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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico das sementes de Aspidosperma pyrifolium
(Apocinaceae), descrevendo o isolamento e a determinagdo estrutural de um alcaloide
inédito com esqueleto plumerano rearranjado, o (-)-(3S,7S,21R)-rel-(30H)-15(14—3)-
abeo-2,16,17,20,6,7-hexahidro-15H,8aH,16a,20a-etano-1H-indolizino[3,1-cd]carbazol,

além de onze compostos conhecidos, seis alcaloides plumeranos identificados como
aspidospermina, desmetoxiaspidospermina, pirifolina, 15-desmetoxipirifolina,
aspidofractinina e N-acetilaspidofractinina; um alcaloide tetra-hidro-f-carbolinico, a N-
metilacuamidina; dois iridoides glicosilados, dcido loginico e loganina; um derivado do
dcido salicilico, o 4cido 2-hidréxi-3-O-f-D-glicopiranosilbenzéico; e um derivado
metilado do inositol, o 2-O-metil-L-guiro-inositol. Os compostos foram isolados por
técnicas cromatograficas, principalmente a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, e
suas estruturas foram determinadas através de andlises por RMN, uni e bidimensionais, IV
e EMAR, além da comparag@o com dados da literatura. Apesar de ja descritos na literatura,
cinco compostos sdo relatados pela primeira vez para a espécie, e um esta sendo relatado
pela primeira vez como produto natural, de origem vegetal. A revisdo dos dados de RMN
da literatura de alguns alcaloides isolados, e as correspondentes correlacdes estruturais,
juntamente com um levantamento bibliogrifico (de 1973 a 2013) dos dados de RMN *C
de alcaloides plumeranos isolados da familia Apocinaceae, também s@o descritos neste
trabalho. A fracdo aquosa resultante da particdo liquido-liquido do extrato etandlico das
sementes de A. pyrifolium, fonte da maioria dos compostos isolados, apresentou atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria nos testes de formalina, contor¢do abdominal induzida

pelo acido acético e edema de pata por carragenina.

Palavras-chave: Alcaloides plumeranos. Aspidosperma pyrifolium. Atividade bioldgica.

Dados de RMN 'He °C.



ABSTRACT

This work reports the phytochemical analysis from seeds of Aspidosperma pyrifolium
(Apocynaceae), describing the isolation and the structural characterization of a unknown
alkaloid with a rearranged plumeran skeleton, the (-)-(35,7S,21R)-rel-(30H)-15(14—3)-abeo-
2,16,17,20,6,7-hexahydro-15H,8aH,16a,20a-ethano-1H-indolizino[3,1-cd]carbazole, in
addition to eleven known compounds, six plumeran alkaloids identified as aspidospermine,
demethoxyaspidospermine, pirifoline, 15-demethoxypirifoline, aspidofractinine and N-
acetylaspidofractinine; a tetrahydro-B-carboline alkaloid, the N-methylakuammidine; the
glycosides of two iridoids, loganic acid and loganin; a salycilic acid derivative, 2-hydroxy-3-
O-B-D-glucopyranosylbenzoic acid; and a methyl inositol derivative, the 2-O-methyl-L-chiro-
inositol. The compounds were isolated by chromatographic techniques, especially High
Performance Liquid Chromatography, and their structures were characterized by 1D and 2D
NMR spectroscopy, FT-IR and HRESIMS, and comparison with data from literature. Altough
already reported in the literature, five compounds are being reported for the first time for the
species, and one is being reported from a natural source. The NMR data, and the
correspondent assignments of some alkaloids already reported in the literature, together with a
bibliographic survey (from 1973-2013) of the BC NMR data of plumeran alkaloids isolated
from the Apocynaceae family, are presented in this work. The residual aqueous fraction of the
liquid-liquid partition of the ethanol extract from seeds of A. pyrifolium, source of most
compounds isolated, showed antinociceptive and anti-inflammatory activities in the formalin

test, abdominal writhing induced by acetic acid, and paw edema induced by carrageenan.

Keywords: Plumeran alkaloids. Aspidosperma pyrifolium. Biological activity. 'H and "C

NMR data.
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1 INTRODUCAO

As plantas ainda permanecem como uma das mais importantes fontes de
compostos biologicamente ativos, contribuindo, ao longo dos anos, para a obtencio de varios
farmacos, até hoje amplamente utilizados. Elas t&ém sido empregadas pelo homem no
tratamento de numerosas enfermidades, abrangendo desde o combate ao cancer até o combate
a microrganismos patogénicos (FOGLIO et al., 2006).

No Brasil, grande parte da populacdo encontra nas plantas medicinais a tnica
fonte de recursos terapéuticos. Essa alternativa € utilizada tanto dentro de um contexto
cultural, na medicina popular, quanto na forma de fitoterdpicos. Muitas espécies de plantas
sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a sua eficicia e seguranca. Apesar
da diversidade da flora brasileira, poucas plantas foram estudadas quanto ao seu uso
medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e
farmacoldgicos, demonstrando o enorme potencial das plantas para a descoberta de novos
fitoterapicos (FOGLIO et al., 2000).

Dentre as diversas classes de compostos organicos bioativos, de origem natural,
relatados na literatura, os alcaloides constituem a classe que mais contribui para a producio de
medicamentos e preparacdes farmac€uticas (HEINRICH et al., 2004). A prospeccdo quimica
em espécies produtoras dessa classe de compostos € crescente e inumeros trabalhos sio
relatados na literatura.

Os alcaloides constituem uma das maiores classes de metabdlitos secundarios,
apresentando uma ampla diversidade estrutural e um elevado nimero de atividades
biolégicas. Eles sdo encontrados predominantemente em plantas angiospermas, € so
biossinteticamente formados a partir de aminoacidos (FUMAGALI et al., 2008; SIMOES et
al., 2004). Quimicamente, variam desde compostos simples como a coniina (1), um alcaloide
altamente venenoso isolado de Conium maculatum, até compostos bastante complexos como
a estriquinina (2), uma toxina isolada da casca de Strychnos sp. (Figura 1, p. 26)

(HARBORNE, 1984).
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Figura 1 - Estruturas dos alcaloides coniina (1) e estriquinina (2).
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A caracteristica estrutural basica desses compostos € a presenca de um ou mais
adtomos de nitrogénio heterociclico, que lhes conferem caracteristicas basicas, que sdo
importantes para a quimica desses metabdlitos, principalmente quando sdao envolvidas reacdes
do tipo acido-base (EL-SAYED; VERPOORTE, 2007). As inumeras modifica¢cdes do nicleo
heterociclico bdsico, e as diversas possibilidades de substituicdes, geraram uma subdivisdao
dos alcaloides em diferentes subclasses (Figura 2), baseada em nicleos bdsicos com
precurssores biossintéticos diferentes, cada uma delas podendo ser representada por

substancias medicamentosas bastante eficientes para determinados usos na medicina

(HEINRICH et al., 2004).

Figura 2 - Nucleos bdsicos das diferentes subclasses de alcaloides.
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Por exemplo, dentre os alcaloides quinolinicos destaca-se a camptotecina (3)
(Figura 3, p. 27), isolada de Camptotheca acuminata (Nyssaceaea), que possui grande
atividade antitumoral. Devido a alta toxicidade e baixa solubilidade da camptotecina, a

mesma foi substituida pelo seu derivado topotecan (4) (Figura 3, p. 27), utilizado para o
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tratamento de casos avancados de cancer do ovario (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA,
2003).

Na subclasse dos alcaloides fenilalquilaminicos convém destacar a efedrina (5)
(Figura 3), isolada de Ephedra sinica, que é estimulante do Sistema Nervoso Central, além de
apresentar propriedades vasoconstritora e broncodilatadora (HEINRICH et al., 2004).

Dentre os alcaloides isoquinolinicos destaca-se a papaverina (6) (Figura 3), um
agente antiespasmoddico, presente nas formulacdes de alguns analgésicos, além de ser usada
no tratamento de impoténcia sexual masculina (HEINRICH et al., 2004).

Na subclasse xantina, um alcaloide bem conhecido € a cafeina (7) (Figura 3), que
além das funcdes estimulante e diurética, é usado em combinag¢do com alguns analgésicos

(HEINRICH et al., 2004).

Figura 3 - Estruturas dos alcaloides camptotecina (3), topotecan (4), efedrina (5), papaverina (6) e cafeina (7).
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Uma subclasse bastante interessante € a dos alcaloides indélicos, encontrada
principalmente em plantas das familias Apocinaceae, Loganiaceae, Rubiaceae e Nissaceae,
que tem sido alvo de muitos estudos devido a grandeza de suas diversidades estrutural e
farmacoldgica (EL-SAYED; VERPOORTE, 2007). Como mostra a Figura 2 (p. 26), os
alcaloides inddlicos caracterizam-se estruturalmente pela presenca de um sistema biciclico,
formado pelo anel benzénico fundido com o anel pirrdlico, gerando o esqueleto que dd o
nome a classe, conhecido como nucleo 1H-indol.

Diversas atividades bioldgicas sdo atribuidas aos alcaloides inddlicos, como as
atividades anti-hipertensiva do alcaloide reserpina (8) (GILANI; ATTA-UR-HAHMAN,
2005), antileishmania (TANAKA et al., 2007), antibacteriana e antifingica (OLIVEIRA et
al., 2009a) do alcaloide ramiflorina A (9), bloqueadora dos receptores a-adrenérgicos do

alcaloide ioimbina (10) (OLIVEIRA et al., 2009a), anticancerigena do alcaloide olivacina
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(11) (FUMAGALI et al., 2008) e antimalérica do alcaloide elipticina (12) (HENRIQUE;
NUNOMURA; POHLIT, 2010) (Figura 4).

Figura 4 - Estruturas dos alcaloides inddlicos reserpina (8), ramiflorina A (9), ioimbina (10), olivacina (11) e
elipticina (12).
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Na familia Apocinaceae, destacam-se os géneros Catharanthus, Rauwolfia,
Alstonia, Kopsia e Aspidosperma como ricas fontes de alcaloides indélicos (ARAUJO JR. et
al., 2007). O género Aspidosperma apresenta distribuicdo neotropical, se concentrando desde
o México até a Argentina (exceto no Chile), sendo a maioria de suas espécies encontradas no
Brasil (MATOZINHOS; KONNO, 2011) (Figura 5, p. 29). Vérios estudos comprovam que os
alcaloides inddlicos s@o marcadores quimiotaxondmicos das espécies de Aspidosperma,
devido a grande diversidade estrutural destes metabdlitos isolados a partir de plantas desse
género. Diversas atividades bioldgicas foram atribuidas aos alcaloides indélicos isolados de
diferentes espécies de Aspidosperma, como as atividades hipotensora, analgésica e pro-erétil
de A. quebracho-blanco, antimicrobiana e citotoxica de A. marcgranianum, antimicrobiana
frente a Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus de A. excelsum (PEREIRA et al., 2007),
além das atividades anti-inflamatoria, anticancer, antimaldrica, antitlcera, antileishmania e
cicatrizante (GUIMARAES; BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012; MACABEO et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2009a).
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Figura 5 - Mapa mostrando a distribui¢do geografica de plantas do género Aspidosperma.

Fonte: www.splink.org.br. (Acesso em 03/09/2014)

Aspidosperma pyrifolium, popularmente conhecida como pereiro-preto, ¢ uma
espécie bastante encontrada no Nordeste brasileiro e, embora ja tenha sido muito estudada
(CRAVEIRO; MATOS; SERUR, 1983; MITAINE et al., 1996; PEREIRA et al., 2007,
SERUR; MATOS, 1981), ainda nio existe relato na literatura do estudo fitoquimico de suas
sementes, fato que motivou o presente estudo, a fim de investigar os metabdlitos existentes
nesta parte da planta, e, assim, contribuir com a quimiotaxonomia da espécie. Em virtude do
uso etnofarcolégico de plantas do género Aspidosperma relatado na literatura, e da forte
colaboragdo dos pesquisadores do LAFIPLAM-UFC com o grupo de pesquisa em
Farmacologia da UFC, foi iniciado o estudo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria
da fracdo aquosa do extrato etandlico das sementes de A. pyrifolium, e de algumas substancias
isoladas a partir da mesma, visando contribuir com a caracterizagdo dos possiveis
constituintes quimicos, ou principio(s) ativo(s), responsdveis pelo uso etnofarmacolégico de

A. pyrifolium.



Consideragées Gerais Sobre
Aspidosperma pyrifolium Mart.
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2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE ASPIDOSPERMA PYRIFOLIUM MART.
2.1 Consideracoes sobre a familia Apocinaceae

A familia Apocinaceae pertence ao reino Plantae, divisdio Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, subclasse Asteridae e ordem Gentianales (BARROSO, 1991). Apocinaceae
encontra-se entre as 10 maiores familias de angiospermas e estd predominantemente
distribuida na regido pantropical, com poucos representantes na regido temperada. Ela inclui
aproximadamente 424 géneros e 3700 espécies, existindo no Brasil cerca de 95 géneros e 850
espécies, sendo a maior concentragdo na regido amazonica (SOUSA; LORENZI, 2008).

Virias arvores de Apocinaceae sio utilizadas na decoracdo de ambientes, devido a
beleza de suas flores, citando-se as plantas dos géneros Alamanda, Tabernaemontana,
Catharanthus, Plumeria, Mandevilla e Nerium (Figura 6). Outras plantas desta familia sdo
fornecedoras de madeira de 6tima qualidade, muito utilizadas na fabricacio de mdveis e na
construcdo civil, citando-se as perobas e guatambus (Aspidosperma spp.) (GUIMARAES;
BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012). Outras fornecem latex para a producido de borracha, como
algumas espécies do género Landolphia, e para o preparo da goma de mascar, como
Apocynum spp. e Asclepias spp. O fruto de Hancornia speciosa, conhecida por mangabeira, é

utilizado na alimentacdo, geralmente no preparo de sucos e sorvetes (SANTOS et al., 2013).

Figura 6 - Plantas da familia Apocinaceae usadas na decorag¢@o de ambientes: Alamanda (A), Catharantus (B) e
Plumeria (C), conhecidas popularmente como alamanda rosa, boa-noite e jasmim-manga, respectivamente.

As plantas de Apocinaceae produzem compostos quimicos como iridoides,
glicosideos cardioativos e alcaloides, sendo caracterizadas, principalmente, pela abundancia
de alcaloides. Destacam-se os géneros Catharanthus, Rauwolfia, Alstonia, Kopsia e
Aspidosperma como principais fontes daqueles compostos (ARAUJO JR. et al., 2007). Entre
as principais substancias extraidas de Apocinaceae estdo os alcaloides indélicos vimblastina e
vincristina (Figura 7, p. 31), isolados de Catharanthus roseus, dois importantes agentes
quimioterapéuticos de uso clinico corrente no tratamento da leucemia (ALMEIDA et al.,
2005).
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Figura 7 - Estruturas dos alcaloides indélicos vimblastina e vincristina, isolados de Catharanthus roseus.

OH

CH30,C

Vimblastina: R = CHy S0 vl OCOCH;

Vincristina: R = CHO R CO,CH;

As plantas pertencentes a familia Apocinaceae sdo 4rvores, arbustos, lianas,
trepadeiras ou ervas, latescentes. Apresentam folhas simples, alternas, opostas ou verticiladas,
geralmente com coléteres nas axilas e/ou na base da ladmina foliar. Flores solitirias ou em
cimeiras, hermafroditas, actinomorfas, pentameras. Corola gamopétala, tubo de vérias formas,
com escamas, saliéncias ou cristas, por vezes com uma corona na fauce. Estames inseridos no
tubo da corola, filetes curtos, livres ou raramente conatos num cone com apéndices apicais.
Ovirio stpero ou semi-infero, bicarpelar, geralmente apocarpico, glabro ou piloso; nectarios
ou discos nectariferos geralmente presentes. Foliculos secos ou carnosos, por vezes
moniliformes, lomentos, drupas e bagas, sementes nuas, plumosas, por vezes ariladas,
geralmente comprimidas e aladas ou com apéndices munidos de longos pélos sedosos numa
ou por vezes nas duas extremidades (Figura 8) (MARTINS; DINIZ; GONCALVES, 2000;
MATOZINHOS; KONNO, 2008).

Figura 8 - Prancha revelando as caracteristicas botanicas de plantas da familia Apocinaceae.
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Fonte: Wikipédia (Acesso em 21/05/2014).
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2.2 Consideracoes sobre o género Aspidosperma

O género Aspidosperma pertence a familia Apocinaceae, subfamilia Plumerioidea
e Tribo Plumerieae (BARROSO, 1991). As plantas deste gé€nero sdo conhecidas por
apresentarem madeiras de 6tima qualidade e grande durabilidade, fato este que as colocam
sob risco de extingdo, citando-se Aspidosperma ramiflorum como exemplo de espécie que
estd seriamente ameacada de extingdo (FUMAGALI et al., 2008).

As cascas de espécies de Aspidosperma sdo usadas na forma de infusdo, na
medicina popular da regido amazodnica, citando-se o uso de A. ramiflorum no tratamento de
leishmaniose, o uso de A. nitidum no tratamento de inflamacdes de ttero e ovario, diabetes,
problemas estomacais, cancer, reumatismo, entre outros, o uso de A. album, A. discolor, A.
excelsum e A. polineuron no tratamento de maldria, e o uso de A. quebracho-blanco no
tratamento de impoténcia, bronquite e pneumonia (PEREIRA et al., 2007).

A morfologia das flores das plantas de Aspidosperma é de significativa
importancia para a distingdo das espécies, pois fornece caracteres morfolégicos menos
varidveis (GOMES; CAVALCANTI, 2001).

Estudos do ponto de vista taxondmico foram realizados com espécies de
Aspidosperma. Woodson, em 1951, classificou 52 espécies de Aspidosperma em 9 séries. De
acordo com Robert e colaboradores, em 1983 foram incluidas mais 18 espécies no género, e,
em 1987, uma nova classificagdo quimiotaxondmica foi feita por Bolzani e colaboradores,
agrupando-se 47 espécies em 7 séries: Rigida, Nitida, Quebrachines, Polyneura, Pyricolla,
Nobile e Macrocarpa. O aprimoramento da classificagdo de Bolzani culminou com a divisio
de 52 espécies em 8 séries, apds a inclusdo da série Tomentosa (GARCIA; RUBEN;
BROWN, 1976) (Tabela 1, p. 33). Algumas destas séries apresentam esqueletos alcaloidais
caracteristicos, como, por exemplo, na série Polyneura predominam os esqueletos do tipo
pirifolidano (13) e aspidospermano (14), na série Pyricolla, os esqueletos pirifolidano,
aparicano (15), uleinano (16) e elipticano-olivacano (17), na série Nobile, o esqueleto
aspidoalbano (18), e na série Nitida, os esqueletos aspidospermano, ioimbano (19) e
geissoschizoano (20) (Figura 9, p. 33) (GUIMARAES; BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012;
PEREIRA et al., 2007).
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Tabela 1 - Classificacdo quimiotaxondmica das espécies de Aspidosperma em séries.

Série Espécie de Aspidosperma

Rigida A. rigidum

Nitida A. nitidum, A. auriculatum, A. excelsum, A. spegazzinii, A. carapanauba, A.
marcgravianum, A. oblongum, A. discolor, A. eburneum, A.

compactinervium
Quebrachines | A. quebracho-blanco, A. chakensis

Polyneura A. sessiliflorum, A. peroba, A. polyneuron, A. cylidrocarpon, A. cuspa, A.
dispermum
Pyricolla A. quirandy, A. pyricollum, A. multiflorum, A. pyrifolium, A. tomentosum, A.

refractum, A. populifolium, A. australe, A. gomesianum, A. olivaceum, A.
rhombeosignatum, A. parvifolium, A. vargasii, A. ulei, A. subincanum, A.
campus-belus, A. nigricans

Nobile A. sandwithianum, A. megalocarpon, A. melanocalyx, A. desmanthum, A.
spruceanum, A. fendleri, A. obscurinervium, A. neblinae, A. limae, A.
exalatum, A. album

A. verbascifolium, A. macrocarpon, A. duckei

A. formosanum, A. dasycarpon

Macrocarpa
Tomentosa

Figura 9 - Estruturas de alcaloides representando os tipos de esqueletos caracteristicos de algumas séries de
Aspidosperma.
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2.3 Consideracoes sobre Aspidosperma pyrifolium Mart.

Aspidosperma pyrifolium Mart. (Figura 10), pertencente a série Pyricolla, € uma
arvore ou arvoreta, de cerca de 3 a 8 metros de altura, que floresce no periodo de setembro a
janeiro (OLIVEIRA, 1999). Esta espécie € muito usada em servicos de marcenaria e

carpintaria, devido a 6tima qualidade de suas madeiras, sendo utilizada principalmente na

confeccdo de cadeiras (BRAGA, 1960).
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Figura 10 - Fotos de Aspidosperma pyrifolium, mostrando parcialmente seu habitat natural (A e B), folhas (C),
flores (D) e frutos, com detalhes de suas sementes (E).

C =, '
- ¥
Fotos: Prof. Edilberto Rocha Silveira (DQOI/UFC).

A. pyrifolium apresenta ramos castanhos, glabros e com algumas lenticelas; folhas
ovais a obavadas, membrandceas cartdceas, glabras ou pilosas; flores com corola brancacenta,
pubérula a tomentosa externamente, anteras ovais; e foliculos de cerca de 6 cm, lenhosos,
piriformes, castanhos, glabros e com lenticelas (OLIVEIRA, 1999). Sua casca € lisa e
acinzentada, e possui cerne amarelo e um pouco eldstico (BRAGA, 1960). Suas sementes sio
ovais, estenospérmicas, aladas, com formas arredondadas ou cordiformes, discoides e
lenticulares. Normalmente sd@o encontradas de 4 a 5 sementes para cada fruto (FERREIRA;

CUNHA, 2000) (Figura 11, p. 35).
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Figura 11 - Prancha revelando as caracteristicas botanicas de Aspidosperma pyrifolium.
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Fonte: http://florabrasiliensis.cria.org.br. (Acesso em 02/07/2014)

A. pyrifolium é encontrada nas vegetacdes da caatinga e do cerrado brasileiro

(Figura 12), distribuindo-se pela regido Nordeste nos estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do

Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Alagoas, sendo o estado do Ceard o quarto com maior

ndmero de registros (103). No Centro-Oeste é encontrada nos estados Goids, Mato Grosso do

Sul e Mato Grosso, assim como no Distrito Federal, enquanto que no Sudeste s6 € relatada no

estado de Minas Gerais (Figura 13 e Tabela 2, p. 36) (SANTOS et al., 2013).

Figura 12 - Mapa mostrando a distribui¢do geogrifica de Aspidosperma pyrifolium na caatinga e no cerrado
brasileiro.

Amentina

Fonte: www.splink.org.br. (Acesso em 02/07/2014)
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Figura 13 - Gréfico de barras representando a quantidade de registros encontrados para Aspidosperma pyrifolium
por estados e regides do Brasil (Sul: 18; Sudeste: 58; Centro-Oeste: 100; Nordeste: 1.062; Norte: 7).
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Fonié: www.splin.k.or.g.b.r. (Acesso em 12/09/2014)

Tabela 2 - Quantidade de registros encontrados para Aspidosperma pyrifolium por estados e regides do Brasil.

Regido Estado N° de registros
Sul Parana (PR) 10
Santa Catarina (SC) 8
Espirito Santo (ES) 1
Sudeste Minas Gerais (MG) 43
Rio de Janeiro (RJ) 4
Sdo Paulo (SP) 10
Distrito Federal (DF) 24
Goias (GO) 51
Centro-Oeste 10 Grosso do Sul (MS) 21
Mato Grosso (MG) 4
Alagoas (AL) 18
Bahia (BA) 403
Ceara (CE) 103
Maranhao (MA) 2
Nordeste Paraiba (PB) 125
Pernambuco (PE) 249
Piaui (PI) 70
Rio Grande do Norte (RN) 57
Sergipe (SE) 35
Para (PA) 2
Norte Tocantins (TO) 5

Fonte: www.splink.org.br. (Acesso em 12/09/2014)

Nascimento e Conceicdo (2011) relatam em seu artigo um levantamento
etnobotanico de 83 espécies de plantas medicinais usadas pela comunidade Quilombola Olho

D’4agua do Raposo, localizada em Caxias/Maranhdo. Nesse levantamento, registrou-se o uso
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popular das folhas de A. pyrifolium, conhecida pela comunidade como “cunhdo de bode”, para
curar coceira, através de aplicacdo direta das folhas. Outro estudo realizado por Dantas e
colaboradores (2008) relata que Aspidosperma pyrifolium esta entre as 79 espécies de plantas
utilizadas por raizeiros, na cidade de Campina Grande (PB), no preparo de garrafadas, bebidas
medicamentosas compostas por uma combinagcdo de plantas medicinais para variados fins
terapéuticos. Santos e colaboradores (2013) relatam o uso popular de A. pyrifolium no
tratamento de inflamacdo do trato urinario, dermatite, dor de estdbmago, cdlicas, coceira,
problemas cardiacos, afli¢des, diarréia e como sedativo. Segundo Santos, ja foram isolados
desta espécie fendis, taninos, triterpenos, quinonas e alcaloides inddlicos. Os alcaloides
revelaram o maior indice de ocorréncia em A. pyrifolium, sendo relatado na literatura o
isolamento de 27 alcaloides plumeranos (compostos 21 e 24-49), obtidos a partir das folhas,
raizes e casca do caule desta espécie (Figura 15, p. 38).

Embora bastante estudada quimicamente, ainda ha poucos relatos de estudos
biolégicos para A. pyrifolium. A literatura relata o efeito hipotensivo mostrado por uma
mistura de alcaloides presentes na casca da raiz e nas folhas de A. pyrifolium (CRAVEIRO;
MATOS; SERUR, 1983; MITAINE et al., 1996; PEREIRA et al., 2007), assim como a
atividade antiplasmddica revelada pelo alcaloide aspidospermina (21) (Figura 14), isolado a
partir da casca do caule (MITAINE-OFFER et al., 2002). Porém, diante da diversidade de
atividades bioldgicas comprovadas para alcaloides plumeranos, como antimaldrica para (+)-
aspidocarpina (22) (HENRIQUE; NUNOMURA; POHLIT, 2010), diurética e hipotensiva
para (+)-aspidospermina (FUMAGALI et al., 2008), e citotoxica para (-)-11-
metoxitabersonina (23) (FENG et al., 2010) (Figura 14), vé-se a grande necessidade da
investigacdo quimica e bioldgica de espécies de Aspidosperma na busca por novos compostos

bioativos.

Figura 14 - Estruturas dos alcaloides plumeranos aspidospermina (21), aspidocarpina (22) e 11-
metoxitabersonina (23).
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Figura 15 - Estruturas dos alcaloides isolados a partir das folhas, raizes e casca do caule de Aspidosperma

pyrifolium.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO: ALCALOIDES PLUMERANOS

Os alcaloides plumeranos mais simples possuem de 19 a 21 dtomos de carbono.
Eles podem ser classificados em dois tipos principais de esqueletos, pentaciclicos e
hexaciclicos. Os alcaloides plumeranos pentaciclicos sdo estruturalmente caracterizados pelo
anel benzénico (anel A) condensado ao anel di-hidropirrélico (anel B), e trés outros anéis (C-
E), e podem ou ndo apresentar o carbono ligado a C-16, proveniente da funcdo éster da
secologanina, pois este carbono pode sofrer reacdo de hidrélise, seguido de descarboxilacdo,
suprimindo, assim, um 4tomo de carbono da cadeia terpenoidica. Os exemplos mais simples
destes alcaloides sdo (-)-vincadiformina e (+)-aspidospermidina (Figura 16).

Os alcaloides plumeranos hexaciclicos possuem o carbono C-18 ligado ao
carbono nitrogenado C-2, formando outro anel de seis membros, o anel F. O exemplo mais
simples destes alcaloides é representado pela (-)-aspidofractinina, também referido como

cicloaspidospermidina (Figura 16).

Figura 16 - Estrutura bésica dos alcaloides com esqueleto plumerano e estruturas dos alcaloides pentaciclicos (-)-
vincadiformina (25) e (+)-aspidospermidina (29), e hexaciclico (-)-aspidofractinina (46).

(46)

E bastante comum encontrar-se nos alcaloides plumeranos o grupo acetilico
ligado ao atomo de nitrogénio N-1. Substituicdes dos hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos (H-9 a H-12) por grupos metoxilico e/ou hidroxilico também sdo comuns nestes

compostos, principalmente nas posicdes 11 e 12.



Kevantaments SSibliogrifico. Alealoides Rlumeranos 40

3.1 Biossintese
Os alcaloides inddlicos tém como precurssor biossintético o L-triptofano (50), um
aminoacido aromdtico que contém em sua estrutura um ntcleo inddlico, e é originado pelo

caminho do chiquimato, pela via do 4cido antranilico (51) (Figura 17) (DEWICK, 2002).

Figura 17 - Estruturas do L-triptofano (50), do 4cido antranilico (51) e da triptamina (52).

CO,H CO,H
NH2 | NHZ
NH, ll\I
(51) H
(50) (52)

Os alcaloides inddlicos terpenoidicos sdo biossinteticamente originados a partir de
uma unidade de triptamina (52) (Figura 17), formada por descarboxilacdo do L-triptofano, e
um fragmento Cy ou Cj, proveniente do secoiridoide secologanina (53), originando trés tipos
estruturais principais: Corinanto, Aspidosperma e Iboga, representados pelos alcaloides
ajmalicina (54), tabersonina (55) e catarantina (56), respectivamente (Figura 18)
(BATTERSBY; BURNETT, PARSONS, 1969; DEWICK, 2002; LOBO; LOURENCO,
2007).

Figura 18 - Tipos estruturais principais de alcaloides indélicos terpenoidicos: Corinanto, Aspidosperma e Iboga.
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Fonte: LOBO; LOURENCO, 2007.
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O tipo Corinanto possui 0 mesmo esqueleto carbonico da secologanina, enquanto
os tipos Aspidosperma e Iboga provém de rearranjos no esqueleto Corinanto, através da
migracdo de uma unidade de trés dtomos de carbono provenientes do grupo isopropilico.
Sempre que forem observadas unidades terpenoidicas Co, os alcaloides perderam um carbono,
provavelmente o carbono da fung¢do carboxilato da secologanina (representado por um circulo
na Figura 18, p. 40), por hidrdlise e posterior descarboxilacdo (LOBO; LOURENCO, 2007).
Essas trés classes s@o divididas em nove outras subclasses e o esqueleto do tipo Aspidosperma
gera a subclasse dos alcaloides plumeranos (GUIMARAES; BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012).

A condensacdo da triptamina (52) com a secologanina (53) gera o sistema tetra-
hidro-f-carbolinico (BATTERSBY; BURNETT; PARSONS, 1969) e produz o alcaloide
estrictosidina (57) (Figura 19, p. 42). A hidrdlise da fun¢do glicosidica permite a abertura do
grupo hemiacetal, produzindo os grupos aldeido e enol (58). O aldeido pode reagir com a
funcdo amina secunddria do anel piperidinico, gerando uma base de Schiff quaternaria (59). A
isomerizagdo alilica da base de Schiff favorece o deslocamento da ligacdo dupla vinilica, que
ficara conjugada com o fon iminio, formando o alcaloide desidrogeissoschizina (60). O ataque
nucleofilico da hidroxila endlica ao fon iminio a,f-insaturado forma o alcaloide catenamina
(61), que sofre reducdo na presenca de NADPH para gerar o alcaloide ajmalicina (54).
Quando a migragdo da unidade C; de desidrogeissoschizina (60) segue pelo caminho b, se
ligando ao carbono a ao atomo de nitrogénio do indol, hd a formacdo do alcaloide
intermedidrio precuammicina (62), que sofre fissdo da ligacdo no carbono S para gerar o
alcaloide estemmadenina (63) (DEWICK, 2002). Este sofre abertura heterociclica do anel,
seguido de desidratagdo, produzindo o intermedidrio hipotético di-hidrosecodina, que
apresenta a unidade C; clivada do resto da unidade carbonica terpenoidica. Esse intermedidrio
pode sofrer dois modos diferentes de reacdes Diels-Alder: se o anel di-hidropiridina reagir
como diendfilo serdo produzidos os alcaloides do tipo Aspidosperma, representado pela
tabersonina (55), que é o precurssor da vindolina (64), e se o anel di-hidropiridina reagir como
dieno serdo produzidos os alcaloides do tipo Iboga, representado pela catarantina (56)
(STOCKING; WILLIAMS, 2003).

Diversos estudos mostraram que as reagdes Diels-Alder estdo envolvidas na
biossintese das principais classes de produtos naturais, como policetideos, terpenoides,
fenilpropanoides e alcaloides (OIKAWA; TOKIWANO, 2004). Os alcaloides dos tipos Iboga
e Aspidosperma sao provavelmente os melhores exemplos de produtos naturais provenientes
de reacdes biossintéticas de Diels-Alder (STOCKING; WILLIAMS, 2003). Tratam-se de

reacoes periciclicas de cicloadi¢do [4+2], inter- e intramoleculares, eficientes na formagdo de
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ligacdes carbono-carbono. Elas estdo entre as reacdes mais utilizadas em sintese orginica, em
virtude da possibilidade de formagdo de sistemas carbociclicos com alta regio- e
estereosseletividade, sob condi¢des suaves, formando quatro centros quirais ou estereogénicos
(OIKAWA; TOKIWANO, 2004).

Figura 19 - Esquema de rota biossintética mostrando as trocas estruturais envolvidas na conversao do esqueleto
do tipo Corinanto para os esqueletos dos tipos Aspidosperma e Iboga.
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Fonte: DEWICK, 2002.

Reagdes Diels-Alder ocorrem na natureza através das enzimas Diels-Alderases
(BROCKSOM et al., 2010). A funcdo e o modo de acdo das Diels-Alderases naturais t€m
atraido grande interesse devido a diversidade estrutural dos adutos Diels-Alder. Solanapirona
sintase, lovastatina nonacetideo sintase e macrofomato sintase sdo algumas Diels-Alderases
naturais recentemente utilizadas na biossintese de produtos naturais. As duas primeiras
catalisam reagdes Diels-Alder intramoleculares, enquanto a enzima macrofomato sintase
catalisa reacdes Diels-Alder intermoleculares (OIKAWA; TOKIWANO, 2004).

Derivados inddlicos t&€m sido utilizados como diendfilos em reagdes Diels-Alder
para a preparacdo de carbazdis, cujas estruturas estdo relacionadas com vdrios produtos

naturais, como os alcaloides plumeranos. Essas reacdes exigem condi¢des como altas
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temperaturas (150-200 °C) ou pressdes (10-11,5 kbar), grupos eletroretiradores nas posigdes 1
e 3 do indol, tempo de reag@o longo (26-96 horas) e o uso de dienos ricos em elétrons e
reativos. As reagdes de cicloadicdo de nitroinddis e nitropirrdis, sob irradiagdo com micro-
ondas e na auséncia de solventes, resultam nos carbazéis aromaticos e inddis,
respectivamente, através da eliminac¢do do grupo nitro, seguido de aromatizacdo. Um exemplo
€ a reacdo do N-tosila-3-nitro-indol com o ciclopentadieno para produzir o estereoisomero
endo do derivado do carbazol, através do conjunto de reag¢des cicloadicdo [4+2] e rearranjo

sigmatrépico [3,3] (Figura 20) (GOMEZ et al., 2009).

Figura 20 - Reagdo Diels-Alder do N-tosila-3-nitro-indol (I) com o ciclopentadieno (II) para gerar um derivado
do carbazol (III).
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Entdo, a estereoquimica dos alcaloides do tipo Aspidosperma pode ser
interpretada com base em suas origens biossintéticas, sendo definida apds a reacdo de
cicloadi¢@o de Diels-Alder, como mostra a Figura 19 (p. 42) (WENKERT, 1962). Verifica-se
que todos os alcaloides desse tipo de esqueleto possuem configuracdo relativa similar a
configuragdo do alcaloide aspidospermina (Figura 21, p. 44), ou seja, o carbono C-6 encontra-
se em posi¢cao oposta ao hidrogé€nio H-21 e a cadeia lateral etila em C-20, que se encontram
direcionados para um mesmo lado. Observa-se ainda que o sinal (+) ou (-) que antecede o
nome do alcaloide estd relacionado com a sua rotacgdo especifica, porém ndo hia nenhuma
relacdo com o esqueleto e com as configuracdes dos centros quirais C-2, C-7, C-20 e C-21.
Por exemplo, analisando a Figura 15 (p. 38) observa-se que os alcaloides (+)-aspidospermina
(21) e (+)-desacetilaspidospermina (27) apresentam as configuracdes dos quatro centros

quirais invertidas, porém possuem valores positivos de rotacdo especifica.
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Figura 21 - Estruturas dos enantiomeros do alcaloide aspidospermina. A) (+)-aspidospermina; B) (-)-
aspidospermina.

3.2 Caracteristicas espectroscopicas

A ampla diversidade estrutural dos alcaloides inddlicos é proveniente de variadas
substituicdes nas posi¢des 2 e 3 do nicleo inddlico (Figura 22, 1), além de também poder
ocorrer substituicdes do hidrogénio ligado ao nitrogénio, como se pode ver no alcaloide di-
hidroobscurinervina (Figura 22, II), isolado de Aspidosperma obscurinervium (MORALES-
RfOS; ESPINEIRA; JOSEPH-NATHAN, 1987). O espectro de Ressonancia Magnética
Nuclear de Prétio (RMN 1H) desses compostos, sem substituintes no anel benzénico do indol,
¢ caracterizado pelos hidrogénios contiguos H-5 a H-8, que se apresentam como dois duplos
dupletos (H-5 e H-8) e dois tripletos de dupletos (H-6 ¢ H-7), em deslocamentos quimicos
entre 6,5 e 8,0 ppm, com constantes de acoplamento tipicas de acoplamentos orto e meta.
Porém, muitas vezes sdo visualizados apenas dois dupletos e dois tripletos. A auséncia deste
padrao de multiplicidade € indicativa da substitui¢do de algum(ns) hidrogénio(s) aromético(s),
sendo muito comum substituicdes por grupos hidroxilico e/ou metoxilico, principalmente nas

posicdes 7 e 8.

Figura 22 - Estruturas do ntcleo inddlico (I) e do alcaloide di-hidroobscurinervina (II), isolado de Aspidosperma
obscurinervium.

(L) an

O espectro de Ressonincia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN "“C) do
indol di-substituido no pirrol mostra quatro sinais de carbonos sp> mono-hidrogenados, cujos

deslocamentos sdo de aproximadamente 110,0, 120,0, 122,0 e 128,0 ppm. Os sinais dos
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carbonos C-8 e C-6 normalmente sdo mais blindados, em relagdo a C-5 e C-7, devido ao
efeito mesomérico do atomo de nitrogénio. O sinal do carbono ndo-hidrogenado C-4
geralmente aparece em torno de 130-140 ppm, enquanto o sinal de C-9 aparece em torno de
140-150 ppm, pois este carbono esta diretamente ligado ao 4&tomo de nitrogénio.

Além dos sinais tipicos do sistema di-hidroinddlico, os alcaloides plumeranos
possuem sinais caracteristicos nos espectros de RMN 'H e °C. O sinal do hidrogénio H-2 é
bastante caracteristico nos alcaloides plumeranos pentaciclicos, como, por exemplo, no
alcaloide aspidospermina (21) (Figura 23), sendo detectado em torno de 4,5 ppm, devido estd
ligado a um carbono nitrogenado, e, caso o composto ndo tenha substitui¢do no carbono C-16,
ele aparece como um duplo dupleto, devido ao acoplamento vicinal com os dois hidrogénios
diastereotopicos do carbono metilénico C-16. Os hidrogénios do tripleto (3H-18) sdo bons
indicadores da presenca da cadeia lateral etilica, tipica dos alcaloides plumeranos
pentaciclicos, pois sdo altamente blindados e detectados em torno de 0,6 ppm, sendo o
carbono C-18 detectado em torno de 7,0 ppm. A auséncia dos sinais tipicos de H-2 e 3H-18 é
indicativa de fechamento do anel, gerando os alcaloides plumeranos hexaciclicos, como, por
exemplo, o alcaloide aspidofractinina (46) (Figura 23). Os alcaloides plumeranos também sio
marcados por um simpleto referente ao hidrogénio H-21, o qual aparece normalmente entre

2,0e 3,5 ppm.

Figura 23 - Estruturas dos alcaloides plumeranos aspidospermina (21) e aspidofractinina (46).

2

O espectro de RMN BC dos alcaloides plumeranos é marcado por sinais de
carbonos nitrogenados metilénicos em aproximadamente 50 ppm (C-3 e C-5) e metinicos
entre 65-72 ppm (C-2 e C-21), aproximadamente. Observou-se na literatura que os demais
sinais de carbonos metilénicos (C-6, C-14 a C-17, e C-19) sao muitas vezes trocados, devido a
semelhanca de seus deslocamentos quimicos, porém as correlagdes a longa distancia

observadas no espectro HMBC possibilitam correlacionar cada um desses carbonos



Kevantaments SSibliogrifico. Alealoides Rlumeranos 46

. . 3 ..
inequivocadamente. Os carbonos sp” quaterndrios C-7 e C-20 apresentam deslocamentos

variando entre 52-58 e 30-40 ppm, respectivamente.

3.3 Dados de RMN relatados na literatura

A literatura relata um artigo de revisdo (PEREIRA et al., 2007) mostrando
diversas estruturas de alcaloides plumeranos isolados de espécies de Aspidosperma, até o ano
de 2006, e suas respectivas fontes, além de um artigo de revisio mais recente (GUIMARAES;
BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012), baseado no primeiro, que apresenta dados de RMN 'H e/ou
BC de apenas alguns alcaloides, com esqueleto plumerano mais simples. Este fato incentivou
a realizacdo de um levantamento bibliogrifico com dados de RMN BC de alcaloides
plumeranos obtidos a partir de plantas da familia Apocinaceae, com estruturas das mais
simples as mais complexas, a fim de fornecer um banco de dados ainda ndo disponivel na
literatura, e, assim, contribuir com a elucidagao estrutural de compostos similares.

O “SciFinder” foi a ferramenta de busca utilizada para catalogar os 89 alcaloides
plumeranos descritos neste levantamento, todos obtidos a partir de plantas da familia
Apocinaceae (Alstonia, Aspidosperma, Catharanthus, Ervatamia, Haplophyton, Kopsia,
Melodinus, Rhazia, Vallesia e Vinca), confirmando a abundante ocorréncia destes compostos
na referida familia.

A Figura 27 (p. 50) mostra os dados de RMN 13C, as fontes, os solventes, as
freqiiéncias dos espectrometros e as referéncias da literatura.

Dentre os compostos apresentados no levantamento, algumas consideragdes
devem ser feitas. Observou-se que muitos compostos apresentaram uma ligagcdo dupla entre os
carbonos C-14 e C-15, como visto no grupo das melodininas (69 a 74, 79, 80) e das
desidroaspidofractininas (111 a 115), dentre vérios outros compostos. Outros, porém,
apresentaram os referidos carbonos epoxidados, como visto nos dimeros pedunculina (119) e
peduncularidina (120).

Um valor de deslocamento muito blindado (160,0 ppm) foi observado para a
carbonila do grupo N-acetilico dos alcaloides pirifolidina (103) e aspidospermina (122),
incoerente para este carbono, pois valores em torno de 170,0 ppm sdo observados para os
compostos 67 (dc 168,5; p. 48), 87 (dc 171,0; p. 53), 102 (6¢ 170,3; p. 56), 104 (6¢ 169,2; p.
56), 105 (6c 171,2; p. 56), 106 (6¢c 171,2; p. 57), 107 (6c 172,0; p. 57), 127 (6¢c 168,3; p. 60),
130 (6¢ 169,3; p. 61) e 138 (d¢ 168,3; p. 62).

As kopsifolinas (compostos 96 a 101, p. 55 e 56) foram classificadas como um

novo grupo de alcaloides inddlicos, com um esqueleto em que o carbono C-18 estd ligado ao
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carbono C-16 e ndo a C-2 (Figura 24), como nos alcaloides do tipo aspidofractinina (KAM;

CHOO, 2003, 2004a).

Figura 24 - Subestrutura caracteristica dos alcaloides conhecidos como kopsifolinas.

A literatura relata para o alcaloide cilindrocarina (131) o valor de deslocamento
quimico 197,7 ppm para o carbono mono-hidrogenado C-10, porém ndo ha nenhum
argumento plausivel para este valor, indicando que um grande equivoco foi cometido pelos
autores Brennan e Saxton (1986). Ja no alcaloide 19-carboetoxi-12-metoxi-19-
desmetilvincadiformina (134), os mesmos autores inverteram os deslocamentos dos carbonos
aromaticos C-10 (6 113,6) e C-11 (6 121,2), pois a presengca da metoxila em C-12 causa
protecdo ao carbono C-11 e desprote¢do ao carbono C-10, devido ao efeito mesomérico
doador de elétrons da metoxila, como se pode observar nos compostos 132 e 136 (Figura 25).
Também se observou a inversdo dos deslocamentos dos carbonos nao-hidrogenados C-8 (d
132,1) e C-13 (0 138,1), pois comparando-se com 0s respectivos carbonos no composto
desmetoxilado (133), verificar-se-ia que o carbono C-13 teria um incremento de -14,4 ppm
(143,3 — 14,4 = 128,9), enquanto o carbono C-8 seria incrementado de 1,0 ppm (137,2 + 1,0 =
138,2) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Figura 25 - Esqueleto basico dos derivados do alcaloide cilindrocarina.
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O alcaloide N-formilcilindrocarina (132) apresenta uma significante blindagem no

carbono C-13 (6 127,8), em relacdo ao respectivo carbono nos alcaloides cilindrocarina (131),
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19-carboetoxi-19-desmetilaspidospermidina (135) e cilindrocarinato de etila (136) (Figura 25,
p- 47), fato justificado pelo efeito estérico causado pelo aldeido e pelo grupo metoxilico.
Verificou-se que no alcaloide valesina (121), que corresponde ao composto 132
descarboximetilado, os autores (ZECHES et al., 1995) inverteram os deslocamentos quimicos
dos carbonos C-8 (6 127,0) e C-13 (0 140,8). Como visto no alcaloide N-formilcilindrocarina
(132), o carbono C-13 é mais blindado, devido ao efeito estérico, além de estar posicionado
orto ao grupo metoxilico.

A vindolinina (139) e seus derivados (140 a 143) constituem um diferente grupo
de alcaloides plumeranos hexaciclicos, onde o anel F € um anel de cinco membros, com um
carbono metilico em torno de 7,5 ppm (C-18) (Figura 26), diferentemente dos alcaloides do
tipo aspidofractinina, cujo anel F é de seis membros. Neste caso, foi o carbono C-19 que se

ligou ao carbono nitrogenado C-2.

Figura 26 - Esqueleto basico dos derivados do alcaloide vindolinina.

A comparacdo da vindolinina (139) com seu epimero em C-16 (142) mostra que
existe uma blindagem nos carbonos C-8 (6 135,7), C-10 (¢ 118,9), C-12 (4 109,0) e C-19 (¢
44,8) do epimero, provavelmente devido a mudanca de configuracdo do carbono C-16. No
derivado N-metilico da vindolinina (140) também € observado esse efeito de blindagem dos
carbonos C-8 (J 135,8), C-10 (6 117,8) e C-12 (6 105,6), porém neste caso essa blindagem é
devida ao efeito mesomérico doador de elétrons do grupo N-metilico. O efeito de blindagem é
ainda mais acentuado no carbono C-12, com uma diferen¢a de 6,4 ppm do carbono da
vindolinina, provavelmente devido a protecdo extra causada pela compressdo estérica -
gauche da metila.

A Tabela 3 (p. 49) apresenta as espécies da familia Apocinaceae contidas no

levantamento bibliografico, dispostas em ordem alfabética, e os respectivos alcaloides

plumeranos isolados de cada espécie.
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Tabela 3 - Espécies da familia Apocinaceae contidas no levantamento bibliogréfico e alcaloides isolados das
mesmas.

Espécie Alcaloides
Alstonia mairei 76-78
Aspidosperma cilindrocarpon | 65-67
Aspidosperma megalocarpon 130
Aspidosperma pyrifolium 85-87, 116, 117
Aspidosperma spp. 102-110, 147-153
Aspidosperma spruceanum 82, 83
Catharanthus spp. 139-144
Ervatamia peduncularis 118-120
Haplophyton cimicidum 145, 146
Kopsia arborea 84, 88-92
Kopsia fruticosa 93-101

Kopsia profunda 128, 129
Kopsia teoi 123-126
Melodinus suaveolens 69-75
Melodinus tenuicaudatus 79-81
Melodinus yunnanensis 68

Rhazia stricta 127

Vallesia glabra 121, 122

Vinca sardoa 111-115
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Figura 27 - Levantamento bibliografico dos dados de RMN BC de alcaloides plumeranos isolados de plantas da
familia Apocinaceae, ou sintetizados. Asteriscos nas estruturas indicam valores de carbonos ndo detectados.

129,9

(65)F (66)€
Nlbenzoila-12-desmetoxicilindrocarina Nl<cinamoila-12-desmetoxicilindrocarina

52,3 53,5

233
(67
12-desmetoxi-N1-acetilcilindrocarina

Aspidosperma cilindrocarpon (Apocinaceae)

GUIMARAES et al., 2013 (*CsDsN; **CDCl;,125 MHz)
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52,4 52,0

119,5

127,3

CO,CH,
175,5 51,9

(68)
Meloyina

Melodinus yunnanensis (Apocinaceae)

CAl et al., 2012 [(CD3),CO, 100 MHz]

51,7 51,2

(69)°¢ a0*

H  CO,CH;
168,8 50,9

(TDA (72)A
Melodinina O Melodinina P
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CO,CH; H  CO,CHy
1733 522 168,9 50,9
(73)¢ a9r
Melodinina Q Melodinina R

H CO,CH3
168,5 51,1
754
Melodinina S

Melodinus suaveolens (Apocinaceae)

LIU et al., 2012 [CCDCls; A(CD;),CO; 70 e 75 a 125 MHz; 69, 71-74 a 150 MHz]

50,0 49,0

(76)¢
(140,150))-14,15-epoxiaspidofractinina
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ant
Maireina A
50,6

(78)A
Maireina B

Alstonia mairei (Apocinaceae)

CAI et al., 2010 [CCDCl3; A(CD5),CO, 100 MHz]

118,2 17,4 117,4 16,5

H CO,CH3 H CO,CH3
1749 51,8 167,3 50,7
a9 (80)°
Melodinina H Melodinina J
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B¢
Melodinina K

Melodinus tenuicaudatus (Apocinaceae)

FENG et al., 2010 [*(CD;),CO; °(CD;),SO; “CDCl, 100 MHz]

45,0 45,9

(82) (83)
Espruceanumina A Espruceanumina B

Aspidosperma spruceanum (Apocinaceae)

OLIVEIRA et al., 2009b (CDCl3, 125 MHz)
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CH,0CH;
738 556

(84
Kopsiyunnanina D

Kopsia arborea (Apocinaceae)

WU et al., 2009 (CDCls, 125 MHz)

51,0 48,0

N 16,8
H
69,0 [\ 35,1
119,9 574 31,2 125,6 574
1268 64,9 26,4 35 1276 66,0 24,6
H 31,3
85) (86)
Aspidofractinina N-formilaspidofractinina
50,8 47,4
16,9
343
115,1 29,0

126,7 60,4 31,2

71,9 25,8

111,3

1 45,9

OCH; COCHj; 36,3
558 171,0 25,1

87
15-Desmetoxipirifolina

35,7

Aspidosperma pyrifolium (Apocinaceae)

ARAUIJO JR. et al., 2007 (CDCls, 125 MHz)
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51,3 40,9

H
CO,CH3 CO,CH3
1744 52,7 174,7 52,1
(88) (89)
Kopsamidina A Kopsamidina B

OCH3 CO,CH3¥19

599 156,22 539 =
OH

OH
(90) 1)
Kopsinidina A Kopsinidina B

OCH3 CO,CHj3¥749
600 4546 54,0 =

OH
92)
Paucidactina C

Kopsia arborea (Apocinaceae)

LIM et al., 2007 (CDCls, 100 MHz)

CO,CHj; CO,CH;
164,7 51,6 164,7 51,6
93) 94)

Venacarpina A Venacarpina B
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95)
Kopsorinina

Kopsia fruticosa (Apocinaceae)

KAM; CHOO, 2004b (CDCl;, 100 MHz)

50,9 46,9

H3CO,C 55,73 H3CO,C
52,6 172,2 52,4 172,5
(96) 97
Kopsifolina D Kopsifolina E

54,7 52,9

52,1 176,6
(98)
Kopsifolina F

Kopsia fruticosa (Apocinaceae)

KAM; CHOO, 2004a (CDCl3, 100 MHz)
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53,3 47,2

52,0 176,3 52,0 176,1
99) (100)
Kopsifolina A Kopsifolina B

3
553 H3CO0,C
52,0 176,6

(101)™
Kopsifolina C

Kopsia fruticosa (Apocinaceae)
KAM; CHOO, 2003 (CDCls, 100 MHz; ““CDCl; com gotas de CD;0D)

OCH; COCH; 30,1 OCH; COCH;

554 170,3 24,3 56,0 160,0 22,9
102) (103)

Pirifolina Pirifolidina

126,2
111,8

OCH; COCH;

53,5 171,22 23,0

(104) (105)

Aspidofilina 15-Metoxiaspidospermina
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| |175,7

OCHj
51,1
OCH; COCH; OCH; COCHj3
562 171,2 23,1 554 172,0 233
(106) (107)
15-Metoxipirifolidina N-acetilciindrocarina
43,5

OCH; COCH,CH,
61,2 176,3 27,6 9,8

(108) (109)
12-O-metoxi-21-0xo-aspidoalbina Aspidospermidina

(110)
1,2-Desidroaspidospermidina

Aspidosperma (Apocinaceae)

OLIVEIRA, 1999 (CDCls, 75 MHz)

(111) (112)
N-metil-14,15-desidroaspidofractinina N-metil-14,15-desidro-12-hidroxiaspidofractinina
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107,6
146,8 141,5 N >
OCH3 CHj //28,9
56,1 31,9
(113) (114)
N-metil-14,15-desidro-12-metoxiaspidofractinina N-formil-14,15-desidroaspidofractinina

50,3 49,0

(115)
N-formil-14,15-desidro-12-hidroxiaspidofractinina

Vinca sardoa (Apocinaceae)

NICOLETTI et al., 1998 (CDCl;, 125 MHz)

138,3 N7 66,0
119,5 | 28,2
OCH; COCH,CH; H
556 1614 28,1 10,1
(116) (117)
Palosina 10-Metoxiaspidospermidina

Aspidosperma pyrifolium (Apocinaceae)

MITAINE et al., 1996 (CDCls, 75 MHz)
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(118)

(119)
Pedunculina

OCH; H CO,CH3 CHj3
60,4 168,9 51,0 31,4
(120)

Peduncularidina

Ervatamia peduncularis (Apocinaceae)

ZECHES-HANROT et al., 1995 (CDCls, 75 MHz)

523 53,5 524 223

214 21,5
34,1 34,1
124,4 1259 35,4
29.8 299
110,0
1ot 22,5 23,0 |67
> 16,6 148,0 ’
OCH; CHO OCH; COCH;
552 1612 553 160,0 22,9
121) (122)

Vallesina Aspidospermina
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Vallesia glabra (Apocinaceae)

ZECHES et al., 1995 (CDCls, 75 MHz)

48,6 49,8

120,4

1274

H
OCH;3 CO,CH33 "

560 > 1555 51,8 = CO,CH
OHI171,8 52,9
(123) (124)
Kopsigina Kopsaporina
49,1 49,3 49,5 49,7
126,9 1294
132,7 130,5
124,5 36,6 119,3
114,7 12 127,0 73,3H
148,6 142,3°N ’
OCH C02CH3: 55 s y
56,2 3 1569 522°2  CO,CH; = CO,CH;3
OH172,8" 53,0 1732 52,1
125) (126)
Kopsinginina 17- a+hidroxi-A*15-kopsinina

Kopsia teoi (Apocinaceae)

KAM et al., 1993 (CDCls, 67,8 MHz)

168,3 23,1

az7)
Desmetoxiaspidospermina

Rhazia stricta (Apocinaceae)

ATTA-UR-RAHMAN et al., 1991 (CDCl;, 100 MHz)
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. OCH; CO,CH;3 Y301
100.4 1533 51,8 s65 1538 518 ’
CO,CH; CO,CH,
1659 52,5 1659 522
(128) (129)

N-metoxicarbonil-11,12-metilenodioxi-A1617-kopsinina  N-metoxicarbonil-12-metoxi-Al%17-kopsinina

Kopsia profunda (Apocinaceae)

KAM; TAN, 1990 (CDCls, 25 MHz)

52,4 33,7
21,5
34,0
110,0 35,5
30,0
1494
H;CO 127,5 N7 7 2291638
56,
OH COCH;
169,3 22,7
130)
Aspidocarpina

Aspidosperma megalocarpon (Apocinaceae)

McLEAN, REYNOLDS; ZHU, 1987 (CDCl3, 100 MHz)

52,8
527 536 52,1
21,8

172,0 51,0

172,3 50,9 C02CH3

CO,CH; 1248

55,6 161,4

(131) (132)
Cilindrocarina N-formilciindrocarina
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1|V 93,1 17Cl22CH2CH3 144,3 | 171’32 2 3
H CO,CH;3 OCH; H CO,CH3
169,1 50,9 * 168,7 50,8
(133) (134)
19-Carboetoxi-19-desmetilvincadiformina 19-Carboetoxi-12-metoxi-19-desmetilvincadiformina
52,7 53,6

(135) (136)
19-Carboetoxi-19-desmetilaspidospermidina Cilindrocarinato de etila
52,2 53,0

21,6

171,8 51,0
CO,CH;

168,3 23,2
137 (138)
2-ciano-19-Carboetoxi-19-desmetilaspidospermidina 12-Desmetoxi-N-acetilciindrocarina

Compostos obtidos por sintese

BRENNAN; SAXTON, 1986 (CDCl3, 22,5 MHz)

58,0

50,3
128,5
130,7
121,0
127,2
CH CO,CH
H  CO,CHj 3 2CH3
1742 51,8 30,0 174,0 52,0
139) (140)

Vindolinina N-metilvindolinina
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574

H  CO,CHy

174,5 51,7
(141) (142)
Vindolininol 16-Epivindolinina
50,0 49,0

119,0

126,8

H CO,CH3 CO,CH;3
175,0 52,0 1737 516
(143) (144)
14,15-Di-hidrovindolinina Venalstonina

Catharanthus (Apocinaceae)

AHOND et al., 1974 (CDCl3, 22,63 MHz)

48,1 42,2

(145) (146)
Cimicina Cimicidina

Haplophyton cimicidum (Apocinaceae)

CAVA et al., 1973 (CDCl3, 25,16 MHz)
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50,7 51,7

H CO,CH; H CO,CH;3
168,8 50,8 169,2 50,9
147)¢ (148)€
Tabersonina Vincadiformina

168,5 50,8
(149)€P (150)°P
Vandriquina
51,9 50,9
123,9
130,2
’/,,’8 7,5
~ocol:
H:CO ’
%1 956 | H /2 H 117

H  COCH, O s’
168,8 50,7 ’ o0
(151)€P (152)CP
Hazuntinina Vindolina
514 524
22,4
33,0
,,’0 7.8
75,60 29,9 207
H3CQ ; 0COCH
ss0 056 | H /2 H 1m3
CH;HO CO,CHj
37,7 170,0 52,0
(153)P
Diidrovindolina

Aspidosperma (Apocinaceae)
WENKERT et al., 1973 (“CHCly; “°CDCL, 15,08 MHz)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As estruturas dos compostos isolados foram determinadas através de andlises dos
espectros de RMN 'H e "°C, uni e bidimensionais, em adi¢do as andlises dos espectros de
massa de alta resolug@o e infravermelho. Comparacdes com dados espectroscopicos e fisicos

relatados na literatura também foram realizadas.

4.1 Determinacao estrutural de AP-9

O composto AP-9 foi obtido a partir de fracionamentos cromatogréficos da fracao
APSE-Aq, em Sephadex LH-20 e CLAE (ver Parte Experimental, p. 228), e apresentou-se
como um pé avermelhado, com [a]i)o = -8,35° (¢ 0,23, MeOH) { [(Z]D =-14° ¢ 0,28, CHCl;
(GAGNON; SPINO, 2009)}.

A andlise do espectro de massa de alta resolucdo de AP-9 (Figura 36, p. 76),
obtido por ionizacdo por electrospray (ESI), operando no modo positivo, mostrou o pico da
molécula protonada [M + H]* em m/z 281,2016, sugerindo a férmula molecular CioHyN,
(calculada 281,2017), equivalente a um Indice de Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) igual a 9.

O espectro na regido do infravermelho de AP-9 (Figura 37, p. 76) mostrou uma
banda larga, com inflexdo em 3341 cm™, atribuida 2 deformacio axial de ligacio N-H, além
das bandas em 1340 e 1254 cm’', caracteristicas de deformacido axial de ligagdo C-N. As
absor¢des em 2925 e 2856 cm™ foram atribuidas 2 presenca dos estiramentos assimétrico e
simétrico, respectivamente, de ligacdes C-H de carbonos sp3, enquanto as absorcdes em 1607
e 1476 cm™ foram atribuidas as bandas esqueletais tipicas de anel aromdtico. A natureza
aromética do composto foi ainda reforcada pelo pico intenso em 746 cm™, caracteristico de
deformacdo angular fora do plano de ligacdo C-H de anel benzénico orto-substituido. A
absor¢io em 1459 cm’ foi atribuida 2 deformagdo angular de ligagio N-H de amina
secunddria.

O espectro de RMN 'H de AP-9 (Figura 38 e Figura 39, p. 77) apresentou sinais
em tré€s regides bem distintas. A primeira, composta por quatro bandas com deslocamentos e
multiplicidades caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos aromdticos contiguos: dois
dupletos em dy 7,47 (J =7,5 Hz, H-9) e 6,84 (J = 7,5 Hz, H-12) e dois tripletos em dy 7,13 (J
=7,5 Hz, H-11) e 6,93 (J = 7,5 Hz, H-10), sugerindo a presenca de um anel benzénico orto-
substituido (Figura 28, p. 68, I), confirmando a sugestdo do IV. A segunda regido, composta
por bandas com deslocamentos caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos nitrogenados

permitiu a observagdo de um simpleto em oy 3,91 (H-21), um quarteto em oy 3,74 (J = 10,0



eterminagio strutural de A 2.9 68

Hz, H-5¢), um tripleto em dy 3,60 (J = 10,0 Hz, H-56), um duplo dupleto em dy 3,07 (J = 14,0
e 10,0 Hz, H-6p), além de um multipleto em Jy 3,47 (H-3f) parcialmente superposto a um
multipleto em Jdy 3,44 (H-3a) (Figura 28, p. 68, II). A terceira regido, composta por
multipletos entre 1,4 ¢ 2,4 ppm, é caracteristica de hidrogénios ligados a carbonos sp’ no

funcionalizados (Tabela 4, p. 75).

Figura 28 - Subestruturas sugeridas a partir da andlise do espectro de RMN 'H do composto AP-9.

@ In

O espectro de RMN >C-CPD de AP-9 (Figura 40, p. 78) exibiu 17 linhas
espectrais, € por comparagdo com o espectro DEPT 135 (Figura 40, p. 78), permitiu a
observacdo de cinco sinais de carbonos ndo-hidrogenados (0 149,1; 138,5; 65,7; 58,5; 31,5),
cinco de carbonos mono-hidrogenados (6 129,5; 123,5; 123,1; 114,2; 69,7) e sete de carbonos
metilénicos (6 52,0; 35,7; 34,0; 33,7; 30,0; 25,9; 16,1). Os dois sinais de carbonos restantes
para completar a férmula molecular proposta foram observados pelo espectro de RMN 2D
1H,13C—HSQC (Figura 41, p. 78), um em d¢c 48,9 (sobreposto pelo sinal do solvente, MeOD) e
outro em d¢ 30,0 (este sinal apresentou correlagdo com quatro hidrogénios, indicando tratar-se
de dois carbonos metilénicos superpostos).

Os sinais de carbonos sp2 mono-hidrogenados em dc 129,5 (C-11), 123,5 (C-9),
123,1 (C-10) e 114,2 (C-12) e nado-hidrogenados em Jc 149,1 (C-13) e 138,5 (C-8) foram
atribuidos ao anel benzénico orto-dissubstituido anteriormente proposto. Como o IDH do anel
benzénico € quatro, inferiu-se que o composto apresentava cinco outros anéis, visto que nao
havia mais sinais de carbonos insaturados.

A anidlise do espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-9 (Figura 42, p. 79)
mostrou os acoplamentos geminais dos hidrogénios em dy 3,74 com 3,60 (H-5a e H-55); 3,07
com 1,83 (H-6f e H-6a); 2,04 com 1,80 (H-14a ¢ H-14p); 1,64 com 1,46 (H-15a e H-15b);
2,29 com 1,97 (H-16f e H-160); e 1,72 com 1,42 (H-19a e H-198). O espectro exibiu ainda
acoplamentos escalares entre os hidrogé€nios em Jdy 3,74 (H-5a) com 3,07 (H-65) e 1,83 (H-
60a); 3,60 (H-58) com 1,83 (H-6a); 3,47 (H-3f) com 2,04 (H-14a) e 1,80 (H-14p); 2,29 (H-
16p) com 1,49 (H-18b).
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A partir dos dados expostos, sugeriu-se que o composto tivesse a estrutura do
esqueleto plumerano mostrado na Figura 29. Porém, comparando-se os padroes de
hidrogenacgdo deste esqueleto com o do composto AP-9, observou-se neste apenas um carbono
metinico, além da auséncia de carbono metilico, propondo a perda do carbono ligado a C-16 e

a ciclizagdo da cadeia lateral etila no carbono 2 ou 21.

Figura 29 - Estrutura basica de um alcaloide plumerano pentaciclico.

A andlise do espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-9 (Figura 43, p. 79)
permitiu confirmar a estrutura proposta. Ratificando o sistema di-hidroindélico foram
observados os acoplamentos a trés ligagoes de H-9 (oy 7,47) com C-13 (oc 149,1), C-11 (d¢
129,5) e C-7 (6c 58,5); H-10 (0n 6,93) com C-8 (d¢ 138,5) e C-12 (¢ 114,2); H-11 (on 7,13)
com C-13 (dc 149,1) e C-9 (oc 123,5); e, finalmente, H-12 (dy 6,84) com C-8 (dc 138,5) e C-
10 (oc 123,1) (Figura 30 a/b, p. 70). A parte da molécula relacionada com os carbonos
préximos ou ligados a nitrogénio foi confirmada pelos acoplamentos a Jcn de H-5p (61 3,60),
H-3p (0u 3,47) e H-6§ (6 3,07) com C-21 (d¢ 69,7); H-6a (0u 1,83) com C-2 (d¢ 65,7); H-58
(0u 3,60) com C-7 (o¢ 58,5); H-21 (0n 3,91) com C-8 (138,5) e C-5 (¢ 52,0); H-5a (on 3,74)
com C-3 (dc 48,9); e H-3p (dy 3,47) com C-5 (d¢c 52,0) (Figura 30, c/d, p. 70). Estas
correlacdes mostraram que a ciclizacdo da cadeia etila sé poderia ocorrer no carbono C-2. As
localizag¢bes dos carbonos metilénicos C-15 a C-19 foram asseguradas pelas correlacdes de H-
174 (0u2,29) e H-170 (o 1,62) com C-2 (d¢ 65,7) e C-19 (oc 35,7); H-16f (0u 2,29) e H-16a
(0u 1,97) com C-18 (d¢ 30,0); H-19a (ou 1,72), H-198 (6n 1,42) e H-21 (dg 3,91) com C-17
(6c30,0); e H-3f (0u 3,47) com C-14 (d¢ 16,1) e C-15 (¢ 33,7) (Figura 30, e/f, p. 70).
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Figura 30 - Subestruturas com setas mostrando as correlagdes a longa distancia 'H-">C, observadas no espectro
bidimensional HMBC do composto AP-9.

Diante de todos os dados, concluiu-se que a estrutura de AP-9 é a mostrada na
Figura 31, um alcaloide conhecido como aspidofractinina. Neste caso, trata-se do enantidmero

(-)-aspidofractinina, devido ao valor negativo da rota¢do especifica.

Figura 31 - Estruturas dos enantidmeros do alcaloide aspidofractinina. A) (+)-aspidofractinina; B) (-)-
aspidofractinina.

Apds a elucidacdo da estrutura de AP-9, examinou-se o espectro de massa
sequencial (EM/EM) (Figura 36, p. 76), obtido a partir do fon precursor em m/z 281,00 ([M +
H]"), e observou-se o pico base em m/z 253,1701, equivalente a saida de 28 unidades de
massa, ou seja, uma molécula de etileno, além dos picos em m/z 124,1127 e 110,0978, como
mostrado na Figura 32 (p. 71), que segundo Oliveira (1999) sdo caracteristicos de alcaloides

plumeranos hexaciclicos.
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Figura 32 - Fragmentos de massa obtidos a partir do fon precursor em m/z 281,00.
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A comparagio com os dados de RMN da literatura (ARAUJO JR. et al., 2007;

71

GAGNON; SPINO, 2009; OLIVEIRA, 1999) mostrou diferencas significativas nos valores

dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (Figura 33, p. 72), levando-se a propor que AP-

9 encontrava-se em sua forma protonada, devido a interacdo com o TFA durante o isolamento

por CLAE, ou que essas diferencas eram devidas aos espectros do composto terem sido

obtidos em solvente diferente dos utilizados na literatura. Diante do problema, decidiu-se

submeter AP-9 a tratamento com uma solugao aquosa de NH,OH 10%, para retornd-lo a sua

forma de base livre, assim como obter os espectros em CDCls, para facilitar a comparagao

com os dados da literatura.
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Figura 33 - Comparagio dos valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e ">C (500 e 125 MHz) do
composto AP-9 protonado (I) e desprotonado (II e IIT) com o alcaloide aspidofractinina, relatado por ARAUJO
JR. et al.,2007 (IV) e OLIVEIRA, 1999 (V) (I e Il em CD;0D; Il a V em CDCl;).
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Ap6s a andlise dos espectros de RMN 'H e "°C, uni e bidimensionais, de AP-9
desprotonado (Figura 45, p. 81, a Figura 50, p. 83), e a comparacdo com os dados do
composto protonado, observou-se que o carbono C-8 encontrava-se mais blindado na
molécula protonada (0 138,5), fato justificado pela interacdo estérica entre o hidrogénio ligado
ao nitrogénio N-4 e o hidrogénio H-9 do anel benzénico, causando uma tensdo sobre o
carbono C-8. Verificou-se também que a protonacdo do nitrogénio N-4 causou uma
desblindagem nos hidrogénios dos carbonos vizinhos, devido a defici€éncia de elétrons do
atomo de nitrogénio.

Quanto a comparacdo dos valores de RMN, obtidos em CDCl;, do composto
desprotonado com os dados registrados por Aratijo Jr. et al. (2007) foi possivel observar que
os valores de deslocamentos eram semelhantes, porém os autores inverteram os valores dos
carbonos C-16 (0 29,5) e C-17 (0 26,4), que foram corretamente atribuidos em AP-9 (J 26,6
para C-16 e ¢ 29,5 para C-17), pois verificou-se uma forte correlagdo no espectro HMBC
entre o hidrogénio em ¢ 3,14 (H-21) com o carbono em ¢ 29,5, indicando que este s6 poderia
encontrar-se na posi¢do 17, correspondendo a uma correlagéo a trés ligagdes. Também foi
observada uma troca nos valores dos carbonos C-15 (¢ 35,1) e C-19 (J 35,7), os quais foram
atribuidos em AP-9 como ¢ 35,9 para C-15 e ¢ 35,3 para C-19, através de correlacGes vistas
no espectro HMBC. A compara¢do com os dados relatados por Oliveira (1999) também

mostrou que o autor atribuiu incorretamente os carbonos metilénicos C-15 a C-19.
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A estereoquimica relativa do composto foi determinada a partir da andlise do
espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de AP-9 desprotonado (Figura 51, p. 84). Os
acoplamentos dipolares detectados entre os hidrogénios em Jy 3,43 e 2,84 com 2,26 ¢ 2,18, e
em oy 3,43 e 2,26 com 1,93 indicaram que estes hidrogé€nios, pertencentes aos carbonos 5, 6,
14, 16 e 17, encontravam-se posicionados para um mesmo lado no espago, enquanto 0s
acoplamentos entre os hidrogé€nios em dy 3,27 com 1,73, 1,34 e 1,26 indicaram que estes
hidrogénios, pertencentes aos carbonos 21, 18, 15 e 19, encontravam-se direcionados para um
lado oposto. A partir do modelo molecular tridimensional obtido no programa “ChemSketch”,
verificou-se as conformagdes em barco para os anéis C e F, cadeira para o anel D e envelope

para o anel E, e as configuracdes f§ para H-21 e a para os carbonos 5, 6, 16 e 17 (Figura 34).

Figura 34 - Estruturas tridimensionais do composto AP-9 desprotonado, com setas duplas mostrando os
acoplamentos dipolares detectados no experimento NOESY (A), e modelos moleculares 3D construidos pelo
programa “ChemSketch” (B).

O espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-9 protonado (Figura 44, p. 80)
mostrou os acoplamentos dipolares entre os hidrogénios em Jy 3,91 com 3,47 e 1,42,
pertencentes aos carbonos 21, 3 e 19, respectivamente, indicando que tais hidrogé€nios
encontravam-se direcionados para um mesmo lado. Os acoplamentos entre os hidrogénios em
ou 3,74 com 2,04 e 2,29, e em Jy 3,07 com 2,29, indicaram a proximidade espacial desses
hidrogénios, pertencentes aos carbonos 5, 14, 17, 6 e 16, respectivamente. Embora o
programa “ChemSketch” tenha mostrado a conformacdo barco para o anel D do composto
protonado, os acoplamentos dipolares citados acima s6 podem ser observados na conformacao
cadeira, indicando que a conformacio deve permanecer a mesma do composto desprotonado.

Entdo, o composto AP-9 (Figura 35, p. 75) foi identificado, segundo pesquisa no

“SciFinder”, como o alcaloide plumerano hexaciclico (-)-2,3.4,5,11,12-hexahidro-
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6H,13aH,3a,5a-etano-1H-indolizino[ 8, 1-cd]carbazol, conhecido como aspidofractinina. Ele ja
foi anteriormente isolado da casca do caule de Aspidosperma pyrifolium (ARAUJO JR. et al.,
2007).
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Figura 35 - Estrutura do composto AP-9, identificado como o alcaloide (-)-aspidofractinina.

Tabela 4 - Dados de RMN 'H e "*C do composto AP-9 protonado (500 e 125 MHz, CD;0D) e correlacdes a mais

de uma ligacdo observadas no espectro HMBC.

AP-9
HSQC HMBC
dc o (mult, J, H) *Jen Jcn

2 65,7 — H-16a; H-16f; H-18b H-60; H-64; H-17a
3p 48,9 3,47 (m, 1H) H-5a

3a 3,44 (m, 1H)

Sa 52,0 3,74 (q, 10,0 Hz, 1H) H-6a H-3p; H-21

54 3,60 (t, 10,0 Hz, 1H)

6p 34,0 3,07 (dd, 14,0; 10,0 Hz, 1H) H-5a H-21

6a 1,83 (m, 1H)

7 58,5 — H-6a; H-64; H-21 H-54; H-9; H-16a
8 138,5 — H-64; H-10; H-12; H-21
9 | 1235 7,47 (d, 7,4 Hz, 1H) H-10 H-11

10 123,1 6,93 (t, 7,4 Hz, 1H) H-12

11 | 129,5 7,13 (t, 7,4 Hz, 1H) H-10 H-9

12 114,2 6,84 (d, 7,4 Hz, 1H) H-11 H-10

13 149,1 — H-9; H-11
14a | 16,1 2,04 (m, 1H) H-3p
145 1,80 (m, 1H)

15a 33,7 1,64 (m, 1H) H-3p
15b 1,46 (m, 1H)
16 25,9 2,29 (m, 1H) H-17a H-18b
16a 1,97 (m, 1H)

17p 30,0 2,29 (m, 1H) H-19a; H-196; H-21
17a 1,62 (m, 1H)

18a 30,0 1,72 (m, 1H) H-16a; H-16f
18b 1,49 (m, 1H)
19a 35,7 1,72 (m, 1H) H-18b H-17a; H-174; H-21
194 1,42 (m, 1H)

20 31,5 — H-17a; H-19a; H-21 H-18b

21 | 69,7 3,91 (s, 1H) H-34; H-54; H-6; H-15b; H-19a
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Figura 36 - Espectro de massa de alta resolu¢do de AP-9, obtido por ESI (A), e espectro de massa EM/EM

obtido a partir do fon precursor em m/z 281,00 (B).
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Figura 37 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de AP-9 (obtido no suporte UATR).

984

o
H ,

94 |

92 |

f
t

o | | 1671.02 |‘|
I |

88 | ‘ I

\ ﬂ‘
|

I
I

2856 59

- | |
|

*
e

82
80
78 |
76 |
292590

74

72 |
71.0

N\ |

I

1340.86

1607.05 ‘

1476.65 ‘

|
1459.92

\ |‘|\,\)ﬁ,‘ J,JLM‘

b !
N Iﬂ ,f\‘UU
| I) \JIJ 1016.07

\W

115748

125497 113393

l‘l'f\H (\Mu\ | /4 \"u\
R, \f |

!
|

|

887.28

I

I
|
\

|
w

746.92

M
|

T
1800
cm-1

T T T T T
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000

T
1600

T
1400

T T
1200 1000

T
800

1
650.0




uterminagio Zstrutural do A R-9 77

Figura 38 - Espectro de RMN 'H de AP-9 protonado (CD;OD, com supressio do sinal da dgua, 500 MHz) e
detalhe para a expansio da regido entre 7,5 e 6,8 ppm.
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Figura 39 - Expansio do espectro de RMN 'H de AP-9 protonado (CD;0D, 500 MHz), correspondente a regiio
entre 4,0 e 1,3 ppm.
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Figura 40 - Espectro de RMN "C-CPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-9 protonado (CD;OD, 125 MHz).
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Figura 41 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC de AP-9 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansio.
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Figura 42 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-COSY de AP-9 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansdo.
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Figura 43 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-9 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 44 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-9 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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Figura 45 - Espectro de RMN 'H de AP-9 desprotonado (CD;OD, com supressio do sinal da dgua, 500 MHz) e

detalhe para a expansio da regido entre 7,4 e 6,6 ppm.
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Figura 46 - Expansdes do espectro de RMN 'H de AP-9 desprotonado (CD;OD, 500 MHz), correspondente as

regides entre 3,5 e 2,8 ppm (esquerda) e 2,3 e 1,2 ppm (direita)
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Figura 47 - Espectro de RMN C-CPD (A) e APT (B) de AP-9 desprotonado (CD;OD, 125 MHz).
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Figura 48 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC de AP-9 desprotonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansio.
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Figura 49 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-COSY de AP-9 desprotonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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Figura 51 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-9 desprotonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansdo.
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4.2 Determinacio estrutural de AP-10

O composto AP-10 também foi isolado a partir de fracionamentos
cromatograficos sucessivos da fracio APSE-Aq, em Sephadex LH-20 e CLAE (ver Parte

Experimental, p. 229), apresentando-se como um sélido amorfo alaranjado, com ponto de
fusdo 104,9-107,0°C e [a]}, = + 31,5° (¢ 0,15, MeOH) {[a];* = + 27° + 8; ¢ 0,251, CHCl,

(BYCROFT et al., 1964); [e]? = + 34° + 15; ¢ 0,042, MeOH (GUGGISBERG et al., 1969)}.
O espectro de massa de alta resolu¢do de AP-10 (Figura 58, p. 92), obtido por

ionizagio por electrospray no modo positivo, exibiu o pico da molécula protonada [M + HJ"
em m/z 323,2124 (calculada 323,2123), sugerindo a férmula molecular C; HyN,O,
equivalente a um IDH = 10.

O espectro na regido do infravermelho de AP-10 (Figura 59, p. 92) mostrou um
pico de absor¢io em 1646 cm’, caracteristico de carbonila, neste caso provavelmente de
amida. Bandas intensas em 1177 e 1124 cm™ foram atribuidas a deformagdes axiais de
ligacdes C-N, e bandas em 2938 e 2869 cm'l, aos estiramentos assimétrico e simétrico de
ligacdes C-H de carbonos sp3, respectivamente. As absor¢des em 1481 ¢ 1379 cm™ foram
atribuidas as deformagdes angulares simétricas de grupos metileno e metila, respectivamente,
enquanto as absor¢des em 1594 e 1460 cm™ foram atribuidas as bandas esqueletais de anel
aromético, e o pico intenso em 719 cm™ foi atribuido 2 deformacfo angular fora do plano de
ligacdo C-H de anel benzénico orfo-substituido.

A anilise do espectro de RMN 'H de AP-10 (Figura 60 e Figura 61, p. 93)
mostrou trés bandas caracteristicas de hidrogénios aromaticos, um dupleto em oy 7,59 (J = 7,5
Hz, H-9) e dois tripletos em dy 7,28 (J = 7,5 Hz, H-11) e 7,15 (J = 7,5 Hz, H-10). A regido
entre 3 e 4 ppm mostrou-se similar 28 mesma regido observada no espectro do composto AP-9,
visualizando-se um simpleto em oy 3,99 (H-21), um quarteto largo em dy 3,80 (J = 10,0 Hz,
H-5a), um triplo dupleto em dy 3,68 (J = 12,0; 10,0 e 2,5 Hz, H-58), um triplo dupleto em oy
3,07 (J=15,0; 10,0 e 2,5 Hz, H-6a), além de um multipleto para dois hidrogénios em dy 3,47-
3,49 (H-3a e H-3f). Além destes, foram vistos multipletos entre 1,4 e 2,4 ppm, caracteristicos
de hidrogénios ligados a carbonos sp3, e um simpleto em Jy 2,37 (3H-23), cujo deslocamento
e integracdo para trés hidrogénios sugeriram a presenca de uma metila de grupo acetilico.

O espectro de RMN BC-CPD de AP-10 (Figura 62, p. 94) exibiu 20 sinais, e por
comparagdo com o espectro APT (Figura 62, p. 94), juntamente com a andlise do espectro
HSQC (Figura 63, p. 94), permitiu a observagdo de seis sinais de carbonos ndo-hidrogenados

(0 171,7; 142,6; 139,9; 70,3; 58,8; 31,3), cinco de carbonos mono-hidrogenados (6 129,6;
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126,1; 123,4; 118,1; 69,4), oito de carbonos metilénicos (d 52,2; 34,9; 34,6; 33,6; 29,9; 28,1;
26,4; 16,0) e um de carbono metilico (¢ 25,6). O sinal que faltava para completar a férmula
molecular sugerida foi observado pelo espectro HSQC, em J¢ 48,9, referente a um carbono
metilénico sobreposto pelo sinal do solvente, MeOD. O sinal em ¢ 171,7, caracteristico de
carbonila, em adi¢do ao carbono metilico em J 25,6, este correlacionado no espectro HSQC
aos hidrogénios em J 2,37, sugeriram a presenca de grupo N-acetilico, devido aos
deslocamentos do carbono metilico e seus respectivos hidrogénios serem caracteristicos de
amida, fato condizente com a sugestdo do IV referente a banda observada em 1646 cm’
(Tabela 5, p. 91).

Um interessante e inexplicdvel fato observado foi que o hidrogénio diretamente
ligado ao carbono em ¢ 118,1 ndo foi detectado, porém € certo que este carbono seja mono-
hidrogenado, devido a férmula proposta para este composto e as multiplicidades dos outros
hidrogé€nios benz€nicos, caracteristicas de um anel benzénico orto-substituido.

Comparando-se os dados de RMN 'H e BC do composto AP-10 com os de AP-9
protonado, e analisando-se os acoplamentos escalares observados no espectro COSY de AP-
10 (Figura 64, p. 95), foi possivel sugerir que o composto seria o derivado N-acetilado de AP-
9, em sua forma protonada, visto que também foi isolado por CLAE utilizando-se TFA

(Figura 52).

Figura 52 - Estrutura proposta para o composto AP-10.

A estrutura foi confirmada a partir das correlacdes vistas no espectro HMBC
(Figura 65, p. 95). As atribuicdes dos carbonos metilénicos C-15 a C-19 foram confirmadas
pelas correlagdes entre os hidrogénios em dy 3,99 (H-21) e 1,76 (H-19a) com o carbono em J¢
29,9 (C-17); 3,49 (H-3p) com 33,6 (C-15); e 2,02 (H-18a) com 34,9 (C-19) e 31,3 (C-20)
(Figura 53, a). Ratificando o grupo N-acetilico observou-se a correlagdo, a duas ligacdes, dos
hidrogé€nios em ¢ 2,37 (3H-23) com a carbonila em ¢ 171,7 (C-22). Outras importantes
correlacdes foram observadas entre os hidrogénios em dy 7,15 (H-10), 3,99 (H-21) e 1,90 (H-
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6f) com o carbono C-8 (d¢ 139,9); 7,59 (H-9) e 7,28 (H-11) com o carbono C-13 (é¢ 142,6)
(Figura 53, b); 3,80 (H-5a) com os carbonos C-3 (d¢ 48,9) e C-6 (d¢c 34,6); 3,68 (H-50), 3,49
(H-3p), 1,76 (H-19a) e 1,66 (H-158) com o carbono C-21 (d¢ 69,4) (Figura 53, c¢); 3,07 (H-
60) e 2,02 (H-18a) com o carbono C-2 (dc 70,3); 7,59 (H-9), 3,68 (H-5f) e 2,02 (H-18a) com
o carbono C-7 (d¢ 58,8) (Figura 53, d).

Figura 53 - Importantes correlagdes a longa distancia 'H-"3C observadas no espectro HMBC do composto AP-10
protonado.
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O espectro NOESY de AP-10 protonado (Figura 66, p. 96) mostrou acoplamentos
dipolares entre os hidrogé€nios em ¢ 3,99 (H-21) com 3,47 (H-3a); 6 3,47 (H-3a) com 1,48 (H-
15a); 6 3,80 (H-5a) com 2,29 (H-176) e 2,04 (H-14p); 6 3,07 (H-6a) com 2,29 (H-175) e 2,40
H-p); 0 2,29 (H-178) com 2,04 (H-14p), indicando a proximidade espacial desses
hidrogénios. O espectro de NOE Seletivo (Figura 67, p. 96), obtido por irradiagdo no
hidrogé€nio em J 3,99 (H-21), exibiu acoplamentos deste com os hidrogénios em ¢ 3,47 (H-
3a) e 1,48 (H-15a). A partir desses acoplamentos dipolares e da analise do modelo molecular,
determinou-se que o composto apresentava o hidrogénio H-21 em configuracdo a e os
carbonos 5, 6, 16 e 17, dos anéis C e E, em configuracdes S. O programa “ChemSketch”
mostra que a conformacdo de mais baixa energia para o composto protonado apresenta os
anéis C, D e F em conformagdes em barco, porém em solucio verificou-se que o anel D
encontrava-se em conformagdo em cadeira, pois somente assim os acoplamentos vistos no
NOESY e no NOE Seletivo seriam possiveis, como também os acoplamentos entre os

hidrogénios H-5a, H-14f e H-17 (Figura 54, p. 88).
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Figura 54 - Estruturas tridimensionais do composto AP-10 protonado, com setas duplas mostrando os
acoplamentos dipolares detectados nos experimentos NOESY e NOE Seletivo (A), e modelos moleculares 3D
obtidos pelo programa “ChemSketch” (B).

Assim como realizado para o composto AP-9, depois de elucidada a estrutura de
AP-10 decidiu-se submeté-lo a tratamento com uma solucdo aquosa de NH,OH 10%, para
induzir a desprotonacio do composto. A andlise dos espectros de AP-10 desprotonado (Figura
68, p. 97, a Figura 72, p. 99) mostrou diferencas significativas nos valores de deslocamentos
dos hidrogénios, verificando-se uma desblindagem quando ligados a carbonos préximos a
nitrogénio carregado positivamente, ou seja, na molécula protonada. Também se observou,
semelhantemente ao verificado para o composto AP-9, que o carbono C-8 encontrava-se mais
blindado na molécula protonada (6 139,9), provavelmente devido a interacdo estérica entre o
hidrogénio ligado ao nitrogénio N-4 e o hidrogénio H-9 do anel benzénico (J 7,59), causando
uma tensdo sobre o carbono C-8. Verificou-se ainda que a presenca do grupo N-acetilico
causa uma blindagem ao carbono sp2 C-13, devido ao efeito gama (y) do oxigénio e do
carbono metilico da acetila, e uma desblindagem ao carbono saturado C-2, justificada pelo
fato do grupo acetilico ser elétron-retirador, tornando o nitrogénio N-1 mais deficiente de

elétrons (Figura 55, p. 89).
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Figura 55 - Comparacio dos dados de RMN 'H e "°C dos compostos protonados AP-10 (I: 500 e 75 MHz,
CD;0D) e AP-9 (II: 500 e 125 MHz, CD;0D), e valores de deslocamentos quimicos de AP-10 desprotonado em
CD;OD (III: 500 e 125 MHz) e CDCl; (IV: 300 e 75 MHz). Asteriscos indicam hidrogénios e/ou carbonos nio
detectados.
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O espectro NOESY de AP-10 desprotonado (Figura 73, p. 100) mostrou os
acoplamentos dipolares entre os hidrogénios em ¢ 3,41 com 2,27 e 1,89; J 3,15 com 1,52 e
1,24; e 6 2,27 com 1,89, determinando a mesma estereoquimica relativa do composto
protonado.

A fim de explicar o comportamento inesperado do hidrogénio H-12 no espectro de
RMN 'H do composto AP-10, foi realizada uma série de experimentos de RMN 'H com
variagdo de temperatura. Como se pode observar na Figura 56 (p. 90), o padrio de
desdobramento esperado para os quatro hidrogénios contiguos do sistema aromético (dois
dupletos e dois tripletos) comeca a aparecer em torno de 50 °C (Figura 56, C), sendo
completamente observado a 80 °C (Figura 56, F). A integracdo de cada absorcdo da regido
aromadtica, em ¢ 7,06-7,88, passa a ser para um hidrogénio (Figura 74, p. 100). O espectro
COSY (Figura 75, p. 101), obtido a 70 °C, mostra o completo acoplamento do sistema
aromadtico, e o espectro HMQC (Figura 76, p. 101) mostra a correlagdo do dupleto em 6 7,55
com o carbono em ¢ 116,0 (Figura 77, p. 102). Entao, diante destes experimentos comprovou-
se que, de alguma forma, o sinal de um hidrogénio ligado a carbono aromadtico pode nao

aparecer durante um experimento de RMN 'H (Figura 56, A).
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Figura 56 - Espectros parciais (J 7,0-8,0) de RMN 'H do composto AP-10 protonado [500 MHz, (CD;),SO],
obtidos com variagdo de temperatura (25-80 °C), mostrando o aparecimento do dupleto correspondente a H-12, o
qual estd ausente no espectro obtido a temperatura ambiente.
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Dessa forma, o composto AP-10 foi caracterizado como o alcaloide plumerano
hexaciclico (+)-N-acetilaspidofractinina (Figura 57, p. 91), que embora ji registrado na
literatura por Bycroft et al. (1964) e Guggisberg et al. (1969) como produto reacional, obtido
a partir da acetilacdo do alcaloide aspidofractinina, estd sendo obtido pela primeira vez como

produto natural, de origem vegetal.
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Figura 57 - Estrutura do composto AP-10, identificado como o alcaloide plumerano (+)-N-acetilaspidofractinina.

Tabela 5 - Dados de RMN 'H e °C do composto AP-10 protonado (500 e 75 MHz, CD;0D), e correlagdes a
mais de uma ligagcdo observadas no espectro HMBC.

AP-10
HSQC HMBC
oc on (mult, J, H) *Jcn Jcn

2 70,3 — H-18a H-6a

3 48,9 3,49 (m, 1H) H-5a

3a 3,47 (m, 1H)

S5a 52,2 3,80 (ql, 10,0 Hz, 1H) H-6p H-3a; H-34; H-21
58 3,68 (ddd, 12,0; 10,0; 2,5 Hz, 1H)

6a 34,6 | 3,07 (ddd, 15,0; 10,0; 2,5 Hz, 1H) H-5a H-21

6p 1,90 (dt, 15,0; 10,0 Hz, 1H)

7 58,8 H-6a; H-64; H-21 H-54; H-9; H-18a
8 139,9 — H-64; H-10; H-21
9 123,4 7,59 (d, 7,5 Hz, 1H) H-11

10 126,1 7,15 (t, 7,5 Hz, 1H)

11 129,6 7,28 (t,7,5 Hz, 1H) H-9

12 118,1 n.d.

13 142,6 — H-9; H-11
145 | 16,0 2,04 (m, 1H) H-3a; H-3f4; H-15a; H-15p
14a 1,78 (m, 1H)
158 | 33,6 1,66 (m, 1H) H-3p
15a 1,48 (m, 1H)
16a | 26,4 2,90 (m, 1H)
16f 2,40 (m, 1H)
178 | 29,9 2,29 (m, 1H) H-19a; H-21
17a 1,53 (m, 1H)
18a | 28,1 2,02 (m, 1H)
18b 1,54 (m, 1H)
19a | 34,9 1,76 (m, 1H) H-18a
19b 1,46 (m, 1H)

20 31,3 — H-19a; H-19b; H-21 H-18a

21 69,4 3,99 (s, 1H) H-3p; H-54; H-154; H-19a
22 171,7 H-23

23 25,6 2,37 (s, 3H)

n.d. = ndo detectado neste solvente.
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Figura 58 - Espectro de massa de alta resolucdo de AP-10 (A) e espectro de massa EM/EM obtido a partir do ion

precursor em m/z 323,00 (B).
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Figura 59 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de AP-10 (obtido no suporte UATR).
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Figura 60 - Espectro de RMN 'H de AP-10 protonado (CD;0D, com supressio do sinal da dgua, 500 MHz).
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Figura 61 - Expansio do espectro de RMN 'H de AP-10 protonado (CD;0D, 500 MHz), correspondente a regido
entre 4,0 e 1,4 ppm.
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Figura 62 - Espectro de RMN "C-CPD (A) e APT (B) de AP-10 protonado (CD;0D, 75 MHz).
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Figura 63 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC de AP-10 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansio.
—] Yot F
e . Y k2
<+ .
- - -
- - . ‘ E




eterminagio strutural de A 210 95

Figura 64 - Espectro de RMN 2D 'H,"H-COSY de AP-10 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansio.
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Figura 65 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-10 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 66 - Espectro de RMN 2D 'H,"H-NOESY de AP-10 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansio.
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Figura 67 - Espectro de NOE Seletivo de AP-10 protonado, obtido por irradiagdo no hidrogénio em dy 3,99 (H-
21) (CD;0D, 500 MHz).

7.5947
7.5797

—— 39947
34899
3.4728
3.4658

5321
5040
4757
4484
4244

=
o
£
R

_
=100.00 —
165

o |
w
@ |
o
~
n
~
°
o |
n
o |
o
o |
0
o ]
©
&
n
ol
o
o
o
» |
=}
n
n
n
=}
=
2
o |
w
E




eterminagio strutural de A 210

97

Figura 68 - Espectro de RMN 'H de AP-10 desprotonado (CD;0D, 500 MHz) e expansio da regido entre 3,5 e

1,2 ppm.
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Figura 69 - Espectro de RMN
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BC-CPD de AP-10 desprotonado (CD;0D, 125 MHz).
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Figura 71 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-COSY de AP-10 desprotonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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Figura 72 - Espectro de RMN 2D 'H,””C-HMBC de AP-10 desprotonado (CD;OD, 500 x 125 MHz) e

expansoes.
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Figura 73 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-10 desprotonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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Figura 74 - Espectro de RMN 'H de AP-10 protonado [(CDs),SO, 500 MHz] a 80 °C e expansdo da regido

correspondente aos hidrogénios aromdticos em dy 7,0-7,9.
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Figura 75 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-COSY de AP-10 protonado [(CDs),SO, 500 x 500 MHz] a 70 °C e
expansdo da regido aromadtica.
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Figura 76 - Espectro de RMN 2D 1H,13C-HMQC de AP-10 protonado [(CDj3),SO, 500 x 125 MHz] a 70 °C e
expansdo da regido aromadtica.
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Figura 77 - Espectro de RMN "*C-CPD de AP-10 protonado [(CD5),SO, 125 MHz] a 70 °C.
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4.3 Determinacio estrutural de AP-2

AP-2 foi isolado a partir do fracionamento cromatogrifico em cartucho C18 e
CLAE da fracdo APSE-D-7 (ver Parte Experimental, p. 224), sendo obtido como uma resina
marrom, com [a']f)o = + 59,4° (c 0,24, MeOH). O espectro de massa de alta resolucdo (Figura
84, p. 109), obtido por ionizagdo por electrospray no modo positivo, exibiu o pico da
molécula protonada [M + H]" em m/z 353,2287 (calculada 353,2229), sugerindo a férmula
molecular Cy;H»3N,0,, cujo IDH é 10.

A andlise do espectro na regidao do infravermelho de AP-2 (Figura 85, p. 109)
mostrou bandas de absorcdes semelhantes aquelas observadas para o composto AP-10.
Verificou-se uma banda intensa em 1659 cm'l, atribuida a uma carbonila de amida, bandas em
1194 e 1130 cm™, caracteristicas de deformacdes axiais de ligagdes C-N ou C-O, e bandas em
1459 e 1375 cm™, atribuidas as deformacdes angulares simétricas de grupos metileno e
metila, respectivamente.

O espectro de RMN 'H de AP-2 (Figura 86, p. 110) exibiu um tripleto em Jy 7,23
(J = 8,0 Hz, H-10) e dois dupletos em dy 7,18 (J = 8,0 Hz, H-9) e 7,02 (J = 8,0 Hz, H-11),
sugerindo a presencga do sistema inddlico ou di-hidroindélico com uma substitui¢do no anel
benzénico. Varias bandas foram visualizadas na regido entre 1,3 a 3,9 ppm, destacando-se
dois simpletos, um em Jy 3,88, caracteristico de hidrogénios de metoxila ligada a anel
benzénico, e outro em Jy 2,12, associado aos hidrogénios de metila de grupo acetilico, como
verificado no composto AP-10.

O espectro de RMN *C-CPD de AP-2 (Figura 87, p. 111) exibiu 21 sinais. Como
ja foi observado anteriormente, foi verificado outro sinal, através do espectro HSQC (Figura
88, p. 111), o qual se encontrava sobreposto ao sinal do metanol deuterado. A comparagdo
com o espectro DEPT 135 (Figura 87, p. 111) determinou o padrdo de hidrogenacdo dos
carbonos, identificando-se sete sinais de carbonos ndo-hidrogenados, quatro de carbonos
mono-hidrogenados, nove de carbonos metilénicos e dois de carbonos metilicos (Tabela 6, p.
108).

Os sinais de carbonos em d¢c 173,1 (C-22) e 25,0 (C-23) foram associados a
presenca de grupo N-acetilico, e o sinal em dc 151,2 (C-12), caracteristico de carbono sp’
oxigenado, sugeriu a substitui¢do de um dos hidrogénios benzénicos por uma metoxila, esta
absorvendo em J¢c 56,3. Comparando-se com os dados de RMN B¢ do composto AP-10
protonado, observaram-se muitos valores de deslocamentos quimicos semelhantes e, por isso,

foi possivel propor para o composto a estrutura de AP-10 acrescida de uma metoxila ao anel
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benzénico. Vale ressaltar que o composto também foi isolado por CLAE utilizando-se TFA,
por isso considerou-se que estava em sua forma protonada.

Devido as multiplicidades dos hidrogénios ligados a carbonos aromdticos (dois
dupletos e um tripleto), existiam duas possiveis localiza¢des para o substituinte metoxila, os
carbonos C-9 ou C-12. Porém, a partir da andlise do espectro bidimensional HMBC (Figura
89, p. 112), determinou-se a posi¢do da metoxila no carbono C-12, através das correlacdes
observadas entre os hidrogénios em dy 7,23 (H-10), 7,02 (H-11) e 3,88 com o carbono em d¢
151,2 (C-12) e, principalmente, entre o hidrogénio em Jy 7,18 (H-9) com o carbono em dc
59,6 (C-7), assegurando que a posicdo 9 pertence a um carbono hidrogenado (Figura 78, a).
As posicdes dos carbonos C-8 e C-13 foram perfeitamente justificadas pelas correlagdes entre
os hidrogénios em dy 7,23 (H-10), 3,89 (H-21) e 2,03 (H-6§) com o carbono em d¢ 143,5 (C-
8); e em oy 7,18 (H-9) e 7,02 (H-11) com o carbono em d¢ 131,2 (C-13) (Figura 78, b). Outras
importantes correlagdes foram verificadas entre o hidrogénio em Jy 3,03 (H-6a) com os
carbonos em d¢c 72,4 (C-2) e 59,6 (C-7); 3,79 (H-5a) com o carbono em ¢ 48,8 (C-3); 3,48
(H-3a) com os carbonos em d¢c 69,3 (C-21) e 33,5 (C-15) (Figura 78, c); 3,89 (H-21) com os
carbonos em Jd¢ 52,4 (C-5), 33,8 (C-6) e 29,9 (C-17); 1,88 (H-18a) com os carbonos em d¢
59,6 (C-7), 31,3 (C-20) e 25,9 (C-16); 1,71 (H-19a) com os carbonos em dc 69,3 (C-21) e
29,9 (C-17) (Figura 78, d).

Figura 78 - Subestruturas com setas mostrando algumas importantes correlagdes a longa distincia 'H-""C

observadas no espectro HMBC do composto AP-2.
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O espectro COSY (Figura 90, p. 112) mostrou os acoplamentos vicinais dos
hidrogénios em dy 3,79 (H-5a) com 3,03 (H-6a) e 2,03 (H-68); oy 3,66 (H-54) com 2,03 (H-
6f); ou 3,48 (H-3a) com 1,78 (H-14b); oy 3,45 (H-3b) com 2,05 (H-14a); oy 2,75 (H-160) com
2,26 (H-17p) e 1,50 (H-17a); ou 2,37 (H-16§) com 2,26 (H-17p); ou 2,05 (H-14a) e 1,78 (H-
14b) com 1,62 (H-15a) e 1,44 (H-15b); on 1,88 (H-18a) com 1,71 (H-19a) e 1,38 (H-195); du
1,71 (H-19a) com 1,47 (H-18b), e deste com 1,38 (H-19p).
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A partir dos dados expostos, determinou-se que a estrutura do composto AP-2 € a
mostrada na Figura 79, cuja pesquisa no “SciFinder” o identificou como o alcaloide

plumerano 15-desmetoxipirifolina.

Figura 79 - Estrutura do composto AP-2.

Analisando a Figura 81 (p. 106), observa-se que a presenca do substituinte
metoxila no carbono C-12 causa uma blindagem aos carbonos 9 (6 115,3), 11 (0 113,5) e 13
(6 131,2), e uma desblindagem aos carbonos 8 (6 143,5) e 10 (6 128,7), relativamente ao
benzeno nao-substituido do di-hidroindol. Isso é claramente explicado pelo efeito mesomérico
doador da metoxila, que protege as posicdes orto e para, mas nio protege as posicdes meta.
Quanto a comparacdo dos dados de AP-2 com aqueles da literatura, ambos em CDClIs,
verificaram-se diferencas mais significativas em alguns valores de hidrogénio, provavelmente
devido a protonagdo do composto AP-2. Também se observou que a disposicdo dos valores de
deslocamentos quimicos dos carbonos metilénicos C-15 a C-19 ndo era semelhante, porém os
assinalamentos feitos para AP-2 foram baseados em andlises minuciosas dos espectros
bidimensionais COSY, HSQC e HMBC, e estdo em concordincia com aqueles observados

para os compostos AP-9 e AP-10 (Figura 80).

Figura 80 - Estruturas dos compostos AP-9 e AP-10.
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Figura 81 - Comparagio dos dados de RMN 'H e C dos compostos protonados AP-10 (I: 500 e 75 MHz,
CD;0D) e AP-2 (II: 500 e 75 MHz, CD;0D), e comparagdo de AP-2 (III) com dados da literatura para o
alcaloide 15-desmetoxipirifolina (IV; ARAUJO JR. et al., 2007), ambos em CDCl; a 500 e 125 MHz. Asterisco

indica hidrogénio ndo detectado.
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A estereoquimica relativa do composto foi identificada através dos acoplamentos
dipolares observados no espectro NOESY (Figura 91, p. 113), entre os hidrogénios em dy
3,79 (H-5a) com 2,26 (H-178), oy 3,03 (H-6a) com 2,37 (H-168), e em Jy 3,89 (H-21) com
1,38 (H-19f), mostrando que tais hidrogénios encontram-se espacialmente préximos, e,
comparado com a literatura (ARAUJO JR. er al., 2007), apresentam a mesma configura¢io: a
para H-21 e f para os carbonos 5, 6, 16 e 17. O modelo molecular 3D, construido pelo
programa “ChemSketch”, referente a molécula mais estdvel, mostra que os anéis C, D e F

encontram-se em conformagdes em barco (Figura 82).

Figura 82 - Estrutura tridimensional do composto AP-2 protonado, com setas duplas mostrando acoplamentos
dipolares observados no espectro NOESY (A), e modelo molecular 3D obtido pelo programa “ChemSketch” (B).
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A andlise de todos os dados permitiu identificar o composto AP-2 como o
alcaloide plumerano hexaciclico (+)-15-desmetoxipirifolina (Figura 83, p. 108), isolado
anteriormente da casca do caule (ARAIjJO JR. et al., 2007) e das folhas (CRAVEIRO;
MATOS:; SERUR, 1983) de Aspidosperma pyrifolium.
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Figura 83 - Estrutura do composto AP-2, em sua forma neutra, identificado como o alcaloide plumerano (+)-15-
desmetoxipirifolina.

Tabela 6 - Dados de RMN 'H e *C do composto AP-2 protonado (500 e 75 MHz, CD;0D), e correlacdes a mais
de uma ligacdo observadas no espectro HMBC.

AP-2
HSQC HMBC
oc on (mult, J, H) Jen Jcn
2 72,4 — H-16a; H-18a; H-18b H-6a
3a 48,8 3,48 (m, 1H) H-5a
3b 3,45 (m, 1H)
S5a 52,4 3,79 (t, 10,0 Hz, 1H) H-6p H-3b; H-21
5p 3,66 (t, 10,0 Hz, 1H)
6a 33,8 | 3,03 (dd, 14,0; 10,0 Hz, 1H) H-21
6p 2,03 (m, 1H)
7 59,6 — H-6a; H-64; H-21 H-54; H-9; H-16a; H-18a
8 143,5 — H-64; H-10; H-21
9 115,3 7,18 (d, 8,0 Hz, 1H) H-11
10 128,7 7,23 (t, 8,0 Hz, 1H)
11 113,5 7,02 (d, 8,0 Hz, 1H) H-10 H-9
12 151,2 H-11 H-10; OCH3-12
13 131,2 — H-9; H-11
14a 16,2 2,05 (m, 1H) H-3b; H-15b
14b 1,78 (m, 1H)
15a 33,5 1,62 (m, 1H) H-3a
15b 1,44 (m, 1H)
16a 25,9 2,75 (td, 13,0; 6,0 Hz, 1H) H-17a; H-174 H-18a
16f 2,37 (m, 1H)
178 29,9 2,26 (m, 1H) H-19a; H-21
17a 1,50 (m, 1H)
18a 29,1 1,88 (td, 12,0; 2,0 Hz, 1H) H-16a
18b 1,47 (m, 1H)
19a 35,1 1,71 (td, 12,0; 6,5 Hz, 1H) H-18a
194 1,38 (m, 1H)
20 31,3 — H-17a; H-19a; H-21 H-18a
21 69,3 3,89 (s, 1H) H-3a; H-17a; H-19a
22 173,1 — H-23
23 25,0 2,12 (s, 3H)
OCH; | 56,3 3,88 (s, 3H)
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Figura 84 - Espectro de massa de alta resolucdo de AP-2, obtido por ESI, mostrando o pico da molécula

protonada [M + H]* em m/z 353,2287.
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Figura 85 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de AP-2 (obtido no suporte UATR).
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Figura 86 - Espectro de RMN 'H de AP-2 protonado (CD;OD, com supressio do sinal da dgua, 500 MHz) e

expansoes.

-

o E

R

- | G M e
TTTETTRNTORNEY T 1538 T
NNV LN N W W1/
OCH;
21

3a
P &4 3b 6a 16a

W W e

-l gl -

T T T T T T T T T
240 235 230 225 220 215 210 205 200 185

T T
190 185

IED 175 I?D 155 IECI ISE 15CI 145 140




etermineagio Zstrutural de A 'R2 111
Figura 87 - Espectro de RMN BC-CcPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-2 protonado (CD;0D, 75 MHz).
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Figura 88 - Espectro de RMN 2D "H,"*C-HSQC de AP-2 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansio.
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Figura 89 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-2 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 90 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-2 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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Figura 91 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-2 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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4.4 Determinacao estrutural de AP-3

O composto AP-3 foi obtido de modo similar ao composto AP-2, sendo isolado
por CLAE com solugdo aquosa acida de TFA 0,1% em CH3;CN (73:27), utilizando fluxo de
4,0 mL/min e forno a 40 °C (ver Parte Experimental, p. 224). Ele apresentou-se como uma
resina avermelhada, com [a]; = + 56,7° (¢ 0,05, MeOH) {[e], = + 105° (CRAVEIRO;
MATOS; SERUR, 1983)}.

Sua férmula molecular C3H30N,O;3 foi deduzida a partir do pico da molécula
protonada [M + H]" em m/z 383,2386 (calculada 383,2335), observado no espectro de massa
de alta resolucdo (Figura 96, p. 119), referente a um IDH = 10. O espectro de massa de baixa
resolucdo (Figura 97, p. 119), o qual mostrou o pico do fon molecular em m/z 382, revelou
picos em m/z 354 [M" — 28], 339 [M" — 43], 154 [M" - 228], 139 [M" — 243] ¢ 109 [M" —
273].

O espectro na regido do infravermelho de AP-3 (Figura 98, p. 119) apresentou
bandas de absorcdes semelhantes aquelas observadas para o composto AP-2. Observou-se
uma banda intensa em 1656 cm'l, atribuida a uma carbonila de amida, bandas em 1190 e 1131
cm’', caracteristicas de deformacdes axiais de ligagdes C-N ou C-O, bandas em 1458 e 1374
cm™, atribuidas 2s deformacdes angulares simétricas de grupos metileno e metila,
respectivamente, e bandas em 1593 e¢ 1487 cm’, caracteristicas de deformacdes axiais de
ligacdes C=C de anel aromético.

O espectro de RMN 'H de AP-3 (Figura 99, p. 120) exibiu dois dupletos, em Jy
7,53 (J = 8,0 Hz, H-9) e 6,91 (J = 8,0 Hz, H-11), e trés simpletos, dos quais dois sdo
caracteristicos de hidrogénios de metoxilas, em dy 3,71 e 3,26, e um € caracteristico de
hidrogénios da metila de grupo N-acetilico, em Jy 2,24. Além destes, foram visualizados
diversos multipletos entre 3,5 e 1,0 ppm (Tabela 7, p. 118).

O espectro COSY (Figura 100, p. 121) exibiu acoplamentos entre o hidrogénio em
0 7,53 com um sinal em ¢ 7,22, e deste com o hidrogénio em J 6,91, mostrando a existéncia
de um terceiro hidrogénio ligado a carbono aromadtico, fato confirmado apds andlise do
espectro HSQC (Figura 101, p. 121), onde se verificou a correlagdo de um sinal sobreposto
pelo sinal da piridina, em Jy 7,22 (H-10), com o carbono em J¢ 127,2 (C-10).

O espectro de RMN "*C-CPD (Figura 102, p. 122) mostrou 22 linhas espectrais, e
a comparacgdo com o espectro DEPT 135 (Figura 102, p. 122) revelou trés sinais de carbonos
sp2 ndo-hidrogenados (6 170,5, 145,3 e 131,4), trés de carbonos sp2 mono-hidrogenados (J

127,2, 115,7 e 112,4), e entre os sinais de carbonos sp3 foram identificados trés de carbonos
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quaternarios (0 71,9, 59,2 e 37,3), dois de carbonos metinicos (6 84,1 e 68,9), oito de
carbonos metilénicos (0 51,5, 46,9, 34,4, 30,8, 29,2, 25,9, 22,9 e 21,3) e trés de carbonos
metilicos (6 57,5, 55,9 e 25,3).

O sinal de carbono restante para completar a férmula molecular, em J¢ 149,9 (C-
12), foi observado apenas no espectro HMBC, através dos acoplamentos entre os hidrogénios
em oy 7,53 (H-9), 7,22 (H-10), 6,91 (H-11) e 3,71 (OCH3-12) com o referido carbono.

Comparando-se os dados de carbono com aqueles do composto AP-2 notou-se o
surgimento de outro grupo metoxilico e a substituicio de um carbono metilénico por um
oximetinico, em d¢ 84,1, sugerindo que a diferenga entre os compostos seria uma metoxila
adicional, concordante com a diferenca de apenas 30 unidades de massa. Buscando algo
similar na literatura encontrou-se o alcaloide pirifolina (Figura 92), cujo substituinte
metoxilico encontra-se posicionado no carbono C-15. Entdo, o préximo passo foi confirmar a
posicdo desse substituinte, assim como o restante da molécula, analisando-se os espectros

bidimensionais HMBC e COSY.

Figura 92 - Estrutura do alcaloide pirifolina.

O espectro HMBC de AP-3 (Figura 103, p. 122) provou que a metoxila em d¢c
55,9/6u 3,71 estava diretamente ligada ao carbono em Jc 149,9 (C-12), enquanto a metoxila
em oc 57,5/0y 3,26 estava ligada ao carbono em d¢c 84,1 (C-15), devido as correlacdes, a trés
ligacdes, entre os referidos hidrogénios metoxilicos e esses carbonos, assim como entre o
hidrogénio em Jy 2,90 (diretamente ligado ao carbono em d¢ 84,1) com o carbono em d¢ 57,5.

A posi¢do da segunda metoxila foi ratificada ainda pela correlacdo entre os
hidrogénios em Jy 1,72 (2H-14) com o carbono oximetinico em d¢ 84,1 (C-15), e também
pelo acoplamento escalar entre os hidrogénios em Jy 2,90 (H-15) e 1,72 (2H-14), observado
no espectro COSY. Isso ocorre porque como os hidrogénios em dy 1,72 pertencem ao carbono

metilénico mais blindado, em d¢ 21,3, e como € conhecido para os demais compostos que este
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carbono sempre ocupa a posicio 14, confirmou-se que a metoxila estaria realmente ligada ao
carbono C-15, pois a posi¢do 3 seria do carbono em d¢ 46,9, diretamente ligado ao nitrogénio.

Quanto aos demais carbonos metilénicos, as correlacdes entre o hidrogénio em Jy
3,43, diretamente ligado ao carbono metinico nitrogenado C-21 (d¢ 68,9), com os carbonos
em dc 22,9 e 30,8 asseguraram que estes somente poderiam ocupar as posicdes 17 e 19.

O conjunto dos dados analisados, aliado ao valor positivo da rotacio especifica,
confirmou a estrutura de AP-3 como sendo o alcaloide (+)-pirifolina, proposto anteriormente.
Neste caso, ele encontra-se protonado devido ao modo como foi isolado por CLAE, utilizando
TFA, e devido a quantidade obtida ndo foi efetuado o desprotonamento.

A estereoquimica relativa do composto foi determinada como a mesma da
literatura. Os acoplamentos dipolares, observados no espectro NOESY (Figura 104, p. 123),
entre os hidrogénios em Jy 3,43 (H-21), 2,90 (H-15) e 1,07 (H-198), e entre os hidrogénios
em oy 2,90 (H-15) com 1,07 (H-19p), confirmaram as configuragdes a dos hidrogénios H-15
e H-21 e, consequentemente, a configuracdo f da metoxila ligada ao carbono C-15. O
acoplamento entre os hidrogénios H-6a (dy 2,74) e H-16§ (dy 2,46) indicou que os carbonos 6
e 16 estavam posicionados para a frente do plano, como ocorre nos alcaloides plumeranos da
série (+). Também se observou o acoplamento dipolar entre os hidrogénios em Jy 6,91 (H-11)
e 3,71 (OCHj3-12) (Figura 93).

A representacdo 3D de AP-3, obtida através do programa “ChemSketch”, mostrou
que a molécula mais estdvel apresentava os anéis C, D e F em conformacdes em barco, fato

condizente com todos os acoplamentos observados para AP-3, como visto na Figura 93.

Figura 93 - Estrutura tridimensional do composto AP-3 protonado, mostrando setas duplas que indicam os
acoplamentos dipolares vistos no espectro NOESY (A), e modelo molecular 3D obtido no programa
“ChemSketch” (B).

A comparacdo com os deslocamentos quimicos de RMN °C de AP-2 (Figura 94,
p- 117) mostra o efeito do substituinte metoxila no carbono 15 do composto AP-3, causando

desprotecdo o ao carbono diretamente ligado, f aos carbonos 14 e 20, e protecdo y aos
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carbonos 3, 19, 21, e, principalmente, 17, cujo deslocamento passou a ser 22,9 ppm. Neste

caso, verificou-se uma protecdo adicional devido ao efeito estérico causado entre o

grupamento metoxila e o carbono metilénico C-17, ja que estdo posicionados para um mesmo

lado. A figura mostra também os dados de RMN '"He BC de AP-3 em CDCl;, para uma

melhor comparagdo com os dados descritos na literatura por Oliveira (1999), visto que

Craveiro e colaboradores (1983) relataram apenas alguns valores de hidrogénio, sem

indicarem suas posi¢des. Notou-se a mesma atribui¢do dos carbonos metilénicos, exceto para

C-18 e C-19, que se apresentavam invertidos. Por fim, verificou-se que os hidrogénios de AP-

3 estavam mais desblindados que os da literatura, fato este justificado pelo efeito da

protonacao.

Figura 94 - Comparagio dos dados de RMN 'H e "*C do composto AP-3 protonado (II e III) com aqueles
descritos anteriormente para AP-2 protonado (I), e dados da literatura para o alcaloide pirifolina (IV;
OLIVEIRA, 1999) (I: 500 e 75 MHz, CD;0D; II: 500 e 125 MHz, CsDsN; III: 300 e 75 MHz, CDCl;; IV: 300 e

75 MHz, CDCl5).
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Dessa forma, o composto AP-3 foi caracterizado como o alcaloide 1-acetil-6,17-

dimetoxiaspidofractinina, conhecido como (+)-pirifolina (Figura 95, p.

118), isolado

anteriormente das folhas e da casca do caule de Aspidosperma pyrifolium (CRAVEIRO;
MATOS; SERUR, 1983; MITAINE et al., 1996).
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Figura 95 - Estrutura do composto AP-3, em sua forma neutra, identificado como o alcaloide plumerano (+)-

pirifolina.

Tabela 7 - Dados de RMN 'H e *C do composto AP-3 protonado (500 e 125 MHz, CsDsN), e correlagdes a mais
de uma ligacdo observadas no espectro HMBC.

AP-3
HSQC HMBC
dc ou (mult, J, H) *Jcu *Jcn
2 71,9 — H-160; H-18a; H-18b
3 46,9 3,32 (m, 2H) H-14
Sa 51,5 3,48 (m, 1H) H-6p4 H-21
5b 3,39 (m, 1H)
6a 34,4 2,74 (m, 1H) H-21
6p 1,89 (m, 1H)
7 59,2 — H-64; H-21 H-9; H-16a
8 145,3 — H-64; H-10; H-21
9 115,7 7,53 (d, 8,0 Hz, 1H) H-11
10 127,2 7,22 (*, 1H)
11 112,4 6,91 (d, 8,0 Hz, 1H) H-9
12 149,9 H-11 H-10; OCH3-12
13 131,4 — H-9; H-11
14 21,3 1,72 (m, 2H)
15 84,1 2,90 (m, 1H) H-14 OCH;3-15
16a 259 2,90 (m, 1H) H-18a
16 2,46 (m, 1H)
17a 22,9 1,89 (m, 1H) H-16a H-19¢a; H-21
17b 1,85 (m, 1H)
18a 29,2 1,85 (m, 1H) H-19a H-16a
18b 1,53 (m, 1H)
19a 30,8 2,00 (m, 1H) H-17b; H-21
194 1,07 (t, 12,0 Hz, 1H)
20 37,3 H-17b; H-19a; H-15
21 68,9 3,43 (m, 1H) H-17a
22 170,5 — H-23
23 25,3 2,24 (s, 3H)
OCH;-12 55,9 3,71 (s, 3H)
OCH;-15 57,5 3,26 (s, 3H) H-15

* Multiplicidade ndo detectada, pois o sinal estd sobreposto por um dos sinais da piridina deuterada, em Jy 7,22.



eterminagio Lstrutural de A D3

119

Figura 96 - Espectro de massa de alta resolucdo de AP-3, obtido por ESI, mostrando o pico da molécula

protonada [M + H]* em m/z 383,2386.
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Figura 98 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de AP-3 (obtido no suporte UATR).
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Figura 99 - Espectro de RMN 'H de AP-3 protonado (CsDsN, com supressdo do sinal da dgua, 500 MHz) e
expansdo da regido entre 3,8 e 1,0 ppm.
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Figura 100 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-3 protonado (CsDsN, 500 x 500 MHz) e expanso.
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Figura 101 - Espectro de RMN 2D 'H,”C-HSQC de AP-3 protonado (CsDsN, 500 x 125 MHz) e expansdo.
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Figura 102 - Espectro de RMN 3C-CPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-3 protonado (CsDsN, 125 MHz).
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Figura 104 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-3 protonado (CsDsN, 500 x 500 MHz) e expansao.
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4.5 Determinacio estrutural de AP-1
O composto AP-1 foi inicialmente isolado a partir de cromatografia em coluna da
fracdo APSE-D, através de recristalizagdo do precipitado formado na fracido coletada com

CH,Cl,-AcOEt 50% (ver Parte Experimental, p. 221). Ele foi obtido na forma de cristais em
formato de agulha e apresentou ponto de fusdo 202,5-204,5 °C e [a]i,o = + 89,0° (c 0,19,

CHCL) {[e], =+ 92° (CRAVEIRO; MATOS; SERUR, 1983)}.

O espectro de massa de alta resolugdo de AP-1 (Figura 110, p. 129), obtido por
ESI no modo positivo, exibiu o pico da molécula protonada [M + H]" em m/z 355,2369
(calculada 355,2385), compativel com a férmula molecular C»;,H30N,O,, cujo IDH € 9.

Através da andlise do espectro na regido do infravermelho de AP-1 (Figura 111, p.
129) observaram-se as bandas em 1606, 1591, 1496 e 1452 cm'l, bem caracteristicas da
presenca de ligagdes C=C de anel benzénico, a banda em 1639 cm™, caracteristica de ligacio
C=0 de amida, e as bandas em 1439 e 1381 cm'l, atribuidas as deformacgdes angulares
simétricas de grupos metileno e metila, respectivamente.

O espectro de RMN 'H de AP-1 (Figura 112 e Figura 113, p. 130) mostrou trés
sinais de hidrogénios ligados a carbonos aromadticos em dy 7,23 (t, H-10), 7,01 (d, H-9) e 6,93
(d, H-11), todos acoplando entre si com constantes de acoplamento orto de 8,0 Hz. Suas
multiplicidades, caracteristicas de anel benzénico 1,2,3-tri-substituido, propuseram uma
substitui¢do no anel benzénico do sistema di-hidroinddlico. Um simpleto em Jy 3,77 foi
atribuido aos hidrogénios de uma metoxila ligada a anel benzénico, devido a este valor de
deslocamento quimico ser bem caracteristico de tal metoxila. Outro simpleto em dy 2,32 (3H-
23) foi atribuido aos hidrogénios de um grupo N-acetilico.

O espectro de RMN C-CPD de AP-1 (Figura 114, p. 131) exibiu 21 sinais de
carbonos, e o sinal muito pouco intenso em Jc 171,8 (C-22), caracteristico de carbonila, foi
confirmado pelo espectro HMBC. O sinal que faltava para completar a férmula molecular, em
oc 150,6 (C-12), encontrava-se sobreposto por um dos tripletos da piridina deuterada, e
também foi visto pelo espectro HMBC. A andlise do espectro HSQC (Figura 115, p. 131), e
comparag@o com o espectro HSQC Editado (Figura 116, p. 132), permitiram a observagdo de
cinco sinais de carbonos mono-hidrogenados (d¢ 126,9, 116,4, 112,1, 71,0 e 70,0), oito de
carbonos metilénicos (d¢c 53,8, 52,7, 38,6, 34,6, 30,6, 25,8, 23,7 e 22,2) e trés de carbonos
metilicos (d¢ 55,8, 23,5 e 7,2), e por subtracdo foram identificados seis sinais de carbonos

nao-hidrogenados (d¢ 171,8, 150,6, 144,2, 130,4, 54,2 e 36,2) (Tabela 8, p. 128).
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A comparagdo com o padrdo de hidrogenacao dos carbonos do composto AP-2 (7
C, 4 CH, 9 CH; e 2 CHj3) e a diferenca de somente duas unidades de massa a menos que AP-
1, sugeriram a abertura de um dos anéis de AP-2, gerando uma estrutura pentaciclica para AP-
1. Este fato é condizente com o surgimento da metila em Jc¢ 7,2 (C-18), que correlaciona no
espectro HSQC com os hidrogénios tripleto em Jy 0,53 (3H-18), e € tipica de alcaloides
plumeranos pentaciclicos (GUIMARAES; BRAZ-FILHO; VIEIRA, 2012). Outra evidéncia
deste fato € o surgimento do carbono metinico em Jc 70,0, o qual indica a posi¢@o de abertura
do anel no carbono C-2 do esqueleto plumerano, visto que esse valor de deslocamento
quimico € caracteristico de carbono nitrogenado.

Entdo, diante dos dados apresentados, foi proposta a estrutura do alcaloide da
Figura 105, a qual foi confirmada através das correlagdes a longa distancia observadas no

espectro HMBC (Figura 117, p. 133).

Figura 105 - Estrutura proposta para o composto AP-1.

O substituinte metoxila no carbono C-12 foi ratificado pela correlagdo dos
hidrogénios aromaticos H-10 (dy 7,23) e H-11 (Jdy 6,93) e dos hidrogénios metoxilicos em dy
3,77 com o carbono sp” oxigenado C-12 (dc 150,6). A cadeia lateral etila ligada ao carbono C-
20 foi confirmada pelas correlagdes dos hidrogénios diastereotdpicos H-19a (dy 1,33) e H-19b
(05 0,85) com o carbono metilico C-18 (d¢ 7,2) (Figura 106, a, p. 126), dos hidrogénios H-15b
(0n 0,98), H-17a (0y 2,05), H-21 (6y 2,27) e 3H-18 (dy 0,53) com o carbono C-19 (Jc 30,6)
(Figura 106, b, p. 126), e dos hidrogénios 3H-18, H-17a, H-15b e H-21 com o carbono C-20
(dc 36,2). O grupo N-acetilico foi confirmado pela correlagio a *Jen dos hidrogénios metilicos
3H-23 (dy 2,32) com a carbonila C-22 (d¢ 171,8). Outras importantes correlagdes ocorreram
entre os hidrogénios diastereotdpicos H-6a (dy2,09) e H-6b (dy 1,57) e o hidrogénio H-21 (dy
2,27) com o carbono metinico C-2 (d¢ 70,0), a 3JCH (Figura 106, c, p. 126), confirmando a

abertura do anel F em C-2.
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Figura 106 - Subestruturas com setas mostrando algumas importantes correlagdes a longa distancia 'H-"C vistas
no espectro HMBC de AP-1.
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O espectro NOESY de AP-1 (Figura 118, p. 134) mostrou acoplamentos dipolares
entre os hidrogénios H-21 (dy 2,27) com H-3a (04 1,91) e H-19a (04 0,85); H-15a (dy 1,45) e
H-17a (6 0,96) com 3H-18 (dn 0,53); H-38 (01 2,95) e H-56 (du 3,02) com H-14p (du 1,38);
H-2 (0y 4,93) com H-175 (6 2,05) e H-6f (dn 2,09); e H-11 (04 6,93) com os hidrogénios da
metoxila em Jdy 3,77 e estes com os hidrogénios 3H-23 (dy 2,32). Essas interagdes permitiram
determinar a configuracdo £ para o hidrogénio H-2, as configuracdes o para H-21 e para a
cadeia lateral etila, assim como determinar a conformac¢do em barco para o anel C do

esqueleto plumerano (Figura 107).

Figura 107 - Estrutura tridimensional do composto AP-1, com setas duplas mostrando os acoplamentos dipolares
observados no experimento NOESY (A), e modelo molecular 3D obtido pelo programa “ChemSketch” (B).

A comparacdo dos dados de RMN "H e '°C de AP-1 com os dados registrados na
literatura por Zeches e colaboradores (1995) para o alcaloide aspidospermina (Figura 108, p.
127) mostra que os autores inverteram os valores dos carbonos ndo-hidrogenados C-8 (6
128,0) e C-13 (6 141,0), pois visto que o carbono C-13 encontra-se posicionado orto a
metoxila, um grupo ativante e orientador orto/para, ele deve estar mais blindado que o
carbono C-8, posicionado meta a metoxila. Observou-se também uma diferenca de 12,1 ppm

nos deslocamentos das carbonilas do grupo N-acetilico, porém o valor aqui encontrado de
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172,1 ppm é mais frequentemente observado para tal carbonila, visto na literatura que ele
varia entre § 168,3 a 172,0 (ARAUJO JR. et al., 2007; ATTA-UR-RAHMAN et al., 1991;
BRENNAN; SAXTON, 1986; GUIMARAES et al., 2013; McLEAN; REYNOLDS; ZHU,
1987; OLIVEIRA, 1999). Deve-se ainda enfatizar uma forte desblindagem observada para o
carbono C-2 (6 69,7) de AP-1 em relacdo ao da literatura (6 64,0), porém nenhum argumento

foi encontrado para justificar este comportamento.

Figura 108 - Comparacio dos valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e "*C do composto AP-1 (I:
CsDsN, 500 e 125 MHz; II: CDCl;, 500 e 125 MHz) com os dados publicados por ZECHES et al. (1995) para o
alcaloide aspidospermina (III: CDCl;, 300 e 75 MHz).
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O composto AP-1 foi identificado como o alcaloide plumerano pentaciclico (+)-
aspidospermina (Figura 109, p. 128), isolado da casca da raiz, das folhas (CRAVEIRO;
MATOS; SERUR, 1983), das raizes e da casca do caule (MITAINE et al.,, 1996) de
Aspidosperma pyrifolium, além de outras espécies de Aspidosperma (GUIMARAES; BRAZ-
FILHO; VIEIRA, 2012; PEREIRA et al., 2007).
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Figura 109 - Estrutura do composto AP-1, identificado como o alcaloide plumerano (+)-aspidospermina.

Tabela 8 - Dados de RMN 'H e C do composto AP-1 (500 e 125 MHz, CsDsN), e correlacdes a mais de uma
ligacdo observadas no espectro HMBC.

AP-1
HSQC HMBC
oc ou (mult, J, H) *Jcu *Jcn
2 70,0 493 (*, 1H) H-64; H-6a; H-21
38 53,8 2,95 (dl, 10,4 Hz, 1H) H-5a; H-21
3a 1,91 (td, 10,4; 2,2 Hz, 1H)
5p 52,7 3,02 (td, 8,5; 3,0 Hz, 1H) H-64; H-6a
S5a 2,18 (q, 8,5 Hz, 1H)
6p 38,6 2,09 (m, 1H) H-54; H-5a H-21
6a 1,57 (m, 1H)
7 54,2 — H-64 H-54; H-9
8 144,2 — H-10; H-21
9 116,4 7,01 (d, 8,0 Hz, 1H) H-10 H-11
10 126,9 7,23 (t, 8,0 Hz, 1H) H-9
11 112,1 6,93 (d, 8,0 Hz, 1H) H-10 H-9
12 150,6 H-11 H-10; OCH3
13 130,4 — H-9; H-11
14a 22,2 1,69 (q, 13,0 Hz, 1H) H-3p
145 1,38 (m, 1H)
15a 34,6 1,45 (dl, 13,0 Hz, 1H) H-3p; H-194; H-19a
155 0,98 (m, 1H)
16a 25,8 2,05 (m, 1H)
16b 1,54 (m, 1H)
17p 23,7 2,05 (m, 1H) H-154; H-194; H-19a; H-21
17a 0,96 (m, 1H)
18 7,2 0,53 (t, 7,5 Hz, 3H) H-194; H-19a
194 30,6 1,33 (sext, 7,5 Hz, 1H) H-154; H-174; 3H-18; H-21
19a 0,85 (sext, 7,5 Hz, 1H)
20 36,2 H-15p; H-21 H-16a; 3H-18
21 71,0 2,27 (s, 1H) H-34; H-54; H-194; H-19a
22 171,8 3H-23
23 23,5 2,32 (s, 3H)
OCH; | 55,8 3,77 (s, 3H)

* Sinal superposto pela dgua presente na piridina deuterada.
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Figura 110 - Espectro de massa de alta resolugdo de AP-1, obtido por ESI no modo positivo.
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Figura 111 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de AP-1 (obtido no suporte UATR).
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Figura 112 - Espectro de RMN 'H de AP-1 (CsDsN, 500 MHz).
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Figura 113 - Expansdo da regido entre 3,2 e 0,7 ppm do espectro de RMN "H de AP-1 (CsDsN, 500 MHz).

nnnnnnnn

|
OCH; COCH;
22 23

17p;
16a
6
5B 3a v
5a 16b
3p L 150, 154 17«; .
4 198 o
14a

=0 -0-0: - -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
31 30 29 28 T 26 25 X4 023 22 X1 20 0% 1E LT 16 LS 14 L3 12 L1 10 09 08 ppm




eterminagio Lstrutural do A -]

Figura 114 - Espectro de RMN "*C-CPD de AP-1 (CsDsN, 125 MHz).
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Figura 116 - Espectro de RMN 2D 'H,"”C-HSQC de AP-1 (CsDsN, 500 x 125 MHz) editado com CH, (A) e
editado sem CH, (B).
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Figura 117 - Espectro de RMN 2D 'H,"?C-HMBC de AP-1 (CsDsN, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 118 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de AP-1 (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansio.

o

o> «on-:é:;:::
=¢w “@9 ﬁ 8 T:
B

R JLN

o

Iew




eterminegio Zstrutural de A D4 135

4.6 Determinacio estrutural de AP-4

O composto AP-4 foi obtido na mesma corrida cromatogréifica que rendeu os

compostos AP-2 e AP-3, além de mais quantidade do composto AP-1 (ver Parte

Experimental, p. 224). Ele apresentou-se como uma resina marrom, cuja [a']f)o =+ 254° (c

0,11, MeOH) {[er], =+ 10° ¢ 0,009, CHCI; (FRANCA; BROWN; SANTOS, 2000)}.

A férmula molecular de AP-4, C;HxN,O, foi sugerida a partir do pico da
molécula protonada [M + H]" em m/z 325,2325 (calculada 325,2279), visto no espectro de
massa de alta resolucdo (Figura 124, p. 140), referente a uma molécula com IDH = 9.

O espectro na regido do infravermelho de AP-4 (Figura 125, p. 140) mostrou uma
banda intensa em 1667 cm’, associada 2 deformagdo axial de ligagio C=0O de amida.
Absorcoes em 1198 e 1130 cm’ foram atribuidas 2 presenca de ligacdes C-N, e bandas em
1599, 1480 e 1405 cm™ foram atribuidas as deformacdes axiais de ligagdes C=C de anel
benzénico.

O espectro de RMN 'H de AP-4 (Figura 126, p. 141, e Figura 127, p. 142)
apresentou quatro bandas correspondentes a hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, dois
dupletos em oy 8,61 (J =7,5 Hz, H-12) e 7,34 (J = 7,5 Hz, H-9), e dois tripletos em dy 7,29 (J
= 7,5 Hz, H-11) e 7,13 (J = 7,5 Hz, H-10, sobreposto pela dgua presente no solvente
deuterado), sugerindo a natureza inddlica do composto. Os sinais em dy 4,62 (dd, J = 10,5 e
6,0 Hz, H-2), 3,49 (m, H-55), 3,34 (d, J = 10,0 Hz, H-3a) e 3,01 (sl, H-21) foram atribuidos a
hidrogénios ligados a carbonos nitrogenados, devido aos seus deslocamentos. Um simpleto
em oy 2,40 (3H-23) e um tripleto em dy 0,52 (J = 7,0 Hz, 3H-18) foram associados aos
hidrogé€nios de carbonos metilicos, sendo o primeiro caracteristico de metila de grupo N-
acetilico.

O espectro de RMN BC-CPD de AP-4 (Figura 128, p. 143) registrou 21 linhas
espectrais, € a comparagdo com o espectro DEPT 135 (Figura 128, p. 143) permitiu a
observagdo de cinco sinais de carbonos ndo-hidrogenados (6 169,2, 142,0, 138,2, 53,1 e 36,6),
seis de carbonos mono-hidrogenados (J 128,8, 125,1, 123,4, 119,1, 71,0 e 67,0), oito de
carbonos metilénicos (6 53,5, 52,3, 39,1, 33,9, 30,5, 26,1, 23,0 e 21,2) e dois de carbonos
metilicos (0 23,7 e 7,21). Destes, convém destacar os carbonos metinicos em d¢c 71,0 e 67,0,
que correlacionam a uma ligacdo, no espectro HSQC (Figura 129, p. 143), com os
hidrogé€nios em Jy 3,01 e 4,62, respectivamente; o carbono metilico em dc 7,21, que estd
diretamente ligado aos hidrogénios em dy 0,52; e a carbonila em d¢ 169,2, indicando que o

composto também possui o grupo N-acetilico (Tabela 9, p. 139).
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A diferenca de trinta unidades de massa em relacdo ao composto AP-1 ([M + H]*
em m/z 355,2366) levou a propor que a diferenca entre os compostos seria a perda do
substituinte metoxila, fato condizente com a observacdo dos quatro sinais de hidrogénios
ligados a carbonos aromdticos contiguos no espectro de RMN 'H.

Levantamento bibliogréfico na literatura, realizado com o auxilio da ferramenta de
busca “SciFinder”, revelou uma similaridade entre os dados espectrais de AP-4 e o alcaloide
desmetoxiaspidospermina (Figura 119), relatado por Atta-Ur-Rahman e colaboradores (1991).
Entdo, para confirmar a estrutura foram analisados os espectros bidimensionais COSY e

HMBC.

Figura 119 - Estrutura do alcaloide desmetoxiaspidospermina.

O espectro COSY (Figura 130, p. 144) mostrou os acoplamentos escalares do
hidrogénio em dy 4,62 (H-2) com os hidrogénios diastereotdpicos em dy 1,92 (H-16a) e 1,34
(H-16b), além dos acoplamentos entre os hidrogénios em dy 2,18 (H-174) com 1,34 (H-16b),
1,92 (H-16a) com 1,06 (H-17a), e, finalmente, 1,46 (H-19a) e 0,95 (H-19b) com 0,52 (3H-
18).

No espectro HMBC (Figura 131, p. 144) observou-se a correlacdo a duas ligagcdes
dos hidrogénios 3H-23 (dy 2,40) com o carbono C-22 (Jc 169,2), referente ao grupo N-
acetilico, e para ratificar a cadeia etila foram observadas as correlagdes entre os hidrogénios
em oy 1,46 (H-19a) e 0,95 (H-19b) com o carbono metilico em dc 7,21 (C-18). Outras
importantes correlacdes que confirmaram o esqueleto pentaciclico do composto foram
observadas entre o hidrogénio em Jy 4,62 (H-2) com os carbonos em d¢ 142,0 (C-13), 138,2
(C-8), 53,1 (C-7) e 39,1 (C-6) (Figura 120, a, p. 137); entre os hidrogénios em dy 3,01 (H-21)
e 2,33 (H-6a) com o carbono em d¢ 67,0 (C-2); entre os hidrogé€nios em dy 3,01 (H-21), 1,46
(H-19a), 1,13 (H-15a), 0,95 (H-19b) e 0,52 (3H-18) com o carbono quaterndrio em d¢ 36,6
(C-20) (Figura 120, b, p. 137); e entre os hidrogé€nios em dy 2,18 (H-176), 1,13 (H-15a) e 0,52
(3H-18) com o carbono em J¢ 30,5 (C-19) (Figura 120, c, p. 137).
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Figura 120 - Subestruturas com setas mostrando principais correla¢cdes a mais de uma ligagdo observadas no
espectro HMBC do composto AP-4.

A estrutura de AP-4 foi, entdo, confirmada como a do alcaloide plumerano
desmetoxiaspidospermina (Figura 119, p. 136), prosposta anteriormente. Neste caso, o
composto encontra-se em sua forma protonada, devido ao uso do TFA durante o isolamento.

A Figura 121 (p. 138) mostra a comparagio dos dados de RMN 'H e '°C de AP-4
com aqueles relatados na literatura para o alcaloide desmetoxiaspidospermina (ATTA-UR-
RAHMAN et al., 1991), verificando-se que os autores inverteram os valores de ambos
hidrogénios e carbonos-13 para os carbonos benzénicos C-9 (dc 121,4; oy 7,12) e C-12 (J¢
119,2; oy 8,18), cuja correlagdo a 3JC,H do hidrogénio H-9 (dy 7,34) com o carbono C-7 (¢
53,1), observada no espectro HMBC obtido em piridina deuterada, permitiu assinalar
inequivocadamente o carbono C-9. Também foram invertidos os carbonos metilénicos C-6 (dc
37,4; ou 2,55/1,85) e C-17 (oc 21,9; oy 2,22/1,35), cujas posi¢des foram confirmadas pelas
correlacdes a longa distancia, vistas no espectro HMBC, do hidrogénio H-6a (dy 2,33), ligado
ao carbono em Jc¢ 39,1, com o carbono C-7 (d¢ 53,1), e do hidrogénio H-15« (dy 1,13) com o
carbono C-17 (d¢ 23,0; dy 2,18/1,06). Outro grande erro na literatura foi o assinalamento de
C-8, um carbono benzénico substituido cujo valor de d¢ 109,3 é anotado versus o valor de d¢
134,9 observado para AP-4, o qual é consistente com varios outros exemplos de alcaloides
plumeranos da literatura (AHOND et al., 1974; BRENNAN; SAXTON, 1986; GUIMARAES
et al., 2013; LIU et al., 2012; WENKERT et al., 1973). Grandes divergéncias também foram
vistas nos valores dos hidrogé€nios de carbonos nitrogenados, fato justificado pela protonacgio

do composto AP-4, que causa a desblindagem de tais hidrogénios.
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Figura 121 - Comparagdo dos valores de deslocamentos quimicos d¢ RMN 'H e "*C do composto AP-4
protonado (I: CsDsN, 500 e 125 MHz; II: CDCl;, 300 e 75 MHz) com os dados publicados por ATTA-UR-
RAHMAN et al. (1991) para o alcaloide desmetoxiaspidospermina (III: CDCl;, 400 e 100 MHz). Asteriscos
indicam carbonos nio detectados.
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O espectro NOESY de AP-4 (Figura 132, p. 145) possibilitou determinar a
estereoquimica relativa do composto através de acoplamentos dipolares vistos entre os
hidrogénios H-2 (6 4,62) com 3H-23 (J 2,40); H-5a (6 2,59) e H-6a (6 2,33) com H-158 (6
1,49); H-14a (6 1,47) e H-170 (6 1,06) com 3H-18 (6 0,52). Aliado a comparagdo com dados
da literatura, foram determinadas as configuracdes a para o hidrogénio H-21 e para a cadeia
lateral etila, e a configuracdo f para o hidrogénio H-2 e para os carbonos 5 e 6 (Figura 122).

Figura 122 - Estrutura tridimensional do composto AP-4 protonado, mostrando setas duplas que indicam as
interagdes NOE vistas no espectro NOESY (A), e modelo molecular 3D obtido no programa “ChemSketch” (B).

Diante de todos os dados, o composto AP-4 foi identificado como o alcaloide
plumerano pentaciclico (+)-desmetoxiaspidospermina (Figura 123, p. 139), também
conhecido como N-acetilaspidospermidina (ATTA-UR-RAHMAN et al., 1991), isolado
anteriormente da casca do caule de Aspidosperma pyrifolium (MITAINE et al., 1996), além
de outras espécies de Aspidosperma, como A. discolor, A. marcgravianum e A. neblinae
(PEREIRA et al., 2007). Também ha relatos do isolamento deste alcaloide das folhas de
Rhazya stricta (ATTA-UR-RAHMAN et al., 1991) e da casca de Plumeria lancifolia
(FRANCA; BROWN; SANTOS, 2000).
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Figura 123 - Estrutura do composto AP-4, em sua forma neutra, identificado como o alcaloide plumerano (+)-
desmetoxiaspidospermina.

Tabela 9 - Dados de RMN 'H e *C do composto AP-4 protonado (500 e 125 MHz, CsDsN), e correlagdes a mais

de uma ligacdo observadas no espectro HMBC.

AP-4
HSQC HMBC
oc oy (mult, J, H) Jen e

2 67,0 | 4,62 (dd, 10,5; 6,0 Hz, 1H) H-60; H-21
3a 53,5 3,34 (d, 10,0 Hz, 1H) H-5a

3b 2.35 (m, 1H)

56 52,3 3,49 (m, 1H)

5a 2,59 (q, 8,5 Hz, 1H)

6a | 39,1 2,33 (m, 1H) H-2

68 1,58 (t, 10,8 Hz, 1H)

7 53,1 — H-2; H-60; H-21 H-9

8 138.,2 — H-12; H-10; H-2
9 123.,4 7,34 (d, 7,5 Hz, 1H) H-10 H-11

10 125,1 7,13 (t, 7,5 Hz, 1H) H-9 H-12

11 128,8 7,29 (t, 7,5 Hz, 1H) H-10 H-9

12 119,1 8,61 (d, 7,5 Hz, 1H) H-11 H-10

13 142,0 H-12 H-11; H-9; H-2
145 21,2 1,92 (m, 1H) H-15a
14a 1,47 (m, 1H)
154 33,9 1,49 (m, 1H) H-19a; H-19b
15a 1,13 (td, 13,0; 4,0 Hz, 1H)
16a | 26,1 1,92 (m, 1H)
16b 1,34 (qd, 14,0; 3,5 Hz, 1H)
174 23,0 2,18 (t, 14,0 Hz, 1H) H-15a; H-19b; H-21
17a 1,06 (d, 14,0 Hz, 1H)

18 | 72 0.52 (t, 7.0 Hz, 3H) H-19a; H-19b

19a 30,5 1,46 (m, 1H) 3H-18 H-15a; H-178
19b 0,95 (sext, 7,0 Hz, 1H)

20 36,6 — H-15a; H-19a; H-19b; H-21 H-18

21 71,0 3,01 (sl, 1H) H-5p; H-6a; H-19a; H-19b
22 169,2 — 3H-23

23 23,7 2,40 (s, 3H)
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Figura 124 - Espectro de massa de alta resolucdo de AP-4, obtido por ESI, mostrando o pico da molécula

protonada [M + H]* em m/z 325,2325.
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Figura 125 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de AP-4 (obtido no suporte UATR).
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Figura 126 - Espectro de RMN 'H de AP-4 protonado (CsDsN, 500 MHz).
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Figura 127 - Expansdes do espectro de RMN 'H de AP-4 protonado (CsDsN, 500 MHz).
|\ | NS TSN\ e
23 18
21
58 3a
i
Wkl D) O - - - - A = B E
3.5 KX 23 0 I3 1.0 05  pom
EO § GEEEE E %3t
T N7 1A
10
11
12 9
. JL g
R - N |- S N
&8 87 86 85 84 83 82 EX &0 79 78 7.1 7.6 15 74 13 12 7.1 70 ppm




eterminagio Lstrutural de A R4 143

Figura 128 - Espectro de RMN BC-CPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-4 protonado (CsDsN, 125 MHz).

Figura 129 - Espectro de RMN 2D "H,"*C-HSQC de AP-4 protonado (CsDsN, 500 x 125 MHz) e expansdo.
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Figura 130 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-COSY de AP-4 protonado (CsDsN, 500 MHz) e expansdo.

‘ |
)-.l — ll\‘ o) .'\._*A‘.M L pe=

4 i - - a-”
- : e P A b - LI
- . EUCIE R v )
45' s N . v " N
1 . = 8
1 Tg L3 B -
] . - A
' »
) ’ f'.’ S
I : ; +,
|
——

Figura 131 - Espectro de RMN 2D "H,"*C-HMBC de AP-4 protonado (CsDsN, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 132 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de AP-4 protonado (CsDsN, 500 x 500 MHz) e expansio.
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4.7 Determinacao estrutural de AP-8

O composto AP-8 foi obtido do fracionamento cromatografico de APSE-Aq,
sendo isolado por CLAE utilizando mistura terndria composta por 15% de CH;CN-CH;0OH
(40:60) e 85% de solugdo aquosa acida de TFA 0,2% (ver Parte Experimental, p. 228). Ele
mostrou-se Como uma resina marrom e exibiu [a]i,o = -21,5°(c 0,40, MeOH).

A férmula molecular encontrada para o composto, CjgHsN, (IDH = 9), idéntica a
de AP-9, foi deduzida a partir do espectro de massa de alta resolucdo (Figura 140, p. 153), que
exibiu o pico da molécula protonada [M + H]" em m/z 281,2016 (calculada 281,2017). O
espectro de massa sequencial mostrou os picos em m/z 253,1673 [M — 28] * e 208,1055 [M —
731"

O espectro na regido do infravermelho de AP-8 (Figura 141, p. 153) mostrou um
perfil semelhante ao do composto AP-9, observando-se bandas em 3345 cm™, de deformagio
axial de ligacio N-H, 2924 e 2858 cm™, de ligagdes C-H de carbonos sp’, 1101 cm™, de
ligacdo C-N, além das absor¢des em 1606 e 1459 cm™, de ligacdes C=C de anel benzénico,
aliada 2 banda em 744 cm™', caracteristica de deformacdo angular fora do plano de ligagdo C-
H de anel benzénico orto-substituido.

Apesar das semelhancas nos espectros de infravermelho, da mesma massa
molecular e de ambos os compostos, AP-8 e AP-9, apresentarem rotacdes especificas
negativas, constatou-se facilmente que ndo podiam ter estruturas idénticas, pois diferencgas
foram vistas nos espectros de RMN 'H e C, além de apresentarem tempos de retencdo
diferentes na elui¢do por CLAE.

A andlise do espectro de RMN 'H de AP-8 (Figura 142, p. 154, e Figura 143, p.
155) mostrou as quatro bandas caracteristicas do anel benzénico do sistema di-hidroinddlico:
dois dupletos em dy 7,24 (J = 7,5 Hz, H-9) e 6,73 (J = 7,5 Hz, H-12), um tripleto de dupleto
em oy 7,09 (J =7,5e 1,0 Hz, H-11) e um tripleto em dy 6,80 (J = 7,5 Hz, H-10). Na regido
tipica dos hidrogénios ligados a carbonos sp3 nitrogenados foram observados cinco bandas,
com deslocamentos e multiplicidades diferentes daquelas vistas para AP-9: um simpleto em
on 4,16 (H-21), um septeto em Jy 4,12 (J = 6,0 Hz, H-3), um quarteto largo em dy 3,90 (J =
10,0 Hz, H-58), um triplo dupleto em dy 3,64 (J = 12,5, 10,0 e 3,0 Hz, H-50) e um dupleto de
tripleto em dy 2,99 (J = 14,0 e 10,0 Hz, H-6$). Por fim, foram vistos diversos multipletos
entre 2,2 e 1,5 ppm, destacando-se um dupleto em dy 1,58 (3H-14), associado aos hidrogénios
de uma metila vizinha a um carbono metinico, pois eles acoplam com J = 6,0 Hz,

caracteristico de acoplamento vicinal.
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No espectro de RMN "*C-CPD de AP-8 (Figura 144, p. 155) foram visualizadas
19 linhas espectrais, e a comparacdo com o espectro DEPT 135 (Figura 144, p. 155) permitiu
a observacdo de um padrdo de hidrogenacdo dos carbonos diferente do observado para AP-9,
identificando cinco sinais de carbonos nao-hidrogenados (6 151,6, 135,8, 65,6, 58,2 e 42.5),
seis de carbonos mono-hidrogenados (6 129,8, 123,4, 121,3, 112,8, 79,7 ¢ 71,9), sete de
carbonos metilénicos (0 55,7, 44,7, 35,5, 32,1, 31,4, 29,6 ¢ 26,9) e um de carbono metilico (0
18,1) (Tabela 10, p. 152). Pelo espectro HSQC (Figura 145, p. 156), os carbonos metinicos
em Jc 79,7 e 71,9 foram correlacionados aos hidrogénios em oy 4,16 e 4,12, respectivamente,
indicando estarem ligados a nitrogénio devido aos altos valores de deslocamentos, enquanto o
carbono metilico em ¢ 18,1 foi correlacionado aos hidrogénios em oy 1,58. Visto que
possuem a mesma férmula molecular, constatou-se aqui que a diferenca entre AP-8 e AP-9
estd no arranjo de seus carbonos, pois AP-9 apresenta cinco carbonos mono-hidrogenados,
nove carbonos metilénicos e ndo possui nenhum carbono metilico.

Através da andlise do espectro COSY (Figura 146, p. 156), visualizou-se os
acoplamentos escalares do hidrogénio em dy 4,12 (H-3) com os hidrogénios diastereotopicos
em Jy 2,09 (H-15a) e 1,68 (H-15f), e com os hidrogénios metilicos em dy 1,58 (3H-14),
sugerindo que a metila estaria vizinha ao carbono metinico nitrogenado em d¢c 71,9 (C-3), e
que este estaria vizinho também ao carbono metilénico em J¢ 44,7 (C-15), diretamente ligado
aos hidrogénios em dy 2,09 e 1,68. Assim, justificaram-se as multiplicidades desses
hidrogénios, exceto de H-3, pois para ser um septeto ele teria que acoplar com seis outros
hidrogé€nios com constantes de acoplamento iguais, e isso somente seria justificado pelo
atomo de nitrogénio estd ligado a um hidrogénio, ou seja, encontrar-se protonado, fato este ja
esperado devido ao uso do TFA durante o isolamento. O espectro COSY também exibiu os
acoplamentos vicinais dos hidrogénios em oJy 3,90 (H-58) com 2,99 (H-6f) e 1,79 (H-60);
3,64 (H-5a) com 2,99 (H-64); 2,13 (H-17f) com 1,98 (H-16b), e deste com 1,75 (H-17a);
1,92 (H-19a) com 1,82 (H-188) e 1,53 (H-18a).

Entdo, a partir das observacdes acima, aliada a comparagdo com os valores de
RMN 3C do composto AP-9, notou-se que os carbonos dos anéis C, E e F eram semelhantes,
sugerindo que a mudanga ocorreria no anel D e seria resultante da migracdo do carbono C-3
em direcdo ao carbono C-15, gerando a metila C-14 e um anel de cinco membros, como

mostra a Figura 133 (p. 148).
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Figura 133 - Estrutura proposta para o composto AP-8.

Para confirmar a estrutura utilizou-se o espectro HMBC (Figura 147, p. 157), que
possibilitou visualizar as correlagdes 'H-C a longa distancia. Justificando o rearranjo no anel
D foram vistas as correlagdes entre o hidrogénio em dy 4,12 (H-3) com os carbonos em J¢
55,7 (C-5) a 3JCH, e 44,7 (C-15)e 18,1 (C-14) a 2JCH; on 1,58 (3H-14) com os carbonos em J¢
71,9 (C-3) a 2JCH, e 44,7 (C-15) a 3JCH (Figura 134, a); oy 2,09 (H-15a) com os carbonos em
8¢ 79,7 (C-21) € 29,6 (C-17) a *Jep, e 42,5 (C-20) a *Jey (Figura 134, b); oy 1,68 (H-158) com
os carbonos em d¢c 71,9 (C-3) e 42,5 (C-20) a 2Jem, € 31,4 (C-19), 29,6 (C-17) e 18,1 (C-14) a
3 Jeu (Figura 134, ¢). Também foram importantes as correlagdes entre o hidrogénio em dy 4,16
(H-21) com os carbonos em d¢ 135,8 (C-8), 55,7 (C-5), 35,5 (C-6), 31,4 (C-19) e 29,6 (C-17)
a 3JCH, e 58,2 (C-7)e 42,5 (C-20) a 2JCH (Figura 134, d). Outras correlagdes para o restante da

molécula foram mostradas no item “e” da Figura 134.

Figura 134 - Importantes correlagdes a duas e trés ligagdes "H-">C observadas no espectro HMBC de AP-8.

O conjunto de todos os dados analisados permitiu confirmar a estrutura proposta
para o composto AP-8 (Figura 133), identificado como um alcaloide de esqueleto plumerano
rearranjado no anel D, cuja busca no “SciFinder” revelou o caréter inédito desse composto.

Visto que se trata de um novo alcaloide, e apesar da pequena quantidade obtida, o
composto foi submetido a tratamento com uma solu¢do aquosa basica de NH,OH 10% para
desprotond-lo e obter-se os dados de RMN da molécula neutra (Figura 149, p. 159, a Figura
154, p. 162), indispensdveis para o registro na literatura. A estrutura III da Figura 135 (p. 149)

mostra estes dados e a comparagdo com aqueles do composto protonado (II) permite concluir
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que ¢é notavel o efeito de desblindagem do nitrogénio protonado N-4 sobre os hidrogénios de
carbonos vizinhos. Quanto aos deslocamentos quimicos de carbono, as maiores diferencas
foram visualizadas nos carbonos C-3 (40 =2,7), C-14 (46 =- 3,5), C-15 (40=-1,4) e C-8 (40
= - 2,8), sendo a protecdo deste ultimo na molécula protonada explicada pela interacdo

estérica entre os hidrogénios H-N-4 e H-9, causando uma tensdo sobre o carbono C-8.

Figura 135 - Comparacio dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e BC dos compostos AP-9 (I: CD;0D, 500 e
125 MHz) e AP-8 protonado (II: CD;0D, 500 e 75 MHz) e desprotonado (III: CD;0D, 500 e 125 MHz).
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O espectro NOESY de AP-8 desprotonado (Figura 155, p. 162) exibiu interagdes
NOE entre os hidrogénios em dy 3,52 (H-3a) com 1,94 (H-17p); o 2,75 (H-68) com 2,09 (H-
16§) e 1,94 (H-17p); o 3,60 (H-21) com 1,81 (H-195) e 1,42 (H-184). Como possui rotagao
especifica negativa, ele pertence a série (-), ou seja, o hidrogénio 21 e a metila 14 t€m
configuragdes S, juntamente com os carbonos 18 e 19, enquanto os carbonos 5, 6, 16 ¢ 17
possuem configuragdes a, fato condizente com os acoplamentos dipolares observados. O
modelo molecular 3D, obtido pelo programa “ChemSketch”, mostra que a molécula mais
estavel possui os anéis C e F em conformacdes em barco e os anéis D e E em conformacdes

em envelope (Figura 136).

Figura 136 - Estrutura tridimensional do composto AP-8 desprotonado, mostrando setas que indicam os
acoplamentos dipolares vistos no espectro NOESY (A), e modelo molecular 3D obtido no programa
“ChemSketch” (B).

A
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Ja o espectro NOESY de AP-8 protonado (Figura 148, p. 158) mostrou
acoplamentos dipolares entre os hidrogénios em dy 4,16 (H-21) com 1,82 (H-185) e 1,68 (H-
15f); ou 4,12 (H-3a) com 3,64 (H-5a); oy 2,99 (H-68) com 2,13 (H-17p), possibilitando
determinar as mesmas configura¢des acima citadas.

O “Dictionary of Natural Products” (BUCKINGHAM, 1994) mostra que existem
dois sistemas de numeracdo de alcaloides de esqueleto plumerano, um baseado nas regras
IUPAC e outro baseado na biogenética desses compostos (Figura 137). Portanto, de acordo
com o sistema de numeracdo baseado na IUPAC, o composto AP-8 foi denominado (-)-
(85,125,19R)-rel-(8aH)-6(7—8)-abeo-2,3,4,5,11,12-hexahidro-6H,13aH,3a,5a-etano-1H-
indolizino[8,1-cd]carbazol. E, de acordo com o sistema de numeracdo baseado na biogenética,
0 qual é o adotado neste trabalho, o composto foi denominado (-)-(3S,7S,21R)-rel-(30.H)-
15(14—3)-abeo-2,16,17,20,6,7-hexahidro-15H,8aH,16a,20a-etano-1H-indolizino[3,1-
cd]carbazol, também denominado (3aH)-15(14—3)-abeo-aspidofractinina, ou ainda, de

acordo com as regras [UPAC (2004), 3,15-ciclo-14,15-seco-3a-aspidofractinina.

Figura 137 - Sistemas de numeracdo de alcaloides de esqueleto plumerano, baseados no sistema de nomenclatura
IUPAC (a) e na biogenética desses alcaloides (b).

(a) (b)

A Figura 138 mostra a proposta feita para justificar o rearranjo ocorrido no anel D
do esqueleto plumerano que gerou o composto AP-8. O mecanismo proposto foi a formacao
radicalar de uma ligag@o entre os carbonos C-3 e C-15, que resultou na geracio da metila C-

14.

Figura 138 - Mecanismo hipotético para o rearranjo radicalar biogenético sugerido para a constri¢do do anel D
do alcaloide plumerano AP-8.

14
H CH;
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Dessa forma, o composto AP-8 foi caracterizado como um alcaloide inédito, com
esqueleto plumerano rearranjado no anel D, denominado (-)-(3S,7S,21R)-rel-(30H)-
15(14—3)-abeo-2,16,17,20,6,7-hexahidro-15H,8aH,16a,20a-etano-1H-indolizino[3,1-
cd]carbazol (Figura 139, p. 152).
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Figura 139 - Estrutura do composto AP-8, um novo alcaloide denominado (-)-(3S,7S,21R)-rel-(3aH)-15(14—3)-

abeo-2,16,17,20,6,7-hexahidro-15H,8aH,16a,20a-etano-1H-indolizino[ 3, 1-cd]carbazol.

Tabela 10 - Dados de RMN 'H e *C do composto AP-8 protonado (500 e 75 MHz, CD;0D), e correlacdes a
mais de uma ligagdo observadas no espectro HMBC.

AP-8
HSQC HMBC
dc ou (mult, J, H) *Jcu Jcn
2 65,6 — H-16b; H-16a; H-18a H-6a; H-17a
3 71,9 4,12 (sept, 6,0 Hz, 1H) 3H-14; H-15p
58 55,7 3,90 (ql, 10,0 Hz, 1H) H-6a H-3; H-21
S5a 3,64 (ddd, 12,5; 10,0; 3,0 Hz, 1H)
6p 35,5 2,99 (dt, 14,0; 10,0 Hz, 1H) H-21
6a 1,79 (m, 1H)
7 58,2 — H-60; H-21 H-9; H-16b; H-18a
8 135,8 — H-6a; H-10; H-12; H-21
9 123,4 7,24 (d, 7,5 Hz, 1H) H-10 H-11
10 121,3 6,80 (t, 7,5 Hz, 1H) H-12
11 129,8 7,09 (td, 7,5; 1,0 Hz, 1H) H-10 H-9
12 112,8 6,73 (d, 7,5 Hz, 1H) H-10
13 151,6 H-9; H-11
14 18,1 1,58 (d, 6,0 Hz, 3H) H-3 H-15p8
15a | 44,7 2,09 (dd, 12,5; 6,0 Hz, 1H) H-3 3H-14
155 1,68 (t, 12,5 Hz, 1H)
16a | 26,9 2,14 (m, 1H)
16b 1,98 (m, 1H)
178 | 29,6 2,13 (m, 1H) H-16b H-15a; H-154; H-19a; H-21
17a 1,75 (m, 1H)
184 | 32,1 1,82 (m, 1H) H-19a H-16b
18a 1,53 (m, 1H)
19a | 314 1,92 (m, 1H) H-18a H-154; H-17a; H-21
19b 1,60 (m, 1H)
20 42,5 — H-15a; H-17a; H-19a; H-21 H-18a
21 79,7 4,16 (s, 1H) H-15a; H-17a; H-19a
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Figura 140 - Espectro de massa de alta resolu¢do de AP-8, obtido por ESI (A), e espectro de massa EM/EM

obtido a partir do fon precursor em m/z 281,00 (B).
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Figura 141 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de AP-8 (obtido no suporte UATR).
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Figura 142 - Espectro de RMN 'H de AP-8 protonado (CD;0D, 500 MHz), com detalhe para a expansio entre

7,3 e 6,7 ppm (A), e expansdo da regido entre 4,2 ¢ 2,9 ppm (B).
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Figura 143 - Expansio da regido entre 2,2 e 1,5 ppm do espectro de RMN '"H de AP-8 protonado (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 144 - Espectro de RMN BC-CPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-8 protonado (CD;0D, 75 MHz).
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Figura 145 - Espectro de RMN 2D 'H,”C-HSQC de AP-8 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansio.
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Figura 147 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-8 protonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 148 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-8 protonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expanséo.
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Figura 149 - Espectro de RMN 'H de AP-8 desprotonado (CD;OD, 500 MHz), com detalhe para a expansio
entre 7,3 e 6,6 ppm (A), e expansio da regido entre 3,7 e 2,7 ppm (B).

VARV AN

I

-1

73 72 71 70 B9 BB B7 ppm

9 11 1012
% ) |
Y T
a0 75 70 65 60 55 50 45 40 as a0 25 20 15 10 ppm
§ j3REigss ga8ge 835AES BREENE

21

5a sb op

o ¥ —

385 380 355 380 345 340 335 330 325 320 315 310 305 300 295 280 285 280 aTs ppme




Quterminagio strutural de A 'R

160

Figura 150 - Expansdo da regido entre 2,2 ¢ 1,2 ppm do espectro de RMN 'H de AP-8 desprotonado (CD;0D,

500 MHz).
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Figura 151 - Espectro de RMN Bc-cPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-8 desprotonado (CD;0D, 125 MHz).
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Figura 152 - Espectro de RMN 2D 'H,”C-HSQC de AP-8 desprotonado (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansao.
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Figura 153 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-8 desprotonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansio.
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Figura 154 - Espectro de RMN 2D 'H,”C-HMBC de AP-8 desprotonado (CD;OD, 500 x 125 MHz) e

expansoes.
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Figura 155 - Espectro de RMN 2D 'H,'"H-NOESY de AP-8 desprotonado (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansao.
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4.8 Determinacio estrutural de AP-11

O composto AP-11 foi obtido a partir de parti¢do liquido-liquido da fracio APSE-
Aq em solugdo aquosa saturada de NaCl, seguido por diversos fracionamentos
cromatograficos em coluna de silica da fracdo obtida por particio com CH,Cl, (ver Parte
Experimental, p. 230). Ele apresentou-se como um sélido amorfo marrom e exibiu ponto de
fusdo 221,0-223,5 °C e [a]}) = - 15,7° (c 0,43, MeOH) {[a];; = + 15% ¢ 0,43, H,O (HU;
ZHU; HESSE, 1989)}.

O espectro de massa de alta resolucdo de AP-11 (Figura 161, p. 168), obtido por
ESI em modo positivo, exibiu o pico do fon molecular M* em m/z 367,2072 (calculada
367,2021), compativel com a férmula molecular C»H,7N,03, cujo IDH € 11. O espectro de
massa sequencial mostrou o pico base em m/z 180,1055 [M — 187]".

O espectro na regido do infravermelho de AP-11 (Figura 162, p. 168) mostrou
uma banda larga centrada em 3343 cm™, caracteristica de ligagdo O-H e/ou N-H. Também foi
observada uma banda de absor¢io em 2947 cm’, caracteristica de deformacgdo axial de
ligacdo C-H de carbono sp3, uma banda em 1731 cm’, atribuida 2 deformacdo axial de
ligagio C=0 de éster, e uma banda em 1637 cm™, atribuida a deformacio axial de ligacdo
C=C. A natureza aromdtica do composto foi sugerida pelas bandas esqueletais observadas em
1623 ¢ 1454 cm™, somadas 2 banda em 744 cm’, tipica de deformagdo angular fora do plano
de ligagio C-H de anel aromitico. As bandas em 1237 e 1211 cm™ foram atribuidas a
presenca de ligagdes C-N, e as bandas em 1102, 1074 e 1045 cm™ foram atribuidas a presenca
de ligacdes C-O.

O espectro de RMN 'H de AP-11 (Figura 163 e Figura 164, p. 169) apresentou
um perfil diferente dos espectros dos alcaloides determinados anteriormente. Na regido de
hidrogénios ligados a carbonos aromditicos foram vistos quatro sinais de hidrogénios
contiguos, compativeis com o anel benzénico ndo substituido de um sistema inddlico: dois
dupletos em oy 7,55 (H-9) e 7,41 (H-12), e dois tripletos de dupleto em dy 7,21 (H-11) e 7,11
(H-10), todos acoplando entre si com constantes de acoplamento orfo de 8,0 Hz e meta de 1,0
Hz. Observou-se um quarteto em Jy 5,50 (J = 7,0 Hz, H-19), caracteristico de hidrogénio
olefinico, e um dupleto de tripleto em dy 1,70 (J = 7,0; 2,0 Hz, 3H-18), os quais apresentaram
a mesma constante de acoplamento vicinal, sugerindo a proximidade de ambos. Na regido de
hidrogénios ligados a carbonos nitrogenados ou oxigenados observou-se um dupleto em dy
5,02 (J = 6,5 Hz, H-5), um dupleto largo em dy 4,92 (J = 11,0 Hz, H-3), além de pares de

hidrogé€nios com mesma constante de acoplamento geminal em Jy 4,47 (d, J = 16,2 Hz, H-
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21a) e 4,30 (d, J = 16,2 Hz, H-21p), em oy 3,74 (d, J = 10,8 Hz, H-17a) e 3,64 (d, J = 10,8
Hz, H-176), em Jy 2,46 (ddd, 13,6; 11,0; 2,2 Hz, H-14p) e 2,14 (dt, 13,6; 3,5 Hz, H-14a), e
em Jy 3,86 (d, J = 18,0 Hz, H-65) e 3,37 (dd, J = 18,0; 6,5 Hz, H-60), cujos acoplamentos
foram vistos no espectro COSY (Figura 165, p. 170). Dois simpletos, cada um com integrago
para trés hidrogénios, foram vistos em oy 3,77 (3H-23) e 3,24.

O espectro de RMN "*C-CPD (Figura 166, p. 170) mostrou 22 linhas espectrais,
em concordancia com a féormula molecular estabelecida anteriormente. A andlise do espectro
APT (Figura 166, p. 170) permitiu determinar o padrdo de hidrogenac¢do dos carbonos,
identificando-se sete sinais de carbonos nao-hidrogenados, oito de carbonos mono-
hidrogenados, quatro de carbonos metilénicos e trés de carbonos metilicos (Tabela 11, p.
167). Um sinal de carbonila em d¢ 174,4 (C-22), associado com um sinal de metoxila em d¢
53,5 (C-23), estabeleceram o grupo éster sugerido pelo infravermelho, indicando, assim, que a
metila em Jdc 50,1 estaria ligada a um 4tomo de nitrogénio, justificando sua desprotecdo. O
sinal em dc 120,9 (C-19), correlacionado no espectro HSQC (Figura 167, p.171) com o
hidrogénio em dy 5,50 (H-19), sugeriu uma dupla ligacdo tri-substituida no composto. Os
sinais de carbonos em d¢c 112,9 (C-12), 124,2 (C-11), 121,2 (C-10) e 119,9 (C-9), diretamente
ligados aos hidrogénios em oy 7,41 (H-12), 7,21 (H-11), 7,11 (H-10) e 7,55 (H-9),
respectivamente, foram atribuidos aos carbonos mono-hidrogenados do sistema inddlico.

Os dados expostos, aliado a busca no “SciFinder”, possibilitaram propor a
estrutura do alcaloide N-metilacuamidina (Figura 156) para AP-11, a qual foi confirmada apds

analise do espectro HMBC.

Figura 156 - Estrutura do alcaloide N-metilacuamidina.

O espectro HMBC (Figura 168, p. 172) mostrou correlagdes a 3Jcu entre 0s
hidrogé€nios H-9 (dy 7,55) com os carbonos C-13 (d¢ 138,8), C-11 (d¢ 124,2) e C-7 (6¢ 103,3);
H-11 (05 7,21) com os carbonos C-13 e C-9 (6c 119,9); H-10 (6 7,11) com os carbonos C-12
(0c 112,9) e C-8 (Jc 126,5); H-12 (oy 7,41) com os carbonos C-10 (dc 121,2) e C-8, que
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ratificaram o sistema inddlico. Os hidrogénios da metila ligada a nitrogénio, em Jdy 3,24,
correlacionaram a 3JCH com os carbonos C-21 (d¢ 65,7), C-5 (3¢ 66,3) e C-3 (6¢ 60,7). A dupla
ligacdo tri-substituida foi ratificada pelas correlagdes dos hidrogénios 3H-18 (dy 1,70) com os
carbonos da dupla C-20 (Jc 128,9) e C-19 (d¢ 120,9), e do hidrogénio H-19 (dyg 5,50) com os
carbonos C-21 (d¢ 65,7), C-15 (6¢ 31,6) e C-18 (d¢ 12,9). A posigdo do grupo éster no carbono
C-16 foi confirmada pelas correlagdes a 3JCH dos hidrogénios H-5 (dy 5,02), H-17a (dy 3,74),
H-178 (6 3,64) e 3H-23 (dy 3,77) com a carbonila C-22 (d¢ 174,4). A Figura 157 mostra essas
e outras importantes correlacdes vistas no espectro HMBC.

Figura 157 - Estruturas com setas mostrando importantes correlacdes 'H-BC a longa distancia, observadas no
espectro HMBC de AP-11.

Os dois relatos da literatura sobre os dados de RMN 'H e '*C do alcaloide N-
metilacuamidina (HU; ZHU; HESSE, 1989; YIN er al, 2010) ndo trazem nenhum

assinalamento dos valores de deslocamentos. Interessantemente, os deslocamentos quimicos
diferem de aproximadamente 2 ppm, e a comparagdo dos dados espectrais de AP-11 (Figura

158) mostraram maior compatibilidade com aqueles relatados por Hu, Zhu e Hesse (1989).

Figura 158 - Assinalamento dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e "°C do composto AP-11 (CD;0D, 500 e
125 MHz).
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O espectro NOESY de AP-11 (Figura 169, p. 173) mostrou acoplamentos que

foram concludentes na determinagdo da estereoquimica relativa do composto. Foram
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observadas interacdes espaciais entre os hidrogénios H-5 (dy 5,02), H-3 (04 4,92), H-21a (dy
4,47) e H-215 (dy 4,30) com os hidrogénios da metila nitrogenada em Jdy 3,24; H-5 com os
hidrogé€nios H-6f (dy 2,46) e H-214; H-3 com o hidrogénio H-21a; H-19 (dy 5,50) com os
hidrogénios H-21a e H-21f; H-17a (dy 3,74) com os hidrogénios H-15 (dy 3,39) e H-140a (dy
2,14); H-17§ (dy 3,64) com o hidrogénio H-140; H-15 com o hidrogénio H-14/5 (dy 2,46); 3H-
23 (0u 3,77) com os hidrogénios 3H-18 (Figura 159). Todos esses acoplamentos permitiram
determinar as configuragdes £ para os hidrogénios H-3, H-5 e N-CH3, assim como para o
grupo éster, e a configuracio a para o hidrogénio H-15. A geometria E da dupla ligagdo foi
ratificada pela interacdo dipolar entre o hidrogénio H-15 (Jy 3,40) e os hidrogénios 3H-18 (dy
1,70).

Figura 159 - Estruturas com setas duplas mostrando os acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY
do composto AP-11 (A), e modelo molecular 3D obtido no programa “ChemSketch” (B).

N

O conjunto de todos os dados, aliado a comparacdo com dados da literatura,

possibilitou caracterizar AP-11 como o alcaloide quaterndrio de esqueleto tetra-hidro-f-
carbolinico denominado 17-hidroxi-16-(metoxicarbonila)-4-metil-sarpaganio, conhecido
como macusina A ou N-metilacuamidina (Figura 160, p. 167). Embora ja isolado das cascas
do caule de Aspidosperma spegazzinii (ORAZI; CORRAL; STOICHEVICH, 1966) e Alstonia
angustifolia (HU; ZHU; HESSE, 1989), AP-11 revelou-se inédito em Aspidosperma
pyrifolium. Neste caso, trata-se do enantidmero (-), devido ao valor da rotacio especifica ser

oposto aquele regitrado por Hu e colaboradores (1989).
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Figura 160 - Estrutura de AP-11, identificado como o alcaloide quaterndrio (-)-N-metilacuamidina.

Tabela 11 - Dados de RMN 'H e '*C de AP-11 (500 e 125 MHz, CD;0D), e correlagdes a mais de uma ligacio
observadas no espectro HMBC.

AP-11
HSQC HMBC
oc on (mult, J, H) Jcn e

2 | 1318 — H-3 H-68, H-60; H-143
3 60,7 4,92 (dl, 11,0 Hz, 1H) H-5; H-21p; N-CHj;
5 66,3 5,02 (d, 6,5 Hz, 1H) H-6; H-60: H-17¢; H-17; H-21a; N-CH
6 20,3 3,86 (d, 18,0 Hz, 1H) H-5

6a 3,37 (dd, 18,0; 6,5 Hz, 1H)

7 103,3 — H-64; H-6a H-5; H-9

8 | 1265 — H-68; H-10; H-12
9 119,9 7,55 (d, 8,0 Hz, 1H) H-11

10 121,2 7,11 (td, 8,0; 1,0 Hz, 1H) H-12

11 124,2 7,21 (td, 8,0; 1,0 Hz, 1H) H-9

12 112,9 7,41 (d, 8,0 Hz, 1H) H-10

13 138,8 — H-9; H-11
145 30,3 | 2,46 (ddd, 13,6; 11,0; 2,2 Hz, 1H)
14a 2,14 (dt, 13,6; 3,5 Hz, 1H)

15 31,6 3,40 (m, 1H) H-14p8 H-17a; H-19

16 | 568 _ H-5; H-17a; H-178 H-68; H-6a; H-1458
17a 64,1 3,74 (d, 10,8 Hz, 1H) H-5
174 3,64 (d, 10,8 Hz, 1H)

18 12,9 1,70 (dt, 7,0; 2,0 Hz, 3H) H-19

19 | 1209 5,50 (q, 7,0 Hz, 1H) 3H-18 H-218

20 | 1289 — H-21e; H-218 H-148; 3H-18
21a 65,7 4,47 (d, 16,2 Hz, 1H) H-19; N-CHj;
21p 4,30 (d, 16,2 Hz, 1H)

22 174,4 — H-5; H-17a; H-174; 3H-23
23 | 535 3,77 (s, 3H)
N-CHj; 50,1 3,24 (s, 3H)
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Figura 161 - Espectro de massa de alta resolu¢do de AP-11, obtido por ESI no modo positivo (A), e espectro de

massa EM/EM obtido a partir do fon precursor em m/z 367,00 (B).
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Figura 162 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de AP-11 (obtido no suporte UATR).
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Figura 163- Espectro de RMN 'H de AP-11 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 164 - Expansdes do espectro de RMN 'H de AP-11 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 165 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-11 (CD;OD, 500 x 500 MHz) e expansio.
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Figura 166 - Espectro de RMN '>C-CPD (A) e APT (B) de AP-11 (CD;0D, 125 MHz).
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Figura 167 - Espectro de RMN 2D 'H,"C-HSQC de AP-11 (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansio.
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Figura 168 - Espectro de RMN 2D 'H,"?C-HMBC de AP-11 (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 169 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de AP-11 (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansio.
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4.9 Determinacao estrutural de AP-5

O composto AP-5 foi obtido a partir do fracionamento cromatografico da fragcdo
APSE-Aq, por cromatografia de exclusdo e CLAE, sendo isolado com solugdo aquosa acida
de TFA 0,2% em CH3;CN (90:10) (ver Parte Experimental, p. 227). Ele foi obtido como uma
resina amarela, com [a]), = - 58,9° (¢ 0,12, MeOH) {[a]; = - 75.8° ¢ 1,3, MeOH (ZHANG
et al.,2003)}.

O espectro de massa de alta resolucdo (Figura 174, p. 179), obtido por ESI
operando em modo negativo, mostrou o pico da molécula desprotonada [M - H] em m/z
375,1360 (calculada 375,1291), induzindo a férmula molecular C;¢H,4010, cujo IDH € 5. O
espectro revelou ainda o pico da molécula anionizada [M + CI]" em m/z 411,1139 (calculada
411,1058). Por sua vez, o espectro obtido em modo positivo revelou o pico da molécula
cationizada [M + Na]* em m/z 399,1353 (calculada 399,1267).

O espectro na regido do infravermelho de AP-5 (Figura 175, p. 179) mostrou uma
banda larga centrada em 3327 cm’, caracteristica de deformacdo axial de ligacdo O-H de
dimero. Outras bandas de deformacdes axiais foram vistas em 2930 e 2880 cm'l, atribuidas a
ligagdes C-H de carbonos sp’, as quais se encontraram superpostas pela banda de O-H; 1674
cm’™, atribuida a presencga de ligacdo C=0; 1633 cm’™, atribuida a ligacdo C=C; e 1065 e 1027
cm’, caracteristicas de ligagdes C-O de 4lcoois. A banda de absorcio em 995 cm™ foi
atribuida a deformagéo angular no plano de ligacdo C-H.

O espectro de RMN C-CPD de AP-5 (Figura 176, p. 180) registrou 16 sinais, em
concordancia com a férmula molecular proposta anteriormente. Através de comparacdo com o
espectro de RMN *C-APT (Figura 176, p. 180) foram identificados dois sinais de carbonos
ndo-hidrogenados, onze de carbonos mono-hidrogenados, dois de carbonos metilénicos e um
de carbono metilico (Tabela 12, p. 178). O sinal em d¢ 171,0 foi atribuido a uma carbonila, ja
sugerida pelo espectro de infravermelho, e associada a presenga de acido carboxilico a,f-
insaturado. Os sinais de carbonos mono-hidrogenados em Jc 100,2 (C-17), 78,4 (C-5°), 78,1
(C-3%),74,9 (C-2’) e 71,7 (C-4’), juntamente com o sinal de carbono oximetilénico em d¢c 62,9
(C-6), sugeriram a presenga de uma unidade de glicose no composto. Os sinais em dc 114,3
(C-4) e 152,3 (C-3) sugeriram uma ligacdo dupla tri-substituida, visto que o ultimo é um
carbono metinico sp® oxigenado, que correlaciona no espectro HSQC (Figura 177, p. 180)
com o hidrogénio em Jy 7,39. Observou-se também uma metila em dc 13,6 (C-10) e dois

sinais em d¢ 75,2 (C-7) e 97,8 (C-1), tipicos de carbonos oxigenados.
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. . . 13 . .

Diante dos sinais vistos no espectro de RMN “C e subtraindo-se seis carbonos da
unidade de acticar, os 10 carbonos restantes foram compativeis com a proposta do esqueleto
basico de um iridoide, constituido por um sistema de anéis fundidos ciclopentanodiidropirano

(Figura 170).

Figura 170 - Esqueleto basico de um iridoide.

O espectro de RMN 'H de AP-5 (Figura 178 e Figura 179, p. 181) apresentou
sinais bem caracteristicos do esqueleto de um iridoide glicosilado: um sinal de hidrogénio
olefinico em dy 7,39 (d, J = 1,0 Hz, H-3), caracteristico de hidrogénio de enol-éter conjugado,
dois dupletos em dy 5,27 (J = 4,4 Hz, H-1) e 4,65 (J = 8,0 Hz, H-1"), caracteristicos de
hidrogé€nios hemiacetdlico e anomérico, respectivamente, ¢ um dupleto em dy 1,09 (J = 6,9
Hz, 3H-10), atribuido aos hidrogénios do carbono metilico. A constante de acoplamento do
hidrogé€nio anomérico, tipica de um acoplamento trans-diaxial, indicou que a unidade de
acucar proposta anteriormente seria a f-D-glicose. Os sinais entre 3,0 e 4,0 ppm foram
associados aos hidrogénios ligados a carbonos oxigenados da molécula de glicose.

O espectro COSY de AP-5 (Figura 180, p. 182) mostrou os acoplamentos
geminais dos hidrogénios diastereotépicos em oy 3,89 (H-6’a) e 3,67 (H-6’b), e ainda em oy
2,24 (H-6p) e 1,65 (H-6a). Acoplamentos vicinais da unidade glicosidica foram detectados
entre os hidrogé€nios em dy 4,65 (H-1") e 3,36 (H-3’) com 3,19 (H-2’), Jy 3,36 (H-3") com
3,30 (H-4’), e ou 3,89 (H-6’a) e 3,67 (H-6’b) com 3,30 (H-5").

A andlise do espectro HMBC de AP-5 (Figura 181, p. 182) permitiu confirmar as
posicdes dos substituintes hidroxilico, metilico, carboxilico e O-glicosilico no sistema
ciclopentanodiidropirano, devido as correlacdes a longa distancia vistas entre os hidrogénios
em oy 2,24 (H-68) e 1,09 (H-10) com os carbonos em d¢ 75,2 (C-7) e 42,2 (C-8); 7,39 (H-3) e
4,65 (H-1") com o carbono em d¢ 97,8 (C-1); 7,39 (H-3), 3,09 (H-5), 2,24 (H-6f) e 1,65 (H-
60) com o carbono em J¢ 114,3 (C-4). Outras correlagdes observadas foram dos hidrogénios
em oy 1,87 (H-8) com o carbono em ¢ 13,6 (C-10) (2JCH), ou 7,39 (H-3) com os carbonos em
oc 171,0 (C-11) e 32,2 (C-5) (3JCH), e oy 4,04 (H-7) e 1,09 (H-10) com o carbono em d¢ 46,7
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(C-9) Clen). A Figura 171 mostra essas e outras importantes correlagdes 'H-BC a longa

distancia vistas no espectro HMBC.

Figura 171 - Estruturas mostrando importantes correlagdes 'H-"C a duas e trés ligagdes observadas no espectro
HMBC de AP-5.

A estereoquimica relativa de AP-5 foi determinada através da andlise dos
espectros de NOE Seletivo (Figura 182, p. 183, a Figura 186, p. 185), os quais apresentaram
acoplamentos dipolares entre os hidrogénios em dy 1,87 (H-8) e 1,65 (H-6a) com 5,27 (H-1),
e em oy 2,03 (H-9) com 1,09 (H-10). Estes acoplamentos, aliado a comparacdo com os dados
de estereoquimica da literatura, permitiram determinar as configuracbes S para os
substituintes O-glicosilico, hidroxilico e metilico, ligados aos carbonos 1, 7 e 8§,

respectivamente, e também para os hidrogénios H-5 e H-9 (Figura 172).

Figura 172 - Acoplamentos dipolares observados nos espectros de NOE Seletivo do composto AP-5 (A) e
modelo molecular 3D obtido no programa “ChemSketch” (B).
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Diante dos dados expostos, AP-5 foi identificado como o iridoide glicosilado
(18,5S,7S,8R,95)-4cido 1-(5-D-glicopiranosiloxi)-7-hidroxi-8-metil-1,5,6,7,8,9-hexahidro-
ciclopentanolc]pirano-4-carboxilico, conhecido por acido loganico (Figura 173, p. 178).
Embora isolado anteriormente das raizes de Patrinia scabra (DI et al., 2011), das raizes de
Strychnos cocculoides (SUNGHWA; KOKETSU, 2009) e das sementes de Strychnos nux-

vomica (ZHANG et al., 2003), o composto revelou-se inédito no género Aspidosperma.
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Figura 173 - Estrutura do composto AP-5, identificado como o iridoide (-)-4cido loganico.

178

Tabela 12 - Dados de RMN 'H e °C do composto AP-5 (500 e 125 MHz, CD;0D), correlagdes a longa distancia
vistas no espectro HMBC e comparac¢io com os dados de RMN Bc registrados na literatura.

AP-5
HSQC HMBC Lit.
dc o (mult, J, H) *Jcu e oc' oc

1 97,8 5,27 (d, 4,4 Hz, 1H) H-3; H-1’ 97,5 97.6
3 152,3 7,39 (d, 1,0 Hz, 1H) H-1; H-5 151,3 151,9
4 114,3 H-3; H-5 H-60; H-6f 1150 | 1144
5 32,2 3,09 (q, 8,0 Hz, 1H) H-60; H-64 H-3; H-1; H-7 32,2 32,1
6p 42.8 2,24 (ddd, 14,0; 8,0; 1,2 Hz, 1H) H-5 4277 429
6a 1,65 (ddd, 14,0; 8,0; 5,0 Hz, 1H)

7 75,2 4,04 (t,4,0 Hz, 1H) H-6p H-10 74,7 74,7
8 422 1,87 (m, 1H) H-10 H-6p 42.1 42,1
9 46,7 2,03 (td, 9,0; 4,4 Hz, 1H) H-5 H-7; H-64; H-10 46,6 46,5
10 13,6 1,09 (d, 6,9 Hz, 3H) H-8 13,4 13,4
11 171,0 — H-3 171,8 | 171,0
1’ 100,2 4,65 (d, 8,0 Hz, 1H) H-1 100,0 | 100,0
2’ 74,9 3,19 (t, 8,0 Hz, 1H) H-3’ 75,1 75,1
3 78,1 3,36 (m, 1H) H-2’ 78,0 78,0
4 71,7 3,30 (m, 1H) H-3’ H-6’a 71,6 71,6
5 78,4 3,30 (m, 1H) H-6’b; H-4° 78,3 78,3
6’a 62,9 3,89 (dd, 12,0; 1,3 Hz, 1H) 62,7 62,7
6’b 3,67 (dd, 12,0; 5,2 Hz, 1H)

1100 MHz, CD;OD (DI er al., 2011).
2150 MHz, CD;0D (SUNGHWA ; KOKETSU, 2009).
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Figura 174 - Espectro de massa de alta resolu¢do de AP-5, obtido por ESI operando em modo positivo (A) e

modo negativo (B).
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Figura 175- Espectro de absorcao na regido do infravermelho de AP-5 (obtido no suporte UATR).
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Figura 176 - Espectro de RMN Bc-cpD (A) e APT (B) de AP-5 (CD;0D, 125 MHz).
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Figura 177 - Espectro de RMN 2D 'H,"”C-HSQC de AP-5 (CD;0OD, 500 x 125 MHz) e expansio.
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Figura 178 - Espectro de RMN 'H de AP-5 (CD;0D, com supressdo do sinal da dgua, 500 MHz).
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Figura 179 - Expansio do espectro de RMN 'H de AP-5 mostrando a regido entre 4,1 ¢ 1,0 ppm.
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Figura 180 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-5 (CD;0D, 500 x 500 MHz).
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Figura 181 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-5 (CD;0D, 500 x 125 MHz) e expansdes.
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Figura 182 - Espectro de NOE Seletivo de AP-5, com irradiacdo no hidrogénio em dy 1,65 (H-6a) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 183 - Espectro de NOE Seletivo de AP-5, com irradiacdo no hidrogénio em dy 1,87 (H-8) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 184 - Espectro de NOE Seletivo de AP-5, com irradiacdo no hidrogénio em dy 2,03 (H-9) (CD;0D, 500
MHz).

5.2750)

5.2664)
3.1187|
3103

3.0868]
307104

210537
20441

<
&

20164)
20077
1.1009)
1.0873]

198 =
388 —

Figura 185 - Espectro de NOE Seletivo de AP-5, com irradiagdo no hidrogénio em dy 2,24 (H-64) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 186 - Espectro de NOE Seletivo de AP-5, com irradiacdo no hidrogénio em dy 3,09 (H-5) (CD;0D, 500
MHz).
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4.10 Determinacao estrutural de AP-7

O composto AP-7 foi obtido a partir de cromatografia de exclusdo e CLAE da
fracdo APSE-Aq, sendo isolado com mistura de 15% de CH3CN e 85% de solugdo aquosa
acida de TFA 0,2% (ver Parte Experimental, p. 227). Ele apresentou aspecto cristalino, ponto
de fusdo 220-222 °Ce [a];, = - 56,7° (¢ 0,34, MeOH) {[@]; = - 37,5 ¢ 1,10, MeOH (ZHU
etal.,2004)}.

Sua férmula molecular C;7;HO019 (IDH = 5) foi deduzida a partir do pico da
molécula cationizada [M + Na]® em m/z 413,1499 (calculada 413,1423), observado no
espectro de massa de alta resolucéo (Figura 189, p. 189), obtido por ESI em modo positivo. O
espectro obtido no modo negativo revelou o pico da molécula anionizada [M + CI] em m/z
425,1312 (calculada 425,1214).

O espectro na regido do infravermelho de AP-7 (Figura 190, p. 189) mostrou
bandas de absor¢do semelhantes aquelas observadas para o composto AP-5. Dentre as mais
importantes, observou-se uma banda larga centrada em 3348 cm’, caracteristica de ligacdo O-
H, além de bandas caracteristicas de ligagdes C=0 em 1680 cm'l, C=C em 1632 cm™ e C-O
em 1066 e 1028 cm™.

O espectro de RMN 'H de AP-7 (Figura 191, p. 190, a Figura 193, p. 191)
mostrou-se semelhante ao do composto AP-5, exceto pelo surgimento de um simpleto com
integracdo para trés hidrogénios, em dJy 3,69, atribuido aos hidrogénios de uma metoxila
(Tabela 13, p. 188).

O espectro de RMN C-CPD de AP-7 (Figura 194, p. 191) exibiu 17 linhas
espectrais (Tabela 13, p. 188). A comparagcdo com o espectro do composto AP-5 mostrou
como Uunica diferenga um sinal de carbono metoxilico em d¢ 51,8, correlacionado no espectro
HSQC (Figura 195, p. 192) com os hidrogénios em dy 3,69.

Logo, o préximo passo foi determinar a posi¢do desse grupamento metoxilico a
partir da andlise do espectro HMBC (Figura 196, p. 192), o qual mostrou que os hidrogénios
em Jy 3,69 correlacionaram com o carbono em d¢ 169,7 (C-11), concluindo-se que AP-7

correspondia ao derivado metilico de AP-5 (Figura 187, p. 187).
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Figura 187 - Comparagio dos valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e "*C dos compostos AP-5 e AP-7
(CD;0D, 500 e 125 MHz).
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O espectro COSY de AP-7 (Figura 197, p. 193) mostrou os acoplamentos vicinais
dos hidrogénios em dy 5,27 (H-1) com 2,03 (H-9); 4,65 (H-1’) com 3,19 (H-2’); 4,04 (H-7)
com 1,87 (H-8) e 1,62 (H-6a); 3,35 (H-3") com 3,19 (H-2); 3,11 (H-5) com 2,22 (H-6f), 2,03
(H-9) e 1,62 (H-6a); 2,03 (H-9) com 1,87 (H-8); e 1,87 (H-8) com 1,09 (H-10). Os
acoplamentos geminais dos hidrogénios diastereotdpicos pertencentes aos carbonos C-6 e C-
6’ também foram vistos, além do acoplamento alilico dos hidrogénios em Jy 7,38 (H-3) com
3,11 (H-5).

A estereoquimica relativa de AP-7 foi identificada através da andlise dos espectros
de NOE Seletivo (Figura 198, p. 193, a Figura 205, p. 197) e compara¢@o com a literatura.
Irradiando-se o hidrogénio em Jy 5,27 (H-1) foram vistas as intera¢des espaciais com H-1,
H-60 e H-8. Irradiacdo no hidrogénio em dy 2,03 (H-9) mostrou interagdes com H-5 e 3H-10.
Irradiacdo no hidrogénio em Jy 4,65 (H-1") exibiu intera¢des com H-1, H-3° e H-5.
Irradiando-se o hidrogénio em dy 1,87 (H-8) foram observadas interacdes com H-1, H-7 e H-
60. Irradiacdo no hidrogénio em dy 3,11 (H-5) mostrou interacdes com H-6f e H-9. Diante
dos dados, determinaram-se as configuracdes f para a hidroxila, a metila, o grupamento O-
glicosilico e para os hidrogénios H-5 e H-9, igualmente as configuragdes de AP-5 e da
literatura (LIN et al., 2011).

O composto AP-7 foi identificado como o iridoide glicosilado (1S,5S,75,8R,95)-1-
(B-D-glicopiranosiloxi)-7-hidroxi-8-metil-1,5,6,7,8,9-hexahidro-ciclopentano[c]pirano-4-
carboxilato de metila, conhecido por loganina (Figura 188, p. 188). Ele foi isolado
anteriormente de Corni Fructus, um fruto de Cornus officinalis (LIN et al., 2011), e revelou

cardter inédito em Aspidosperma pyrifolium.
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Figura 188 - Estrutura do composto AP-7, identificado como o iridoide (-)-loganina.
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Tabela 13 - Dados de RMN 'H e °C do composto AP-7 (500 e 125 MHz, CD;0D), correlagdes a longa distancia
vistas no espectro HMBC e comparacdo com os valores de RMN 3C da literatura registrados por LIN et al.

(2011).
AP-7
HSQC HMBC Lit.
dc ou (mult, J, H) *Jcn e dc*

1 97,9 5,27 (d, 4,4 Hz, 1H) H-9 H-3; H-1’; H-8 97,7
3 152,3 7,38 (d, 1,0 Hz, 1H) H-1; H-5 152,1
4 114,2 — H-3; H-5 H-60; H-64; H-9 | 114,0
5 32,3 3,11 (q, 8,0 Hz, 1H) H-6a; H-64; H-9 H-1; H-3; H-8 32,2
6p 429 | 2,22 (ddd, 14,0; 8,0; 1,2 Hz, 1H) H-5 427
6a 1,62 (ddd, 14,0; 8,0; 5,0 Hz, 1H)

7 75,2 4,04 (t,4,2 Hz, 1H) H-6p H-10 75,1
8 423 1,87 (m, 1H) H-10 H-68 422
9 46,6 2,03 (td, 9,0; 4,4 Hz, 1H) H-5; H-8 H-7; H-64; H-10 46,5
10 13,6 1,09 (d, 6,9 Hz, 3H) H-8 H-9 13,4
11 169,7 — H-3; H-5; OCH;5 | 169,5
12 51,8 3,69 (s, 3H) 51,6
1’ 100,2 4,65 (d, 8,0 Hz, 1H) H-2’ H-1 100,0
2’ 74,9 3,19 (t, 8,0 Hz, 1H) H-3’ 74,7
3| 78,2 3,35 (m, 1H) H-2’ 78,0
4 71,7 3,28 (m, 1H) H-3’ H-6’a 71,6
5 78,5 3,31 (m, 1H) H-4’; H-6’b 78,4
6’a 62,9 3,89 (dd, 12,0; 1,5 Hz, 1H) H-4’ 62,8
6’b 3,66 (dd, 12,0; 5,6 Hz, 1H)

*125 MHz, CD;0D.
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Figura 189 - Espectro de massa de alta resolu¢do de AP-7, obtido por ESI operando em modo positivo (A) e
modo negativo (B).
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Figura 190 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de AP-7 (obtido no suporte UATR).
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Figura 191 - Espectro de RMN 'H de AP-7 (CDs0D, 500 MHz).
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Figura 192 - Expansdo da regido entre 5,3 e 3,1 ppm do espectro de RMN 'H de AP-7 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 193 - Expansdo da regido entre 2,3 e 1,0 ppm do espectro de RMN 'H de AP-7 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 194 - Espectro de RMN "?C-CPD (A) e APT (B) de AP-7 (CD;0OD, 125 MHz).
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Figura 195 - Espectro de RMN 2D 'H,"C-HSQC de AP-7 (CD;0OD, 500 x 125 MHz) e expansao.
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Figura 197 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-7 (CD;0D, 500 x 500 MHz) e expansio.
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Figura 198 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 5,27 (H-1) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 199 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 4,65 (H-1") (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 200 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 4,04 (H-7) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 201 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 3,11 (H-5) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 202 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 2,03 (H-9) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 203 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 1,87 (H-8) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 204 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiacdo no hidrogénio em dy 1,62 (H-6a) (CD;0D, 500
MHz).
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Figura 205 - Espectro de NOE Seletivo de AP-7, com irradiagdo no hidrogénio em dy 1,09 (H-10) (CD5;0D, 500

MHz).

T o 233352388883541
V V ~\\&=""/
L | I

0.55==

4 041 =

B0 75 70 BS5 B0 55 50

45

40




eterminegio strutural de A D6 198

4.11 Determinacao estrutural de AP-6

O composto AP-6 foi isolado na mesma corrida cromatografica que rendeu AP-7,
utilizando-se como fase mével uma mistura de 15% de CH3CN e 85% de solugdo aquosa
acida de TFA 0,2% (ver Parte Experimental, p. 227). Ele mostrou-se como um s6lido amorfo
acinzentado, com ponto de fusdo 127,5-129,5 °C e [a]i,o =-71,9°(c 0,215, MeOH) { [a]D = -
67,5% ¢ 0,2, MeOH (RASHID et al., 1996)}.

Sua férmula molecular, C3H;609 (IDH = 6), foi deduzida a partir do pico da
molécula desprotonada [M — H] em m/z 315,0723 (calculada 315,0716), visualizado no
espectro de massa de alta resolucdo (Figura 208, p. 201), obtido por ESI em modo negativo. O
espectro obtido no modo positivo mostrou os picos dos adutos de sédio [M + Na]* em m/z
339,0681 (calculada 339,0692) e de potdssio [M + K]|* em m/z 3552402 (calculada
355,0431).

O espectro na regido do infravermelho de AP-6 (Figura 209, p. 201) exibiu uma
banda fina em 3529 cm™, tipica de deformacio axial de ligagdo O-H livre, e uma banda larga
centrada em 3239 cm™, tipica de deformacdo axial de ligagdo O-H de dimero, que somada a
banda em 1707 cm’, caracteristica de ligacdio C=0, sugeriu a presenca de um 4cido
carboxilico conjugado no composto. Bandas tipicas de ligacdes C=C de anel aromético foram
vistas em 1586, 1499 e 1468 cm’. As bandas em 1075, 1051 e 1032 cm’! foram associadas a
deformacdes axiais de ligacdes C-O.

O espectro de RMN 'H de AP-6 (Figura 210, p. 202) mostrou dois sinais duplos
dupletos em dy 7,55 (J = 8,0; 1,0 Hz, H-6) e 7,39 (J = 8,0; 1,0 Hz, H-4) e um sinal tripleto em
on 6,84 (J = 8,0 Hz, H-5), os quais sugeriram a presenca de um anel benzénico 1,2,3-
trissubstituido. Além destes, foram vistos um sinal dupleto em dy 4,91 (J = 7,3 Hz, H-1"),
superposto pela dgua presente no metanol deuterado, dois duplos dupletos em dy 3,89 (J =
12,0; 1,0 Hz, H-6’a) e 3,70 (J = 12,0; 5,0 Hz, H-6’b), e alguns multipletos entre 3,6 e 3,3 ppm
(Tabela 14, p. 200).

O espectro COSY de AP-6 (Figura 211, p. 202) exibiu os acoplamentos orfo entre
os hidrogénios de carbonos aromaticos em dy 7,55 (H-6) e 7,39 (H-4) com 6,84 (H-5), e o
acoplamento meta entre o hidrogénio em dy 7,55 com 7,39. Outro importante acoplamento foi
visualizado entre o hidrogénio anomérico em dy 4,91 (H-1") com o hidrogénio em dy 3,51 (H-
2’), correspondente a um acoplamento frans-diaxial, justificado pelo valor da constante de

acoplamento (J = 7,3 Hz), indicativo de uma glicose f-ligada.
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A andlise do espectro de RMN "*C-CPD (Figura 212, p. 203) mostrou 13 linhas
espectrais, e por comparagdo com o espectro DEPT 135 (Figura 212, p. 203) permitiu a
identificacdo de quatro sinais de carbonos ndo-hidrogenados, oito de carbonos mono-
hidrogenados e um de carbono metilénico (Tabela 14, p. 200). Dentre os carbonos néo-
hidrogenados, o sinal em Jc 173,7 (C-7) ratificou a proposi¢do de uma carboxila para o
composto, e os sinais em Jc 153,4 (C-2) e 147,2 (C-3) foram atribuidos a carbonos
oxigenados, um ligado ao grupo O-glicosilico e o outro possivelmente ligado a uma hidroxila.
O sinal em J¢ 115,1 (C-1) apresentou uma intensidade muita baixa, porém foi confirmado por
correlacdo vista no espectro HMBC.

As correlagbes a uma ligacdo, vistas no espectro HSQC (Figura 213, p. 203), dos
hidrogénios em Jy 3,43 (H-5"), 3,50 (H-3’), 3,51 (H-2’) e 3,43 (H-4’) com os carbonos
metinicos oxigenados em Jc 78,3 (C-5°), 77,8 (C-3’), 749 (C-2’) e 71,4 (C-4),
respectivamente, juntamente com as correlacdes dos hidrogénios em dy 3,89 (H-6’a) e 3,70
(H-6’b) com o carbono oximetilénico em d¢ 62,6 (C-6’), e em Jy 4,91 (H-1") com o carbono
oximetinico em d¢ 103,2 (C-17), confirmaram a presenga da unidade de f-D-glicose.

Entdo, a andlise dos dados acima permitiu propor os trés substituintes para o anel
benzénico trissubstituido, cujos assinalamentos das posi¢cdes foram feitos a partir da anélise
do espectro HMBC (Figura 214, p. 204). Neste, o hidrogénio em dy 7,55 (H-6) correlacionou
a trés ligacdes com a carboxila em d¢ 173,7 (C-7), com o carbono oxigenado em d¢ 153,4 (C-
2) e com o carbono em d¢ 123,7 (C-4), ratificando que H-6 encontrava-se posicionado orto a
carboxila e meta a hidroxila. A correlagdo do hidrogénio anomérico em dy 4,91 (H-1") com o
carbono em Jc 147,2 (C-3), a trés ligagdes, estabeleceu a ligacdo da molécula de glicose neste
carbono. O hidrogénio em dy 6,84 (H-5) correlacionou a 3JCH com os carbonos em oc 115,1
(C-1) e 1472 (C-3), e a 4JCH com a carboxila C-7. O hidrogénio em Jy 7,39 (H-4)
correlacionou a 3JCH com os carbonos em d¢ 153,4 (C-2) e 125,2 (C-6). A Figura 206 ilustra

essas correlagdes e algumas outras descritas na Tabela 14 (p. 200).

Figura 206 - Estruturas com setas mostrando correlagdes 'H-""C a longa distincia, observadas no espectro
HMBC de AP-6.
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O conjunto de todos os dados permitiu identificar o composto AP-6 como o dcido

2-hidroxi-3-0-f-D-glicopiranosiloxi-benzodico (Figura 207), também conhecido por acido 3-

O-f-D-glicosideo pirocatecuico, isolado das folhas de Vinca minor (Apocinaceae) (KING;
GILKS; PARTRIDGE, 1955), da casca do caule de Strychnos cocculoides (Loganiaceae)
(SUNGHWA; KOKETSU, 2009), dos galhos de Geniostoma antherotrichum (Loganiaceae)
(RASHID et al., 1996) e dos frutos de Boreava orientalis (Cruciferaec) (SAKUSHIMA;
COSKUN; MAOKA, 1995), porém inédito em Aspidosperma pyrifolium.

Figura 207 - Estrutura do composto AP-6, identificado como o dcido 2-hidroxi-3-0-f-D-glicopiranosiloxi-
benzdico.

Tabela 14 - Dados de RMN 'H e "*C do composto AP-6 (300 e 75 MHz, CD;0D), correlagdes  longa distancia
vistas no espectro HMBC e compara¢do com os valores de RMN "C da literatura.

AP-6
HSQC HMBC Lit.
Jc on (mult, J, H) *Jcu *Jcu oc' oc sc’

1 115,1 — H-5 120,4 | 115,6 | 117,1
2 153,4 — H-4; H-6 152,9 | 152,2 | 151,9
3 147,2 — H-4 H-5; H-1° 146,8 | 146,5 | 145,8
4 123,7 7,39 (dd, 8,0; 1,0 Hz, 1H) H-5 H-6 121,3 | 122,7 | 124,3
5 119,9 6,84 (t, 8,0 Hz, 1H) 118,5 | 120,1 | 117,1
6 125,2 7,55(dd, 8,0; 1,0 Hz, 1H) H-4 125,1 | 125,2 | 119,9
7 173,7 H-6 175,5 | 173,7 | 174,6
1’ 103,2 491 (d, 7,3 Hz, 1H) H-2’ 103,4 | 102,4 | 102,5
2’ 74,9 3,51 (m, 1H) H-3’ 74,2 74,3 73,7
3 77,8 3,50 (m, 1H) H-2’ H-1’; H-5° 77,0 77,0 76,4
4 71,4 3,43 (m, 1H) H-3° H-6’a; H-6’b 70,9 70,8 70,2
5° 78,3 3,43 (m, 1H) H-6’b 78,0 77,6 77,1
6’a 62,6 3,89 (dd, 12,0; 1,0 Hz, 1H) 61,5 61,9 61,3
6’b 3,70 (dd, 12,0; 5,0 Hz, 1H)

" RASHID et al., 1996 (CD;0D, 125 MHz).
> SAKUSHIMA ; COSKUN; MAOKA, 1995 (CD;0D + H,0 1:1, 100 MHz).

? SUNGHWA; KOKETSU, 2009 (CD;0D, 150 MHz).



Figura 208 - Espectro de massa de alta resolucdo de AP-6,

negativo (B).
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obtido por ESI em modo positivo (A) e modo
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Figura 209 - Espectro na regido do infravermelho de AP-6 (obtido no suporte UATR).
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Figura 210 - Espectro de RMN 'H de AP-6 (CD;0D, 300 MHz).
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Figura 211 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-6 (CD;0D, 300 x 300 MHz).
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Figura 212 - Espectro de RMN BC-CPD (A) e DEPT 135 (B) de AP-6 (CD;0D, 75 MHz).
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Figura 214 - Espectro de RMN 2D 'H,"?C-HMBC de AP-6 (CD;0D, 300 x 75 MHz) e expansdes.
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4.12 Determinacio estrutural de AP-12

O composto AP-12 foi obtido por precipitacdo no extrato APSE (ver Parte
Experimental, p. 220). Ele apresentou aspecto cristalino, ponto de fusdo 192,0-193,5 °C e
[a]) = - 81,1° (¢ 0,16, H,0) {[e]) = - 84° ¢ 0,16, H,O (DIAZ et al., 2008)}.

O espectro de massa de alta resolucdo de AP-12 (Figura 217, p. 208), obtido por
ESI em modo positivo, mostrou o pico da molécula cationizada [M + Na]* em m/z 217,0600
(calculada 217,0683), permitindo deduzir a férmula molecular C;H;4O¢ para o composto, cujo
IDH € 1.

O espectro de RMN "H de AP-12 (Figura 218, p. 208, e Figura 219, p. 209) exibiu
apenas seis sinais, em regido tipica de hidrogénios ligados a carbonos oxigenados. Como
sinais mais desblindados, foram observados dois tripletos em dy 4,29 (H-1) e 4,08 (H-6),
acoplando com constantes de 3,3 Hz. Dois duplos dupletos foram observados em dy 3,76 (H-
5) e 3,42 (H-2), referentes a hidrogénios acoplando com constantes de acoplamentos de 9,6 e
3,3 Hz. Além destes, foi visto um tripleto em Jy 3,63 (J = 6,0 Hz, H-3 e H-4), com integracio
para dois hidrogénios, e um simpleto em Jy 3,47, que foi associado a presenca de metoxila,
devido a integracdo para trés hidrogénios.

O espectro de RMN BC-CPD de AP-12 (Figura 220, p. 209) mostrou sete sinais,
em concordincia com a formula deduzida a partir do espectro de massa, todos com
deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos oxigenados (Tabela 15, p. 207). A anélise
dos espectros DEPT 135 (Figura 221, p. 210) e HSQC (Figura 222, p. 210) possibilitou
identificar seis sinais de carbonos oximetinicos em d¢ 80,1 (C-2), 72,8 (C-3), 71,9 (C-4), 71,3
(C-6), 70,3 (C-5) e 67,1 (C-1), e um sinal de carbono metilico em J¢ 56,9, caracteristico de
metoxila, j4 mencionada anteriormente.

Diante desses dados, sugeriu-se para o composto AP-12 uma estrutura similar a
uma molécula de acticar, cuja busca na literatura mostrou valores de RMN °C semelhantes
aos de AP-12 (ALMEIDA et al., 2012; DIAZ et al., 2008; KALLIO et al., 2009), permitindo
identificd-lo como o derivado metilado do inositol.

O espectro COSY (Figura 223, p.211) permitiu determinar a vizinhanga de cada
carbono através dos acoplamentos escalares dos hidrogénios em Jy 4,29 (H-1) com os
hidrogénios em dy 4,08 (H-6) e 3,42 (H-2); em Jy 4,08 (H-6) com o hidrogénio em dy 3,76
(H-5), e deste com o hidrogénio em dy 3,63 (H-4); em dy 3,63 (H-3) com o hidrogénio em
3,42 (H-2).
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A andlise do espectro HMBC de AP-12 (Figura 224, p. 211) permitiu assinalar
corretamente a posi¢cdo do substituinte metoxila no carbono C-2 (d¢ 80,1), devido a correlacio
a longa distancia entre os hidrogénios em dy 3,47 com o referido carbono. Outras correlagdes
que permitiram confirmar a estrutura proposta foram vistas entre os hidrogénios em dy 4,29
(H-1) e 4,08 (H-6) com o carbono C-2; dy 3,76 (H-5) e 3,63 (H-4) com o carbono em dc 72,8
(C-3); 013,42 (H-2) com o carbono em ¢ 71,9 (C-4); 0y 4,29 (H-1) com o carbono em d¢ 71,3
(C-6); 0u 3,63 (H-3) com o carbono em d¢c 70,3 (C-5); dy 4,08 (H-6) com o carbono em ¢ 67,1
(C-1) (Figura 215).

Figura 215 - Correlacdes a longa distancia observadas no espectro HMBC do composto AP-12.

A identificacdo de qual seria o isdmero do metil inositol foi possivel pelas
multiplicidades dos hidrogénios e suas respectivas constantes de acoplamento. As
multiplicidades indicaram o isdmero metil-quiro-inositol, pois os demais isdmeros
apresentam outros padrdes de multiplicidades para seus hidrogénios (SINGLETON;
HOBERG, 2009). Os hidrogénios duplos dupletos H-2 e H-5 mostraram valores de J iguais a
9,6 e 3,3 Hz, condizentes com acoplamentos axial-axial (J grande) e axial-equatorial (J
pequeno). Os hidrogénios tripletos H-1 e H-6 mostraram valores de J iguais a 3,3 Hz,
indicando acoplamentos equatorial-axial e equatorial-equatorial. J4 os hidrogénios tripletos H-
3 e H-4 apresentaram valores de J iguais a 6,0 Hz, condizentes com acoplamentos do tipo
axial-axial com ambos os hidrogénios vizinhos.

O conjunto de todos os dados, aliado a comparagdo com os dados da literatura,
permitiu identificar o composto AP-12 como o derivado metilado do inositol, o (-)-2-O-metil-
L-quiro-inositol, também conhecido como L-quebrachitol (Figura 216, p. 207), um ciclitol de
ocorréncia comum em plantas da familia Apocinaceae, que foi isolado pela primeira vez de
Aspidosperma quebracho-blanco (DIAZ et al., 2008). Este é o primeiro relato de seu

isolamento em A. pyrifolium.
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Figura 216 - Estrutura do composto AP-12, identificado como o ciclitol (-)-2-O-metil-L-quiro-inositol.

OCH,

Tabela 15 - Dados de RMN 'H e *C do composto AP-12 (300 e 75 MHz, D,0), correlagdes a longa distancia
vistas no espectro HMBC e comparac¢io com os dados de RMN 13C da literatura.

AP-12
HSQC HMBC Lit.

dc ou (mult, J, H) Jcn e occ | o | oc

1 67,1 4,29 (t, 3,3 Hz, 1H) H-6 67,2 67,6 69,7

2 80,1 3,42 (dd, 9,6; 3,3 Hz, 1H) H-1 H-6; OCH; 80,2 80,6 82,7

3 72,8 3,63 (t, 6,0 Hz, 1H) H-4 H-5 72,9 73,3 74,4

4 71,9 3,63 (t, 6,0 Hz, 1H) H-2 72,0 72,4 75,4

5 70,3 3,76 (dd, 9,6; 3,3 Hz, 1H) H-3 70,4 70,9 72,9

6 71,3 4,08 (t, 3,3 Hz, 1H) H-1 71,4 71,8 73,9
OCH; | 56,9 3,47 (s, 3H) 56,9 57,3 59,4

"ALMEIDA et al., 2012 (D,0, 75 MHz).
2DIAZ et al., 2008 (D,0, 100 MHz).
3KALLIO et al., 2009 (D,0, 100,6 MHz).
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Figura 217 - Espectro de massa de alta resolugdo de AP-12, obtido por ESI em modo positivo.
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Figura 218 - Espectro de RMN 'H de AP-12 (D,0, 300 MHz).
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Figura 219 - Expansio do espectro de RMN 'H de AP-12 (D,0, 300 MHz).
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Figura 220 - Espectro de RMN BC-CPD de AP-12 (D,0, 75 MHz).
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Figura 221 - Espectro de RMN "*C-DEPT 135 de AP-12 (D,0, 75 MHz).
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Figura 222 - Espectro de RMN 2D "H,"*C-HSQC de AP-12 (D,0, 300 x 75 MHz).
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Figura 223 - Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AP-12 (D,0, 300 x 300 MHz).
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Figura 224 - Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AP-12 (D,0, 300 x 75 MHz).
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A Figura 225 mostra todos os compostos isolados e caracterizados neste trabalho.

Figura 225 - Compostos isolados a partir do estudo fitoquimico do extrato etandlico das sementes de
Aspidosperma pyrifolium.
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4.13 Atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria

No teste da contor¢cdo abdominal induzida por 4cido acético em camudongos
“Swiss”, os grupos de animais pré-tratados com diferentes doses de APSE-Aq [50 mg/Kg
(35,83 +£2,73), 100 mg/Kg (31,00 + 2,58) e 200 mg/Kg (23,25 + 2,56)] e com indometacina
[10 mg/kg (16,75 £ 1,65)] exibiram uma significante diminuicdo no nimero de contor¢cdes
abdominais induzidas por dcido acético, quando comparado ao grupo tratado somente com o
veiculo (54,00 + 3,20). A dosagem de 200 mg/Kg de APSE-Aq, comparada as demais doses,
mostrou uma melhor resposta na reducdo das contor¢des. Os resultados permitiram concluir
que a administragdo de APSE-Aq mostrou atividade antinociceptiva no modelo animal de dor

visceral induzida pela administrac@o de 4cido acético (Figura 226).

Figura 226 - O efeito de APSE-Aq na contor¢do abdominal induzida por 4cido acético. Os valores sdo expressos
como média £ EPM do nimero de observagdes. a) versus controle (n = 6); b) versus APSE-Aq 50 mg/Kg (n =
6); c) versus APSE-Aq 100 mg/Kg (n =5); P <0,0001 (one-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keul’s
pos hoc).
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No teste de nocicep¢do do modelo da formalina, os grupos tratados com diferentes
doses de APSE-Aq, indometacina e morfina (Figura 227, p. 214) diminuiram
significativamente o tempo de lambedura durante a fase inicial quando comparado com o
controle [Controle: 44,88 + 2,46 (n = 8); APSE-Aq 1 mg: 36,38 £ 3,78 (n = 8); APSE-Aq 10
mg: 25,33 £2,34 (n = 6); APSE-Aq 100 mg: 20,00 + 3,24 (n = 5); Indometacina 10 mg: 20,00
+ 2,33 (n = 6); Morfina 5 mg: 19,25 + 2,28 (n = 5)]. Em contraste, na fase final somente os
grupos tratados com a dose de 100 mg/Kg de APSE-Aq, e com indometacina e morfina,
diminuiram significativamente o tempo de lambedura quando comparado com o controle

[Controle: 22,40 + 2,50 (n = 6); APSE-Aq 100 mg: 6,00 + 2,00 (n = 6); Indometacina 10 mg:
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2,80 £ 1,20 (n = 6); Morfina 5 mg: 5,25 £ 2,13 (n = 6)] (Figura 228). Estes resultados

sugerem que a fracdo APSE-Aq apresente possivel efeito central e periférico.

Figura 227 - Estruturas do anti-inflamatdrio indometacina e do analgésico morfina.
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Figura 228 - O efeito de APSE-Aq no teste da formalina. A figura mostra o tempo de lambedura da pata (em
segundos) nas fases inicial e final. Os valores sdo expressos como média + EPM do nimero de observacdes. a)
versus controle; b) versus APSE-Aq 1 mg/Kg; c) versus APSE-Aq 10 mg/Kg; P < 0,0001 (one-way ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keul’s pos hoc).
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No teste do edema da pata induzido por carragenina, a administracdo da dose de
100 mg/Kg de APSE-Aq reduziu significativamente o edema da pata apés duas (P < 0,05),
trés (P < 0,01) e quatro (P < 0,001) horas da administragdo do estimulo, em comparagdo aos
animais tratados com o veiculo. As doses de 50 e 200 mg/Kg de APSE-Aq reduziram o
edema da pata trés horas (50 mg de APSE-Aq: P < 0,01; 200 mg de APSE-Aq: P < 0,001) e
quatro horas (50 mg de APSE-Aq: P < 0,001; 200 mg de APSE-Aq: P < 0,001) apds a

administracdo do estimulo, em comparagdo aos animais tratados com o veiculo, enquanto a
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indometacina reduziu o edema da pata a partir da segunda hora de administragdo do estimulo
(P < 0,001) (Figura 229). Estes resultados sugeriram que a fracdo APSE-Aq apresenta uma

possivel atividade anti-inflamatoria.

Figura 229 - Curso de tempo do efeito do tratamento de APSE-Aq sobre o edema de pata induzido por
carragenina (1%). Os valores sdo expressos como média + EPM do nimero de observacdes. * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001 versus controle (two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni post hoc).
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal

As sementes de Aspidosperma pyrifolium utilizadas no estudo foram coletadas na
cidade de Cabrob6, Pernambuco, em junho de 2010. A planta foi identificada por comparagio
com um espécime de A. pyrifolium, coletado em dezembro de 2004 na Fazenda Niao Me
Deixes, em Quixad4, Ceard, identificado pelo botanico Edson de Paula Nunes e depositado no

Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, com N° de exsicata 35524.

5.2 Métodos cromatograficos

5.2.1 Cromatografia de exclusd@o molecular
O fracionamento por cromatografia de exclusdo molecular foi efetuado em gel de

dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, por elui¢do com metanol (P.A.).

5.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises por Cromatografia em Camada Delgada foram realizadas em placas de
aluminio pré-revestidas com silica gel (silica gel 60 F254, 20 x 20 cm, 1 mm de espessura, da
Merck). Os compostos foram visualizados por detec¢do no ultravioleta e/ou pulverizacdo com
solu¢@o de vanilina/dcido percldrico/etanol, seguido por aquecimento em chapa aquecedora,

bem como com reagente de Dragendorff.

5.2.3 Cromatografia em coluna

As andlises por cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-se colunas
de vidro, empacotadas com silica gel 60 (70-230 Mesh para cromatografia gravitacional e
230-400 Mesh para cromatografia sob pressdo). O comprimento e o diametro das colunas

foram selecionados conforme a quantidade de amostra.

5.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os isolamentos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizados em cromatégrafos Waters, constituido de uma bomba bindria (Waters-1525) e um
detector UV PDA (Waters-2996), e Shimadzu UFLC, constituido de uma bomba ternaria
(LC20AT), um detector UV PDA (SPD-M20A) e um forno CTO-20A. As separacdes foram

efetuadas em colunas RP-18 das marcas X-Terra® e Phenomenex®, adotando-se fluxos de 1



Rearte Zaperimental 217

mL/min para coluna analitica (4,6 x 250 mm, 5 um) e 4,72 mL/min para coluna semi-
preparativa (10 x 250 mm, 5 pm).

Os solventes empregados apresentavam grau HPLC (CH3;CN-Tedia, CH;OH-
Tedia, H,O Milli-Q e Acido Trifluoroacético) e foram adequadamente filtrados através de
membranas de nylon com poros de 0,45 um (Phenomenex®) e desgaseificados por sonicagdo
a vicuo durante 5-40 min.

As amostras foram dissolvidas nas fases méveis empregadas em cada andlise e

filtradas através de membranas de nylon com poros de 0,45 um (Phenomenex®).

5.3 Métodos espectrométricos e espectroscopicos

5.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro Perkin
Elmer, modelo Spectrum 100 FT-IR, utilizando UATR (Universal Attenuated Total
Reflectance Accessory), na regiio de frequéncia de 650 a 4000 cm™, pertencente ao
Laboratdrio de Espectrometria de Massa do Nordeste (LEMANOR), da Universidade Federal
do Ceara.

As amostras solidas foram colocadas diretamente sobre o cristal de seleneto de
zinco do suporte UATR, enquanto as amostras resinosas foram dissolvidas em cloroférmio e,

posteriormente, colocadas sobre o cristal através de um capilar.

5.3.2 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Prétio (RMN 'H) e de
Carbono-13 (RMN ()

Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Prétio (RMN 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN 13C), uni e bidimensionais, foram
obtidos em espectrdmetros Bruker, modelos Avance DRX-500 e DPX-300, pertencentes ao
Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear, da Universidade
Federal do Cearda (CENAUREMN-UFC). Foram aplicadas freqiiéncias de 499,77 MHz ('H)e
125,68 MHz (**C), sob um campo magnético de 11,7 T, e 300,13 MHz (‘H) e 75,47 MHz
(13C), sob um campo magnético de 7,05 T.

Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de prétio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (6 7,27),

metanol (d 3,31), piridina (0 8,74; 7,58; 7,22) e dimetilsulféxido (6 2,50). Nos espectros de
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carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos sinais de
carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (0 77,23), metanol (6 49,15), piridina (6 150,35;
135,91, 123,87) e dimetilsulféxido (6 39,51).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H foram
indicadas segundo a convencao: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto), dd (duplo
dupleto), dt (dupleto de tripleto), td (tripleto de dupleto), ddd (triplo dupleto), sept (septeto) e
m (multipleto).

Os experimentos unidimensionais de 'H e de "C foram efetuados em sonda
multinuclear de 5 mm com deteccdo inversa (500 MHz) ou em sonda dual de 5 mm com
detecgdo direta (300 MHz) e foram estabelecidos os seguintes valores para os parametros de
aquisi¢do: larguras espectrais de 24 ppm para 'H e 260 ppm para B, tempo de espera da
relaxacdo (D1) de 1 s, e largura de pulso (P1) de 90° de 9,70 us (0 dB) e 15,50 us (0 dB) para
'He "cC, respectivamente, no 500 MHz, e 10,75 us (3 dB) e 10,00 us (3,5 dB) para 'He "cC,
respectivamente, no 300 MHz. Para todos os experimentos unidimensionais foram utilizados
65356 pontos para a aquisicdo (TD) e 32768 para o processamento (SI), enquanto para os
experimentos bidimensionais foram utilizados 2048 x 256 pontos para a matriz de dados de
aquisi¢do e 2048 x 1024 pontos para o processamento. Predi¢do linear para o processamento
2D, utilizando 80 coeficientes, foi usada quando necessdria. Os nimeros de transientes (NS)
variaram de acordo com as quantidades das amostras.

Os microprogramas utilizados para a aquisicio dos dados foram: 'H (zg ou
zgeppr, quando aplicada a supressdo da dgua), *C-CPD (zgpg30), *C-DEPT135 (deptl135),
BC-APT (jmod), NOE SELETIVO (selnogp), COSY (cosygpqf), NOESY (noesygpph),
HSQC (hsqcgpph), HMQC (hmgcqf) e HMBC (hmbcgplpndgf), todos fornecidos pelo
fabricante.

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com
angulos de nutacdo de 135°, CH e CH; com amplitudes em oposi¢do aos CH,, foi utilizada na
determina¢do do padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em RMN 3¢, descritos segundo a
convengdo: C (carbono ndo-hidrogenado), CH (carbono mono-hidrogenado ou carbono
metinico), CH; (carbono metilénico ou metilidénico) e CHj; (carbono metilico). Os carbonos
nao-hidrogenados foram caracterizados por comparacdo do espectro DEPT 135 com o
espectro BC-CPD.

A técnica APT (Atachedd Proton Test) também foi utilizada na determinacdo do

padrdo de hidrogenagdo dos carbonos em RMN "*C, mostrando C e CH, com amplitudes
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positivas, e CH e CHj3 com amplitudes negativas. Os valores do intervalo de tempo (T ou
“delay” d20) foram calculados a partir do quociente 1/J, resultando em um intervalo de 6,89
ms (para 'Jen = 145 Hz). Utilizou-se tempo de aquisicdo de 1,82 s.

Nos experimentos de NOE Seletivo foram inicialmente realizadas as sele¢des das
frequéncias a serem pré-saturadas. Os espectros foram adquiridos com gradiente, utilizando
128 ou 256 pulsos (NS).

Os experimentos bidimensionais de correlacio homonuclear (COSY e NOESY) e
heteronuclear (HSQC e HMBC), realizados no aparelho Bruker Avance DRX-500, foram
efetuados em sonda multinuclear de 5 mm, com deteccio inversa, empregando-se gradiente
de campo no eixo Z, que apresenta magnitude total de 10 A. Os valores de J utilizados para os
experimentos pertinentes foram 1JH,C =145,0 (CNST2) e "Jyc = 7,25 (CNST13), onde n > 2.
Quando realizados no aparelho Bruker Avance DPX-300, em sonda dual de 5 mm com
detec¢do direta, os valores de J utilizados foram 'Jyc = 145,0 (CNST2) e "Juc = 10,0
(CNST13), onde n > 2.

5.3.3 Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados num espectrometro
Shimadzu, modelo CGMS-QP2010 Ultra, utilizando coluna DB-5 (25 m x 0,25 mm) e
ionizagdo por impacto eletrdnico a 70 eV, pertencente ao Laboratério de Produtos e
Tecnologia em Processos, da Universidade Federal do Ceara.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram adquiridos usando um
espectrometro de massa modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-34) - Shimadzu, equipado com
fonte de ionizagdo por electrospray, pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massa

do Nordeste, da Universidade Federal do Ceara (LEMANOR-UFC).

5.4 Meétodos fisicos de analise

5.4.1 Determinacdo do ponto de fusdo (p.f.)

Os pontos de fus@o foram medidos em um equipamento da marca MicroQuimica
Ind. E Com. LTDA, modelo MQAPF-301, pertencente ao Departamento de Quimica
Orgénica e Inorganica, da Universidade Federal do Ceard. As medi¢des foram realizadas a

uma taxa de aquecimento de 2 °C/min e os valores ndo foram corrigidos.
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5.4.2 Determinacdo da rotagdo optica

As rotagdes Opticas foram obtidas num polarimetro Jasco, modelo P-2000,
pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste, da Universidade Federal
do Ceara (LEMANOR-UFC), operando com ldmpada de Tungsténio, em comprimento de
onda de 589 nm e temperatura de 20 °C. Utilizou-se uma cubeta de 2,5 mm de didmetro por
100 mm de caminho 6ptico. As medicdes foram feitas em triplicatas e o tempo de duragdo de
cada anélise foi de 15 segundos. Antes de cada andlise foi obtido o branco do solvente para a
correcdo dos valores. Foram considerados aceitdveis valores de desvios padrdes menores que

1 (um), calculados pelo préprio aparelho.

5.5 Estudo dos constituintes quimicos de Aspidosperma pyrifolium Mart.
5.5.1 Preparacdo dos extratos hexdnico (APSH) e etandlico (APSE) das sementes de A.
pyrifolium e isolamento de AP-12

835,0 g das sementes de Aspidosperma pyrifolium, depois de secos e moidos,
foram submetidos a maceracdo em 2 L de hexano por 72 horas. A extracdo foi repetida 2
vezes e as solucdes hexanicas foram filtradas, evaporadas sob pressdo reduzida e reunidas
para a obtencdo do extrato denominado APSH (liquido escuro; 65,17 g; 7,80 % de
rendimento).

A torta resultante foi submetida a8 maceracdo em 2 L de etanol durante 72 horas. A
extracdo foi repetida 2 vezes e as solucdes etandlicas foram filtradas, concentradas em
rotaevaporador e reunidas para a obtenc@o do extrato denominado APSE (sdlido escuro;
162,54 g; 19,47 % de rendimento). A precipitacdo no extrato APSE rendeu 1,12 g de um
s6lido denominado AP-12.

5.5.2  Preparacdo do decocto das sementes de A. pyrifolium (DEC-APS)

A 10,0 g da torta seca, resultante da extragdo das sementes de A. pyrifolium com
hexano e, posteriormente, com etanol, foram adicionados 100 mL de &4gua destilada,
submetendo-se ao procedimento de decoc¢do. Apds o inicio da fervura, o sistema foi mantido
por 15 minutos sob aquecimento. A solugdo (decocto) foi filtrada e o material vegetal foi
lavado com 80 mL de agua fervente (1 x 50 mL + 1 x 30 mL), recuperando-se 100 mL da
solugdo. Esta foi submetida a secagem por liofilizacdo, rendendo 3,04 g da fracdo denominada

DEC-APS.
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5.5.3 Partigdo liquido-liquido de APSE

Uma aliquota de 30,0 g do extrato APSE foi solubilizada em 300 mL de agua
destilada, sob breve aquecimento. Ap6s alguns minutos de repouso, houve a precipitacido de
um soélido escuro, que apos a retirada do liquido sobrenadante com uma pipeta, foi dissolvido
em 30 mL de metanol, originando a fragio APSE-PID.

A solucdo aquosa remanescente foi extraida com 250 mL de hexano (2 x 100 mL
e 1 x 50 mL), seguida por 300 mL. de CH,Cl, (2 x 100 mL e 2 x 50 mL) e, finalmente, por
250 ml de AcOEt (2 x 100 mL e 1 x 50 mL). As fases organicas hexano, diclorometano e
acetato de etila foram secadas com sulfato de s6dio anidro e rotaevaporadas, enquanto a fase
aquosa residual foi liofilizada.

O procedimento acima foi repetido quatro vezes (totalizando 152,30 g de extrato)
e as fragdes foram comparadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e reunidas,

sendo descritas na Tabela 16.

Tabela 16 - Fracdes provenientes das parti¢cdes liquido-liquido de aliquotas do extrato etanélico das sementes de
Aspidosperma pyrifolium.

Fracio Sigla Massa (g)

Precipitado APSE-PID 17,18
Hexano APSE-H 2,50
CH,Cl, APSE-D 20,77
AcOEt APSE-Ac 1,04
Aquosa APSE-Aq 91,17

Total 132,66 g

Rendimento 87,10%

5.5.4 Particdo solido-liquido de DEC-APS

A fracdo DEC-APS (3,04 g; item 5.5.2) foi submetida a parti¢do sélido-liquido
com 50 mL de metanol, sob agitacdo por 20 minutos. O liquido sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro e o material insolivel foi novamente extraido com 2 x 50 mL de metanol. A
solugdo metandlica final foi rotaevaporada, e ao se tentar retirar o material do baldo, somente
uma parte foi soliivel em metanol, resultando em 1,02 g da fragéo soldvel, denominada DEC-
APS-M, e 534,8 mg da fragcdo insoldvel, denominada DEC-APS-IM, a qual foi soldvel em
dgua. O material residual da particdo s6lido-liquido foi secado e rendeu a fragio DEC-APS-

RES (1,43 g).
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5.6 Isolamento dos constituintes quimicos
5.6.1 Cromatografia de desadsor¢do seletiva da fracdo APSE-D e isolamento de AP-1

5,0 g da fracdo APSE-D (item 5.5.3) foram solubilizados em CH,Cl, e adsorvidos
em 25,0 g de silica gel 60 (granulometria entre 70-230 Mesh). Este material foi adicionado a
uma coluna de 4,5 cm de diametro, empacotada com 12,0 g de silica gel. A elui¢do ocorreu

em ordem crescente de polaridade e foram coletadas 9 fragdes (Tabela 17).

Tabela 17 - Fragdes coletadas por cromatografia de desadsor¢do seletiva de APSE-D.

Fracio Eluente Volume (mL) Cor Massa (mg)
1 Hexano 100% 200 Incolor 11,1
2 Hex-CH,Cl, 50% 300 Incolor 273,9
3 CH,Cl, 100% 300 Incolor 1.297,2
4 CH,Cl,-AcOEt 50% 400 Amarela clara 1.649,8
5 AcOEt 100% 300 Amarela clara 255.4
6 AcOEt-MeOH 50% 100 Vinho 981,7
7 AcOEt-MeOH 50% 100 Vermelha 161,8
8 MeOH 100% 200 Alaranjada 88,0
9 MeOH 100% 200 Amarela 59,4
Total 478 g
Rendimento 95,60%

O mesmo procedimento acima foi realizado com mais trés aliquotas de 5,0 g da
fracdo APSE-D. As fracdes provenientes de cada cromatografia foram analisadas entre si por
CCD, e reunidas diante de suas semelhancas. A fragio APSE-D(4) mostrou formacdo de
precipitado, o qual foi recristalizado com acetato de etila, resultando em 313,1 mg do
composto AP-1, referente a cristais em formato de agulha. A fragdio APSE-D(7) foi submetida

a analise em cartucho C18.

5.6.2 Cromatografia em cartucho C18 da fracdo APSE-D(7)

A fracdo APSE-D(7) (794,9 mg) foi submetida a cromatografia em um cartucho
C18 da marca STRATA, empacotado com 10 g de fase estaciondria. O cartucho foi
inicialmente eluido com 50 mL de metanol, seguido por ativagdo com 50 mL de dgua milli-Q
e, posteriormente, condicionamento com 25 mL de solu¢ao H,O:MeOH (75:25). A fragao foi
dissolvida em 2 mL da fase mdvel a ser utilizada e, entdo, adicionada ao cartucho. A eluicdo
ocorreu com misturas bindrias de H,O e MeOH, sendo coletadas 38 fracdes (Tabela 18, p.

223).
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Depois de comparadas por CCD, as fragdes foram reunidas em quatro grupos: 1-
12 (510,1 mg), 13-31 (91,0 mg), 32-35 (127,8 mg) e 36-38 (10,2 mg). O grupo 32-35 foi

submetido a andlise por CLAE.

Tabela 18 - Fragdes coletadas a partir da cromatografia em cartucho C18 de APSE-D(7).

Fracao Eluente Volume (mL)
1 H,0-MeOH 25% 4
2-10 H,0-MeOH 25% 1
11-18  H,O-MeOH 25% 5
19-27  H,0-MeOH 40% 5
28-31  H,O-MeOH 40% 15
32-33  H,O-MeOH 40% 50
34-35  H,O-MeOH 80% 50
36-38 MeOH 100% 50

5.6.3 CLAE da fracdo APSE-D(7)-(32-35) e isolamento de AP-2, AP-3 e AP-4

1,0 mg da fragcdo APSE-D(7)-(32-35) foi testado em coluna analitica Phenomenex
com solucdo aquosa 4cida de TFA 0,1% em CH3;CN nas propor¢des de 25 e 30%. Diante dos
cromatogramas obtidos, foi decidido injetar a amostra com solug¢do aquosa dcida de TFA
0,1% em CH3CN (73:27), utilizando fluxo de 4,0 mL/min e forno a 40°C, em cromatégrafo
Shimadzu.

123,0 mg da amostra foram dissolvidos na referida fase mdvel, filtrados e
injetados em loop de 100 pL. Foram coletadas seis fragdes, correspondentes aos picos
numerados no cromatograma da Figura 230, e a Tabela 19 (p. 224) mostra seus respectivos

tempos de retencdo e massas.

Figura 230 - Cromatograma resultante da elui¢@o isocrética da fragdo APSE-D(7)-(32-35), com solugdo aquosa
acida de TFA 0,1% em CH;CN (73:27). Varredura de 215-400 nm.

mAU

. SR —
] 64 |

100- 1 3 f i
1 | i I

i It | i'l

50- |3 5
1 T AL f i
1 (| Ih' I |J| i|||'| J \
g oV I\ \
d I {:lu \ o |\ | \

0 M ANV N A N R o
T T T T T e | T T T T T T T T T T T T U T e
0 5 10 15 20 25
min

Pico 1 - Mistura de compostos; Pico 2 - Nao identificado; Pico 3 - Composto AP-2; Pico 4 - Composto AP-3;
Pico 5 - Composto AP-4; Pico 6 - Composto AP-1.
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Tabela 19 - Fragdes obtidas por CLAE de APSE-D(7)-(32-35) utilizando soluc@o aquosa dcida de TFA 0,1% em

CH;CN (73:27).

Fracio TR (min) | Massa (mg)
1 6,35 7,3
2 7,48 3,0
3 8,27 4.8
4 9,00 6,1
5 14,75 9,0
6 16,09 31,3
Total 61,5 mg
Rendimento 50%

As fragdes 3, 4 e 5, ap6s analisadas por RMN 'H, geraram os compostos AP-2,

AP-3 e AP-4, respectivamente. A fracio 6 rendeu mais quantidade do composto AP-1.

5.6.4 Cromatografia de exclusdo molecular de APSE-Aq
Uma aliquota de 3,11 g da fracio APSE-Aq (item 5.5.3) foi solubilizada em

metanol e acondicionada em uma coluna de 4,0 cm de didmetro empacotada com gel de

dextrana Sephadex LH-20 (altura do gel = 27,0 cm). A primeira fragdo foi coletada apds a

eluicio de 100 mL de metanol, utilizando-se fluxo médio de 12 gotas/minuto. Foram

coletadas dez fracdes, descritas na Tabela 20.

Tabela 20 - Fragdes resultantes da cromatografia de exclusdo molecular da fracdo APSE-Aq.

Fracio Volume (mL) Cor Massa (mg)
1 50 Marrom 5.8
2 20 Marrom 22,1
3 10 Marrom 176,5
4 10 Alaranjada 638,4
5 10 Amarela 765,7
6 10 Amarela 477.5
7 10 Amarela 356,6
8 25 Amarela clara 485,0
9 125 Amarela clara 165,4
10 25 Esverdeada 6,7
Total 3,10 g
Rendimento 99,68%

As fragdes 3-7 foram analisadas por RMN 'H. Destas, 3 ¢ 6 foram submetidas a

andlises por CLAE, enquanto 4 e 5 foram reunidas, recromatografadas por Sephadex e,

posteriormente, injetadas em CLAE.
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5.6.5 Cromatografia de exclus@o molecular de APSE-Aq-S(4-5)

A fracdo APSE-AQ-S(4-5) (1,40 g) foi solubilizada em 8 mL de metanol e
adicionada a uma coluna de 4,0 cm de didmetro empacotada com gel de dextrana Sephadex
LH-20 (altura do gel = 27,0 cm). A primeira fracdo foi coletada apds eluidos 125 mL de
metanol, utilizando-se fluxo médio de 15 gotas/minuto. Foram coletadas sete fracdes,

descritas na Tabela 21.

Tabela 21 - Fragdes resultantes da cromatografia de exclusdo molecular da fragdo APSE-Aq-S(4-5).

Fracio Volume (mL) Cor Massa (mg)
1 25 Amarela clara 2,3
2 15 Alaranjada 45,2
3 15 Alaranjada 361,3
4 15 Amarela 461,0
5 15 Amarela 302,3
6 25 Amarela clara 109,3
7 50 Amarela clara 21,1
Total 1,30 g
Rendimento 92,86%

Ap6s analisadas por CCD, as sub-fragdes 3 e 4 foram submetidas a isolamento das

substancias por CLAE.

5.6.6 CLAE das fracoes APSE-Aq-S(3), APSE-Aq-S(4-5)-3, APSE-Aq-S(4-5)-4 ¢ APSE-
Aq-5(6)

176,5 mg da fracao APSE-AQ-S(3) foram solubilizados em 13 mL de solugdo
aquosa dcida de TFA 0,2% em CH3CN (80:20). Esta solucdo foi filtrada em membrana de
nylon e injetada em coluna semipreparativa X-Terra RP-18, utilizando loop de 200 uL e fluxo
de 4,72 ml/min.

Foram coletadas as fragcdes 1 (16,9 mg, TR = 3,5 min), 2 (5,2 mg, TR = 4,3 min),
3 (29,3 mg, TR = 7,0 min), 4 (16,6 mg, TR = 8,7 min) e 5 (20,1 mg, TR = 9,7 min). A fracio
5 gerou uma nova quantidade de AP-2.

As fracdes APSE-Ag-S(4-5)-3 (361,3 mg), APSE-Ag-S(4-5)-4 (461,0 mg) e
APSE-Aqg-S(6) (477,5 mg) foram submetidas a CLAE sob as mesmas condi¢des especificadas
para a fragcdo APSE-Aq-S(3).

A partir de APSE-Aq-S(4-5)-3 foram coletadas as fracdes 1 (101,3 mg, TR = 3,5
min), 2 (89,9 mg, TR = 7,0 min), 3 (43,3 mg, TR = §,7 min) e 4 (19,5 mg, TR = 9,7 min). A

fragdo 4 rendeu novamente o composto AP-2.



Rearte Zaperimental 226

A partir de APSE-Aq-S(4-5)-4 foram coletadas as fracdes 1 (10,7 mg, TR = 2,9
min), 2 (118,8 mg, TR = 3,5 min), 3 (121,8 mg, TR = 7,0 min) e 4 (42,2 mg, TR = 8,7 min).

A partir de APSE-Aq-S(6) foram coletadas as fracdes 1 (59,0 mg, TR = 2,9 min),
2 (58,0 mg, TR = 3,5 min), 3 (6,7 mg, TR = 4,3 min) e 4 (34,7 mg, TR = 7,0 min). A fragdo 1
foi reinjetada em CLAE.

Todas as fracdes coletadas foram comparadas por CCD, e a partir de suas
semelhancas e seus tempos de retencdo foram geradas as fragcdes APSE-Ag-TR 3.5 (249,5
mg), APSE-Ag-TR 7,0 (222,2 mg) e APSE-AQ-TR 8,7 (84,7 mg).

5.6.7 CLAE de APSE-Aq-5S(6)-1 e isolamento de AP-5

A fracdo APSE-Aq-S(6)-1 (59,0 mg) foi solubilizada em 3 mL de solucdo aquosa
dcida de TFA 0,2% em CH3CN (90:10), filtrada em membrana de nylon e reinjetada em
cromatdgrafo Shimadzu, utilizando coluna semipreparativa Phenomenex RP-18, loop de 200
uL, fluxo de 4,72 mL/min e forno a 40°C. Coletou-se as fracdes 1 (0,6 mg, TR = 3,9 min) e 2
(23,3 mg, TR = 8,1 min) (Figura 231). A fracdo 2 levou ao isolamento do composto AP-5.

Figura 231 - Cromatograma resultante da elui¢@o isocritica da fracdo APSE-Ag-S(6)-1, com solugdo aquosa
acida de TFA 0,2% em CH;CN (90:10). Varredura de 200-400 nm.
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Pico 1 - Nio identificado; Pico 2 - Composto AP-5.

5.6.8 CLAE de APSE-Aq-TR 3,5 e isolamento de AP-6 e AP-7

249,5 mg da fracdo APSE-Aq-TR 3,5 foram dissolvidos em uma mistura de 15%
de CH3CN e 85% de solucdo aquosa dcida de TFA 0,2%. A solucdo foi injetada em
cromatégrafo Waters, equipado com coluna semipreparativa Phenomenex RP-18, utilizando

loop de 200 pL e fluxo de 4,72 mL/min.
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Foram coletadas as fracdes: 1 (116,2 mg, TR = 5,0 min), 2 (46,7 mg, TR = 6,9
min) e 3 (13,8 mg, TR = 8,2 min) (Figura 232). A fracdo 1 rendeu o composto AP-6 e a

fracdo 3 rendeu o composto AP-7.

Figura 232 - Cromatograma resultante da eluicdo isocratica da fracio APSE-Aq-TR 3,5, com solugdo aquosa
4cida de TFA 0,2% em CH;CN (85:15). Comprimento de onda: 262 nm.
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Pico 1 - Composto AP-6; Pico 2 - Nao identificado; Pico 3 - Composto AP-7.

5.6.9 CLAE de APSE-Aq-TR 7,0 e isolamento de AP-8 e AP-9

70,0 mg da fracio APSE-Aq-TR 7,0 foram solubilizados em uma mistura ternaria
composta por 15% de CH3;CN-CH;OH (40:60) e 85% de solugcdo aquosa dcida de TFA 0,2%.
A solucdo foi injetada em cromatégrafo Waters, equipado com coluna semipreparativa
Phenomenex RP-18, utilizando loop de 100 uL e fluxo de 4,72 mL/min.

Foram coletadas as fracdes 1 (9,7 mg, TR = 14,1 min) e 2 (30,5 mg, TR = 14,9
min) (Figura 233). A fracdo 1 resultou no composto AP-8 e a fracdo 2 rendeu o composto

AP-9.

Figura 233 - Cromatograma obtido por elui¢do isocréitica da fracdo APSE-Aqg-TR 7.0, utilizando mistura terndria
composta por 15% de CH;CN-CH;0H (40:60) e 85% de solucdo aquosa 4cida de TFA 0,2%. Comprimento de
onda: 254 nm.
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Pico 1 - Composto AP-8; Pico 2 - Composto AP-9.
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5.6.10 CLAE de APSE-Aq-TR 8,7 e isolamento de AP-10

82,9 mg da fracdo APSE-AQ-TR 8,7 foram dissolvidos em uma mistura de 30%
de CH3CN e 70% de solugdo aquosa acida de TFA 0,2%. Esta solugdo foi injetada em
cromatografo Waters, equipado com coluna semipreparativa Phenomenex RP-18, utilizando
loop de 200 pL e fluxo de 4,72 mL/min. Coletou-se as fragdes: 1 (2,5 mg, TR = 2,5 min), 2
(52,6 mg, TR = 5,2 min) e 3 (4,6 mg, TR = 10,3 min) (Figura 234). A fracdo 2 rendeu o
composto AP-10.

Figura 234 - Cromatograma resultante da elui¢do isocrdtica da fracdo APSE-Ag-TR 8,7, utilizando solugédo
aquosa dcida de TFA 0,2% em CH;CN (70:30). Comprimento de onda: 254 nm.
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Pico 1 - Nio identificado; Pico 2 - Composto AP-10; Pico 3 - Nio identificado.

5.6.11 Particdo liquido-liquido de APSE-Aq em solucdo saturada de NaCl

300 mL de uma solucdo aquosa saturada de NaCl foi adicionada a uma aliquota de
30,0 g de APSE-Aq (item 5.5.3), gerando duas fracdes: a insolivel, denominada APSE-Ag-
Ins, e a soluvel, denominada APSE-Ag-Sol. Apés separacdo das duas fracdes, APSE-Ag-Sol
foi colocada em um funil de separacao e extraida com 300 mL de CH,Cl, (2 x 100 mL e 2 x
50 mL), rendendo a fragdo APSE-Ag-Sol-D. A fra¢do aquosa residual foi secada em
rotaevaporador e, posteriormente, submetida a extracdo soélido-liquido com 300 mL de
metanol (2 x 100 mL e 2 x 50 mL), sob agitacdes de 15 minutos cada, gerando a fracdo
APSE-Aqg-Sol-M.

Este procedimento foi reproduzido mais duas vezes (totalizando 82,6 g de APSE-
Aq) e resultou em 34,5 g da fracdo APSE-Aq-Ins, 8,6 g da fracio APSE-Aq-Sol-D e 39,2 g da
fracdo APSE-Ag-Sol-M.
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5.6.12 Cromatografia de desadsorcdo seletiva de APSE-Aq-Sol-D

A fracdo APSE-Aq-Sol-D (8,6 g) foi solubilizada em CH,Cl,, adsorvida em 41,0
g de silica gel 60 e acondicionada sobre uma camada de 12,0 g de silica, contida em coluna de
4,5 cm de diametro. A eluicdo ocorreu com hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH, puros e

misturados, em ordem crescente de polaridade, gerando nove fracdes (Tabela 22).

Tabela 22 - Fragdes coletadas por cromatografia de desadsorgdo seletiva de APSE-Aq-Sol-D.

Fracio Eluente Volume (mL) Cor Massa (mg)
1 Hexano 100% 200 Incolor 3,7
2 Hex-CH,Cl, 50% 200 Incolor 3,4
3 CH»ClI, 100% 300 Incolor 2,5
4 CH,Cl,-AcOEt 50% 500 Amarela clara 349,6
5 AcOEt 100% 250 Incolor 35,7
6 AcOEt-MeOH 50% 100 Alaranjada 5.830,8
7 AcOEt-MeOH 50% 100 Amarela 1.101,4
8 AcOEt-MeOH 50% 125 Amarela clara 102,0
9 MeOH 100% 250 Amarela clara 31,0
Total 7,46 g
Rendimento 86,26%

A sub-fracdo 6 foi recromatografada em coluna de silica, eluindo-se com CH,Cl,,
AcOEt e MeOH, puros e misturados em ordem crescente de polaridade, para gerar a sub-
fracdo 12 (2,17 g). Esta foi submetida & cromatografia em coluna sob pressdo (coluna

“flash”).

5.6.13 Cromatografia em coluna de APSE-Aq-Sol-D(6)-12 e isolamento de AP-11

Uma aliquota de 1,67 g da fracdo APSE-Aqg-Sol-D(6)-12 foi dissolvida em
CH,Cl, e gotas de MeOH, e adsorvida em 1,7 g de silica “flash” (granulometria entre 230-400
Mesh). Este material foi colocado em uma coluna de 3,5 cm de didmetro, empacotada com

100 g de silica. A coleta ocorreu conforme mostrado na Tabela 23 (p. 230).
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Tabela 23 - Fragdes coletadas a partir da cromatografia em coluna de APSE-Ag-Sol-D(6)-12.

Fracio Eluente Volume (mL)
1 20
325__3442 CH,CI,-MeOH 5% 280
43 100
44-46 100
47 150
g?:gg CH,Cl,-MeOH 10% 1(8)0
81-90 25
91-93 50
94-96 CH,Cl,-MeOH 50% 100
97 MeOH 100% 250

A sub-fracdo 85 (4,3 mg), coletada com mistura de CH,Cl,-MeOH 10%, rendeu o
composto AP-11.

5.6.14 Parti¢do solido-liquido de APSE-PID

Uma aliquota de 13,85 g da fracdo APSE-PID (item 5.5.3) foi inicialmente
submetida a agitacdo com 50 mL de hexano, durante 15 minutos, seguido por um curto
periodo de repouso, e posterior filtragio a vdcuo do liquido sobrenadante. O soélido
remanescente foi novamente extraido com 50 mL de hexano, seguindo o mesmo
procedimento, e prosseguindo com duas extracdes de 50 mL de diclorometano, obtendo-se,
apos rotaevaporagdo dos solventes, as fragcdes APSE-PID-H (2,02 g) e APSE-PID-D (2,68 g),
respectivamente. O s6lido residual rendeu 8,49 g da fracio APSE-PID-R.

5.6.15 Cromatografia de exclusd@o molecular de APSE-PID-R

Uma aliguota de 3,05 g da fracio APSE-PID-R foi solubilizada em 10 mL de
metanol e adicionada a uma coluna de 4,0 cm de didmetro empacotada com gel de dextrana
Sephadex LH-20 (altura do gel = 27,0 cm). Utilizou-se um fluxo inicial de 16 gotas/minuto e
a primeira fracdo foi coletada apds eluicio de 100 mL de metanol. Foram coletadas 24

fragdes, descritas na Tabela 24 (p. 231).
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Tabela 24 - Fracdes resultantes da cromatografia de exclusdo molecular da fragio APSE-PID-R.

Fracdo Volume (mL) Cor
1 20 Marrom
2 10 Marron

3-11 10 Preta
12-15 10 Marrom
16-19 20 Marrom
20-23 50 Marrom
24 425 Marrom

O procedimento de cromatografia de exclusdo acima foi realizado com o restante
da fracdo APSE-PID-R, e a comparacdo por CCD, seguida de reunido das fragdes similares,

gerou 10 sub-fragdes (APSE-PID-R-A a APSE-PID-R-J).

5.6.16 Cromatografia de desadsorcdo seletiva de APSE-PID-R-E

A sub-fragdo APSE-PID-R-E (3,57 g) foi dissolvida em metanol e adsorvida em
18 g de silica gel 60. O material foi acondicionado em uma coluna de 4,5 cm de didmetro,
empacotada com 20 g de silica. Foram coletadas 21 fra¢des, em volume de 100 mL cada, em

ordem crescente de polaridade, conforme mostra a Tabela 25.

Tabela 25 - Fragdes coletadas por cromatografia de desadsor¢ao seletiva de APSE-PID-R-E.

Fracéo Eluente Cor
1-3 Hex-CH,Cl, 50% Incolor
4-7 CH,CI, 100% Amarela clara
8-10 CH,Cl,-AcOEt 50% Amarela
11-13 AcOEt 100% Amarela
14-18 AcOEt-MeOH 50% Alaranjada
19-21 MeOH 100% Alaranjada

A fracdo 15-18 (806,8 mg) foi recromatografada em coluna de silica gel e rendeu
a sub-fracdo 11-12 (150,0 mg), coletada com a mistura de AcOEt-MeOH 20%, a qual foi

submetida a anélise por CLAE.

5.6.17 CLAE de APSE-PID-R-E-(15-18)-(11-12) e re-isolamento de AP-2, AP-6 e AP-10

A sub-fracdo APSE-PID-R-E-(15-18)-(11-12) foi solubilizada em uma mistura de
35% de CH30H e 65% de solugdo aquosa acida de TFA 0,1%, filtrada e injetada em
cromatdgrafo Waters, equipado com coluna semipreparativa Phenomenex RP-18, utilizando

loop de 200 pL e fluxo de 4,72 mL/min.
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Foram coletadas as fragcdes 1 (18,2 mg, TR = 5,4 min), 2 (5,1 mg, TR = 6,1 min),
3 (24,6 mg, TR = 10,7 min), 4 (14,4 mg, TR = 15,5 min) e 5 (14,5 mg, TR = 20,2 min)
(Figura 235). As fragdes 1, 4 e 5 renderam, novamente, os compostos AP-6, AP-10 e AP-2,
respectivamente.

Figura 235 - Cromatograma resultante da eluicdo isocrdtica da sub-fragdo APSE-PID-R-E-(15-18)-(11-12),
utilizando solucdo aquosa 4cida de TFA 0,1% em CH;OH (65:35). Comprimento de onda: 254 nm.
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Pico 1 - Composto AP-6; Pico 2 - Néo identificado; Pico 3 - Nao identificado; Pico 4 - Composto AP-10;

Pico 5 - Composto AP-2.
5.6.18 Cromatografia de exclusd@o molecular de DEC-APS-M

Uma aliquota de 473,4 mg da fracio DEC-APS-M (item 5.5.4) foi solubilizada

em 3 mL de metanol, e esta solucdo foi acondicionada em uma coluna de 2,0 cm de diametro,
preenchida com gel de Sephadex LH-20. Utilizou-se fluxo médio de 18 gotas/minuto,
iniciando-se a coleta ap6s elui¢do de 30 mL de metanol. As fracdes 1-17 foram coletadas em
volumes de 4 mL, as fragdes 18-20 em volumes de 5 mL, as fracdes 21 e 22 em volumes de 8

mL, e a fracdo 23 em volume de 135 mL. A fragdo 17 foi submetida a andlise por CLAE.

5.6.19 CLAE de DEC-APS-M(17) e re-isolamento de AP-6

A fracdo DEC-APS-M(17) (28,4 mg) foi dissolvida em 2 mL da mistura de 35%
de metanol e 65% de solucio aquosa acida de TFA 0,1%, filtrada e injetada em cromatégrafo
Waters, equipado com coluna semipreparativa Phenomenex RP-18, utilizando loop de 100 uL.
e fluxo de 4,72 mL/min.

Foram coletadas as fragdes 1 (2,5 mg, TR = 2,8 min), 2 (11,0 mg, TR = 5,1 min) e
3 (3,9 mg, TR = 10,6 min) (Figura 236, p. 233). A fracdo 2 rendeu, novamente, 0 composto
AP-6.
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Figura 236 - Cromatograma resultante da elui¢do isocrdtica da fracdo DEC-APS-M(17), utilizando solugdo
aquosa acida de TFA 0,1% em CH;0H (65:35). Comprimento de onda: 254 nm.
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5.6.20 Tratamento dos compostos AP-8, AP-9 e AP-10

Depois de identificadas as estruturas dos compostos AP-8, AP-9 e AP-10, eles
foram submetidos a tratamento com uma solucdo aquosa bdésica para efetuar o
desprotonamento, visto que foram isolados utilizando d4cido trifluoroacético (TFA) e,
portanto, encontravam-se protonados, devido a reacdo do nitrogénio basico dos compostos
com o 4cido.

5,1 mg da fracdo APSE-Aq-TR 7,0(1), equivalente ao composto AP-8, foram
solubilizados em 1 mL de metanol, e a esta solucdo foram adicionados, gota a gota, 3 mL de
uma solu¢do aquosa de NH4OH 10% (v/v), até atingir pH 10. Para garantir o
desprotonamento, acrescentou-se 1 mL de NH,OH concentrado, e a solu¢do foi submetida a
extragdo com 25 mL de AcOEt (2 x 7 mL + 6 mL + 5 mL). A fragdo orgénica foi lavada com
3 mL de dgua destilada, sendo, em seguida, secada com Na,SO,4 anidro e rotaevaporada,
rendendo 4,0 mg do respectivo composto desprotonado.

O mesmo procedimento foi realizado com 13,5 mg do composto AP-9 e 28,1 mg
do composto AP-10, resultando em 9,2 e 20,7 mg, respectivamente, dos compostos
desprotonados. Foram obtidos os espectros de RMN dos trés compostos também em suas
formas neutras, a fim de avaliar os efeitos causados pelo processo de protonacao.

A Figura 237 (p. 234) e a Figura 238 (p. 235) mostram o fluxograma
representativo para o procedimento experimental que conduziu ao isolamento dos compostos

AP-1 a AP-12, a partir do estudo fitoquimico das sementes de Aspidosperma pyrifolium.
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Figura 237 - Fluxograma representando o procedimento experimental utilizado para o isolamento dos compostos AP-1 a AP-12, a partir do estudo fitoquimico das sementes

de Aspidosperma pyrifolium.
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Figura 238 - Continuagédo do fluxograma representando o procedimento experimental realizado a partir da fracdo APSE-Aq.
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5.7 Atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria

Os testes das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria foram realizados no
Laboratério de Neurofarmacologia, pertencente ao Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC, pela doutoranda Dayane Pessoa de Aradjo,

sob orientacdo da professora Glauce S. B. Viana.

5.7.1 Animais

Para a avaliacdo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria foram
utilizados camudongos “Swiss”, machos, pesando de 25-30 g, sendo formados grupos de 5-8
animais. Eles foram mantidos sob condi¢des ambientais padrdes: 22 + 1 °C, humidade de 60 +
5%, 12 horas de luz e 12 horas de ciclo escuro, com livre acesso a dgua e comida. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o Guia do NIH para o Cuidado e Uso de

Animais de Laboratoério.

5.7.2  Protocolo experimental

Os animais foram divididos em seis grupos e receberam, intra-peritonealmente (i.
p.), dgua destilada (controle), APSE-Aq nas doses de 1, 10, 50, 100 e/ou 200 mg/Kg, e
indometacina na dose de 10 mg/Kg ou morfina na dose de 5 mg/Kg. Ap6s 30 minutos do
ultimo tratamento, os animais foram submetidos aos seguintes testes: contorcdo abdominal

induzida por acido acético, teste da formalina e edema da pata induzido por carragenina.

5.7.3 Contor¢do abdominal induzida por dcido acético

Os animais receberam 0,6% de acido acético por via intraperitoneal (10 puL/g de
peso). Apdés 10 minutos de administracdo do 4cido acético, o nimero de contorcdes
abdominais durante um periodo de 20 minutos foi registrado para cada animal. Uma
contorcdo foi identificada como uma extensdo das pernas traseiras acompanhada por

constri¢ao do abdomen (KOSTER; ANDERSON; BEER, 1959).

5.7.4 Teste da formalina

Os camundongos foram injetados com formalina (20 puL de formalina a 1%) por
via intraperitoneal sob a superficie ventral da pata traseira direita. A quantidade de tempo
gasto lambendo a pata injetada foi medida com um cronémetro e foi considerada como
indicativa de nocicepcdo. A resposta nociceptiva inicial foi medida apds 5 minutos da injegdo

de formalina (fase inicial) e 20-25 minutos apds a injecdo de formalina (fase final),
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representando as respostas de dor tdnica e inflamatdria, respectivamente (HUNSKAAR;

HOLE, 1987).

5.7.5 Edema de pata induzido por carragenina

Os animais receberam uma injec@o intraplantar de 1% de carragenina (100 pL)
para induzir o edema na pata traseira direita. O volume da pata foi medido antes, e 1, 2, 3,4 e
24 horas apds a administracdo de carragenina (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

O volume do edema, em mililitros, foi medido usando um Pletismémetro (Ugo
Basile, Itdlia), onde a pata traseira direita foi submersa até a articulacdo tibio-tarsica, na
camara de medicao do aparelho. O volume de fluido deslocado foi registrado e considerado o
volume da pata. Os resultados foram expressos como a diferenca entre o volume da pata nos

intervalos de tempo especificados e o volume antes da injecdo de carragenina (tempo zero).

5.7.6 Andlises estatisticas

Os resultados foram apresentados como a média + o erro padrdo da média (EPM).
As diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas por andlise de variancia “one-way”
ANOVA, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls. Para
analisar os dados dos testes do edema de pata induzido por carragenina foi utilizada a andlise
de variancia “two-way” ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni post hoc utilizando o
software GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Em todas as anlises,

consideraram-se estatisticamente significantes valores de P < 0,05.



\ Conclusdo




Gonclusio 238

6 CONCLUSAO

A andlise fitoquimica do extrato etandlico das sementes de Aspidosperma
pyrifolium mostrou que a espécie é realmente uma fonte de alcaloides plumeranos. Dentre os
12 compostos obtidos, o alcaloide (3a.H)-15(14—3)-abeo-aspidofractinina (AP-8) € inédito na
literatura, enquanto os compostos N-metilacuamidina (AP-11), 4cido loganico (AP-5),
loganina (AP-7), acido 2-hidréxi-3-O-f-D-glicopiranosilbenzéico (AP-6) e 2-O-metil-L-
quiro-inositol (AP-12) estdo sendo relatados pela primeira vez para A. pyrifolium. Além disso,
o alcaloide N-acetilaspidofractinina (AP-10) foi, pela primeira vez, obtido como produto
natural, e a correlagio dos seus dados de RMN 'H e 13C estd sendo relatada pela primeira vez
na literatura.

A andlise comparativa dos dados de RMN dos compostos AP-8, AP-9 e AP-10
protonados e desprotonados, mostrou a importante influéncia do dtomo de nitrogénio que,
quando se encontra protonado, causa desblindagem aos hidrogénios dos carbonos vizinhos,
justificando a importancia da desprotonagdo de alcaloides. Este efeito é pouco pronunciado
nos valores de ressonancia dos carbonos.

Além de serem apresentados dados mais recentes de RMN, também foram
sugeridas corre¢des de alguns dados incoerentes da literatura, visto que os dados deste
trabalho foram inequivocadamente assinalados baseando-se na andlise de espectros de RMN
1D ('H, “C-CPD, "*C-DEPT 135 ¢ "*C-APT) e 2D (COSY, HSQC, HMQC e HMBC). As
estereoquimicas relativas dos compostos foram determinadas com base em acoplamentos
dipolares observados nos espectros NOESY e/ou NOE Seletivo, além da comparacdo dos
dados fisicos relativos a estereoquimica apresentada na literatura.

A fracdo aquosa obtida do extrato etandlico das sementes de A. pyrifolium, fonte
da maior parte dos compostos isolados, mostrou um significante efeito antinociceptivo na fase
final do teste de formalina, reduzindo o tempo de lambedura, em comparacdo ao controle,
para um valor similar ao da morfina (5,25 + 2,13), bem como efeito anti-inflamatdrio
causando reducdo do edema induzido por carragenina, em comparacio ao controle. Curvas de
dose-respostas mostraram que as melhores doses de APSE-Aq foram 100 mg/Kg na
nocicepg¢ao induzida por formalina [(20,0 £ 3,24) na fase inicial e (6,00 = 2,00) na fase final]
e 200 mg/Kg na contor¢do abdominal induzida por acido acético (23,25 + 2,56). Estes
resultados permitem concluir que a fracdo aquosa de APSE apresenta atividades
antinociceptiva e anti-inflamatdria, contribuindo para o conhecimento farmacolégico da

planta.
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