutural de CREA-2A

A fragdo CRE-A, originada do extrato etandlico das cascas da raiz de
Aspidosperma ulei, foi submetida a cromatografias de adsorcdo e exclusdo, seguida de
purificacdo em CLAE, resultando na obtencdo de um sélido amorfo com ponto de fusdo
164,3-165,3°C, denominada CREA-2 (Parte Experimental, p. 243).

O espectro na regido do infravermelho de CREA-2A (Figura 186, p. 181)
apresentou absor¢des correspondentes a vibracdes de deformacdo axial de N-H para aminas
secundérias aromdticas em 3383 e 3234 cm’ e bandas correspondentes a vibragOes de
deformacio axial de C-N alifatico em 1181 e 1127 cm’! e aromdtico (1466 e 1330 cm™).
Também foram observadas bandas correspondentes a deformagao angular fora do plano para
C-H em anéis aromaticos (799, 750 e 721 cm'l), além de uma carbonila em 1664 cm'l,
possivelmente de cetona ¢ f insaturada.

O espectro de RMN *C-CPD de CREA-2A (125 MHz, CDCl, Figura 189, p.
182), exibiu 17 linhas espectrais que, juntamente com o espectro de RMN 2D de 'H ,"*C-
HSQC de CREA-2A, (Figura 193, p. 184) permitiram a observa¢do de quatro carbonos
aromdticos com absor¢des em & 113,8 (dy 7,60), & 120,7 (7,74), & 123,5 (7,39) e & 128,4
(7,51); dois carbonos metilicos, um em & 42,1 (& 2,80), provavelmente ligada a um dtomo
de nitrogénio e & 11,3 (d4 0,91), pertencente a um grupamento etila; trés carbonos metinicos
em oc 58,1 (5,09), & 46,4 (2,72) e &c 44,2 (2,86); trés carbonos metilénicos, em Jc 24,7 (o
1,36), &c 46,5 (612,88 €3,37) € & 26,6 (012,06 € 2,55) e o&c 24,7 (Su 1,36). Os demais sinais
de carbonos ndo hidrogenado em & 113,5; 126,7; 134,0; 138,2 e & 190,9, esse dltimo,
referente a carbonila de cetona ¢ £ insaturada, conforme espectro de infravermelho (Figura
186, p. 181).

A férmula molecular C;7H»0N,0O para CREA-2A foi obtida a partir do pico do ion
molecular [M-H]" com m/z 269,1669 no espectro de massa de alta resolucio — IES/EM
(Figura 187, p. 181), tendo sua massa calculada em m/z 269,1654, correspondente a um indice
de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a oito insaturagdes na molécula.

O espectro de RMN '"H de CREA-2A (500 MHz, CDCls, Figura 188, p. 182),
mostrou 4 sinais correspondentes aos hidrogénios em oy 7,74 (H-9), &y 7,60 (H-12), &4 7,39
(H-10) e &4 7,51 (H-11), referente aos hidrogénios do anel benzénico do sistema inddlico.
Dois sinais um em &4 0,91 (3H, t, 7,3 Hz) e &4 2,80 (3H, s), referentes a grupos metilicos, este

ultimo ligado a nitrogénio. Os demais sinais encontram-se listados na Tabela 22 (p. 180).
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0 espectro de RMN 2D 'H,'"H-COSY de CREA-2A (Figuras 190,191 e 192, p.
183) mostrou os acoplamentos escalares conforme ja discutidos nas substancias CREA-1N,
além de alguns acoplamentos geminais e vicinais do composto, observados nas subestruturas
A e B, conforme Figura 190 e 191 (p. 183). Entre os acoplamentos escalares observados
destacam-se as absor¢des em &y 0,91 (H-18) com dy 1,36 (H-19), confirmando o grupamento
etila j4 mencionado.

No espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC
(Figuras 196 e 197, p. 185; Figura 198, p. 186) foi

possivel confirmar inequivocamente através das
correlagdes a duas e trés ligagcdes, dos hidrogénios com

os carbonos, o sistema inddlico da molécula, conforme

mostrado na subestrutura C ao lado e na Figura 182

abaixo.

Figura 182 - Subestrutura proposta e correlacdes obtidas a partir do espectro de HMBC para

CREA-2A.

Para efetuar a atribuicdo dos hidrogénios equatoriais e axiais do anel D de CREA-
2A, foi necessdrio a obtencdo do espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY (Figura 199, p. 186),
que apresentou as correlagcdes dipolares de H-1 (N-H) com H-12; H-21 com H-18 (CHj3) e H-
19 (CH,); além de H-19 com H-15 (Figura 183, p. 178).
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Figura 183 — Acoplamentos dipolares observados no espectro de RMN 2D de 'H, '"H-NOESY
para CREA-2A.

Comparagio dos dados de RMN de *C de CREA-2A com os dados de
dasicarpidona da literatura (FORNS et al., 1996), mostrou similaridade no deslocamento
quimico do carbono metinico C-21 (& 58,1 e & 56,2). Ja o carbono metilénico C-14 e o
carbono metinico C-20 de CREA-2A, mostrou estar mais blindado em relacdo ao C-14 do
composto dasicarpidona com 40 3,5 ppm para o C-14 € 463,2 ppm para o C-20.

Com base nos dados de RMN >C mostrados na Tabela 22 (p. 180), observou-se
que o C-14 e C-20 da 20-epidasicarpidona e dasicarpidona apresentavam deslocamentos
quimicos em & 23,9 ppm e & 30,1; & 46,2 e & 49,6 ppm, respectivamente € 456,2 ppm
para o C-14 e 463,4 ppm para o C-20.

De acordo com os dados observados para uleina (CREA-1N) e epiuleina
(BORRIS et al., 1983) a diferenca da série normal para a série epi € que, de acordo com o anel
piperidinico, na uleina a cadeia lateral etila estd em equatorial e na 20-epiuleina encontra-se
em axial. Isto ocasionaria um efeito gama 1,3 diaxial do grupo etila ao préton axial de C-14,
resultando numa compressdo estérica dos carbonos C-14, C-20 e em menor grau em C-18 e
C-19. Esses carbonos estariam, portanto, mais blindados que os da série normal (Figura 184,
p. 178).

Figura 184 - Estrutura da 20-epi-dasicarpidona com o grupo etila em axial.
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Na comparagdo dos dados de RMN 'H de CREA-2A (CDCl;) com a
dasicarpidona e uleina (Tabela 22, p. 180), Gaskell e Joule (1967) observaram que as bases
epi tem o mesmo esqueleto da uleina e dasicarpidona, porém diferindo apenas na
estereoquimica de C-20 onde o grupo etila (C-18 e C-19) estd ligado. Na forma epimérica é
esperado que o grupamento etila estivesse mais desprotegido, comparado a etila da uleina que
apresenta deslocamentos quimicos de RMN de 'H mais préximos ao TMS conferido a
blindagem do sistema 7 do anel. No entanto, a substancia CREA-2A por ndo estar neutra
apresenta seus deslocamentos quimicos de H-18 abaixo de g 1,00 ppm (g 0,91 ppm). Isso
acontece também com o C-7 em & 113,5 diferente da literatura (FORNS et al., 1996) que
estabelece para o C-7, o deslocamento quimico em & 124,4. Acredita-se que essa diferenga
seja devido a protonacdo da substancia.

De acordo com os dados espectroscOpicos e comparagdo com os dados da
literatura, CREA-2A trata-se de um alcaloide inddlico epimérico da dasicarpidona que ja fora
isolado de Aspidosperma, mas que para a espécie, 20-epi-dasicarpidona (Figura 185), estd

sendo relatado pela primeira vez.

Figura 185 - Estrutura do alcaloide ind6lico 20-epi-dasicarpidona (CREA-2A)
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Tabela 22 - Dados de RMN 1D e 2D de "C e 'H para CREA-2A e comparag@o com os dados

da literatura para os alcaloides epi-dasicarpidona e dasicarpidona (FORNS et al., 1996).

# ICREA-2A 2epi-dasicarpidona 3dasicarpidona
C oc o éc o éc
2 1340 - 1333 - 132,9
3a 2,88 (m; 1H) 2,48 (dd; 12,5 Hz)

3b 10 3,37 (d; 8,7 Hz; 1H) 101 1,94-2,04 (m) 100
5 421 2,80 (s; 3H) 44.6 2,26 (s) 44,0
7 1135 - 124,4 - 122,0
8 1267 - 127,0 - 127.8
9 1207 7,74(d;80Hz;1H) 1208 7,71 (d;8,0 Hz) 119,9
10 1235 739(;70Hz 1H) 1220 7,17 (td; 8,1 Hz) 121,1
11 1284 7,51 (;7,0Hz 1H) 1267 7,37 (td; 8,1 Hz) 126,9
12 1138 7,60(d;8,0Hz, 1H) 1128 7,53 (d; 8,0 Hz) 112,7
13 1382 - 138,1 - 138,1
14a 2,06 (d; 15,0 Hz, 1H) 1,67 (d; 12,0 Hz)

14b 206 2,55 (m; 1H) 29 2,16-2,32 (m) 301
15 442 2,86 (m; 1H) 45,0 2,65 (m) 46,3
16 1909 - 195.4 - 193,5
18 11,3 091 (;73Hz3H) 11,7 1,02 (; 7,0 Hz) 11,8
19 247 1,36 (m; 2H) 233 L7189 (m) 248

1,88-1,97 (m)

20 464 2,72 (m; 1H) 462  2,16-2,32 (m) 49,6
21 581 5,09 (s; 1H) 54,7 4,18 (s) 56,2

N-H - 9,88 (s; 1H) - 10,1 (s) -

TCDCl; (125/500 MHz); %3 CDCl; (200/500 MHz);
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Figura 186 - Espectro de absor¢do na regido do Infravermelho de CREA-2A (UATR).
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Figura 188 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de CREA-2A.
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Figura 190 - Espectro de RMN 2D de 'H, '"H- COSY (500 MHz, CDCl3) de CREA-2A.
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Figura 193 - Espectro de RMN 2D de 'H, °C— HSQC de CREA-2A.
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Figura 196 - Espectro de RMN 2D 'H, "*C- HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CREA-2A.
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Figura 198 - Espectro de RMN 2D de 'H, C — HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CREA-

2A e expansio.
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4.13 Determinag¢do Estrutural de CREA - 3

A fragdo CRE-A, originada do extrato etandlico das cascas da raiz de
Aspidosperma ulei, foi submetida a cromatografias de adsor¢do, seguida de purificagdo em
CLAE, resultando na obtencdo de uma resina marrom, denominada CREA-3 (Parte
experimental, p. 243).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 202, p. 190)
evidenciou uma banda larga de vibrag@o correspondente a deformacdo axial de ligacdo OH de
alcool em 3411 cm'l, uma banda em 1075 cm'l, referente a deformacdo axial correspondente a
ligacdo C-O, além de uma banda correspondente a deformacio axial de C=0 em 1713 cm™,
provavelmente de éster.

O espectro de RMN de *C-CPD de CREA-3 (125 MHz, CD;OD, Figura 205, p.
191) apresentou nove linhas espectrais, sendo possivel identificar um carbono ndo
hidrogenado em o&c 178,1, que de acordo com o espectro no infravermelho condiz com uma
carbonila de éster; trés carbonos metinicos em JOc 48,3; & 45,7 ¢ & 35,1 e trés carbonos
metilénicos em oc 30,3; & 68,4 e & 76,1 foram observados e correlacionados com seus
respectivos hidrogénios pela analise do espectro de RMN "H, *C-HSQC (Figura 207, p. 192);
os dois dltimos sdo referentes a carbonos oxigenados. Foi observado ainda um sinal
correspondente a uma metila em & 14,3.

O espectro de RMN de 'H de CREA-3 (500 MHz, CD;0OD, Figura 203, p. 190),
exibiu sinais correspondentes a hidrogénios desblindados em &y 4,34 (m; 1H) e 4,25 (m, 1H);
o 4,05 (t, 3,0 Hz; 1H), além de sinais em & 2,82 (m, 1H); & 2,63 (t, 12 Hz, 1H); dg 2,15
(m, 1H); o o 1,53 (m, 1H) e &4 2,08 (m, 1); oy 1,58 (m,
1H) e & 2,05 (m, 1H), € um sinal em oy 1,17 (d, 6,0 Hz,

3H) referente a hidrogénio metilico.

O espectro de RMN 2D de lH,lH—COSY
(Figura 206, p. 192), revelou acoplamento entre os
hidrogénios geminais dy 4,25 com &y 4,34; oy 1,53 com &y
2,08, o 1,58 € oy 2,05, além dos acoplamentos de

hidrogénios vicinais em dg 2,05 com 2,82 e com 1,58; dy 4,05 com 1,58 e 2,15, que acopla
com oy 2,63, e também de & 4,25 com o 1,53 € oy 2,08 com & 4,34, observados na

subestrutura A.
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O espectro de RMN 'H,"?C-HMBC de CREA-3 (Figura 208, p. 193) mostrou as
correlagdes a duas e trés ligacdes entre os hidrogénios em du 2,63 (H-9) com os respectivos
carbonos em & 45,7 (C-8); & 35,1 (C-5), & 14,3 (C-10) e & 178,1 (C-1). Correlagdes em dy
2,05 (H-6) com 76,1 (C-7) e 45,7 (C-8); & 2,15 (H-8) com & 178,1 (C-1); & 1,58 (H-6) com
os carbonos em ¢& 35,1 (C-5) e & 30,5 (C-4); &y 1,17 (H-10) com os carbonos em & 76,1
(C-7) e 45,7 (C-8).

Observaram-se ainda deslocamentos de hidrogénios desblindados em &y 4,34 (H-
3a) com o carbono carbonilico em & 178,1 (C-1) e 35,1 (C-5); & 4,25 (H-3b) com & 178,1
(C-1) e também com o 35,1 (C-5); além de acoplamentos em dy 4,05 (H-7) com carbonos
metinicos em & 48,3 (C-9) e & 35,1 (C-5) confirmados pela estrutura na Figura 200 (p. 188).

Os dados encontram-se listados na Tabela 23 (p. 189).

Figura 200 — Subestruturas propostas e correlacdes obtidas a partir do espectro de HMBC

para CREA-3.

De acordo com Bianco (1994), os dados apresentados para CREA-3 corroboram
com uma lactona do tipo iridomimercina, importante precursor biogenético dos alcaloides, e
de acordo com estudos, sdo relatadas atividades inseticidas e bactericidas. Sua ocorréncia em
Apocynaceae se d4 como um glicosideo ou como aglicona.

Marini-Bettolo (1983) relatou o isolamento da booneina da casca de Alstonia
boonei que comparados com CREA-3, exibiram similaridades nos dados, levando-se a propor
que CREA-3 tratava-se da &-lactona booneina (Figura 201, p. 189), isolada pela primeira vez

para o género Aspidosperma.
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Tabela 23 - Dados de RMN 1D e 2D de °C e 'H para CREA-3 e comparacido com os dados
da literatura para a booneina (MARINI-BETTOLO? e al., 1983; BIANCO et al., 1994)

# ICREA-3 Literatura 3Literatura
C o on oc % u
1 178,1 = 175,0 = =
4,25 (m; 1H) 4,17 (ddd; 8,5; 8,5,2,5 Hz)
3 684 4,34 (m 1H 66,9 45-4.1 (m) 4,28 (ddd; 11; 6; 3 Hz)
1,53 (m; 3H) 1,18 (m)
4 305 2.08 (m: 1H) 29.4 2,00 (m) 1,44 (m)
5 351 2,82 (m; 1H) 33,3 - 2,85 (m)
1,58 (m; 1H) 1,45 (ddd; 11 Hz)
6 420 2,05 (m; 1H) 40,7 2,04 (ddd; 14; 14; 8 Hz)
7 76,1 4,05 (t;3 Hz; 1H) 74 .4 4,5-4,1 (m) 4,10 (m)
8 457 2,15 (m; 1H) 438 = 2,20 (ddq; 4; 10; 7,7 Hz)
9 483 263(t;12Hz; 1H) 46,8 - 2,63 (t, 10 Hz)
10 14,3 1,17 (d; 6 Hz; 3H) 13,3 1,20 (d; 7,0 Hz; 3H) 1,19 (d; 8 Hz)

T CD;0D; 125 x 500 MHz; >CDCl3, 25 x 100 MHz; * CDCl3; 125 x 500 MHz.

Figura 201 — Estrutura da &lactona booneina (CREA-3).




Figura 202 - Espectro de Infravermelho de CREA-3 (UATR).
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Figura 204 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) de CREA-3 ¢ Expansao.
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Figura 206 - Espectro de RMN 2D de 'H, '"H- COSY (500 MHz, CD3;0D) de CREA-3.
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Figura 208 - Espectro de RMN 2D de 'H, *C HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de CREA-3.
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4.14 Determinagdo Estrutural de CREB-1A

O composto CREB-1A, apresentou-se como um sélido amorfo, com ponto de
fusdo de 220,3-221,4 °C (Parte Experimental p. 245).

O espectro na regido do infravermelho de CREB-1A (Figura 210, p. 198)
apresentou absor¢do em 3260 cm™', correspondente a vibragdo de deformacio axial N-H para
amina secunddria aromadtica. Vibrag¢des de deformacdo axial da ligacdo C-H alifatico em 2922
e 2852 cm’', correspondentes a grupamentos metilas e metilénicos. Banda em 1646 cm
caracteristico de liga¢do C=0, de carbonila ¢, f insaturada. Observou-se uma banda
correspondente a vibragdo de deformagio axial de aromético em 1464 cm™, além de uma
banda correspondente a deformag@o angular fora do plano para CH de anel aromético em 747
cm™. Comparando CREB-1A com a substancia CREA-2A (p. 176), ndo se observa banda de
deformagao axial de C-N alifatico.

O espectro de RMN *C-CPD de CREB-1A (75 MHz, CD;OD; Figura 214, p.
200) registrou 12 linhas espectrais, que comparados aos espectros de RMN 2D HSQC
(Figuras 216 e 217, p. 201) e o espectro de RMN 2D 'H,?C-HMBC de CREB-1A, (Figuras
220, 221 e 222, p. 203), foi possivel observar 16 carbonos dos quais, oito carbonos com
absorgdes em o 1144 (C-12), & 122,0 (C-9), & 122,9 (C-10) e & 128,6 (C-11), & 1264
(C-8), & 135,5(C-2), oc 140,4(C-13) e oc 116,2(C-7), atribuidos ao sistema inddlico,
facilmente identificado por compara¢do com os dados obtidos para as substancias anteriores
(CREA-IN e CREA-1A).

Trés carbonos metinicos em oc 50,3 (C-21), & 47,3 (C-20) e & 46,6 (C-15) e trés
carbonos metilénicos em o&c 37,4 (C-3), & 26,8 (C-14) e & 25,6 (C-19), confirmados pelo
espectro de RMN "“C-DEPT 135 (Figura 215, p. 200). Observou-se ainda um sinal em &
191,7, referente a carbonila conjugada, ja observado no espectro de IV, além de um carbono
metilico em & 11,6 (C-18) que comparado com a substincia CREA-2A (Figura 185, p. 179),
apresenta duas metilas. Enquanto, neste composto ndo € observado, conforme mostra espectro
de massa (Figura 211). Esses dados encontram-se listados na Tabela 25 (p. 197).

O espectro de Massa de alta resolu¢cdo IES-EM (Figura 211, p. 198), foi obtido a
partir do pico do fon molecular [M - H]" com m/z 255,1527, que comparado com a massa
calculada m/z 255,1497 Daltons, sugeriu a formula molecular de C;6H;sN,O, correspondente a

um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a oito.
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Comparando-se a massa de CREB-1A com CREA-2A (m/z 269,1669 Daltons, p.
181), observa-se 14 unidades a menos para CREB-1A.

O espectro de RMN 'H de CREB-1A (500 MHz, CD;OD, Figuras 212 e 213, p.
199), mostrou quatro sinais em oy 7,55 (H-12), 7,85 (H-9), 7,26 (H-10) ¢ 7,44 (H-11),
compativel com hidrogénios do anel benzénico de sistema inddlico. Sinais em Jy 0,97 (3H-
18) e & 1,35 (2H-19), referentes a um substituinte etila. Os demais sinais observados

encontram-se listados na Tabela 25 (p. 197).

A andlise das correlagdes escalares observadas no
espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de CREA-1A (Figuras 218
e 219, p. 202), mostrou poucos acoplamentos sendo alguns do

sistema inddlico em &y 7,26 com &y 7,85; e oy 7.44; de

acoplamentos  vicinais do composto, conferidos na

subestrutura A. A

No espectro de RMN 2D 'H,"’C-HMBC (Figura 220, 221 e 222, p. 201) de

CREB-1A, foi possivel confirmar inequivocamente as correlacdes a duas e trés ligagdes dos
hidrogénios que confirmam o sistema ind6lico da molécula.

Adicionalmente, foram observadas importantes correlacdes entre os hidrogénios
em dyg 2,26 (H-14b) com & 191,7 (C-16) e que acopla com &y 2,47 (H-20), confirmando a
presenca de uma cetona @, [ insaturada; além de correlagdes em &y 5,22 (H-21) com os
carbonos em & 135,5 (C-2); & 116,4 (C-7); & 47,3 (C-20) e & 37,4 (C-3), juntamente com
os hidrogénios em dg 0,97 (H-18) com & 47,3 (C-20) e o&c 25,5 (C-19).

De acordo com compara¢do dos dados de RMN de 'H e °C de CREA-2A
mostrou tratar-se de um alcaloide inddlico com estreita semelhanga ao discutido para um
epimero do alcaloide dasicarpidona (GRACIA er al., 1994), ou seja 20-epi-dasicarpidona,
diferindo apenas pela auséncia da metila ligada ao dtomo de nitrogénio em CREB-1A, que

corresponderia ao C-5 de CREA-2A.

Para efetuar a atribuicdo dos hidrogénios
equatoriais e axiais do anel D de CREB-1A, foi
necessério a obtencio do espectro de RMN 2D 'H,'H-
NOESY (CDsOD, 500 MHz, Figura 223, p. 204), que
apresentou acoplamentos dipolares importantes em Jy
5,22 (H-21) com & 7,85 (H-9); & 1,35 (H-19) e &
0,97(H-18); acoplamentos em oy 2,87 (H-15) com oy
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1,35 (H-19) e 64 0,97(H-18); além de oy 2,47 (H-20) com &4 0,97 (3H-18) corroborando com

a estrutura epimérica da cadeia lateral etila encontrar-se em posi¢ao axial ao anel piperidinico.

Tabela 24 - Comparagido dos dados de RMN de C de CREB-1A e CREA-2A com os dados
da literatura (*"FORNS et al., 1996; *‘GRACIA ez al., 1994).

# CREB-1A" CREA-2A®  epi-dasicarpidona” nor-dasicarpidona® dasicarpidona®
C oc & & oc &
2 135.5 134,0 133,3 132,9 132,9
3 374 46,5 46,1 37,2 46,0
5 - 42,1 44,6 - 44,0
7 116,2 113,5 124,4 123,8 122,0
8 126,4 126,7 127,0 125,1 127,8
9 122,0 120,7 120,8 121,0 119,9
10 122.9 123,5 122,0 120,8 121,1
11 128,6 128,4 126,7 127,0 126,9
12 114,5 113,8 112,8 113,0 112,7
13 140.4 138,2 138,1 139,0 138,1
14 26,8 26,6 23,9 30,2 30,1
15 46,6 44,2 45,0 49,0 46,3
16 191,7 190,9 195.4 193.9 193,5
18 11,6 11,3 11,7 11,5 11,8
19 25,6 247 23,3 25,0 24.8
20 47,3 46,4 46,2 47,4 49,6
21 50,3 58,1 54,7 49,0 56,2

(CD;0D, 75 x 300MHz); * (CDCl3; 125 x 500MHz); > (CDCl; ; 200 x 500 MHz) . *(CDCl;; 125 MHz)

Na comparagio dos dados de RMN de "C (Tabela 24, p. 196) da epi-
dasicarpidona (FORNS er al., 1996), o C-21 (& 54,7) apresenta-se mais blindado comparado
ao C-21 da dasicarpidona (& 56,2), devido a orientagdo em axial do grupo etila. Enquanto o
C-21 (& 50,3) de CREB-1A apresenta-se mais blindado devido a auséncia da metila (C-5)
ligada ao nitrogénio.

De acordo com a Tabela 24, os carbonos C-3, C-14, C-15, C-21 e C-20
apresentam significativas variacdes de deslocamentos quimicos e que comparados com a
literatura (FORNS et al., 1996; GRACIA et al., 1994; BORRIS et al, 1983), foi possivel
propor que a estrutura apresentada na Figura 209 (p. 197) para CREB-1A tratava-se de um
alcaloide inddlico do tipo dasicarpano 20-epi-N-nordasicarpidona, isolado pela primeira vez

para o género Aspidosperma.
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Tabela 25 - Dados de RMN 1D e 2D de ’C e 'H para CREB-1A e compara¢do com os dados
de CREA-2A e os dados da Literatura (3FORNS, etal., 1996; 4GRACIA, etal., 1994).

# UCREB-1A @CREA-2A Pepi-dasicarpidona @dasicarpidona
C oc % oc oc S &
2 135,5 - 134,0 133,3 - 1329
2,92 (m) 2,48 (dd; 12,5 Hz)
3 374 Xl 46,5 461 05 ontm) 46,0
5 ; ; 42,1 44.6 2,26 (s) 44,0
7 116,2 - 113,5 124.4 - 122,0
8 126.,4 - 126,7 127,0 - 127,8
9 1220  7,85(d: 8,0 Hz) 1207 1208 7,71 (d: 8,0 Hz) 119,9
10 1229 7.6t 8,0 Hz) 1235 1220 7,17 (td; 8,1 Hz) 121.1
11 1286  7.44(t 7.0 Hz) 1284 1267 737 (id; 8,1 Hz) 126,9
12 1145 7,55 (d: 7,0 Hz) 1138 1128 7,53 (d: 8,0 Hz) 12,7
13 140,4 - 138,2 138,1 - 138,1
2,05 (dI; 14,5 Hz) 1,67 (d; 12,0 Hz)
14 268 226 66 239 5 30,1
15 46,6 2,87 (s) 442 45,0 2,65 (m) 46,3
16 191,7 - 190,9 1954 - 193,5
18 116 097 (t 7,0 Hz: 3H) 11,3 11,7 1,02 (t; 7,0 Hz) 11,8
' 1,75-1,89 (m)
19 25,6 1,35 (m; 2H) 24,7 23,3 1.88-1.97 (m) 24,8
20 473 247 (573 Ho) 46,4 462  2,16-2,32 (m) 49.6
21 50,3 5,22 (s) 58,1 54,7 4,18 (s) 56,2
NH - - - - 10,1 (s) -

(CD;0D, 75 x 300MHz); * (CDCl3;125x 500MHz); * (CDCls; 200 x 500 MHz) * (CDCls; 125 MHz)

Figura 209 - Estrutura do alcaloide ind6lico 20-epi-N-nordasicarpidona (CREB-1A).




Figura 210 - Espectro de absor¢@o na regido do Infravermelho de CREB-1A (UATR).
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Figura 212 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de CREB-1A.
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Figura 214 - Espectro de RMN Bc.cpD (75 MHz, CD;0D) de CREB-1A.
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Figura 215 - Espectro de RMN BC-DEPT 135° (75 MHz, CD;0D) de CREB-1A.
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Figura 216 - Espectro de RMN 2D 'H, "*C- HSQC (75 x 300 MHZ, CD30D) de CREB-1A.
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Figura 218 - Espectro RMN 2D 'H, 'H - COSY (500 MHz, CD;0D) de CREB-1A.
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Figura 219 - Espectro de RMN 2D 'H, 'H — COSY (500 MHz, CD;OD) de CREB-1A e

expansao.
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Figura 220 - Espectro de RMN 2D de 'H, '°C - HMBC (CD;OD, 500 x 125 MHz) de CREB-

1A.
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Figura 221 - Espectro de RMN 2D de 'H, "°C
- HMBC de CREB-1A (expansdo de 7,9-7,2
e 142-114 ppm).
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Figura 223 - Espectro de RMN 2D de 'H, '"H-NOESY (CD;0D, 500 MHz) de CREB-1A.
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4.15 Determinagdo Estrutural de CREB-2N

A fragdo CRE-B, do extrato etandlico das cascas da raiz de Aspidosperma ulei, foi
submetida a cromatografia de adsorcdo e exclusdo, seguida de purificagio em CLAE,
resultando num sélido amorfo, denominado CREB-2A (Parte Experimental p. 245).

Os dados dos espectros de RMN 'H e "?C-CPD de CREB-2A (500 x 125 MHz,
CD;0D, Figuras 237 e 238, p. 216), encontram-se registrados na Tabela 26 e Tabela 27 (p.
208).

Ap6s neutralizacdo de CREB-2A (p. 246) obteve-se CREB-2N com ponto de
fusdo 139,9-140,6 °C.

O espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho de CREB-2N (Figura 226, p.
210) apresentou banda em 3200 cm’, correspondente a vibragdo de deformacgdo axial de
ligacao N-H para amina secunddria aromdtica. Vibragdes de deformacao axial da ligagdo C-H
alifatico em 2922 e 2853 cm™', correspondentes a grupamentos metilas e metilénicos. Banda
em 1632 cm referente a deformagio axial da ligagdo C=C, além de banda correspondente a
deformagdo angular fora do plano para CH de anel aromético em 737 cm™.

Nao foi observada banda correspondente a vibracdo de deformacdo axial de
ligacao C-N alifatico, quando comparado a CREA-1N (uleina — p. 159).

O espectro de massa de alta resolugdo - IES-EM (Figura 227, p. 210) de CREB-
2N exibiu o pico do fon molecular no modo positivo [M-H]" de m/z 253.1709, que comparado
com a massa calculada em m/z de 253,1704 Daltons, foi compativel com a férmula molecular
Cy7H20N; e um indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a oito.

Observou-se no espectro de RMN "°C-CPD de CREB-2N (Figura 230, p. 212) 17
linhas espectrais, que através da comparag@o com o espectro de RMN 2D HSQC (Figura 232,
p. 213) foram observados quatro carbonos aromaticos com absor¢des em oc 112,2 (C-12), &
119,5 (C-9), & 1204 (C-10) e & 123,7 (C-11). Um sinal de carbono metilidénico em &
108,7 (C-17), trés carbonos metinicos em oc 50,6 (C-21), & 46,7 (C-20) e & 41,8 (C-15).
Também foram observados trés carbonos metilénicos, em & 37,9 (C-3), & 35,7 (C-14) e &
25,7 (C-19), confirmados pelo espectro de RMN "*C-DEPT 135 (Figura 231, p. 212), além de
um carbono metilico em & 12,1 (C-18). Os demais sinais de carbonos ndo hidrogenados
apresentaram sinais em J&c 140,0 (C-13); & 139,2 (C-2), & 137,2 (C-16); & 128,0 (C-8) e &
110,2 (C-7).
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Dentre as absor¢des discutidas, sdo relevantes aquelas entre & 123,7-112,2
correspondentes aos quatro carbonos aromaticos do sistema inddlico, as absorgdes em ¢
108,7 (&1 5,01 € 5,53), referente a um carbono olefinico e em & 12,01 (&1 0,89) e &c 25,7 (Su
1,14) correspondentes a um substituinte etila.

De acordo com a uleina (CREA-1N), discutida anteriormente, ndo foi observada a
metila (C-5) ligada ao dtomo de nitrogénio em CREB-2N e comparado com o espectro de
massa, observou-se uma diferenca de 14 unidades a menos para CREB-2N.

O espectro de RMN 'H de CREB-2N (500 MHz, CD;OD, Figuras 228 e 229, p.
211), mostrou quatro sinais correspondentes a hidrogénios do anel benzénico em dy 7,34 (H-
12), 7,53 (H-9), 7,00 (H-10) e 7,11 (H-11). Também foram observados dois simpletos
correspondentes a hidrogénios olefinicos em dy 5,01 (H-17b) e o 5,53 (H-17a); sinais em oy
0,89 (3H-18) e oy 1,14 (H-19), referentes a um substituinte etila. Os demais sinais observados
foram assinalados na Tabela 28 (p. 209).

O espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de CREB-2N

(Figura 233, p. 213; Figura 234, p. 214) exibiu os acoplamentos
escalares além de acoplamentos geminais e vicinais do composto,

conferidos nas subestruturas A e B.

possivel confirmar
inequivocamente as correlacdes
dos hidrogénios em &y 7,53 (H-9)
com oc 140,0 (C-13) e & 1237
(C-11); &y 7,34 (H-12) com &
C 120,4 (C-10); 6u 7,11 (H-11) com
& 1195 (C9); & 7,00 (H-10) com oc 128,0 (C-8) e & 112,2 (C-12), observadas na

subestrutura C.

Adicionalmente, foram observadas importantes correlagdes entre os hidrogénios,
conforme mostrada na subestrutura D, abaixo.

Na Tabela 27 (p. 208), observou-se conforme discutido anteriormente para a
uleina, que os deslocamentos quimicos dos hidrogénios de CREB-2A em ¢4 5,76 (H-17a) e
oa 5,25 (H-17b) comparados com os deslocamentos dos hidrogénios de CREB-2N (Tabela
28, p. 209) em oy 5,53 (H-17a) e &4 5,01 (H-17b) apresentaram diferengas nos deslocamentos
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quimicos em fun¢do da protonagdo da molécula. Ocorre, portanto,
sinais mais desblindados, em praticamente todos os deslocamentos
dos hidrogénios da substancia CREB-2A.

Na Tabela 26 (p. 208) observou-se diferengas nos
deslocamentos quimicos para os carbonos C-7 e C-17 que estando
protonados apresentaram valores bem mais desblindados
comparado aos deslocamentos quimicos da substancia neutra e aos

dados da uleina (CREA-1N).

Como pode ser observado na Tabela 27 (p. 208), os

dados de RMN de 'H apresentaram diferencas questiondveis somente nos deslocamentos dos
hidrogénios olefinicos H-17a e H-17b, e novamente é chamada a ateng@o para a desprotecio
desses hidrogénios quando 4cidos, assim como, a concordancia desses dados com os da
literatura reflete na molécula neutra.

Os dados da literatura foram obtidos em CDCls, e por questdo de solubilidade
optou-se pela aquisicdo dos espectros de CREB-2N em CDs;OD, cujos dados estdo listados na
Tabela 26 (p. 208), Tabela 27 (p. 208) e Tabela 28 (p. 209), apresentando semelhanga com os
dados da literatura (BORRIS et al., 1983; JACOME et al., 2004).

A estrutura apresentada na Figura 224 apresenta um alcaloide inddlico com
estreita semelhanca ao discutido para CREA-IN (uleina) diferindo apenas na auséncia da

metila ligada ao dtomo de nitrogénio correspondente a C-5 na uleina.

Figura 224 - Comparagdo das estruturas de CREA-1A (uleina) com CREB-2N.

CREA-1N (uleina) CREB-2N
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Tabela 26 — Comparacdo dos dados de RMN Bc para CREB-2N, CREA-1N (uleina) e
CREB-2A (20-epi-dasicarpidona).

# lCREB-2N ZCREA-1IN 3CREB-2A
C & & &
2 139,2 1354 138,8
3 37,9 46,5 373
5 - 44,5 -

7 110,2 107,9 103,9
8 128,0 129,6 127.,5
9 119,5 119,7 119,5
10 120,4 120,1 121,4
11 123,7 122,9 124,7
12 112,2 110,9 112,7
13 140,0 136,8 139,2
14 35,7 34,9 32,3
15 41,8 39,7 39,6
16 137,2 138,9 137,5
17 108,7 107,0 112,1
18 12,1 12,0 11,7
19 25,7 24.6 25,1
20 46,7 46,3 43,9
21 50,6 56,8 51,2

ICD;0D (125 MHz) Neutra; > CD;0D (125 MHz) neutra; *CDCl; (125 MHz) 4cida.

Tabela 27 - Dados de RMN de 'H de CREB-2N e CREB-2A e comparacio com os dados da
literatura para o alcaloide N-desmetiluleina (3BORRIS et al., 1983; *JACOME et al., 2004).

# 1CREB-2N CREB-2A SLiter. ‘Liter.

H on on on on
3a 2,62 (m) 2,83 (m) 2,65 (m)
3b 2,62 (m) 3,06 (m) - 2,75 (d, 2,8 Hz)

5 - - _

9 7,53 (d, 7,0 Hz) 7,62 (d, 8,0 Hz) 7,00-7,60 (m) 745 (d, 7,8 Hz)
10 7,00 (t, 7,0 Hz) 7,10 (t, 7,0 Hz) 7,00-7,60 (m) 7,10 (t, 8 Hz)
11 7,11 (t, 7,0 Hz) 7,20 (t, 7,0 Hz) 7,00-7,60 (m) 7,20 (t, 8 Hz)
12 734 (d, 7,0 Hz) 7,40 (d, 8,0 Hz) 7,00-7,60 (m) 7,55 (d, 7,8 Hz)
14a 1,99 (m) 1,90 (d, 14,0 Hz)
14b 1,68 (m) 2,21 (m) i 2,05 (m)

15 2,76 (sl) 2,93 (s) : 2,60 (d,1H)
17a 5,53 (5) 5,76 (s) 5,30 (s) 5,30 (s)
17b 5,01 (s) 525 (s) 5,00 (s) 5,00 ()

18 0,89 (t,7,7 Hz, 3H) 0,92 (t, 7,0 Hz, 3H) 0,86 (m, 3H) 0,85 (t, 7,4 Hz)
19 1,14 (m) 1,21 (m) 0,86 (m) 1,15 (m)

20 1,99 (m) 2,21 (m) 2,08 (m) 1,65 (m)
21 436 (d, 2 Hz) 4,96 (s) 442 (d,2,4Hz) 4,40 (d, 2,2 Hz)

12500 MHz, CD;0D; 3 (60 MHz, CDCl5); * (360 MHz, CDCl,).



209

Dessa forma, os dados espectroscépicos obtidos permitiram concluir que a
estrutura de CREB-2N tratava-se da N-desmetiluleina (Figura 225, p. 209), um alcaloide

inddlico relatado pela primeira vez para a espécie.

Tabela 28 - Dados de RMN 1D e 2D de °C e '"H de CREB-2N comparados com os dados de
RMN de 'H da literatura para o alcaloide N-desmetiluleina (J ACOME et al., 2004)°.

# CREB-2N HMBC “Liter.
o o “Jeu Ten M
C _
2 1392 ] ] ]
2,65 (m

3 379 2,62 (m, 2H) ] 275 é,s)Hz)
7 1102 ] ] i
8 1280 ; H-10 i
9 1195 7.53(d, 7.0 Hz, 1H) H-11 7.45 (d: 7.8 Hz)
10 1204 700 (t. 7.0 Hz, 1H) H-12 7.10 (t; 8.0 Hz)
1 1237 7.11(t70Hz 1H) H-9 ] 7.20 (t; 8.0 Hz)
12 1122 7.34(d. 7.0 Hz, 1H) H-10 7.55 (d: 7.8 Hz)
13 1400 ) H-9 ;

1,68 (m, 1H
14 357 190 gm’ 1H§ H-17a 2.05 (m)
15 418 2.76 (sl. 1H)) H-17a: H-17b: H-19 2,60 (d)
16 1372 i H-17a: H-17b i

5.01 (s, 1H) 53 (s)
Ly sy 5.53 (s, 1H) - - 5.0 (s)
18 121 089 (t7.7 Hz 3H) H-19 i 0.85 (t: 7.4 Hz: 3H)
19 257 114 (m,2H)  H-18 ] 1.15 (m)
20 467 199 (m, 1H)  H-19 H-18 1.65 (m)
21 506 436(d20Hz IH) - H-19 4,40 (d: 2.2 Hz)

TCREB-2N (CD;0D, 500 x 125 MHz); 2(CDCl3,360 MHz )

Figura 225 - Estrutura do alcaloide indélico N-desmetiluleina (CREB-2N).
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Figura 226 - Espectro de absor¢@o na regido do Infravermelho de CREB-2N (UATR).
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Figura 228 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) de CREB-2N.
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Figura 230 - Espectro de RMN 2D de Bc.cpD (125 MHz, CD;0D) de CREB-2N.
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Figura 231 - Espectro de RMN 2D de "*C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de CREB-2N.
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Figura 232 - Espectro de RMN 2D 'H, "*C- HSQC (125 x 500 MHz, CD30D) de CREB-2N.
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Figura 233 - Espectro de RMN 2D 'H, "H- COSY (CD;0D, 500 MHz) de CREB-2N.
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Figura 234 — Expansio do espectro de RMN 2D 1H, '"H- cosy (CDs0D, 500 MHz) de
CREB-2N.
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Figura 235 - Espectro de RMN 2D de 'H, "*C - HMBC(CD;0OD, 500 MHz) de CREB-2N.
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Figura 237 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, C

D;0D) de CREB-2A.
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4.16 Atividade citotoxica in vitro em Linhagens de Células Tumorais

4.16.1 Resultados obtidos da atividade citotoxica

Os testes de atividade citotoxica foram realizados por Ana Jérsia Aradjo, sob a
orientacio da Dra. Leticia Veras Costa Lotufo, do Departamento de Farmacologia e Fisiologia
da Universidade Federal do Ceard UFC.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-
padrdo (Procedimento Experimental, p. 253). O grifico absorbancia x concentracdo foi
registrado e determinado a sua concentracdo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito
maximo (Cls) e seus respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%) realizado a partir
de regressdo nao linear no programa GraphPad Prism Software versao 5.0.

Os Resultados obtidos da atividade citotoxica das amostras estdo apresentados na
Tabela 29, com seus respectivos percentuais de inibicdo nas concentragdes mdximas de

25ug/mlL e Clsg, respectivamente, e comparados com o controle positivo doxorrubicina.

Tabela 29 - Valores de Clso com um intervalo de confianca de 95% obtido por regressdo nio
linear a partir de dois experimentos independentes, feitos em duplicata com 4 linhagens

tumorais testadas na dose maxima de 25 pg/mL

Amostras HL-60 MDA MB 435 HCT-8 SF-295
0,02 048 0,01 02007,
doxorrubicina (0,01-0,02) (0,34-0,66) (0,01-0,02) o
acido ursoélico 6.7 g2 8,12 7.1
(5,4-8,3) (9,5-11,6) (7,4-8,9) (6,1-8,2)
. . 8,45 17,16
20(E)-17-nor-subincanadina > 25 (6.0-11,9) (14,6-20.1) > 25
f-ioimbina nd >25 >25 >25
ioimbina nd >25 > 25 > 25
3,4,5,6-tetradesidro-B-ioimbina nd > 25 > 25 > 25
uleina nd >25 > 25 > 25

De acordo com a Tabela 29, observa-se que a substancia LCA-1 20(E)-17-nor-
subincanadina apresentou atividade antitumoral, com a¢do moderada nas células testadas para
MDA MB 435 (mama - humano) e HCT-8 (colon). J4 a substiancia AUF-1 (4cido ursélico)
apresentou atividade antitumoral moderada frente a todas as células testadas, porém com
maior atividade em HL-60 (leucemia) e SF-295 (glioblastoma - humano). As demais

substancias testadas ndo foram ativas, apresentando um Clsy acima de 25ug/mL.
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S PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Métodos Cromatogrdficos

5.1.1 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC)

As colunas cromatograficas por adsor¢do foram realizadas utilizando-se gel de
silica 60 (¢ 63-200 um) e (¢ 40-63 pwm) para cromatografia do tipo “flash” da MERCK como
fase estaciondria. O didmetro e o comprimento das colunas variaram de acordo com a aliquota
das amostras a serem cromatografadas. Para a elui¢@o foi utilizado diclorometano e metanol, e

suas misturas bindrias, em ordem crescente de polaridade.

5.1.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Nas cromatografias por CCD foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60
Fys4 da MERCK (¢ 2-25 um) sobre aluminio, com indicador de fluorescéncia com absorc¢io
em 254 nm ou placas de vidro cobertas com gel de silica 60 da MERCK (¢ 30-70 pm)
preparadas no Laboratério de Fitoquimica de Plantas Medicinais do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard (DQOI/UFC).

Os resultados foram observados pela exposi¢do das placas a luz ultravioleta, em
dois comprimentos de onda diferentes: 254 e 366 nm emitidos por lampadas modelo UVSL-
25 da mineral Light. As substincias foram reveladas nas placas através de soluc¢@o borrifada
de vanilina (CgHsOs3), seguida de aquecimento em chapa elétrica a 100°C por
aproximadamente 3 minutos além de revelador Dragendorff para alcaloides.

Os solventes empregados como eluentes foram: cloroférmio, diclorometano,
acetato de etila, acetonitrila e metanol, puros ou em misturas bindrias, de forma a obter um
gradiente crescente de polaridade. Os solventes utilizados foram previamente destilados ou de
qualidade P. A. (Synth).

Os eluentes considerados ideais para os procedimentos de cromatografia sob
média pressdo foram aqueles que proporcionavam um Rf préximo de 0,3 para as manchas de
interesse, escolhidos apds andlise por CCD.

A destilacdo dos solventes dos extratos e das fracdes resultantes dos
procedimentos cromatogréficos foi realizada sob pressdao reduzida em evaporador rotatdrio

Buchi® modelo R-220.
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5.1.3 Cromatografia Liquida de Exclusao Molecular

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo foram efetuados em gel de
dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol como fase
moével. A quantidade da amostra a ser cromatografada foi determinante para a defini¢do do
comprimento e diametro da coluna bem como a quantidade de fase estaciondria.

Os extratos e fragdes resultantes das colunas cromatograficas foram concentrados

sob pressdo reduzida em rotaevaporadores.

5.1.4 Extracio em Fase Solida (EFS = SPE)

As extragdes em fase sélida de fragoes de A. ulei, com fins de isolamento, foram
realizadas em cartuchos de fase reversa (C-18) de 500 mg e 2g, fabricados pela Waters. Na
etapa de preparo das amostras injetadas no HPLC (clean-up), foram empregados cartuchos de
fase reversa de 100 mg, fabricados pela Varian. O uso dos cartuchos era precedido por
ativacdo do adsorvente com metanol, seguida de acondicionamento em d4gua Milli-Q,

utilizando aliquotas equivalentes a trés vezes o volume do cartucho.

5.1.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE = HPLC)

A andlise por CLAE das solugdes de calibracdo, dos extratos e fragdes de A. ulei
foi analisado num cromat6grafo Waters modular, controlado por um programa de computador
EMPOWER, constituido de uma bomba bindria Waters-1525 e um detector PDA modelo
2996 a 254nm. As separacgdes foram efetuadas em colunas Phenomenex RP-18 (4,6 x 250
mm, 5 pum) e Phenomenex RP-18 (10 x 250 mm, 10 pm). As amostras foram eluidas com
acetonitrila, metanol e solu¢do contendo dgua ultra pura obtida através de um ultrapurificador
de agua Milli-Q, da MILLIPORE e &cido trifluoracético (TFA- 0,1-0,3%).

Adotou-se fluxos de 1mL/min (coluna analitica) e 4,72 mL/min (coluna semi-
preparativa) e volume de injecdo de 20 ul (analitica) e 200 pl (semi-preparativa). Os solventes
empregados apresentaram grau HPLC (MeOH-Tedia e H,O-Milli-Q) que foram
adequadamente filtrados através de membranas de nylon com poros de PTFE de 0,45 pum

(Phenomenex) e desgaseificados por sonicagdo a vacuo durante 15 min. As amostras foram
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dissolvidas nas fases mdveis empregadas em cada andlise e filtradas através de membranas de
teflon com poros de 0,45 um (Waters e Whatman).

Os fracionamentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) também
foram realizados em um segundo equipamento constituido de bombas terndrias SHIMADZU
LC-20AT e um detector SHIMADZU SPD-M20A. As colunas utilizadas foram Phenomenex
Silica (250 x 10 mm, 5u) (Ref. N°00G-4247-NO) de fase normal. Os solventes empregados
apresentavam grau de pureza HPLC (MeOH-Tedia®, Acetonitrila-Merck®) e foram filtrados
através de membranas de nylon com poros de 0.45 um (Phenomenex). As amostras foram
dissolvidas nas fases méveis empregadas em cada andlise, e filtradas através de membranas

de teflon com poros de 0.45 um (Waters).

5.2 Métodos Fisicos

5.2.1 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em equipamento de
Microdeterminacdo Digital da Mettler Toledo com placa aquecedora FP82HT e central de
processamento FP90, localizado no Departamento de Quimica Orgéinica e Inorginica da
Universidade Federal do Ceard. As determinacdes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C/min e nao foram corrigidas.
5.2.2 Determinacao da Rotacao ()ptica (o)

As rotacdes Opticas foram determinadas em polarimetro Perkin-Elmer, modelo
341, sendo as medidas realizadas a 589 nm (20°C). A concentracdo e o comprimento do
caminho 6ptico utilizados foram de 0,33 % (2 mg de amostra/6 mL de CH3;0OH) e 10 cm,

respectivamente, para todas as amostras. Os valores ndo foram corrigidos.
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5.3 Métodos Espectroscopicos e Espectrométricos

5.3.1 Espectroscopia na Regiao de Absorciao no Infravermelho (IV)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos no
Laboratério de Bioinorganica (DQOI/UFC) em espectrometro da marca ABB-BOMEM,
modelo FTLA 2000-102 na regido de 400 a 4000 cm™, utilizando pastilhas de KBr para a
realizacdo das amostras.

Os espectros na regido do infravermelho também foram obtidos em Espectrometro
PERKIN ELMER, modelo Spectrum 100 FT-IR, utilizando Universal Attenuated Total
Reflectance Accessory (UATR), na regido de freqiiéncia de 400 a 4000 cm™ e obtidos no
Laboratdrio de Espectrometria de Massa do Nordeste (LEMANOR), da Universidade Federal

do Ceara.

5.3.2 Espectrometria de Massa (EM)

Os espectros de massa de baixa resolucio dos constituintes voldteis foram obtidos
em espectrometro Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, acoplado ao Cromatdgrafo Gés-
Liquido modelo HP — 5890 A série II (CGL/EM) por impacto eletrdnico (70eV), da Central
Analitica da Universidade Federal do Cear4.

Os espectros de massa de alta resolugdo foram obtidos por insercdo direta em
espectrometro de massa Shimadzu, modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-34), com fonte de
ionizag@o por electrospray (IES), do Laboratério de Espectrometria de Massas do Nordeste
(LEMANOR), da Universidade Federal do Ceara.

Alguns espectros de massa também foram obtidos por infusio direta em
espectrometro do tipo TSQ Quantum acess (Thermo Scientific) operando com fonte APCI
(atmospheric pressure chemical ionization) no modo positivo/negativo* de ioniza¢do. As
amostras tiveram suas concentracdes ajustadas para Sppm em metanol grau HPLC, no caso de
espectros de MS/MS a fragmentagao foi induzida CID (Collision Induced dissociation).

Esses espectros foram obtidos no laboratério de Cromatografia e Espectrometria

de Massas da Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.



222

5.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e "°C, incluindo técnicas
uni e bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC e NOESY das substancias isoladas neste
trabalho foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara.

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado
adequado e acondicionado em tubos de RMN de 5 e 2,5 mm. Foram utilizados solventes
cloroférmio (CDCl3), metanol (CD3OD), dimetilsulféxido (DMSO-d6), dgua (D.O) ou
piridina (CsDsN), comercializados pelas companhias ACROS, Cambridge Isotope
Laboratories, Merck ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em ppm e referenciados através
do pico residual de 'H do solvente deuterado utilizado na analise. O equipamento de RMN
utilizado na andlise foi um espectrometro BRUKER AVANCE DRXS500, operando a 499,98
MHz, 125,7 MHz e 50,7 MHz para as freqiiéncias do 'H, BC e PN, respectivamente, em um
campo de 11,7 T, utilizando uma sonda multinuclear de detec¢@o inversa de 5 mm, com
gradiente de campo no eixo z de 10 A.

Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de protio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (6 7,27),
metanol (6 3,31), DMSO (¢ 2,50), piridina (¢ 8,74; 7,58; 7,22), agua (0 4,80). Nos espectros
de carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos
carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (6 77,23), metanol (6 49,17), DMSO (6 39,51) e
piridina (0 150,35; 135,91; 123,87). As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros
de RMN 'H foram indicadas segundo a convengio: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), t (tripleto), q (quarteto), m (multipleto), sl (simpleto largo), gl (quarteto largo).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com
angulos de nutacdo de 135°, CH e CH; com amplitudes em oposi¢do aos CH;, e 90°, somente
CH, foi utilizada na determinagio do padrio de hidrogenacdo dos carbonos em RMN "C,
descrito segundo a convenc¢do: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH»
(carbono metilénico ou metilidénico) e CHj; (carbono metilico).

Nos experimentos unidimensionais de 'H e de '*C foram utilizados larguras
espectrais de 24 e 260 ppm, respectivamente, tempo de relaxacio de 1 s e largura de pulso de

90° de 9,60 us (0 dB) e 10,90 us (-3 dB) para 'He C, respectivamente.
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5.4 Material Botanico

Aspidosperma ulei, popularmente conhecida como Pitid ou Piquia, foi coletada
pelo Professor Edilberto Rocha Silveira na localidade Garapa, Municipio de Acarape, no
estado do Ceard. A identificagdo foi realizada pelo botanico Prof. Edson P. Nunes e as
exsicatas da planta encontram-se depositadas no Herbdrio Prisco Bezerra, do Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceard, sob os niimeros de registro 30823, 32630 e
34813.

As partes da planta (folhas, cascas do caule, lenho do caule, casca da raiz e lenho

da raiz) foram separadas, secas, trituradas, pesadas e submetidas a extragdo com etanol.
5.5 Obtencdo do Extrato Etandlico das Folhas de Aspidosperma ulei Markgf

As folhas secas e moidas (1 kg) de A. ulei foram extraidas (3 vezes) com 10 L de
etanol por 72 horas a temperatura ambiente. O extrato obtido foi rotaevaporado sob pressio
reduzida fornecendo 98,0 g de um pé verde, denominado AUFE.
5.5.1 Fracionamento cromatografico do extrato etanélico das folhas de A. ulei

O extrato AUFE (10 g) foi submetido a extragdo solido-liquido com hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, seguindo uma ordem de polaridade crescente. As
solucdes foram concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se as fracdes conforme

mostradas na Tabela 30 (p. 223).

Tabela 30 - Fracoes obtidas a partir do extrato etandlico das folhas de A. ulei.

Eluente Fracoes Peso (g) Rendimento (%)
Hexano AUFE-H 1,2 12,0
Diclometano AUFE-D 2,0 20,0
Acetato de etila AUFE-Ac 1,5 15,0
Metanol AUEF-M 3,8 38,0
Total - 8,5 85,0

A andlise cromatografica por cromatografia de camada delgada (CCD) das fracoes
obtidas permitiu a escolha da fracdo acetato de etila para dar inicio ao estudo uma vez que

apresentou melhor separacio dos constituintes de interesse fitoquimico.
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1,5 g de AUFAc foram solubilizados em CHCl;, gotas de MeOH e extraidos com
100 mL de cloroférmio sob agitacdo. Apds separag@o por filtracdo do material, seguido de
rotaevapora¢do sob vdcuo, obteve-se 418 mg de um pé branco denominado AUFAc-sol

(solivel), e 936 mg de um precipitado denominado AUFAc-insol (insoldvel).
5.5.1.1 Cromatografia em Gel de Silica de AUFAc-insol: Isolamento de AUF-1

AUFACc-insol (936 mg) foi adsorvido em 1,0 g de gel de silica e acondicionada
em uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 8,0 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigcdo
com mistura bindaria de CHCl;:MeOH em escala crescente de polaridade. Foram coletadas 37

fragdes (10 mL cada).

As fracdes apds serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhangas conforme mostra a Tabela 31, abaixo.

Tabela 31 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo AUFAc-insol

Fracoes CHCIl3:MeOH Peso (mg)
1-6 1% -
7 1% 59,3

8-9 10% 108,0
10-14 10% 110,0

15 10% 18,0
16-17 10% 374
18-31 10% 302,0
32-34 50% 232,6
35-37 100% 10,3
Total - 877,6

A fracdo AUFAc-insol-7 apresentava-se como um sélido branco finamente

dividido, solivel em cloroférmio e metanol conforme CCD e foi denominado AUF-1

(Determinacao estrutural, p. 47).

Dados de RMN mostraram que esse sélido tratava-se do triterpeno pentaciclico

dcido ursdlico AUF-1, relatado pela primeira vez para a espécie.
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5.6 Obtencdo do Extrato Etandlico da Casca do Caule de Aspidosperma ulei

2 Kg da casca do caule de A. ulei apés secagem e moagem foram submetidos a
extracdo por maceracdo em 10 L de etanol por 72 horas (3x). O material resultante de todas as
extragdes foi rotaevaporado sob pressdo reduzida fornecendo um extrato escuro e viscoso

denominado AUCCE (173,1 g; 8,66%) (Fluxograma 1, p. 235).

5.6.1 Particao Liquido-Liquido de AUCCE e Isolamento de AUCC-1

50 g de AUCCE foram transferidos para um erlemneyer de 500 mL e, em seguida
foram adicionados 150 mL de 4gua destilada. Apds sonicacdo por 20 minutos a total
dissolucdo do material foi alcangada. A solucdo foi transferida para um funil de separagdo de
1L ao qual se adicionou 150 mL de diclorometano. Agitacdo leve, em movimentos circulares,
levou a formagdo de 3 fases.

A fase inferior foi separada e filtrada sobre uma camada de algod@o. O processo
foi repetido mais 3 vezes (100 mL). A solu¢do diclorometanica resultante das quatro
extragoes foi lavada com 100 mL de dgua e seca com Na,SOy anidro. Filtracdo, seguida de
rotaevaporacdo forneceu 8,5 g de um material viscoso marrom designado AUCC-D.

A mistura remanescente (interface e fase superior) foram adicionados 50 mL de
dgua, levando 4 formag@o de um material escuro e resinoso.

A fase aquosa foi rotaevaporada para remog¢do de solventes orgdnicos e em
seguida, liofilizada fornecendo 28,4 g de uma fracdo denominada AUCC-Aq.

Adicionou-se 100 mL de MeOH a AUCCE-Aq e a mistura foi mantida durante a
noite sob refrigeracdo levando a formagdo de um precipitado branco (3,35 g), designado
AUCC-Aq (ppt), que por CCD indicou tratar-se de uma substincia pura denominada AUCC-
1 (Determinagdo estrutural, p. 55), soltvel em dgua e ap6s andlise por RMN de 'H evidenciou
um derivado do inositol com ponto de fusdo 150,3-152,2 °C. O liquido mie foi rotaevaporado
fornecendo 25 g de um material viscoso marrom avermelhado denominado AUCC-AqLM.

A interface foram adicionadas quantidades de metanol para uma completa
solubilizacdo e em seguida rotaevaporada, fornecendo 8,2 g de uma fracdo denominada

AUCC-Interface.
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5.6.1.1 Particdo Liquido-Liquido da Fracdo AUCC-Interface

8,2 g de AUCC-Interface (Fluxograma 2, p. 236) foram solubilizados em 70 mL
de metanol sob agitacdo no ultrasom por 30 min. Adicionou-se 100 mL de diclorometano,
agitou-se circularmente e observou-se a formacdo de um material disperso, que depois de
filtrado sobre papel de filtro, forneceu um sélido (930 mg) denominado AUCC - Interface
(solido).

930 mg de AUCC-Interface (s6lido) foram solubilizados em 100 mL de MeOH
sob aquecimento e agitacdo. O material foi rotaevaporado e durante esse processo, observou-
se que houve cristalizacdo do material.

Ap0s separacdo e filtragdo do material cristalizado obteve-se 416 mg de um pé
levemente amarelado, finamente dividido denominado AUCC (interface) solido branco, e 312
mg de um pé escuro, denominado de AUCC (interface) (lig.mae).

Adicionou-se ao filtrado, quantidades de 4gua, totalizando 170 mL e que apds
agitacdo circular, observou-se a separacdo de duas fases. Tratada previamente com Na>SO4
anidro a fase diclorometanica foi filtrada e rotaevaporada 4 pressio reduzida fornecendo 1,5 g
de uma fra¢do denominada de AUCC (interface) DCM.

Observou-se a formacdo de um precipitado escuro com aspecto viscoso (tipo
“piche”), que aderiu 4s paredes do funil de separacdo. Este foi separado da fracdo
hidrometandlica e solubilizado com MeOH e piridina, que posteriormente foi seco com N»
obtendo-se 1,1 g de um p6 escuro denominado AUCC (interface) ppt (piche), que apds analise
por RMN de 'H revelou muita graxa, sendo descartada.

A fracdo hidrometandlica foi rotaevaporada a pressdo reduzida para remocio do
metanol e posteriormente liofilizada fornecendo 3,6 g de um sélido marrom denominada

AUCC (interface) hidrometandlica (Fluxograma 2, p. 236).

5.6.1.2 Tratamento Cromatogrdfico da Fra¢do AUCC (Interface) DCM = AUCCID

1,5 g da fragdo AUCC (Interface) DCM (Fluxograma 2, p. 234) foram adsorvidas
com 2,0 g de gel de silica, sendo posteriormente acondicionada sobre 10 g de gel de silica
numa coluna de vidro de 50 mL (© = 2,5 cm), cromatografada com CHCl; (100%),
CHCI3/MeOH (com gradiente variando de 1% a 100%).

Foram coletadas 20 fra¢des (50 mL cada) e apds rotaevaporadas e pesadas foram

reunidas (Tabela 32, p. 227).
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Tabela 32 - Fragdes obtidas de AUCC (Interface) DCM

Fracoes CHCl3:MeOH
1-3 100% CHCl;
3-4 1%

5-6 2%
7-8 3%
9-10 4%
11-12 5%
13-14 10%
15-16 20%
17-18 50%
19-20 100%

As fracdes ap0ds analisadas por CCD e reunidas, de acordo com a similaridade de

seus Rfs (Tabela 33).

Tabela 33 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico e reunido das fragoes AUCC

(Interface) DCM

Fracoes Identificacio Massa (mg)

1 CCID; 110,0

2 CCID, 120,0

3 CCID ; 84,0

4 CCID 4 75,0

5 CCID s 58,0

6 CCID¢ 365,0
7-8 CCID 4 330,0
9-13 CCID g 174,0
14-20 CCID 150,0

Total: 1,466 mg/97,7%

5.6.1.3 Recromatografia de CCIDS

174,0 mg da fracdo CCIDS foi adsorvida em 1,0 g de gel de silica e acondicionada
sobre 5,0 g de gel de silica em coluna de vidro de (O = 2,0 cm). CCID8 foi fracionada por
eluicdo com os seguintes solventes: CH,Cl,/MeOH (1%) e variagdo de gradiente até MeOH
(100%). Foram coletadas 10 fracdes (50 mL cada), que apds evaporagdo dos solventes, foram

pesadas para obtencdo dos seus rendimentos (Tabela 34, p. 228).
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Tabela 34 - Fracoes Obtidas de CCIDS8

Fracoes CH,Cl,:MeOH
1 1%
2 2%
3 3%
4 4%
5 5%
6 10%
7 20%
8 30%
9 50%
10 100%

As fracdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1-2 (3,4 mg), 3-5 (74,0 mg), 6 (19,6 mg), 7 (18,3 mg) e 8-10 (18,0 mg) que

resultou nos seguintes grupos de fracdes, observados na Tabela 35.

Tabela 35 - Reunido das fragdes obtidas de CCIDS8

Fracoes Identificacio Massa (mg)
1-2 CCID8§, 34
3-5 CCID8 , 74,0
6 CCIDS 3 19,6
7 CCID 84 18,3
8-10 CCIDS s 18,0
Total: 133,3 mg/77,0%

Através da obtengdo de espectros de RMN de 'H das fracdes obtidas, pode-se
determinar a constituicao parcial da fracdo CCIDS8,, enquanto as demais fracdes apresentaram

misturas complexas de substancias.

5.6.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa da Fracdo CCIDS?2 e Isolamento de
AUCC-2

A fracdo CCIDS8; (74,0 mg ) foi submetida 8 CCDP com CH,Cl,:MeOH (20%)
em uma cuba para placa de 20 x 20 cm, contendo 100 mL do sistema eluente e tempo de
eluicao de 30 minutos. Apds evaporacdo do solvente, notou-se por CCD a presenca de quatro

manchas que originaram 4 fra¢des (Tabela 36, p. 229).
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Tabela 36 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CCIDS8,

FracGes Identificacio Massa (mg)
1 CCIDS,.; 5,6
2 CCIDS;., 8,5
3 CCID8;.3 11,0
4 CCID8,.4 8,0

N

Essas fracdes foram submetidas 2 andlise por RMN de 'H, que evidenciou o
isolamento de CCIDS8,.3. A substincia apresentou-se como cristais amarelos que apos
obtencdo de todos os espectros de 1D e 2D de RMN de 'H e °C, foi caracterizada como um
alcaloide inddlico S-ioimbina (Determinac@o estrutural de AUCC-2 p. 66). As trés demais

fragdes, foram descartadas em virtude da natureza complexa de misturas apresentadas.

5.6.2 Tratamento Cromatografico da Fracao AUCC-AqLM

25 g da fracdo AUCC-AqLM (Fluxograma 1, p. 235) foi solubilizada em 100 mL
de metanol sob agitagdo no ultrasom, seguida da adicdo de 100 mL de diclorometano e
posterior filtracdo das duas fases que apds evaporacdo do metanol sob pressdo a vacuo, as
fracdes obtidas foram pesadas e calculadas o rendimento, obtendo-se as fracdes denominadas
de AUCC-AqLM2D (1,37 g) e AUCC-AqQLM2HM (21,4 g).

500 mg de AUCC-AqLM2HM foram adsorvidas em 2,0 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 20,0 g de gel de silica em coluna de
vidro de (© = 3,5 cm). AUCC-AqLM2HM foi fracionada por eluicio com os seguintes
solventes: CHCI:/MeOH (5%), CHCls/MeOH (10%), e MeOH (100%). Foram coletadas 17
fracdes (50 mL cada), que apds evaporacdo dos solventes, foram pesadas para obtencido dos

seus rendimentos.

Tabela 37 - Fracionamento cromatogréafico de AUCC-AqLM2HM

Fracao CHCl;:MeOH
1-6 5%
7-11 10%

12-17 100%
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As fracdes ap0ds analisadas por CCD foram reunidas, de acordo com a Tabela 38,

abaixo.

Tabela 38 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico e reunido das fracdes de

AUCC-AqLM2HM

Fracoes Identificacao Massa (mg)
1-3 CC-AqLM2HM , 5.9
4-5 CC-AqLM2HM 4,2
6-7 CC-AqLM2HM ; 6,8
8 CC-AqLM2HM 4 7,1
9-11 CC-AqLM2HM 5 59,6
12 CC-AqLM2HM 103,0
13 CC-AqLM2HM -, 262,4
14-15 CC-AqLM2HM g 14,9
16-17 CC-AqLM2HM 4 13,2

Total: 0,476 mg/95,2%

A fracdo CC-AqLM2HM13 (262,4 mg) apresentou-se como um material sélido
marrom e que observada no UV 365 nm apresentava uma fluorescéncia azul intensa, além de

uma mancha alaranjada escura no revelador para alcaloides (Dragendorft).

5.6.2.1 Separacdo por CLAE- Isolamento de AUCC-3

A fragdo CC-AqLM2HM13 (262,3 mg) foi analisada por HPLC numa coluna de
modo reverso, empregando-se uma solu¢do bindria aquosa de TFA 0,2% e CH3CN (30:70)
como fase mével. As injecdes foram realizadas através de aliquotas de 200 pL de solucio
filtrada da amostra, dissolvida na fase mdvel inicial. O tempo de corrida foi 7,5 minutos,
mantendo-se um fluxo constante de 4,72 mL/min. Apds 110 injecdes coletadas em um
comprimento de onda de 254 nm, foram detectados 3 fracdes de interesse: fracdo 1 (t= 2,1
min,), fracdo 2 (t, = 5,6 min.), fracdo 3 (t, = 6,3 min,).

A fracdo 2 (25,0 mg) denominada de AUCC-3, apresentou-se como um sélido
amarelo, solivel em MeOH, cuja andlise por CCD mostrou que a mesma, apresentava uma
fluorescéncia azul intensa quando observada no UV a 365 mn e alaranjado intenso, quando
revelada em Dragendorff. A substincia apés analisada por RMN de 'H e °C foi caracterizada
como um alcaloide inddlico quaterndrio do tipo ioimbano (Determinagdo estrutural, p. 79). As

demais fragdes, apresentaram pouca massa, além de misturas de alcaloides.
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Apds sucessivos tratamentos cromatograficos com o extrato da casca do caule,
nenhuma das outras fragdes forneceu compostos em quantidade ou pureza suficiente, devido

apresentarem muito agicar e de dificil remocdo. Dessa forma, a metodologia foi modificada,

COmo segue.

5.6.3 Coluna Cromatografica por Desadsorcao Seletiva (Coluna filtrante) de AUCCE

1,0 g de extrato de AUCCE foram adsorvidos em 0,5 g de gel de silica, sobre 5,0
g deste mesmo adsorvente, numa coluna de vidro de 50 mL (O = 2,0 cm). A eluicdo da
coluna foi efetuada inicialmente com hexano (100 mL cada), seguida de diclorometano,

acetato de etila e, finalmente metanol, recolhendo-se aliquotas de 50 mL (Tabela 39, p. 231).

Tabela 39 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de AUCCE

Fracoes Identificacio Massa (mg)
Hexano AUCCH 1.4
DCM AUCCD 109,0
AcOEt AUCCAc 99,0
MeOH AUCCM 776,0

Total: 985,4 mg/98,5%

Andlise por CCD revelou que as fracdes AUCCAc (99 mg,) e AUCCM (776 mg),
apresentavam maior intensidade frente ao reagente Dragendorff para alcaloide,

principalmente a fragdo metandlica que, devido ao rendimento foi selecionada para andlise.

5.6.3.1 Fracionamento Cromatogrdfico de AUCCM por Sephadex

A fracdo AUCCM (776 mg), sd6lido marrom dissolvida em 5 mL de MeOH, foi
submetida a cromatografia por exclusao em Sephadex LH-20 (60 g - Oint = 3,5 cm),
obtendo-se 10 fracdes de 10mL (fr.1) 20mL (fr. 2); 30 mL (fr. 3); 40 mL (fr. 4 a 8) e as
fracdes 9 e 10 (100mL), por eluicdo com MeOH. Apds andlise por CCD, reuniram-se as
fracdes e em virtude da baixa massa das trés primeiras fracdes, as mesmas foram descartadas.

Porém a fracdo de interesse CCMS5 (458,0 mg) (Tabela 40, p. 232) foi recromatografada.
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Tabela 40 — Fracoes obtidas do fracionamento cromatografico de AUCCM

Fracdes Vol. Recolhido (mL) Identificagio Massa (mg)

1 10 CCM1 -

2 20 CCM2 -

3 30 CCM3 -

4 40 CCM4 197,0
5-6 40 CCM5 458,0
7-8 40 CCM6 18,4
9-10 100 CCM7 9,6

Total: 683,0/89,2%

5.6.3.2 Fracionamento Cromatogrdfico da Fracdo CCM5

458 mg de CCMS foi adsorvida em aproximadamente 1,0 g de gel em silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 5,0 g de gel em silica em coluna de
vidro de (O = 2,0 cm). CCMS5 foi fracionada por elui¢dio com os seguintes solventes:
CH,Cl,/MeOH (3%), CH,Cl,/MeOH (5%), CH,Cl,/MeOH (10%) e MeOH (100%). Foram
coletadas 6 fragdes em aliquotas de 100 mL cada (Tabela 41, p. 232), que apds evaporagio
dos solventes, foram pesadas para obtencdo dos seus rendimentos além da andlise por CCD

que permitiram a reunido das seguintes fragdes:

Tabela 41 — Fragdes obtidas do fracionamento cromatografico de CCMS5

Fragoes Identificacdo Massa (mg)
1-3 CCM5-1 150.0
4-5 CCMS5-2 90,0

6 CCMS5-3 202,0

T =442 /96,5%

A fracdo CCMS5-1 apresentou na cromatoplaca revelada em dragendorff, uma
mistura de trés alcaloides com Rfs muito préximos e de dificil separagdo. Foi necessario

recromatografar devido a presenga de material polar na base, possivelmente agtcar.
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5.6.3.3 Recromatografia da Fracdo CCM5-1
Adsorvida com 0,5 g de gel de silica, a fragio CCM5-1 (150,0 mg) foi depositada
sobre 5,0 g deste mesmo adsorvente, numa coluna de vidro de 50 mL (© = 2,0 cm). A eluigéo

da coluna foi efetuada com CH,Cl,:MeOH (5%, 10% e 100% de MeOH), recolhendo-se

aliquotas de 200 mL. Foram obtidas trés fracdes conforme Tabela 42, abaixo.

Tabela 42 — Fragoes obtidas do fracionamento cromatografico de CCMS5-1

Fragdes  Identificacdo Massa (mg)
1 CCM5-1-1 87,0
2 CCM5-2-2 19,7
3 CCM5-3-3 28,0

T=135/90,0%

Essas fragdes apds rotaevaporadas, pesadas e calculados seus rendimentos, foram
submetidas a CCD e apds serem reveladas em revelador para alcaloide, observou-se na
cromatoplaca a presenca de trés manchas que apresentaram impurezas, sendo necessario

purifica-las por CLAE.

5.6.3.4 Fracionamento cromatogrdfico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
de CCM5-1-1 e Isolamento de AUCC-2, AUCC-4, AUCC-5 e AUCC-6.

A fracdo CCMS5-1-1 com 87,0 mg foi submetida a andlise preparativa por CLAE,
utilizando-se uma coluna semipreparativa Phenomenex em modo reverso (4,6 x 250 mm, 5
um), e eluida através de um gradiente de solugcdo aquosa 4cida de TFA 0,1% em MeOH
(55:45), com tempo de corrida de 10 min, fluxo de 4,72 mL/min e 200 uL de volume injetado.
De acordo com o cromatograma mostrado, coletaram-se quatro fracdes, utilizando-se
comprimento de onda de 254 nm (Figura 239, p. 234).

Ap0s rotaevaporagdo das fracdes obtidas (Tabela 43, p. 234) e comparagio por
CCD, verificou-se que se tratava de alcaloides as fragdes 1, 2, 3 e 4, pois exibiram manchas
intensas quando reveladas em Dragendorff para alcaloides, comprovadas por RMN de 'H e
C 1D e 2D que mostrou tratar-se de alcaloides inddlicos, sendo a substancia 1 (determinagio
estrutural, AUCC-5, p. 100) tratar-se de um alcaloide do tipo estemadenina, inédito no género

e os demais (2, 3 e 4) do tipo ioimbano, pertencente ao esqueleto corinantiano.
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Figura 239 - Cromatograma obtido a partir da fragdo CCM5-1-1.
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Tabela 43 - Fracdes obtidas por CLAE de CCM5-1-1 (solucdo aquosa de TFA 0,1 %) em
MeOH (55:45).

Tempo de Retenciao

Fracao (min) Massa (mg) Substancia
1 5,5 5,0 AUCC-5
2 6,2 26,0 B-ioimbina (AUCC-2)
3 7,4 19,0 Ioimbina (AUCC-4)
4 8,2 4,0 desidro-ioimbina (AUCC-6)

T=53,5/61,5%




Fluxograma 1 - Particao liquido-liquido AUCCE.

A. ulei
(casca do caule)
2 Kg
Extragdo etanol
(10 L)/ 72h (3x)
‘ Rotaevaporacao
Torta AUCCE
173,0 g/ 86%
Desprezado \
AUCCE
50¢g
1. 150 mL de H20/Sonicagdo
2. 150 mL de DCM
Fase inferior Interface Fase superior
1. 150 mL de DCM/3x100 mL | otaevaporagio 1. R.ota.e.vaporagﬁo
2. Na2SO4/rotaevaporagdo 2. Liofiliza¢ao
AUCC-D AUCC-interface AUCC-Aq
85¢ 82¢ 284 ¢
1.CCD

2. Extragdo com 50 mL MeOH
3. Decantagdo/Filtracdo

AUCC-Aq(ppt)
395¢g

inositol
(AUCC-1)3,95 ¢

AUCC-AqLM
250¢
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Fluxograma 2 - Particdo liquido-iquido de AUCCE-Interface.

AUCCE-interface
82¢g

1. MeOH (70 mL- Ultrason)
2. DCM (100 mL)

3. Filtracdo

AUCC-interface
(s6lido)
930 mg

1. Dissolu¢ao MeOH (100 mL)
2. Rotaevaporagdo/ pptagdo fracionada
3. Filtrag¢do parcial

Filtrado

H,0 (100 mL)

AUCC(interface) Sol. ' AUCC(interface) lig- Fracdo Fragéo
branco mae DCM Hidrometandlica
416 mg 312 mg
1. Seco com Na,SO4 1. Solubil. 1. Rotaevaporagdo
2. Filtragdo/Rotaevaporagdo Piridina/MeOH 2. Liofilizagdo
AUCC(interface) AUCC(interface) AUCC(interface)
DCM ppt “Piche” Hidrometandlica
15¢g I,1g 36¢g
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5.7 Estudos do Lenho do Caule (LC) e do Lenho da Raiz (LR) de Aspidosperma ulei
5.7.1 Obtencao do Extrato Etanolico do Lenho do Caule de A. ulei

3 Kg do lenho do caule de A. ulei apds secagem, moagem e pesagem foram
submetidos a extracdo por maceracdo em 10 L de etanol por 72 horas (3x). O material
resultante de todas as extracdes foi rotaevaporado sob pressao reduzida fornecendo um extrato

amarelo (pé) denominado AULCE (52,2 g; 1,7%) (Fluxograma 3, p. 237).

Fluxograma 3 - Obtencdo do Extrato do lenho do caule de A. ulei - AULCE

A. ulei (lenho do caule)
3,0 kg

Extragdo etanol
(10 L)/ 72h (3x)

Torta

AULCE
52.2¢/1,7%

Desprezado

Foi necessdrio realizar uma extragdo dcido/base com os extratos obtidos do lenho
do caule da planta em estudo a fim de se obterem fracdes alcaloidicas livres de dcidos graxos
e, principalmente de acticares. Por isso optou-se em fazer um perfil cromatografico por CLAE

(p. 247).

5.7.1.1 Extracdo Acido/Base de AULCE

24,3 g de AULCE foram suspensas em 200 mL de HCl 2M e colocados sob
agitacdo por 30 min. A soluc¢do foi filtrada em funil de Biichner sob vicuo e extraida com
CH)Cl, (3 x 200 mL cada). A fracdo diclorometanica foi seca com Na,SO,; anidro e
rotaevaporada, fornecendo 255,0 mg de uma fracdo denominada LCE-A.

A fase aquosa 4cida foi adicionado NH4OH (~30 mL) até alcangar ph 9,
monitorado por papel de pH, seguida por extracdo com CH>Cl, (3 x 200 mL exaustivo), seco
com Na,SO, anidro, filtracdio e rotaevaporada, fornecendo 363,3 mg de uma fracdo

denominada LCE-B.
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5.7.1.2 Fracionamento Cromatogrdfico por CLAE de LCE-A

5.7.1.2.1 Isolamento de LCA-1

Os 255,0 mg da fracdo LCE-A foi cromatografada por CLAE, utilizando-se uma
coluna de fase reversa semi-preparativa (4,6 x 250 mm, 5 pm), com um gradiente de uma
solu¢@o aquosa de TFA 0,1% e MeOH (70:30), em um tempo de corrida de 20 minutos, com
fluxo de 3,0 mL/minuto e 200 pL de volume injetado em cada andlise. As fragdes foram
coletadas em UV 300 nm (ver cromatograma Figura 238, p. 236). Somente a fracdo 4 (43,0
mg), com tempo de retencdo de 5,1 minutos, apresentava-se pura e com quantidade ideal para
determinagdo. Apés rotaevaporacio da fracdo obtida e andlise por RMN de 'H e "°C uni e
bidimensional observou-se que a substancia isolada, denominada de LCA-1 tratava-se de um

alcaloide do tipo estemadenina nor-subincanadina E (Determina¢@o Estrutural, p. 125).

Figura 240 - Cromatograma obtido por CLAE a partir da substincia LCA-1
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5.7.2 Obtencio do Extrato Etanolico do Lenho da Raiz de A. ulei

5,8 Kg do lenho da raiz de A. ulei apds secagem, moagem e pesagem foram
submetidos a extracdo por maceragdo em 20 L de etanol por 72 horas (3x). O material
resultante de todas as extracdes foi rotaevaporado sob pressao reduzida fornecendo um extrato

marrom e viscoso denominado AULRE (122,1 g; 2,1%). (Fluxograma 4, p. 239).
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Fluxograma 4 - Obtencao do Extrato do lenho da raiz de A. ulei - AULRE

A. ulei (lenho da raiz)

5,8 kg

Extragdo etanol
(20 L)/ 72h (3x)

Torta

AULRE
122,1 g/2,1%

Desprezado

5.7.2.1 Extracdo Acido/Base de AULRE

20,0 g de AULRE foi extraido com 200 mL de HCI 2M sob agitacdo por 30
minutos. Filtrou-se e o residuo foi descartado.

O material foi extraido com diclorometano (3x 300 mL), originando a frag@o
organica A que foi seca com Na,SOs, rotaevaporada e pesada fornecendo 287,0 mg de uma
fracdo denominada LRE-A.

A fracdo aquosa 4cida foi adicionado hidréxido de aménio P. A. (~40 mL) até
atingir pH 9,0. Extraiu-se com diclorometano (3 x 300 mL) resultando na fracdo organica B
que foi seca com Na,SO, e rotaevaporada sob pressdo 4 vacuo, originando 302,0 mg de uma

fracdo denominada LRE-B.

5.7.2.2 Fracionamento Cromatogrdfico por Desadsorcdo Seletiva (Coluna filtrante) da

Fracdo LRE-B

As 302,0 mg da fracio LRE-B foram adsorvidas com 1,5 g de gel de silica, e
depositada sobre 10,0 g deste mesmo adsorvente, numa coluna de vidro de 50 mL (O = 2,5
cm). A eluicdo foi efetuada inicialmente com CH,Cl, (100%); CH2Clo:MeOH (1%, 3%, 5% e
10%) e 100% de MeOH, recolhendo-se aliquotas de 50 mL cada e 13 fracdes foram obtidas.
Ap0s rotaevaporagdo e monitoramento por CCD, as fracdes foram reunidas como segue na

Tabela 44, abaixo.
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Tabela 44 — Fracdes obtidas do fracionamento cromatografico de LRE-B

Fracdoes  Identificacdo Massa (mg)

1-4 LRE-B1-4 36,5
5-8 LRE-B5-8 58,0
9-11 LRE-B9-11 80,0
12-13 LRE-B12-13 59,0

T=233,5/77,3%

5.7.2.3 Fracionamento Cromatogrdfico por CLAE de LRE-B5-8
5.7.2.3.1 Isolamento de LREB-1, LREB-2 ¢ LREB-3.

58,0 mg da fracdo LRE-B5-8 foi cromatografada por CLAE, utilizando-se uma
coluna de modo reverso semi-preparativa (10,0 x 250 mm, 5 pm), e eluida através de um
gradiente de solug@o aquosa de TFA 0,1% e MeOH (60:40), com um tempo de corrida de 15
minutos, com fluxo de 4,0 mL/minuto e 200 puL. de volume injetado em cada andlise. Seis
fracdes foram coletadas, utilizando-se UV 254 nm (ver cromatograma Figura 241, p. 240). As
fragdes 1, 2 e 3 (4,4; 5,6 ¢ 9,8 mg), com tempo de retengdo de (6,1; 8,5 e 10,1 minutos),
apresentavam-se puras jd as demais, ndo foi possivel determinacio estrutural.

Ap6s rotaevaporacio das fracdes e andlise por RMN de 'H e "C uni e
bidimensionais observou-se que as substancias isoladas, denominada de LREB-1; LREB-2 e
LREB-3 (Tabela 45, p. 240) tratava-se de alcaloides inddlicos e desses, LREB-1,
(Determinacao estrutural p. 136) tratava-se de um alcaloide inédito na literatura. J4 os demais,
alcaloides LREB-2 (B-ioimbina, p. 66) e LREB-3 (ioimbina, p. 90) ja foram isolados da casca

do caule.

Tabela 45 — Fragoes obtidas do fracionamento cromatografico por CLAE de LRE-B5-8.

Tempo de

Fracoes Retenciio Identificacdo Massa (mg)
1 6,1 LREB-1 4,4
2 8,5 LREB-2 5,6
3 10,1 LRE-B-3 9,8
4 12,3 LREB-4 3,2
5 13,2 LREB-5 6,2
6 15,3 LREB-6 4,6

T=33,8/58,3%
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Figura 241 - Cromatograma obtido por CLAE a partir da fracdo LRE-BS5-8.
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5.8 Obtengdo do Extrato Etandélico da Casca da Raiz de A. ulei

4 Kg da casca da raiz de Aspidosperma ulei apds secagem, moagem e pesagem
foram submetidos a extracdo por maceragdo em 15 L de etanol por 72 horas (3x). O material
resultante de todas as extragdes, depois de reunidos foram rotaevaporados sob pressao

reduzida fornecendo um extrato marrom denominado AUCRE (274 g; 6,9%).

5.8.1 Particao Acido/Base de AUCRE

50,0 g de AUCRE foram suspensas em 750 mL de HCl 2M e colocados sob
agitacdo por 30 min. A solucdo foi filtrada em funil de Biichner sob vicuo e extraida com
CH,Cl, (4 x 200 mL cada). A fase organica foi seca com Na;SO, anidro e rotaevaporada,
fornecendo 960,0 mg de uma fracdo denominada CRE-A, além de um precipitado escuro
formado durante a extragdo que foi separado, pesado e denominado de CRE-ppt com §90,0
mg.

A fase aquosa 4cida foi adicionado NH,OH (~15 mL) até alcancar pH 9,
monitorado por papel de pH, extraido com CH,Cl, (5 x 200 mL), seca com Na,SO4 anidro,
filtrada e rotaevaporada, fornecendo 1,98 g de uma fracdo denominada CRE-B. A fragdo

aquosa alcalina foi descartada.
5.8.2 Fracionamento Cromatografico da Fracido CRE-ppt por Sephadex
890,0 mg da fracdo CRE-ppt foi dissolvida em 5 mL de MeOH, e submetida a

cromatografia por exclusdo em Sephadex LH-20 (60 g — Oint = 3,5 c¢m), obtendo-se 10
fracdes de 10mL (fr.1) 20mL (fr. 2); 30 mL (fr. 3); 40 mL (fr. 4 a 8) e 100mL (fr. 9 e 10), por
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eluicio com MeOH. Apoés andlise por CCD, reuniram-se as fragdes e em virtude da baixa
massa das trés primeiras fracdes, as mesmas foram descartadas. Porém a fracdo de interesse
CRE-ppt 4-6 (512,0 mg) foi novamente recromatografada sobre sephadex nas mesmas

condic¢des. Desta, obteve-se a fragdo CRE-ppt (4-6) 10-13 com 24,0 mg.

5.8.2.1 Purificagdo da Fragcdo CRE-ppt (4-6) 10-13 por Cromatografia em Camada Delgada
- Preparativa — CCD-P e Isolamento de CRE-5

As 24,0 mg de CRE-ppt (4-6) 10-13 foram submetidas &8 CCD-P em uma placa 20
x 20 cm, com CH;Clh:MeOH (5%), com tempo de eluicio de 30 minutos. Apos
rotaevaporacdo do solvente, foi obtido 5,0 mg de um sélido amarelo e puro que, apds andlise
de RMN de 'H e de "°C 1D e 2D, verificou-se que se tratava de um alcaloide indélico do tipo

olivacina denominado CRE-5 (Determinagdo estrutural p. 151).

5.8.3 Fracionamento Cromatografico por Desadsorcao Seletiva (Coluna filtrante) da

Fracao CRE-A

960,0 mg da fracdo CRE-A foi adsorvida com 1,0 g de gel de silica, e depositada
sobre 5,0 g deste mesmo adsorvente, numa coluna de vidro de 50 mL (© =2,5 cm x 12,0 cm).
A eluicdo da coluna foi efetuada com CH,Cl, (100%); CH2Clo:MeOH (2%, 4% , 8% e 100%
de MeOH), recolhendo-se diferentes aliquotas de 50 mL cada e 16 fracdes foram obtidas.
Ap0s rotaevaporagdo e monitoramento por CCD, as fracdes foram reunidas como segue na

Tabela 46, abaixo.

Tabela 46 — Fracoes obtidas do fracionamento cromatografico de CRE-A

Fracdes  Identificacdo Massa (mg)
1 CREA (1) 25,0
2-6 CREA (2-6) 101,5
7 CREA (7) 127.0
8-13 CREA (8-13) 430,0
14-16  CREA (14-16) 36,3

1=776,2/80,5%
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5.8.3.1 Recromatografia da Fragdo CREA (8-13)

430,0 mg de CREA (8-13) foram adsorvidas em 0,5 g de gel em silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 2,5 g de gel em silica em coluna de
vidro de 50 mL (O = 2,5 cm). A elui¢do ocorreu com CH,Cl,/MeOH (1%, 2%, 6%, 10% e
100% de MeOH. Foram coletadas 12 fracdes em aliquotas de 20 mL cada (Tabela 47, p. 243),
que apds evaporacdo dos solventes, foram pesadas para obten¢do dos seus rendimentos além

das andlises por CCD que permitiram a reunido das seguintes fragdes:

Tabela 47 — Fracoes obtidas do fracionamento cromatografico de CREA (8-13)

Fracoes Identificagdo Massa (mg)
1-3 CREA (8-13) 13,8
4-9 CREA (8-13) 331,0

10-12 CREA (8-13) 26,0

T =371/86,0%

5.8.3.1.1 Isolamento de CREA-1N, CREA-2A e CREA-3.

331,0 mg da fragdo CREA (8-13) foi recromatografada por CLAE, utilizando-se
uma coluna no modo reverso semi-preparativa (10,0 x 250 mm, 5 um), eluida através de um
gradiente de solucdo 4cida de TFA 0,1% e MeOH (45:55). O tempo de andlise foi de 15
minutos, com fluxo de 4,5 mL/minuto e 200 puL. de volume injetado em cada andlise. Seis
fracdes foram coletadas utilizando-se um comprimento de onda de UV 323 nm (ver Figura
242, p. 244).

Das seis fragoes obtidas, a fr. 1,2 e 5 (10,0; 26,0 e 40,0 mg) e tempo de retengio
de (3,7; 4,1 e 6,3 minutos), apresentavam-se puras. As demais, ndo apresentaram pureza e
quantidade.

Ap0s rotaevaporagdo das fracdes obtidas e comparagdo por CCD, além de andlise
por RMN de 'H e °C 1D e 2D observou-se que as substancias isoladas, denominadas de
CREA-1N; CREA-2A e CREA-3 (Tabela 48, p. 244) tratavam-se dois alcaloides inddlicos e

de uma lactona (Determinag@o estrutural, p. 159, 176 e 187), respectivamente.
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Tabela 48 — Fragdes obtidas do fracionamento cromatografico de CRE-A (8-13) 4-9

Tempo de

Fracdes Retencdo Identificagdo Massa (mg)
1 3,7-3,9 CREA-1 10,0 booneina
2 4,1-4,6 CREA-2 26,0 epi-dasicarpidona
3 5,1-5,5 CREA-3 5,0
4 6,2-6,6 CREA-4 3,2
5 6,3-6,9 CREA-5 40,0 uleina
6 11,2-11,9 CREA-6 4.6

T=88,8/26,8%

Figura 242 - Cromatograma da fracdo CRE-A obtido por CLAE, nos comprimentos de onda

de 323 € 254 nm.
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5.8.4 Fracionamento Cromatografico por Desadsorcao Seletiva (Coluna filtrante) da

Fracao CRE-B

401,6 mg de CRE-B foram adsorvidas em aproximadamente 0,5 g de gel em

silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 2,5 g de gel em silica em

coluna de vidro de (© = 2,5 cm). CRE-B foi fracionada por eluicdo com os seguintes
solventes: CH,Cl,. (100%); CH,Clo/MeOH (1%, 6% e 100% de MeOH).
Foram coletadas 10 fracdes, em aliquotas de 25 mL cada (Tabela 49, p. 244), que

apos evaporacdo dos solventes, foram pesadas para obtengdo dos seus rendimentos e reunido

das seguintes fracoes:

Tabela 49 — Fra¢oes obtidas do fracionamento cromatografico de CRE-B

Fracoes Identificagao Massa (mg)
1-4 CRE-B1-4 201,0
5-7 CRE-B5-7 135,0

8-10 CRE-B8-10 60,0

T =396 /98,6%
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5.84.1 Fracionamento Cromatogrdfico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de

CRE-B5-7 e Isolamento de CREB-1A e CREB-2N

135,0 mg da fracdo CRE-B5-7 foi cromatografada por CLAE, utilizando-se uma
coluna de modo reverso semi-preparativa (4,6 x 250 mm, 5 pum), e eluida através de um
gradiente de solucdo aquosa de TFA 0,1% e MeOH (55:45). O tempo de corrida foi de 15
minutos, com fluxo de 4,72 mL/minuto e 200 puL. de volume injetado em cada anélise. As seis
fracdes foram coletadas utilizando-se um comprimento de onda de UV 254 nm (ver
cromatograma Figura 243, p. 246). Das seis fragdes obtidas, as fragdes 1 e 6 (13,0 e 28,0 mg),
com tempo de retencdo de 2,5-6,3 e 12,4-14,0 minutos, apresentavam-se puras € com
quantidade (Tabela 50, p. 245).

Ap0s rotaevaporagdo das fracdes obtidas, comparacdo por CCD e andlise por
RMN de 'H e "°C uni e bidimensionais observou-se que as substancias isoladas, denominadas
de CREB-1A (CREB-1) e CREB-2N (CREB-6) (Determinacio Estrutural, p. 194 e 205),
tratava-se de alcaloides ind6licos. As demais, ndo foi possivel a determinacdo estrutural em

fun¢do da pouca quantidade das amostras e das impurezas observadas nos espectros.

Tabela 50 — Fragoes obtidas do fracionamento por CLAE de CREB 5-7

Tempo de

FracGes Retencdo Identificagdo Massa (mg)
1 2,5-6,3 CREB-1 13,0
2 6,7-7,1 CREB-2 5,8
3 10,0-10,7 CREB-3 10,0
4 11,9-12,0 CREB-4 4.5
5 12,0-12,3 CREB-5 7,1
6 12,4-14,0 CREB-6 28,0

T=68,4/50,7%
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Figura 243 - Cromatograma obtido por CLAE e realizado no comprimento de onda de 254 nm

da fracao CRE-B (5-7).
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5.9 Tratamento de Desprotonacdo das Substincias Acidas Isoladas por CLAE

No desenvolvimento de metodologias para o isolamento dos alcaloides em
cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi necessdria a utilizacdo de dcido triflioracético
(TFA) de forma a se obter picos mais resolvidos e com tempos de retencdo menores. No
entanto, as substincias isoladas, apds andlise por RMN, apresentaram variagdes nos
deslocamentos quimicos esperados.

Sendo assim, aquelas, que apresentaram massa significativa (CREA-1N e CREB-
2N), foram tratadas para remocao do respectivo dcido solubilizando-se as mesmas em 0,5 mL
de MeOH, com adicao de gotas de NH4OH concentrado até pH 12.

Ap6s alcalinizagdo, as solugdes foram particionadas com 15 mL de diclorometano
(5x), obtendo-se a fase aquosa que foi desprezada e a fase organica que fora lavada com dgua
Milli-Q. Apés serem secas com Na,SQO,, filtradas, rotaevaporadas e pesadas as mesmas
permaneceram neutras, caracterizando assim a sua forma bdsica livre.

Em funcdo da pouca quantidade de massa obtida no isolamento por CLAE,

algumas substincias ndo foram alcalinizadas.
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5.10 Perfil Cromatogrdfico para Obtengdo das Fragoes Alcaloidicas de AUFE, AUCCE,
AULCE, AULRE e AUCRE de A. ulei

Com o objetivo de se obterem fracdes alcaloidicas, livres de 4cidos graxos e,
principalmente, de agucares, optou-se pela extracdo dcido/base. Em seguida foram coletadas
aliquotas de cada frag@o, para a obtenc¢@o de um perfil cromatografico por CLAE.

Foi utilizado 1 g do extrato de AUFE, agitado na presenca de uma solu¢do aquosa
dcida de HCI (5%) por 30 minutos, de forma que os alcaloides ficassem na forma de sais e
solubilizassem nessa solu¢do. A mesma foi submetida a uma extracdo com diclorometano (3 x
20 mL). Separou-se a fase organica denominada de fracdo alcaloidica A. Em seguida,
alcalinizou-se a solu¢do dcida com NH4,OH até pH 9. Fez-se uma parti¢do com diclorometano
obtendo-se fracdo alcaloidica que apds seca com Na,SO, filtrada e rotaevaporada,
denominou-se de fragdo alcaloidica B com os alcaloides totais.

O mesmo procedimento foi realizado para cada extrato obtido de A. ulei, ou seja,
1 g de extratos etandlicos de AUCCE, AULCE, AULRE e AUCRE, de forma a se obterem
fragdes alcaloidicas A e B de cada extrato mencionado (conforme mostra a Tabela 51,

abaixo).

Tabela 51 - Fracdes alcaloidicas obtidas da extracdo dcido/base dos extratos etandlicos de A.

ulei.
Fracoes Identificac@o Massa (mg)

1 AUFE-A 6,3

2 AUFE-B 4,3

3 AUCCE-A 353
4 AUCCE-B 40,3
5 AUCRE-A 339
6 AUCRE-B 30,2
7 AULCE-A 16,3
8 AULCE-B 15,6
9 AULRE-A 19,3

10 AULRE-B 16,6
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5.10.1 Perfil cromatografico por CLAE das fracoes alcaloidicas dos extratos de A. ulei

Aliquotas dessas fragdes A e B obtidas da extracdo 4cido/base dos extratos
etanOlicos de A. ulei, foram solubilizadas em 0,8 mL de MeOH e 1,2 mL de H,O e
cromatografada por CLAE, utilizando-se uma coluna Phenomenex Analitica no modo reverso
C-18 (4,6 x 250 mm, 5 um) e um gradiente de solu¢do aquosa de TFA 0,1% e MeOH (70:30),
em um tempo de corrida de 20 minutos, com fluxo de 1,0 mL/minuto e 20 puL de volume
injetado de cada amostra.

Esse procedimento foi repetido para cada fracdo A e B, obtida das extracdes
acido/base.

Com os cromatogramas obtidos (Figuras 244 e 245, p. 248), constatou-se que as
fracdes referentes as folhas de A. ulei (AUFE-A e AUFE-B) nao continham alcaloides com

quantidade para caracterizar.

Figura 244 - Cromatograma obtido da fracdo dcida das folhas de A. ulei - AUFE-A.
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Figura 245 - Cromatograma obtido da fracdo bdsica das folhas de A.ulei - AUFE-B.
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As fragdes tanto de AULCE-A como AULRE-A (Figuras 246 e 247, p. 249)
apresentaram perfis semelhantes para conteido alcaloidico, exibindo como composto
majoritdrio os alcaloides fS-ioimbina e derivados, com tempo de reten¢do entre 10 e 12
minutos.

Na fracio AULCE-A foi isolado o alcaloide nor-subincanadina E.

Figura 246 - Cromatograma obtido da frag@o 4cida do lenho do caule de A. ulei - AULCE-A.
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Figura 247 - Cromatograma obtido da fracdo 4cida do lenho daraiz de A. ulei - AULRE-A
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AULCE-B e AULRE-B, (Figuras 248 e 249, p. 250) apresentaram similaridades
nos conteidos alcaloidicos, porém com uma grande quantidade de alcaloides em
concentracdes muito proximas. Estas fracdes continham as ioimbinas.

Na fracio AULRE-B foi isolado o alcaloide inédito acido 12-hidroxi-N-acetil-

21(N)-desidro-plumerano-18-6ico com tempo de reten¢do de 6,5 minutos.

Figura 248 - Cromatograma obtido da fracdo bdasica do lenho do caule de A. ulei - AULCE-B
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Figura 249 - Cromatograma obtido da frag@o basica do lenho da raiz de A. ulei - AULRE-B
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As fracdes AUCCE-A e AUCRE-A, (Figuras 250 e 251, p. 251) exibiram
cromatogramas com compostos similares tanto no tempo de retengdo como na concentragao.
Porém, AUCRE-A, apresentou como composto majoritdrio a uleina observada no tempo de

retencdo entre 10,5 a 12,0 minutos, também isolada da fragio AUCRE-B.

Figura 250 - Cromatograma obtido da frag@o 4cida da casca do caule de A. ulei - AUCCE-A
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Figura 251 - Cromatograma obtido da fragc@o 4cida da casca da raiz de A. ulei - AUCRE-A
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As fragdbes AUCCE-B e AUCRE-B (Figuras 252 e 253, p. 252) notadamente,
apresentaram os maiores rendimentos e os perfis cromatograficos semelhantes. A fracdo
AUCRE-B apresentou como composto majoritirio o alcaloide inddlico desmetiluleina,
observado no tempo de retencdo de 11 a 12 minutos, além da uleina, também majoritaria
nessa fracdo com tempo de reteng@o entre 8 € 9 minutos.

Na fragdo AUCCE-B encontra-se a maior concentragio do alcaloide f—ioimbina e

derivados.
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Esse perfil cromatografico foi importante do ponto de vista qualitativo, embora as
concentracdes e sistemas de eluicdes para o isolamento sejam diferentes de uma fracdo a
outra. Também foi importante observar que os alcaloides estavam presentes tanto nas fragdes

acidas como nas basicas.

Figura 252 - Cromatograma obtido da fracdo bdsica da casca do caule de A. ulei - AUCCE-B

| AUCCE-B

T e T S T L A B S e e T A T e e e e e AL
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes

Figura 253 - Cromatograma obtido da fracdo bdsica da casca da raiz de A. ulei - AUCRE-B
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5.11 Avaliacdo do Potencial Antitumoral in Vitro

As andlises foram realizadas para verificar a citoxicidade in vitro das substancias
puras em 4 linhagens de células tumorais e determinar o potencial antitumoral destas

substancias.

5.11.1 Estudo da atividade citotéxica

Cultivo da Linhagem tumoral

As linhagens celulares utilizadas (Tabela 52) foram cultivadas em frascos
plasticos para cultura (Corning, 25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?,
volume de 250 mL para células em suspensdo) utilizando o meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos (penicilina/estreptomicina).
As células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO;, seguido da
observac¢do do crescimento celular com ajuda de microscépio de inversdo a cada 24 horas

(BUTLER; DAWSON, 1992).

Tabela 52 - Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro.

) R Concentracio de
Linhagem Celular Tipo Histolégico do Cancer/Origem
plaqueamento (céls/mL)
HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3x 10°
MDA-MB-435 Melanoma humano 0,1x 10°
HCT-8 Carcinoma de c6lon humano 0,7 x 10°
SF-295 Glioblastoma humano 0,1 x 10°

5.11.2 Avaliacao da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais in vitro
- Teste do MTT

Principio do Teste

O método consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para o
formazan, composto de cor purpura. Essa conversdo do MTT em formazan s6 ocorre em

células vidveis e metabolicamente ativas, através da ac¢do da enzima succinil-desidrogenase
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presente nas mitocdndrias, o que permite desta forma a quantificacdo indireta da porcentagem
de células vivas (MOSMANN, 1983). O estudo citotéxico pelo método do MTT (Figura 254,
p- 254) permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo

(BERRIDGE et al., 1996).

Figura 254 - Reacdo de reducdo do sal de tetrazol (MTT) no sistema O6xido-redutor

NAD/NADH.
N /@ NAD" +——— NADH N—NH :
O~ (O
=N - N=N

Formazan '\~ CHs

MTT
(sal oxidado) CHg

Procedimento Experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em placas de 96
pocos em densidades adequadas como citadas na Tabela 52. As substancias testes (0,049 — 25
pg/mL) foram incubadas durante 69 horas juntamente com as células. Apds o periodo de
incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante foi descartado.
Cada cavidade recebeu 150 uL da solucdo de MTT (10% em meio RPMI 1640) e as placas
foram reincubadas por mais 3 horas, em estufa a 37°C e a 5%COa.

Ap6s esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min),
o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150uL de DMSO e
agitado por cerca de 10 minutos até sua completa dissolucdo. Para a quantificacio do sal de
MTT reduzido pelas células vivas, as absorbancias foram medidas em espectrofotometro de
placa, no comprimento de onda de 595nm. A doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo.

A discussdo e os resultados encontram-se na p. 217.
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6 CONCLUSAO

A investigagdo fitoquimica dos extratos etandlicos das folhas, caule e raiz de um
espécime de Aspidosperma ulei (Apocynaceae), permitiu o isolamento de quinze metabdlitos
secundarios, dos quais doze sdo alcaloides indélicos monoterpénicos, bastante comum nesse
género, além de um triterpeno da série ursano, um derivado do inositol € uma d-lactona.

O extrato etandlico das folhas apds sucessivas andlises cromatograficas forneceu
um triterpeno pentaciclico dcido ursélico (4cido 3-hidroxiurs-12-en-28-6ico) AUF-1.

Do extrato etandlico da casca do caule de A. ulei, foram isolados o metil-chiro-
inositol (AUCC-1), cinco alcaloides inddlicos: f-ioimbina (17/-hidroxi-ioimbano-16a-
carboxilato de metila) AUCC-2, dois alcaloides quaternarios 3,4,5,6-tetradesidro-/-ioimbina
(AUCC-3) e 19(E)-hunteracina (AUCC-5) este, isolado pela primeira vez para o género.
Além da ioimbina (17a-hidroxi-ioimbano-16a-carboxilato de metila) (AUCC-4) e 19,20-
desidro-17 a~ioimbina (AUCC-6).

Dos extratos etandlicos do lenho do caule e do lenho da raiz foram realizados
tratamentos dcido/base para a obtencdo das fragdes alcaloidicas, em virtude da quantidade
excessiva de acucar detectado nas partes estudadas da planta. Para realizd-los, foi
indispensavel a utiliza¢do da cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, no isolamento
dos alcaloides.

Do extrato etandlico do lenho do caule foi obtido o alcaloide, 20(E)-17-nor-
subincanadina E (LCA-1) que, segundo pesquisas no “SciFinder”, esta sendo relatado pela
primeira vez para a espécie, e também como produto natural.

Do extrato etandlico do lenho da raiz, foram isolados, o acido 12-hidroxi-N-acetil-
21(N)-desidro-plumerano-18-6ico, (LREB-1), um alcaloide de esqueleto plumerano, inédito
na literatura, além da S-ioimbina e ioimbina, isolados também do extrato etandlico da casca
do caule.

Como o objetivo foi estudar folha, caule e raiz de A.ulei, esperava-se isolar o
alcaloide uleina que € considerado um marcador taxondmico desta espécie, contudo, pdde-se
concluir que no extrato da folha e no lenho do caule ndo foi detectado a uleina.

Do extrato etandlico da casca da raiz foi isolado o alcaloide olivacina (CRE-5) e
apos extracdo 4acido/base do extrato etandlico da mesma, seguido de sucessivos
fracionamentos cromatograficos, sobretudo, por CLAE, foram isolados da fragdo alcaloidica

dcida a uleina (CREA-1N), 20-epi-dasicarpidona (CREA-2A) e uma d&-lactona booneina
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(CREA-3).

Da fracdo alcaloidica bdésica foram isolados os alcaloides inddlicos 20-epi-N-
nordasicarpidona (CREB-1A), inédito no género e N-desmetiluleina (CREB-2N).

A utilizacdo de técnicas uni e bidimensional para a identificagdo e caracterizagdo
dos compostos isolados foram imprescindiveis para os resultados apresentados.

Os ensaios de atividade citotoxica foram realizadas com as substancias dcido
ursélico, f-ioimbina, ioimbina, 3,4,5,6-tetradesidro-f-ioimbina, uleina e 20(E)-17-nor-
subincanadina E. Dessas, o alcaloide 20(E)-17-nor-subincanadina E apresentou atividade
moderada para as células MDA MB 435 (mama - humano) e HCT-8 (c6lon).

Ja o triterpeno 4cido ursdlico apresentou atividade citotéxica também moderada
frente a todas as células testadas, porém a concentracio mdxima de 25 ug/mL foi menor
comparado ao alcaloide e maior atividade para HL-60 (leucemia) e SF-295 (glioblastoma -
humano).

As substancias isoladas neste espécime refletem a importancia e a necessidade no
estudo da reinvestigacdo fitoquimica da planta, sobretudo, para aumentar o acervo de
alcaloides em Apocynaceae e, contribuir dessa forma, para fins terapéuticos, além da

producdo de novos metabdlitos produzidos pela planta.
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