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RESUMO

GUIMARAES, Heloisa Alves; Constituintes quimicos de Aspidosperma desmanthum e A.
cylindrocarpon (APOCYNACEAE): Elucidagao Estrutural e Atividade Bioldgica. 2013. 158 p.

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ.

Palavras-chave: Apocynaceae, alcalbides indélicos, atividade antimalarica, albumina sérica bovina,

determinagéo estrutural.

O material vegetal de Aspidosperma desmanthum e A. cylindrocarpon foi coletado nos arredores da
reserva da Vale, no municipio de Linhares — ES. Estas espécies s&o conhecidas pela producdo de
metabolitos secundarios, com destaque para os alcaldides inddlicos, aos quais sdo atribuidas diversas
atividades bioldgicas, como atividade antimalérica (A. desmanthum e A. nitidum), contra disfungéo erétil
(A. ulei), contra Leishmaniose (A. ramiflorum). O isolamento das substancias foi realizado utilizando-se
as técnicas classicas de cromatografia e Cromatografia em Contracorrente de Alta Eficiéncia. Com o
fracionamento dos extratos brutos, foi possivel isolar e identificar dezenove substancias, sendo onze
alcaldides: aspidolimina e aspidocarpina, juntamente com seus derivados acetilados, antirina (de A.
desmanthum), 12-desmetoxi-N-acetilcilindrocarina, 12-desmetodxi-N-formilcilindrocarina, 12-desmetoxi-
N-propionilcilindrocarina, 12-desmetdxi-N-butilcilindrocarina, 12-desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina e 12-
desmetoxi-N-cinamolicilindrocarina (de A. cylindrocarpon), sendo estas trés Ultimas inéditas na
literatura; quatro triterpenos, sendo lupeol, B-amirina, simiarenol e um analogo nao relatado na
literatura (de A. desmanthum); dois flavonoides: canferol e aromadendrina (de A. cylindrocarpon) e
duas moléculas de natureza diversa: acido atrarico e o é&cido (z)-eicos-10-enedidico (de A.
cylindrocarpon). A determinagdo estrutural dessas substancias foi efetuada com base em dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de 3C, incluindo experimentos bidimensionais (HMQC, HSQC,
HMBC, 'H-H-COSY e 'H-'"H-NOESY) e a partir de informagdes obtidas dos espectros de massas e
absorgéo na regido do IV. A configuragéo absoluta de alguns dos alcaldides foi determinada através de
Dicroismo Circular. A 12-desmetdxi-N-cinamolicilindrocarina apresentou forte interagdo com a albumina
bovina e os alcaléides de A. desmanthum mostraram-se ativos contra cepas de Plasmodium

falciparum, confirmando sua utilizag&o popular no tratamento da malaria.



ABSTRACT

GUIMARAES, Heloisa Alves; Constituintes quimicos de Aspidosperma desmanthum e A.
cylindrocarpon (APOCYNACEAE): Elucidagao Estrutural e Atividade Bioldgica. 2013. 158 p.

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ.

Keywords: Apocynaceae, indole alkaloids, antimalarial activity, bovine serum albumin, structural

determination.

The plant material of Aspidosperma desmanthum and A. cylindrocarpon was collected at the
surroundings of Vale forest reservation, at the Linhares city — ES, Brazil. These species are known by
the production of secondary metabolites, highlighting the indole alkaloids, of whom are attributed
several biological activities, such as antimalarial (A. desmanthum and A. nitidum), against erectile
dysfunction (A. ulei) and against Leishmaniosis (A. ramiflorum). The isolation of the compounds was
performed using classic chromatographic techniques and the high-speed countercurrent
chromatography. With the fractionation of crude extracts, it was possible to isolate and identify nineteen
compounds, being eleven alkaloids: aspidolimine and aspidocarpine, besides its acetylated compounds,
anthirine  (from A, desmanthum),  12-demethoxy-N-acetylcylindrocarine,  12-demethoxy-N-
formylcylindrocarine, 12-demethoxy-N-propionylcylindrocarine, 12-demethoxy-N-butylcylindrocarine, 12-
demethoxy-N-benzoylcylindrocarine  and  12-demethoxy-N-cynnamoilcylindrocarine  (from  A.
cylindrocarpon), being these last three ones unprecedented in the literature; four triterpenes, being the
lupeol, B-amyrin, simiarenol and its analogue, non-described at literature (from A. desmanthum); two
flavonols: kaempferol and aromadendrin (from A. cylindrocarpon), and two molecules of different nature:
atraric acid and (z)-eicos-10-enedioic acid (from A. cylindrocarpon). The structural determination of
these substances was carried out based on spectroscopic data of 'H and 3C NMR, including
bidimensional (HMQC, HSQC, HMBC, H-'H-COSY and 'H-'H-NOESY) and from information obtained
from mass spectra and absorption in the IR region. The absolute configuration of some alkaloids was
performed through circular dichroism. 12-demethoxy-N-cynnamoilcylindrocarine presented a strong
interaction to the bovine serum albumine and the alkaloids from A. desmanthum were active against P.

falciparum strains, confirming its popular usage to treat malaria.
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1. INTRODUGAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas desde os dias mais remotos da humanidade e
formam as bases da atencdo em salde em todo o mundo. Ainda hoje sdo muito empregadas,
mostrando consideravel importancia no comércio internacional (OMS, 1998).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a medicina tradicional, também chamada
de complementar, alternativa ou ndo convencional, é definida como “a soma do conhecimento total,
técnicas e préaticas baseadas nas teorias, crencas e experiéncias nativas de diferentes culturas, sejam
explicaveis ou ndo, usadas na manutengéo da saude, bem como na prevencao, diagndstico, melhoria
ou tratamento de doengas fisicas ou mentais” (OMS, 2000).

Nas ultimas décadas, o uso da medicina tradicional tem se expandido mundialmente e
ganhado popularidade, sendo um recurso empregado ndo sO por paises pobres ou em
desenvolvimento, mas também por aqueles nos quais a medicina convencional ¢ predominante no
sistema nacional de saude (OMS, 1998). Em 2000, os Estados Unidos tiveram um faturamento de US$
6,6 bilhdes e a Europa US$ 8,5 bilhdes com o comércio de fitofarmacos, sendo a Alemanha o maior
mercado mundial desse segmento (PINTO et al., 2002).

No entanto, esse uso disseminado traz consigo uma concepgao equivocada, amplamente
difundida, de que “natural” significa “seguro”. A toxidade de plantas medicinais é um sério problema de
saude, uma vez que os estudos nesse campo ainda s&o relativamente escassos. S&o comuns 0s
efeitos adversos, adulteragdes e toxidez, bem como a agao sinérgica com drogas alopaticas (VEIGA Jr
etal., 2005; OMS, 2005).

Plantas medicinais séo importantes para a pesquisa farmacéutica e desenvolvimento de
drogas, ndo apenas quando os constituintes da planta sdo usados diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como material de partida para a sintese de drogas ou como modelos para
substancias farmacologicamente ativas (NEWMAN et al., 2003; OMS, 1998).

Neste contexto, um grande numero de moléculas biologicamente ativas como alcal6ides,
iridéides, proantocianidinas, cianidinas, flavonoides, glicosideos e sapogeninas tem sido isolado de
espécies da familia APOCYNACEAE (WATSON e DALLWITZ, 1992). Essa variedade de substéncias &
responsavel por uma grande variedade de atividades farmacoldgicas, como por exemplo, agao
hipotensora, sedativa, cardioténica, antimicrobiana, antitumoral, antitérmica e contra disfuncéo erétil
(QUINET, 2002). Além dos fins medicinais, as espécies da familia APOCYNACEAE também
contribuem de forma relevante, seja pelo fornecimento de madeira e latex, ou pela utilizagdo no
paisagismo e na alimentagao (WATSON e DALLWITZ, 1992).
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Os dados encontrados na literatura sdo muito divergentes quanto ao nimero de individuos,
mas sdo estimados entre 250 e 550 géneros de apocinaceas nas regides tropicais e subtropicais de
todo 0 mundo, dos quais se destaca o género Aspidosperma (WATSON e DALLWITZ, 1992; QUINET,
2002). Este género pode conter pouco mais de 50 espécies (dependendo do critério de classificagao),
de ocorréncia restrita as Américas Central e do Sul, entre 0 México e a Argentina (Figura 1) (PEREIRA
etal., 2007; WOODSON Jr, 1951).

Figura 1. Distribuicdo geografica mundial de Aspidosperma (Adaptado de: http:/biogeodb.stri.si.edu/ herbarium/species/
13932/?fam=APOCYNACEAE. Acessado em: marco de 2010).

Aspidosperma apresenta varios constituintes quimicos de interesse, com destaque especial
para os alcaldides indolicos, os quais demonstram possulir atividades farmacoldgicas importantes, tais
como, acao antitumoral e antimicrobiana (GOMES e CAVALCANTI, 2001).

Dando continuidade ao trabalho que vem sendo desenvolvido pelo grupo de pesquisa em
Produtos Naturais da UENF com espécies desta familia, no presente trabalho realizou-se o estudo de
duas espécies do género Aspidosperma, A. desmanthum e A. cylindrocarpon, buscando o isolamento e
identificagdo dos constituintes quimicos, e testes de atividade biolégica dos mesmos.

Estudos recentes com A. desmanthum vém sendo desenvolvidos com espécimes coletados na
regido Amazodnica (HENRIQUE et al., 2010). O presente estudo também podera futuramente apontar
diferencgas entre os constituintes quimicos entre aqueles e os espécimes coletados na regido de Mata
Atlantica, evidenciando a influéncia dos fatores ambientais sobre a producdo de metabolitos

secundarios.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o isolamento, purificagdo e identificagdo dos constituintes
quimicos dos extratos metanolicos de cascas das espécies A. desmanthum e A. cylindrocarpon,
contribuindo para o conhecimento quimiotaxondmico dessas espécies.

A fim de corroborar a utilizacdo popular dessas espécies, o trabalho também objetiva a
realizacdo de testes de atividade antimalarica e de ligag&o a albumina sérica bovina, tanto com extratos

e fragdes, quanto com substancias isoladas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 AFAMILIA APOCYNACEAE

Pelo conceito mais aceito atualmente, a familia APOCYNACEAE esta subdividida em 424
géneros, agrupada em 17 tribos pertencentes a cinco subfamilias, Rauvolficideae, Apocynoideae,
Asclepioideae, Periplocoideae e Secamonioideae (ENDRESS e BRUYNS, 2000). Essa classificagao
estd sujeita a variagdes de acordo com os critérios analisados, podendo haver outras possibilidades
como a aproximagao entre taxonomia Linneana e filogenética (com 4 subfamilias e 21 tribos), ou a
palinotaxonomia (anélise dos graos de polen) (SENNBLAD e BREMER, 2002; MOREIRA et al., 2004).

A familia APOCYNACEAE esta taxonomicamente classificada, segundo Cronquist (1988) no
Reino Plantae, Classe Magnoliopsida, Subclasse Asteridae, Ordem Gentianiales e contém
aproximadamente de 3.700 a 5.100 espécies concentradas nas regides tropicais e subtropicais, em
todo 0 mundo. No Brasil, foram catalogadas cerca de 400 espécies de apocinaceas, pertencentes a 41
géneros, onde 78% desses sdo encontrados na regido amazoénica (PEREIRA et al., 2007).

Os individuos dessa familia apresentam-se como arvores, arbustos ou trepadeiras, mais
raramente subarbustos ou ervas rasteiras (PING-TAO et al., 1995). As folhas sdo simples e inteiras,
normalmente pecioladas, usualmente opostas; estipulas ausentes ou pequenas. As flores apresentam
tamanho variado, desde pequenas até grandes e vistosas, tipicamente pentdmeras, hermafroditas,
diclamideas. Fruto seco capsular ou indeiscente, ou dois fruticulos secos, deiscentes. Sementes aladas
(no caso de Aspidosperma), pilosas ou ndo (ENDRESS e BRUYNS, 2000; BARROSO et al., 1991).

Uma caracteristica universal entre as apocinaceas € a presenca de lactiferos, que produzem
um latex leitoso, de coloragao avermelhada ou amarelada (no caso de Aspidosperma). Esse latex pode
conter hidrocarbonetos poliisoprénicos (borracha), triterpenos, acidos graxos, fitoesterdis e alcaléides,
sendo que a essas substancias sd@o atribuidas as propriedades de inibicdo da herbivoria e de
cicatrizacdo de ferimentos da prépria planta (DEMARCO et al., 2006; ENDRESS e BRUYNS, 2000).

Vérias apocinaceas s&o utilizadas em paisagismo, destacando-se 0s géneros
Tabernaemontana e Plumeria (jasmim-manga), de porte arb6reo; Alamanda e Mandevilla (trepadeiras)
e Catharanthus e Nerium que sao arbustivas (CEAP Design, 2010). Algumas espécies tém importancia
comercial devido ao caule lenhoso, apropriado para a confeccdo de moveis e constru¢do civil,
destacando-se a peroba e o guatambu (UFRRJ, 2008), ou por fornecerem frutos comestiveis, como

Hancornia (mangaba), tornando-se importantes para o desenvolvimento regional.
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Uma caracteristica quimica marcante da familia APOCYNACEAE é a presencga de alcaldides
inddlicos, responsaveis, como ja dito anteriormente, por uma grande variedade de efeitos biologicos.
Importantes exemplos dentro dessa familia sdo os alcaloides de Catharanthus - vimblastina (1) e
vincristina (2), os quais apresentam uma marcante atividade antitumoral, sendo amplamente utilizadas
na clinica médica (DEWICK, 2002).

A ajmalicina (3), que apresenta atividade anti-hipertensiva e antiarritmica; reserpina (4) e
, de

Tabernanthe iboga, € psicoativa € € empregada no tratamento do vicio em heroina. A elipticina (7) da
(

(
deserpidina (5), amplamente utilizadas como anti-hipertensivo e sedativo. A ibogaina (6)
Ochrosia elliptica tem mostrado atividade antitumoral em estudos preliminares. Camptotecina (8) de
Ervatamia heyneana tem mostrado amplo espectro de atividade anticancer, mas a toxicidade e baixa
solubilidade tém sido apontadas como fatores limitantes. Também tem sido demonstrada atividade
contra Trypanossoma brucei (causador da doenga do sono) e Leishmania donovani (leishmaniose).

Conessina (9), de Holarrhena floribunda, é usada ha muito tempo para tratamento de disenteria
amebiana (DEWICK, 2002).
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3.2 0 GENERO ASPIDOSPERMA

Aspidosperma, incluida na subfamilia Raulvolficideae, tribo Alstonieae (ENDRESS e BRUYNS,
2000), apresenta aproximadamente 57 espécies (variando de acordo com a classificacdo), agrupadas
em oito séries (Rigida, Nitida, Quebranchines, Polyneura, Pyricolla, Nobile, Macrocarpa e Tomentosa),
restritas as regides tropicais e subtropicais das Américas (PEREIRA et al., 2007).

Diversas espécies de Aspidosperma apresentam elevado valor comercial devido a qualidade
de suas madeiras. Além disso, infusdes das cascas das arvores séo utilizadas na medicinal tradicional
para tratamento de diversas enfermidades, desde a Amazénia até o Cerrado (PEREIRA et al., 2007;
SOUZA et al., 2005; GOLONI et al., 2005). Nos extratos de espécies desse género ha uma
predominancia de alcaldides inddlicos que apresentam uma alta diversidade estrutural, sendo estes os
principais responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos mais marcantes como, por exemplo, a atividade
antiplasmodial (MITAINE-OFFER et al., 2002; BOURDY, et al. 2004; MESQUITA et al., 2006).



25

3.2.1 Alcaldides indélicos monoterpénicos

3.2.1.1 Aspectos biossintéticos

Alcal6ides indolicos simples (Esquema 1) sdo derivados N-metilados e N,N-dimetilados do
aminoacido Triptofano, onde a parte terpénica é proveniente da via do acido mevalbnico. Estes s@o
amplamente difundidos entre as plantas, caracterizando-se como marcadores quimiotaxondémicos para
classificagao botanica de espécies de Aspidosperma (DEWICK, 2002; PEREIRA et al., 2007).

COOH

o e o e o e o

L Trp Tnptamma

Esquema 1. Rota biossintética de alcaléides indélicos simples a partir do triptofano (1).

O L-triptofano € um aminoéacido aromatico que contém um nucleo indélico originado da via do
chiquimato, via acido antranilico. Esse amino&cido sofre uma descarboxilagao inicial, seguida de duas
metilagdes mediadas pela SAM (S-adenosilmetionina), resultando em derivados metilados. A triptamina
podera sofrer uma reagao de Mannich, utilizando-se um aldeido para formagao de uma base de Schiff,
levando a formag&o do nucleo quinolinico, representado pela B-carbolina (10) (Esquema 2) (DEWICK,

2002).
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Esquema 2. Rota biossintética de alcaldides indélicos simples a partir do triptofano (1l).

10



26

Os alcaloides indélicos monoterpénicos séo formados a partir da condensagéo da triptamina
com a secologanina (derivada do geraniol, via do acido mevaldnico), produzindo a secologanina-O-
glicose, em uma reacdo catalisada pela enzima estrictosidina sintase. Por agdo da enzima
estrictosidina-B-D-glicoidrolase, forma-se a molécula de estrictosidina aglicona, precursora de um
grande numero de alcaldides indolicos de C. roseus. A estrictosidina aglicona se converte
espontaneamente em deidrogeissoschizina, a qual pode ser transformada em diversos alcaléides com

padrdes estruturais caracteristicos (Loyola-Vargas et al., 2004; Dewick, 2008) (Esquema 3).

Triptamina
Secologanina

Estrictosidina

MeOOC

Deidrogeissoschizina Estrictosidina aglicona

H N /
o I
<, H  COMe
(0] ; Catharantina
MeOOC MeO I‘\l 8 OCOMe
Ajmalicina Me HO COOMe

Vindolina

(Plumerano)

Esquema 3. Rota biossintética dos alcaléides inddlicos monoterpénicos (adaptado de Loyola-Vargas et al., 2004; Dewick,
2008).

3.2.1.2 Caracteristicas estruturais

Mais de 3.000 alcaloides inddlicos terpénicos sdo conhecidos, sendo encontrados basicamente
em oito familias, das quais APOCYNACEAE, Loganiaceae e Rubiaceae sdo as principais fontes
(Dewick, 2008).

Os alcaldides indolicos monoterpénicos apresentam uma porcao derivada do geraniol, uma
porcdo contendo nove ou dez carbonos (Ce ou C1o) que se fragmenta em grupos lineares de seis (6 C),

um (1 C) e trés carbonos (3 C). Esses blocos de construgdo formam padrdes que permitem subdividir
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os alcaldides indélicos em trés grupos: Corinanteano, Ibogano e Aspidospermatano, de acordo com a
subarquitetura da cadeia lateral (Le MEN e TAYLOR, 1965) (Esquema 4).

Ibogano

Aspidospermatano

Esquema 4. Rearranjos dos esqueletos laterais derivados do geraniol em alcaléides inddlicos terpénicos, originando trés
subclasses: Corinanteano, Aspidospermatano e Ibogano (adaptado de DEWICK, 2008 e OLIVEIRA et al., 2009).

Cada uma dessas subclasses € subdividida, originando nove tipos de esqueletos (DANIELI e
PALMISANO, 1986) (Figura 2).

VINCOSANO

CORINANTEANO

N N
/\

i )

H H
ESTRICNANO ASPIDOSPERMATANO PLUMERANO
N N N

N N N

H
TACAMANO
EBURNANO IBOGANO

Figura 2. Subclasses de alcaldides.

De acordo com Pereira et al. (2007), ja foram isolados 247 alcaldides inddlicos diferentes de
espécies de Aspidosperma. Recentemente, dois novos alcaldides com esqueleto plumerano foram
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isolados de A. spruceanum, denominados de spruceanuminas A (11) e B (12) (OLIVEIRA, V. et al,,
2009).

11 R=Me
12R=Et

Além destes, em estudo recente de prospecgao fitoquimica em A. illustre, uma espécie que
nao consta da reviséo de Pereira et al. (2007), foram identificados mais dois alcaldides inddlicos, f-
ioimbina (13) e 1,2-desidroaspidospermidina (14) (BARBOSA, 2008).

Também foi relatada a presenga do alcaldide aspidocarpina (15) em extrato da casca do
caule de A. desmanthum (HENRIQUE et al., 2010) e de trés alcal6ides - aspidofractinina (16), N-
formilaspidofractinina (17) e 15-desmetoxipirifolina (18) — em A. pyrifolium (ARAUJO JR. et al., 2007). E
ainda, uma série de subincanadinas (A — G) (19 - 25) foi isolada em extratos de A. subincanum
(KOBAYASHI et al., 2002; ISHIAMA et al., 2005).

Cinco alcal6ides oxinddlicos, trés plumeranos (subtipo haplophitina) e um tipo
aspidospermatano (subtipo tubotaiwina) foram isolados das espécies A. rigidum e A. schultesii, sendo
um destes compostos identificado como um conférmero transoide inédito na literatura, o 18-oxo-O-
metilaspidoalbina (26) (REINA et al., 2011).

Com estes dados, ficam registrados na literatura 262 alcaldides indolicos diferentes, até o
ano de 2011.



29

[ N
H
R
R, R, 22 R=0OH
23R=H
16R;=R;=H 19 R; = 16[3 Me; R, = OH
17R;=CHO; R = H 20 R, = 160.Me; R, = OH
18 R; = COMe; R, = OMe 21 R; = 163 Me; R, = H
N
|
N X
H
o]
24
3.2.2 Atividade biolégica

Historicamente tem-se conhecimento de um numero muito grande de alcaldides de origem
natural, todos apresentando marcantes atividades bioldgicas. Além das anteriormente citadas
vimblastina (1) e vincristina (2), ajmalicina (3), reserpina (4) e deserpidina (5), ibogaina (6), elipticina (7)
e camptotecina (8), podem ser citadas a hiosciamina (27), hioscina (28) e atropina (29), cocaina (30),
lobelina (31), tubocurarina (32), morfina (33), emetina (34), galantamina (35), serotonina (36),
psilocibina (37), stricnina (38), cloroquina (39) e primaquina (40), fisostigmina (41), ergotamina (42),
pilocarpina (43), coniina (44), efedrina (45), aconitina (46), cafeina (47), teobromina (48) e teofilina (49),

saxitoxina (50) e tetrodotoxina (51), além de outros tantos derivados sintéticos (DEWICK, 2002).
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No género Aspidosperma sdo conhecidas diversas espécies com comprovada atividade
farmacoldgica. Alcaldides extraidos de A. ramiflorum tém demonstrado atividade contra Leishmania
brasiliensis e L. amazonensis, além de atividade contra cepas de bactérias gram positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) (FERREIRA et al., 2004; TANAKA, et al., 2006).

Alcaléides isolados de A. ulei e A. quebracho-blanco tém demonstrado utilidade no tratamento
da disfungéo erétil (CAMPOS et al., 2006; CAMPOS et al., 2008). Esta ultima também é empregada
como febrifugo e no tratamento de disturbios respiratorios. A. subicanum tem sido utilizado
popularmente no tratamento de hipercolesterolemias e Diabetes mellitus, tendo demonstrado toxidez
muito baixa in vivo (SOUZA et al., 2005; GOLONI et al., 2005).

Atualmente diversos alcaldides tém sido testados quanto a sua atividade anticolinesterasica. A
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AchE) tem sido utilizada como estratégia no tratamento
sintomatico de doengas neuroldgicas degenerativas, como Parkinson, Alzheimer, deméncia senil,
ataxia e miastenia gravis. Essas doengas tém em comum a hipotese sobre sua origem, a diminui¢do da
transmissao colinérgica em nivel sindptico (SIQUEIRA, et al., 2003; MUKHERJEE, et al., 2007).

Os dois farmacos mais utilizados atualmente na clinica médica, rivastigmina (52) e tacrina (53),
sdo derivados de alcaldides. Porém, a baixa biodisponibilidade e efeitos colaterais colinérgicos
periféricos da primeira e a hepatotoxidade da segunda, impelem as pesquisas no sentido de identificar

um inibidor de AchE potente, de longa agéo e com menores efeitos colaterais (SIQUEIRA, et al., 2003).

h(le NMe, NH;
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As espécies A. pyrifolium, A. nitidum, A. album, A. discolor, A. excelsum, A. polineurom, A.
macrocarpom, A. quebracho-blanco e A. megalocarpon tém sido utilizadas no tratamento de malaria,
em diversas comunidades da Amazonia e Cerrado brasileiros, Bolivia € Colémbia (BRANDAO, et al.,
1992; WENIGER et al., 2001; MITAINE-OFFER et al., 2002; BOURDY, et al., 2004; MESQUITA, et al.,
2007). Outros estudos incluem ainda A. desmanthum e A. auriculatum (OLIVEIRA, A. et al., 2009).

Muitas das atividades farmacoldgicas descritas sdo resultantes da interacdo dos alcal6ides
inddlicos com receptores/sistemas  opidides, colinérgicos, muscarinicos, serotoninéricos,
dopaminérgicos e GABAérgicos (PEREIRA et al., 2007).

3.2.3 A. desmanthum

Conhecida popularmente como peroba, araracanga, araraiba, ararauba-da-terra-firme, jacamin,
pau-de-arara, pequia, piquia, pequia-marfim, pequia-marfim-do-roxo, pequia-verdadeiro, paratudo-
branco (BANCO DE DADOS DE MADEIRAS BRASILEIRAS, 2010).

Espécie arbérea de médio porte, que pode atingir até 25 metros de altura e dotada de copa
arredondada. O tronco € retilineo e com mais de 70 cm de didmetro, revestido por uma espessa
camada de cortica (Figura 3a) e exsudando latex bege (Figura 3b).

As folhas sdo rigidas, coriaceas, glabras, pecioladas. Lamina eliptica ou oblongo-eliptica, de
apice agudo ou curto-acuminado e base aguda; face adaxial verde brilhante, face abaxial opaca com
revestimento cerifero branco (Figura 3c). As flores séo amareladas.

O fruto é deiscente, orbicular, obliquo, ligeiramente acuminado, contendo de 8 a 10 sementes
aladas (Figuras 4a e 4b) (CONHECENDO A MADEIRA, 2008).

Figura 3. Aspidosperma desmanthum. a) tronco; b) latex; c) folhas.



33

Sua madeira, de boa resisténcia mecanica e durabilidade, € muito empregada na construgao
civil, como caibros, vigas e esteios (CONHECENDO A MADEIRA, 2008).

Ndo ha dados disponiveis na literatura sobre a utilizacdo de alcaldides isolados de A.
desmanthum na clinica médica, mas testes de atividade antiplasmodial realizados com aspidocarpina
isolada desta espécie mostraram atividade promissora como protétipo de drogas com atividade contra
cepas de Plasmodium falciparum multirresistentes (ANDRADE-NETO et al., 2007).

Figura 4. Aspidosperma desmanthum. a) frutos; b) sementes.

3.2.4 A. cylindrocarpon

Conhecida popularmente como Guatambu, pereiro, peroba, peroba-de-lagoa-santa, peroba-
de-minas, peroba-iquira, peroba-rosa, peroba-0sso, peroba-poca (BANCO DE DADOS DE MADEIRAS
BRASILEIRAS, 2010).

Floresce nos meses de agosto a outubro e frutifica em julho a outubro. As sementes s&o
aladas, apresentando dispersao anemocoérica, ou seja, pela a¢do do vento.

De porte arboreo, pode atingir de 8 a 18 m de altura, com 40 a 70 cm de DAP (didmetro a
altura do peito), sendo que seu tronco €& cilindrico, reto, cujo fuste (parte reta entre a raiz e a copa)
pode achegar até 10 m de altura. A casca é pardacenta, muito grossa, rigida, rugosa, profundamente
sulcada, com cristas mais ou menos planas, com ritidoma amarelo-rosa por dentro (SALOMAO e
SILVA, 2006) (Figura 5a).

As folhas sdo simples elipticas ou ovaladas, glabras, superficie brilhante, face interior mais
clara e opaca, com nervagéo laxa e peciolo longo, laticifera (Figura 5b). As flores séo hermafroditas,
branca-amareladas, pequenas (+ 1 cm), dispostas em inflorescéncia terminal.

O fruto é subcilindrico, castanho-escuro, lenhoso, densamente salpicado por lenticelas e

ferrugineo, 8 cm de comprimento e 3 ¢cm de didmetro. As sementes sdo elipticas a oblongas, com o
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nucleo seminifero basal de coloragdo amarela e ala unilateral bege clara, 4 cm x 8 mm. A germinagao
das sementes se inicia aos cinco dias apds o0 semeio, ndo requerendo tratamento pré-germinativo
(SALOMAO e SILVA, 2006).

A madeira apresenta coloragao castanha-avermelhada, dura, superficie lisa, com pouco brilho,
resistente ao ataque de fungos e com durabilidade mediana, sendo a mesma utilizada para construgao
civil, naval e rural (SALOMAO e SILVA, 2006).

Na medicina popular tem sido utilizada no tratamento de dores e ulcera, sendo que um dos
metabdlicos secundérios encontrados nas folhas e no caule s&o os alcaldides inddlicos, os quais atuam
como antifingico e no reparo de DNA de levedura, sugerindo atividade antitumoral (SALOMAO e
SILVA, 2006). Além disso, € uma espécie melifera, ornamental, paisagistica e indicada para a
recuperacao de areas degradadas.

Essa espécie tem sido intensivamente investigada desde a década de 1960, quando diversos
alcaldides indélicos monoterpénicos foram isolados (MILBORROW e DJERASSI, 1969). Muitos deles
também foram obtidos através de experimentos de sintese organica (SAXTON, SMITH e LAWTON,
1976; LAWTON, SAXTON & SMITH, 1977; BRENNAN e SAXTON, 1986; GEBREYESUS e DJERASSI,
1972).

Figura 5. Aspidosperma cylindrocarpon a) caule; b) folhas.

Diversas técnicas cromatogréaficas foram utilizadas no isolamento das substéncias, a partir dos
extratos brutos das espécies acima descritas. Além da tradicional cromatografia em camada delgada
(CCD), em escalas analitica e preparativa, e da cromatografia em coluna a pressao atmosférica,

também foi utilizada a Cromatografia em Contracorrente de Alta Eficiéncia. Essa técnica mostrou-se
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bastante eficiente na separagéo de substancias com polaridade elevada, possibilitando o isolamento de

diversos alcaldides.

3.3 CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia em contracorrente de Alta Eficiéncia é uma técnica de separagdo que usa um
sistema bifasico liquido, sendo um deles a fase mével e o outro a fase estacionaria. Essa técnica
emprega um suporte liquido e, por esse motivo, permite recuperagao de 100% da amostra, além de um
consumo minimo de solvente e um tempo reduzido de analise (SILVA et al., 2009).

Os componentes da amostra sdo separados de acordo com seus coeficientes de distribuigéo
relativos as duas fases imisciveis do sistema de solventes (RODRIGUES et al., 2009).

Diversos sistemas de solventes sao descritos na literatura, mas o popular sistema Arizona tem
se mostrado altamente eficiente na separagdo dos componentes de amostras com polaridade elevada,
como € o caso dos alcaldides (MA et al., 2004; BERTHOD, HASSOUN e RUIZ-ANGEL, 2005).

O sistema Arizona consiste de uma ampla variagdo (A-Z, da) de um sistema bifasico formado
por heptano/acetato de etila/metanol/agua. Essas associagdes se mostraram bastante Uteis, entretanto,
diversos autores frequentemente substituem o heptano por hexano. Esse sistema quaternario tem se
mostrado extremamente conveniente quando se deseja desenvolver uma estratégia para encontrar um
sistema que seja util para o isolamento de uma ampla gama de produtos naturais (BERTHOD,
HASSOUN, RUIZ-ANGEL, 2005). Estudos anteriores mostraram a eficiéncia desse método para o
isolamento de alcaldides de polaridade elevada, a partir do extrato metandlico de raizes (GONCALVES
etal., 2011).

3.3.1 Isolamento de alcaldides por CCC de alta eficiéncia

A evolugdo nas técnicas de cromatografia em contracorrente, associada aos modernos
aparelhos desenvolvidos para esse proposito, tornam inegavel aplicabilidade desta técnica para
fracionamento e purificagdo de produtos naturais. Segundo Fang et al. (2011), até entdo 94 alcaléides

de 9 diferentes classes haviam sido isolados através dessa técnica, a partir de mais de 30 espécies,
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incluindo vegetais e organismos marinhos (esponjas). Para tal, foram utilizados 13 diferentes sistemas
de solventes, indicando a versatilidade dessa técnica.

A aplicagdo da CCC de alta eficiéncia associada a formagdo de zonas de pH aumentou o
sucesso no isolamento de alcaldides. Uma vez que se vale da propriedade de ionizagéo dos grupos
amino presentes nos alcaloides em diferentes faixas de pH, os quais sé&o eluidos de acordo com seus
valores de pKa e hidrofobicidade (MA et al., 1994). Através desse método, até o ano de 2011, 34
alcaloides haviam sido isolados a partir de 12 espécies vegetais, principalmente aqueles contendo

aminas terciarias e secundarias (FANG et al., 2011).

Apos o isolamento das diversas substancias, segue-se a identificagdo das mesmas, através da
utilizacdo de diversas técnicas espectrométricas. Dentre as técnicas utilizadas para esse fim,
encontram-se a Espectrometria no Infravermelho (IV), no Ultravioleta (UV), Espectrometria de Massas
(EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono e Hidrogénio (RMN 'H e 13C), com destaque
especial para esta ultima.

Como ferramenta importante para a determinag@o da configuragdo absoluta das moléculas,
sobretudo dos alcal6ides, foi empregada uma técnica ja& consagrada e utilizada ha bastante tempo,

inclusive em diversos estudos envolvendo Produtos Naturais: o Dicroismo Circular.

3.4 DICROISMO CIRCULAR

3.4.1 Atividade Optica

A polarizacdo é um fendbmeno que se observa quando um feixe de luz, ao passar através de
um prisma, é “filtrado”, passando a se propagar em apenas um plano vibracional. A luz assim
transmitida é chamada polarizada (ELIEL, WILEN e DOYLE, 2001).

Quando um meio é capaz de desviar o plano da luz polarizada, dizemos que ele possuli
atividade oOptica. Esse meio pode ser um cristal ou, mais especificamente, uma substancia organica,
seja em estado sélido, liquido, gasoso, ou em solugdo. Sendo assim, € originada como resultado da
estrutura molecular de um composto, cujas moléculas contenham um ou varios atomos de carbono
assimétricos (CRABBE, 1974).
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Assim, segundo a teoria mecanico-quantica, para que um composto apresente atividade optica,
ele deve satisfazer algumas condigbes estereoquimicas, que permitam estados de transicOes
eletronicas paralelas e antiparalelas (CRABBE, 1974).

A luz plano-polarizada esta associada a um campo elétrico E em fungao do tempo, que vibra
perpendicularmente ao eixo de propagagao do feixe luminoso (Figura 6a). Por outro lado, o vetor
campo elétrico E pode ser considerado como uma resultante de dois vetores circularmente polarizados,
de mesma intensidade, girando em sentidos opostos (direita e esquerda). Assim, luz é considerada,
entdo circularmente polarizada (Figura 6b) (CREWS, MARCEL e JASPARIS, 1998).

2 b

Figura 6. Representagdo da luz polarizada: a) com o componente campo elétrico (E) em fungdo do tempo (t); b)
componentes circularmente polarizados, a direita (R) e a esquerda (L), de mesma amplitude. Fonte: (adaptado de MONTE,
2012 e BEYCHOK, 1966).

Se, por outro lado, as ondas associadas a esquerda e a direita se deslocam com intensidades
diferentes, o plano de polarizagdo do vetor E sofre uma rotagéo. Assim, um meio que seja opticamente
ativo, tera indices de refracao diferentes para a luz circularmente polarizada a direita e a esquerda, ou
seja, sera circularmente birrefringente (ELIEL, WILEN e DOYLE, 2001).

Portanto, se os indices de refragdo em um meio opticamente ativo sé@o diferentes para uma
fase luminosa monocromatica circular direita e esquerda, os componentes do campo elétrico terdo
velocidades diferentes apds passar por esse meio, € a diferenca observada se traduz como a rotagéo

de um angulo « do plano de polarizagdo (CRABBE, 1974).

3.4.2 Dispersao Rotatoria Optica (DRO)

A variagéo da atividade 6ptica em fun¢do do comprimento de onda é representada por uma

curva de dispersao rotatoria. Para uma substancia que possui um ou varios croméforos, ou seja,
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compostos que absorvem a luz na regido do comprimento de onda estudado, as curvas de DRO séo
descontinuas, andmalas e apresentam maximos ou minimos na regido do espectro que coincide com a
regido de absorgéo dos cromoforos. Se a substancia possui um croméforo ativo que absorve entre 170
e 700 nm, a curva de DRO apresentara um pico ou um vale e esse fenémeno é chamado Efeito Cotton
(CREWS, MARCEL e JASPARIS, 1998; ELIEL, WILEN e DOYLE, 2001). De uma forma geral, o
comprimento de onda Ao onde a curva inverte o seu sinal, corresponde ao comprimento de onda da
banda de absorgéo no ultravioleta (BEYCHOK, 1966).

Assim, o poder rotatério esta associado com a presenca dos croméforos, os quais pertencem
naturalmente a duas classes, com base nas consideragdes de simetria:

1. cromdéforos que sa@o inerentemente aquirais por simetria, como os grupos carbonila e
carboxila, os alcenos e o grupo sulféxido. Moléculas quirais contendo croméforos inerentemente
simétricos exibem efeito Cotton em fungdo de “perturbagdes quirais” que se originam no croméforo
durante a excitacdo eletrénica, devido a substituintes vizinhos ao croméforo ou pelo proprio esqueleto
da molécula. Esses tipos de transi¢des tendem a ser fracas, com baixa forga rotacional.

2. cromdéforos que sdo inerentemente quirais: inclui compostos em que a molécula como um
todo age como um cromaforo Unico. As transigdes desses croméforos podem ser deduzidas com base
em consideragles teédricas de simetria e grupos, e tendem a serem mais fortes, com alta forca
rotacional e forte efeito Cotton (CRABBE, 1974; ELIEL, WILEN e DOYLE, 2001).

3.4.3 Dicroismo Circular (DC)

Ao passo que o efeito da dispersdo de um cromoforo opticamente ativo se deve a diferenga de
velocidade entre os raios de luz circularmente polarizados, pode-se dizer que o dicroismo circular é
decorrente da diferenca de absorgdo entre os feixes polarizados & direita e & esquerda (CRABBE,
1974).

Uma consequéncia imediata desta diferenca de absor¢éo, é que os vetores E a esquerda e a
direita ndo tém o mesmo comprimento. Assim, o vetor resultante E descreve uma elipse ao invés de
uma circunferéncia (Figura 7). Entdo, quando substancias opticamente ativas sdo atravessadas por
uma luz polarizada em sua zona de absor¢ao, esta luz adquire um movimento eliptico. A onda luminosa
resultante estd elipticamente polarizada e se diz que o composto apresenta dicroismo circular
(BEYCHOK, 1966).
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Figura 7. Luz elipticamente polarizada, resultante da absorgéo distinta dos componentes da luz circularmente polarizada
(Fonte: BEYCHOK, 1966).

A rotacdo o mede o desvio entre o plano da luz incidente, linearmente polarizada, e o eixo da
luz emergente, elipticamente polarizada. A relag&o entre o eixo menor e maior da elipse € a tangente
do angulo eliptico w (CREWS e MARCEL JASPARIS, 1998).

Existem cerca de 150 grupos funcionais e derivados cromoforicos encontrados em quimica
organica e que podem ser facilmente investigados por DRO e DC, uma vez que esses grupos
funcionais originam o efeito Cotton (CRABBE, 1974).

A primeira tentativa significativa de correlacionar a estrutura tridimensional de uma molécula
quiral com suas propriedades Opticas foi através da regra do octante para carbonilas. Atualmente,
como extensdes da regra do octante original, foram propostas novas regras, como a regra de setor e

regra de quadrantes, para a correlagdo entre estereoquimica e atividade 6ptica (CRABBE, 1974).

3.4.4 Regra de setor e quiralidade

Regras semiempiricas correlacionando estereoquimica absoluta com propriedades quirdpticas,
particularmente CD e efeito Cotton incluem regras de setor e regras de quiralidade (helicidade), sendo
que apenas esta ultima é aplicavel a croméforos inerentemente quirais (ELIEL, WILEN e DOYLE,
2001).

A regra de setor consiste na divisdo tridimensional do espaco ao redor de cromdforos
simétricos, em setores por planos nodais ou de simetria, bem como em superficies nodais (Figura 8).
Essa regra permite acessar a contribuicdo dos grupos que perturbam o sinal do efeito Cotton, de
acordo com sua localizagdo em um ou outro setor em torno do croméforo (CREWS, MARCEL e
JASPARIS, 1998).
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Figura 8. Regra do octante para a carbonila e os sinais de contribuicao em cada face do octante (Fonte: ARAUJO, 2011).

A aplicagéo da regra permite a determinagao da configuragéo, por exemplo, por correlagéo dos
sinais do efeito Cotton com os de substancias analogas cujas configuragdes estejam estabelecidas,
desde que a constituicdo e conformagéo ja estejam definidas; permite também a determinagéo da
estrutura, por localizagdo de certos substituintes. Além disso, também possibilita a demonstracéo da
mobilidade conformacional como uma fungéo da polaridade de solventes (ELIEL, WILEN e DOYLE,
2001).

Para explicar a regra do octante, utiliza-se a carbonila como exemplo de croméforo,
principalmente devido a sua ampla distribuicdo no dominio da quimica organica. A fim de predizer o
sinal do efeito Cotton, o grupo carbonila deve ser visualizado ao longo da dupla ligagdo, com o carbono
da carbonila localizado na cabeca da cadeia (Figura 8) (CRABBE, 1974). Um conjunto de coordenadas
cartesianas é tracado em torno da carbonila, com a origem no ponto médio da ligagdo C=0 e com o
eixo z colinear com essa ligagao. A carbonila é bis seccionada pelos planos x,z € y,z, que sé@o planos
nodais e de simetria dos orbitais moleculares envolvidos na transi¢éo eletronica (CREWS, MARCEL e
JASPARIS, 1998; ELIEL, WILEN e DOYLE, 2001).

Assim, substituintes no quadrante posterior inferior direito e posterior superior esquerdo
contribuem positivamente para o efeito Cotton; substituintes nos quadrantes posterior inferior esquerdo
e posterior superior direito contribuem negativamente; nos quadrantes anteriores a contribui¢do € o
inverso e os substituintes que se encontram em qualquer dos planos que dividem os octantes ndo dédo
nenhuma contribuigdo (CREWS, MARCEL e JASPARIS, 1998).

Em sistemas aromaticos, a aplicacdo da regra do quadrante leva em conta a simetria do
sistema rigido e plano sob interferéncia de um centro quiral. Projeta-se o anel aromatico no eixo z,
verificando-se a localizagdo dos grupos nos quadrantes e sua contribuicdo para o efeito Cotton (Figura
9). Os quadrantes superior esquerdo e inferior direito oferecem contribuigdo positiva, enquanto que o
superior direito e o inferior esquerdo contribuem negativamente para o efeito Cotton (ARAUJO, 2011).
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Figura 9. Regra do quadrante para croméforos aromaticos (Fonte: CRABBE, 1974).

3.4.5 Dicroismo Circular de Alcaldides Indolicos

Estudos de Dicroismo Circular Magnético (DCM) em proteinas mostraram que o cromaéforo
inddlico do triptofano apresenta um padrdo de banda muito caracteristico, na regido de comprimento de
onda de 250-300 nm, o qual pode ser usado para determinag@o inequivoca desse aminoacido em
proteinas intactas (BARTH et al., 1972). Uma vez que esse cromoforo ocorre em uma grande
variedade de produtos naturais, como o0s alcaldides inddlicos, esse método espectroscopico tem se
mostrado muito Util na identificacdo e determinacdo estrutural dessa classe de compostos, sobretudo
na defini¢do da configuracdo absoluta da molécula (NUGROHO e MORITA, 2012).

O espectro de dicroismo circular magnético (DCM) de diversos alcalbides mostra dois termos
de sinais opostos na regiao de absorcao de 250-330 nm, mais especificamente em torno de 225 e 280.
Esses valores estdo associados as transigdes eletronicas 'Ly e 'La, sendo 'Ly 0 comprimento de onda
maior e 'La 0 comprimento de onda menor, o primeiro de sinal negativo e o segundo, positivo (BARTH
etal., 1972).

A presenga de substituintes em diferentes posigdes do anel indolico causa deslocamento
batocrémico das duas bandas ('Lp e 'La) e alargamento da banda em comprimento de onda mais
longo, sem alterar a sequéncia dos sinais. Substituintes que sejam capazes de interagir diretamente
com o sistema de elétrons 7 do croméforo inddlico, grupos substituintes em N ou grupos vinilicos na
posi¢do C-2 do anel inddlico, por exemplo, s&o os que causam efeitos mais significativos (BARTH et
al., 1972).

Em contraste, a hidrogenagéo da dupla ligagao entre C-2 e C-3 causa inversao do sinal dos
termos do espectro de DCM, associados as transi¢des em comprimentos de onda maiores (BARTH et

al., 1972). Assim, para alcaldides inddlicos de esqueleto do tipo Aspidospermatano, onde se inclui o
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esqueleto plumerano, o Efeito Cotton apresentara sinal positivo para o comprimento de onda menor
negativo para o maior.

Entretanto, de acordo com a interpretacdo geral das bandas de DC, os sinais dos efeitos
Cotton de derivados indélicos quirais, que ndo apresentam o anel E dos esqueletos Vincanos (por ex.,
Aspidospermatanos e Yohimbanos), sdo determinados principalmente pela helicidade do anel C (TOTH
et al., 1980).

Na correlagéo entre configuragdo absoluta e disperséo rotatéria dptica, para alcaldides com
esqueleto Aspidospermatano, do tipo plumerano N-acil substituido, os sinais de efeito Cotton em
regides de comprimento de onda acima de 290 nm s&o afetados pela substitui¢ido no anel indolico, mas
0s sinais na regiao de 230-270 nm ndo. Assim, essa regido pode ser Util para a determinagéo da
configuragdo absoluta. Quando a molécula apresentar efeito Cotton negativo seguido por um positivo, a
configuracdo em torno de C-7 serd R, ao passo que, se as curvas forem contrarias, a configuragéo de
C-7 sera S (NUGROHO e MORITA, 2012). Esse fendmeno pode ser observado no espectro de DC da
molécula de cilindrocarpina, a qual apresenta um anel indolico N-cinamoila substituido. O espectro
apresenta duas curvas de efeito Cotton com sinais positivo e negativo respectivamente, na regido de

275 nm, demonstrando a configuragdo absoluta 7S (BARTH et al., 1972).

3.5 LIGACAO A ALBUMINA SERICA BOVINA

3.5.1 Albumina Sérica Humana (ASH) e Bovina (ASB)

A albumina € uma proteina soluvel, de aproximadamente 69.000 Daltons, sintetizada
primariamente no figado e que apresenta diversas caracteristicas que a tornam uma molécula Unica.
Ela consiste de uma Unica cadeia peptidica, apresentando uma homologia de 76% entre a albumina
sérica humana (ASH) e a bovina (ASB), as quais s&o formadas por 585 e 582 unidades de
aminoécidos, respectivamente (KRAGH-HANSEN, 1990; HUANG, KIM e DASS, 2004). Um grande
numero desses aminoacidos apresenta residuos carregados, resultando em uma molécula carregada
negativamente em pH fisiolégico (THROOP, KERL e COHN, 2004; RIBEIRO, 2010).

A albumina se distribui em dois compartimentos corporais: 40% no espacgo intravascular
(albumina sérica), constituindo 60% do total de proteinas do plasma e os outros 60% encontram-se no

espaco extra-vascular.
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Dentre as diversas fungdes desta proteina, estdo a manutengdo da pressdo oncética e a
ligacdo a uma enorme variedade de moléculas. Além disso, fornece um “pool’ de aminoacidos para a
sintese protéica, tampona os fluidos extra-vasculares, auxilia na prevengao da formagéo de trombos e
ajuda a manter a permeabilidade microvascular (THROOP, KERL e COHN, 2004).

A albumina se liga reversivelmente a uma ampla gama de substancias enddgenas e exogenas,
desempenhando um importante papel no transporte de substancias até os sitios de a¢do, metabolismo
ou excrecdo. Essa capacidade de ligacdo implica a albumina também um importante papel de
reservatorio, o qual é particularmente pronunciado quando se trata de substancias hidrofébicas
(DOWEIKO e NOMPLEGGI, 1991).

Estudos sobre a ligagéo de drogas as proteinas plasmaticas séo importantes para as ciéncias
bioldgicas, biomédicas e farmacéuticas, bem como para a descoberta de novos farmacos, uma vez que
as interagdes da droga com a albumina estao diretamente relacionadas a biodisponibilidade e o tempo
de meia-vida das substancias. Assim, esses estudos sé@o de vital importancia para se compreender a
farmacodinamica e farmacocinética, tanto de substéncias ja consagradas como de potenciais
candidatos a farmacos (KHAN, HOSSAIN e KUMAR, 2013).

3.5.2 Interacao entre as albuminas e alcaléides

As albuminas humana e bovina apresentam estrutura terciaria bastante semelhante. Tanto a
ASH quanto a ASB apresentam dois principais dominios homologos de ligagdo denominados sitios |
(subdominio [1A) e Il (subdominio [lIA) de Sudlow, onde se ligam preferencialmente compostos
aromaticos e heterociclicos (RIBEIRO, 2010; KHAN, HOSSAIN e KUMAR, 2013).

Segundo Ribeiro (2010), até o ano de 2009 mais de 49 substancias ja& haviam sido testadas
com relagéo a interagdo com ASH, dentre elas cumarinas, glucoronidas, antibioticos, anti-inflamatorios,
isoflavonas, porfirinas, psoralenos, flavonois e diversas outras. Por ser mais barata que a albumina
humana, a ASB tem sido utilizada com frequéncia em estudos de interagdo com farmacos, tendo sido

arroladas mais de 18 substancias, dentre elas os alcaldides colchicina (54) e stricnina (38).
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Na literatura, existem diversos relatos de estudos recentes da interagdo entre alcaldides e
albuminas séricas. Berberina (55) e palmatina (56) (KHAN, HOSSAIN e KUMAR, 2013), harmalol (57)
(HEMMATEENEJAD et al., 2012), os alcaloides B-carbolinicos harmina (58), tryptolina (59), harmalina
(60), harmano (61) e harmalol (57) (NAFISI, PANAHYAB e BAGHERI SADEGHI, 2012), alcal6ides
metilxantinicos (XIE et al., 2011), sanguinarina (62) (HOSSAIN, KHAN e KUMAR, 2011), alcaldides
protoberberinicos (ZHANG et al., 2011), cafeina (47), teobromina (48) e teofilina (49) (ZHANG et al.,
2009), camptotecina (8) (THAKUR, KUNADHARAJU e SAVVA, 2009), berbamina (63) (CHENG et al.,
2009).

Dentre as diversas técnicas utilizadas para verificar a interagdo entre a albumina sérica e as
substancias testadas, destacam-se a espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de absor¢éo no
ultravioleta (UV), espectroscopia de dicroismo circular (DC), espectroscopia Raman, ressonancia
magnética nuclear (RMN), eletroquimica, reflectancia total atenuada (infravermelho com transformada
de Fourrier / ATR-FTIR), modelagem molecular (MM) e fotélise por pulso de laser (RIBEIRO, 2010).
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O efeito da transferéncia de energia nas interagdes droga-albumina, bem como os efeitos da
temperatura tem sido investigados através da combinag@o dessas técnicas de analise. No presente
estudo, foram utilizadas a espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de absor¢do no UV e

espectroscopia de dicroismo circular.

3.6 ATIVIDADE ANTIMALARICA

3.6.1 A Malaria no Mundo e no Brasil

A maléria ainda é um dos mais graves problemas de salde mundial, sendo uma das doencas
de maior prevaléncia. Pelas estimativas da Organizagdo Mundial de Saude, em 2010 houve uma média
de 219 milhdes de casos de malaria (variando de 154 a 289 milhdes), distribuidos por 109 paises e
territorios, sendo 45 deles em territdrio Africano (Figura 10). Nesse mesmo ano foram estimadas
660.000 mortes por malaria, variando entre 490.000 e 836.000, principalmente entre criangas africanas
(OMS, 2012).

World distribution of malaria, from mid-1 gth century to 2010
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Figura 10. Distribuicao histérica mundial da malaria, desde a metade de século 19 até o ano de 2010.
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A malaria € uma doenga infecciosa prevenivel e tratavel, mas que mata mais de um milhao de
pessoas por ano, principalmente na Africa abaixo do Saara, onde é a maior causa de morte de criangas
abaixo de cinco anos de idade (OMS, 2012).

Como a malaria é uma doenga global que afeta principalmente mulheres e criangas pobres, ela
perpetua um ciclo vicioso de pobreza nos paises em desenvolvimento, resultando em custos de USD
12 bilhdes por ano a economia africana. Atualmente ja existem ferramentas disponiveis para
prevencao, diagndstico e tratamento da malaria, contudo, estimativas globais indicam a necessidade de
USD 4,2 bilhdes por ano para abastecer o fundo de luta contra malaria (OMS, 2012).

A doenga é causada por parasitas do género Plasmodium, sendo quatro espécies causadoras
da malaria em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Dentre eles, o P. falciparum e o
P. vivax s&o os mais comuns no Brasil (13% e 87%, respectivamente), sendo o P. falciparum o mais
letal. A malaria é transmitida através da picada do mosquito Anopheles, o qual € o vetor desta doenca.
No Brasil, as espécies mais comuns do vetor s&o Anopheles darlingi, A. albitarsis e A. aquasalis (OMS,
2012).

No Brasil, a transmissé@o ocorre principalmente na regido da Amazonia Legal, onde 20% da
populacdo esta em situagdo de risco, segundo o World Malaria Report (OMS, 2012) (Figura 11). Dados
recentes do Ministério da Saude apontam para 330.000 casos confirmados da doenga no ano de 2010
(Ministério da Saude, 2012).

Ainda de acordo com 0 mesmo relatorio da OMS, o Brasil esta em fase de controle da doenca,

tendo apresentado uma reducéo de 50-75% na incidéncia de casos projetados para 2000-2015.
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Figura 11. Distribuicdo dos casos confirmados de malaria no Brasil, no ano de 2011. (Fonte: World Malaria Report, OMS,

2012).
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A maioria das substéncias utilizadas atualmente no tratamento da malaria pertence as classes

das aminoquinolinas, derivados do quimolinometanol, diamonopirimidinas, sulfonamidas, biguanidas,
antibiéticos, sesquiterpenos e naftoquinonas (Quadro 1) (GUERIN et al., 2002; OLIVEIRA, A. et al.,

2009).

Quadro 1. Drogas utilizadas atualmente no tratamento da malaria.

CLASSE DROGA ESTRUTURA
Aminoquinolinas Cloroquina (38)
Primaquina (39)
Amodiaquina (64)
Derivados do quimolinometanol Quinina (65)
Mefloquina (66)
Halofantrina (67)
Diaminopirimidinas Pirimetamina (68)
Sulfonamidas Sulfadoxina (69)
Sulfadiazina (70)
Biguanidas Proguanil e seus derivados (71)
Antibiéticos Tetraciclinas (72)
Doxiciclina (73)
Clindamicina (74)
Sesquiterpenos Artemisina (75)
Diidroartemisina (76)
Artemether (77)
Arteether (78)
Artesunato (79)
Naftoquinonas Atovaquona (80)
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Os alcaldides estdo entre as principais classes de produtos naturais que exibem atividade
antimalarica. A primeira droga utilizada para tratamento da malaria, a quinina (65), € um alcalide
isolado de espécies de Chinchona, nativas da América do Sul. De fato, um grande numero de
alcaldides tem sido testados, principalmente in vitro, contra cepas de P. falciparum, demonstrando que
essa classe de substéncias é bastante promissora no sentido do desenvolvimento de novas drogas
com atividade antimalarica (OLIVEIRA A. et al., 2009).

Onze alcaléides inddlicos com atividade antiplasmodial foram isolados de espécies de
Aspidosperma, como A. pyrifolium e A. megalocarpon e testados in vitro para atividade antiplasmodial e
citotoxica, confirmando a utilizagdo popular de preparados destas espécies vegetais para o tratamento
da malaria (MITAINE-OFFER et al., 2002).

Os alcaldides elipticina e aspidocarpina foram isolados da casca do caule de A. vargasii e A.
desmanthum, respectivamente, e recentemente testados quanto a atividade antimalarica, tendo
demonstrado uma marcante atividade in vitro contra cepas de P. falciparum resistentes a multiplos
farmacos (ANDRADE-NETO et al., 2007).

O grande potencial farmacolégico dos alcalbides, o grande numero de espécies vegetais que
produzem esse tipo de metabdlito secundario e a utilizagdo popular dessas espécies para o tratamento
da malaria tornam essa area de pesquisa altamente relevante. Também o surgimento de cepas de
Plasmodium resistentes a multiplas drogas e o0 grande numero de novos casos a cada ano em todo
mundo, apontam para a necessidade urgente de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

antimalaricos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ESCOLHA DA ESPECIE VEGETAL

A planta foi escolhida em concordancia com os objetivos propostos pelo grupo de pesquisa de
produtos naturais da UENF, no sentido de dar continuidade e consisténcia a trabalhos anteriormente
desenvolvidos com alcaldides indolicos pelo grupo do Setor de Quimica de Produtos Naturais da
UENF.

Embora haja um grande numero de alcaldides isolados de espécies de Aspidosperma ja
descritos na literatura, houve uma reclassificagédo da espécie A. spruceanum Miell. Arg. anteriormente
estudada fitoquimicamente pelo grupo de pesquisa em Produtos Naturais, passando a ser classificada
como A. desmanthum, levando a necessidade de uma nova prospecgédo quimica a fim de confirmar a
caracterizagdo quimiotaxondmica desta espécie. Nesse sentido, uma segunda espécie, A.
cylindrocarpon foi eleita também como objeto de estudo, a fim de ampliar o conhecimento quimico do
género.

Outro aspecto relevante para a escolha dessas espécies foi a possibilidade da realizagao de
testes de atividade bioldgica, relacionados a informagéo popular sobre o uso de espécies do género
Aspidosperma para o tratamento de malaria, principalmente a A. desmanthum. Ambas também tém
pouco ou nenhum estudo relacionado a atividade bioldgica, seja com extratos brutos ou de suas
substancias isoladas.

A comparagdo entre os resultados das atividades testadas e a estrutura quimica das
substéncias isoladas pode ser um valioso indicador da relagdo estrutura-atividade que podera, em

estudos posteriores, contribuir para o desenvolvimento de farmacos antimalariais.

4.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTANICA

As cascas do caule de A. desmanthum e A. cylindrocarpon foram coletadas em fevereiro de
2010, nas proximidades da Reserva Florestal da Companhia Vale, no municipio de Linhares — ES. As

coordenadas no sistema GPS (Global Positioning System) s&o, respectivamente, S 190 36.211’; O 40°
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06.170° e S 190 36.211"; O 390 57.543". As exsicatas de cada uma das espécies encontram-se

depositadas no herbario da Reserva, codificadas como CVRD-9470 e CVRD-313, respectivamente.

4.3 SECAGEM E MOAGEM

As cascas do caule de A. desmanthum e A. cylindrocarpon foram secas ao ar livre, a fim de
evitar a proliferagdo de micro-organismos. Posteriormente foram secas em estufa de secagem com

circulagéo de ar a 40°C, e trituradas em moinho de martelos da marca Tecnal.

4.4 OBTENGAOQ DOS EXTRATOS BRUTOS

As cascas trituradas das duas espécies foram submetidas, separadamente, a maceragao a frio
em metanol (solvente PA — marca Synth), tendo sido realizadas trés extragdes sucessivas. Os extratos
resultantes foram submetidos a evaporagéo em evaporador rotativo Biichi modelo R-114 sob presséao
reduzida, resultando nos extratos com os cddigos: MCD (Metandlico Casca Desmanthum) e MCC
(Metandlico Casca Cylindrocarpon).

Como estudos anteriores ja haviam demonstrado, ha a presenca de alcaloides em todas as
fracdes obtidas de particdes com solventes em ordem crescente de polaridade, e concentrando-se nas
fracbes mais polares do extrato. Ainda que a particdo tenha sido realizada, o complexo perfil
cromatografico apresentado e as pequenas massas obtidas ndo foram suficientes para justificar o
particionamento de algumas dessas fragdes (OLIVEIRA, 2008).

Portanto, no presente trabalho, ndo foram realizadas particdes e/ou extragbes acido/base,
tendo sido trabalhados em coluna com gel de silica a pressdao normal, diretamente, os extratos
metandlicos brutos.

As massas secas obtidas nos extratos brutos das cascas do caule de A. desmanthum e A.

cylindrocarpon encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Extratos brutos metanolicos obtidos a partir das cascas do caule dos espécimes vegetais.

Espécie Peso do material (g) Peso dos extratos (g) codigo do extrato
A. desmanthum 2.625,1 95,35 MCD
A. cylindrocarpon 3.150,0 458,7 MCC
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4.5 PROSPECGAQ PRELIMINAR

O objetivo da prospeccédo preliminar foi obter uma visdo geral das classes de substancias
presentes nos extratos obtidos. Para tal, uma pequena quantidade dos extratos obtidos foi aplicada
sobre uma cromatofolha de gel de silica (60 Fzs4) €, apos a eluigdo, as cromatoplacas foram
observadas em luz UV (254 e 365 nm) e reveladas utilizando-se as solugbes de Vanilina sulfdrica
seguida de aquecimento, ou o reagente de Dragendorff, especifico para visualizagéo de alcal6ides
(solugdo de nitrato basico de bismuto Il em &cido acético diluido com iodeto de potéssio) (MERCK,
1972). Puderam ser confirmadas as presengas de esterdides, terpenos e alcaldides, sendo estes

ultimos os constituintes majoritarios de ambos os extratos obtidos.

4.6 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO DE A. desmanthum

Foram utilizadas técnicas de cromatografia em coluna a pressdo normal e cromatografia em
camada delgada (CCD), em escalas analitica e preparativa.

Para realizagdo das analises cromatograficas em coluna foi utilizado gel de silica marca Merck
(70-230 mesh).

As analises de CCD analitica foram realizadas em cromatofolhas de aluminio com gel de silica
60 F2s4 marca Merck. As substancias foram visualizadas sob irradiagdo com lampada ultravioleta em
comprimento de onda de 254 e 365 nm, ou por revelagéo utilizando-se vanilina sulfurica e aquecimento
ou o reagente de Dragendorff.

As fragbes foram agrupadas de acordo com a semelhanca do perfil cromatografico e
sucessivamente retrabalhadas, até que o isolamento de alguma substancia fosse bem sucedido. As
fracdes descritas como misturas complexas, com perfis semelhantes a outras, com massa insuficiente
ou com impurezas ndo foram trabalhadas. As substancias foram apresentadas e numeradas na
sequéncia em que foram obtidas.

Inicialmente, 28,645 g do extrato bruto metandlico das cascas do caule de A. desmanthum foi
submetido a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica. O solvente utilizado para
empacotamento da coluna foi diclorometano (100%), criando-se um gradiente de polaridade com
metanol puro. Foram coletadas 17 fragdes, as quais foram posteriormente reunidas em 5 novas fragdes

através de comparacéo por CCD analitica. O estudo cromatografico das fragdes encontra-se detalhado
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na Tabela 2. As fragdes consideradas como misturas complexas néo foram trabalhadas por mostrarem

baixa resolugdo nos sistemas de solventes testados. As fragdes contendo alcal6ides foram trabalhadas.

Tabela 2. Estudo cromatogréfico do extrato metandlico das cascas do caule de Aspidosperma desmanthum.

Fracdes Reunidas Caodigos Massa (mg) Observagao
1-6 MCD 1 289,5 Mistura complexa de esteroides
7-9 MCD 2 1.163,5 Fracdo contendo alcaléides
10-12 MCD 3 901,1 Frac&o contendo alcaloides
13 MCD 4 803,6 Mistura complexa
14-17 MCD 5 1.922,6 Fracdo contendo alcaléides
Total 5.080,3

Anélise da fragdo MCD2 (1.163,5 mg)

A fracdo MCD2 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica.
Inicialmente utilizou-se como eluente diclorometano, com um gradiente de polaridade até metanol puro,
tendo sido coletadas 25 fragdes. Posteriormente, essas fragdes foram comparadas através de CCD
analitica e reunidas por similaridade, resultando em 8 novas frages. O estudo cromatogréfico da
fragdo encontra-se detalhado na Tabela 3. As misturas complexas ndo foram trabalhadas devido a

baixa resolucao nos sistemas de solventes testados. As fragdes contendo alcal6ides foram trabalhadas.

Tabela 3. Estudo cromatografico da fragdo MCD2.

Fracdes Reunidas Caodigos Massas (mg) Observagéo

1-4 MCD 2.1 34,0 Mistura complexa de esterides
5-10 MCD 2.2 27,8 Mistura complexa de esteroides
11-17 MCD 2.3 55,8 Lupeol (81)

18 MCD 2.4 353 Mistura complexa
19-20 MCD 2.5 10,2 Mistura complexa
22-23 MCD 2.6 86,0 Mistura complexa

21 MCD 2.7 27,2 Fracdo contendo alcaloides
24-25 MCD 2.8 722,3 Fragao de elevada polaridade
Total 998,6

Andlise da fragdo MCD 2.8 (722,3 mg)



54

A fracdo MCD 2.8 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica,
usando inicialmente como eluente o diclorometano, com gradiente de polaridade até 100% de metanol.
Foram coletadas 45 fragdes, as quais, através de comparac¢do por CCD analitica foram reunidas
novamente em 6 fragdes. A Tabela 4 mostra 0 estudo cromatografico das mesmas. A fragdo que
apresentou polaridade elevada n&o foi trabalhada, uma vez que ndo houve um sistema de solventes

que o eluisse satisfatoriamente.

Tabela 4. Estudo cromatografico da fragdo MCD 2.8.

Fracdes Reunidas Caodigos Massa (g) Observagéo
1-6 MCD 2.8.1 12,4 Aspidolimina (82)
7-12 MCD 2.8.2 175,3 Mistura aspidolimina (82) + aspidocarpina (83)
13-18 MCD 2.8.3 89,0 Mistura aspidolimina (82) + aspidocarpina (83)
19-29 MCD 2.8.4 128,8 Contém o alcaléide Aspidocarpina (83)
30 MCD 2.8.5 14,3 Aspidocarpina (83)
31-45 MCD 2.8.6 120,3 Fragao de elevada polaridade
Total 540,1

Anélise da fragdo MCD 2.8.2 (175,3 mg)

Uma aliquota de 45,1 mg da fracdo MCD 2.8.2 foi submetida a uma CCD preparativa,
utilizando como eluente hexano:acetato de etila (3:7 v/V), tendo sido obtidas as substancias puras

Aspidolimina (82) e Aspidocarpina (83).

Reacao de acetilagao da fragdo MCD 2.8.3 (89,0 mg)

Uma pequena aliquota da fragdo MCD 2.8.3 foi submetida a reacdo de acetilagéo, a fim de
confirmar a presenca das hidroxilas. A essa massa de amostra foi adicionada piridina até a completa
dissolugao (aproximadamente 1,5 mL). Em seguida, foi adicionado a reagdo o dobro do volume de
solugdo de anidrido acético (aproximadamente 3,0 mL), homogeneizou-se e deixou-se por 18 horas. Ao
fim desse prazo, a solucdo resultante foi transferida para um funil de separacéo e lavada 3 vezes com
agua destilada gelada e cloroférmio (1:1 v/v). A fase organica foi recolhida e seca com sulfato de sodio
anidro resultando nos produtos acetilados MCD 2.8.3A (82a) e MCD 2.8.3B (83a) de massa igual a 6,7

mg.
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Anélise da fragdo MCD 3 (901,1 mg)

A fragdo MCD 3 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica.
Inicialmente utilizou-se como eluente o hexano puro, com um gradiente de polaridade até acetato de
etila (50%), na qual foram coletadas 84 fracdes. As mesmas foram reunidas, através de comparagéo
por CCD analitica, de acordo com a semelhanga do perfil cromatografico, originando 3 novas fragoes.
O estudo cromatografico da fracdo encontra-se detalhado na Tabela 5. As fragbes descritas como
mistura complexa nao foram trabalhadas, uma vez que apresentaram baixa resolucdo frente aos

sistemas de solventes testados.

Tabela 5. Estudo cromatografico da fragdo MCD 3.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observagao
1 MCD 3.1 6,9 Massa insuficiente
2-23 MCD 3.2 39,7 Mistura de terpenos*
24-84 MCD 3.3 115,7 Mistura complexa
Total 162,3

* lupeol (81), B-amirina (84), simiarenol (85) e similar do simiarenol sem equivalente na literatura (86).

Anélise da fragdo MCD 5 (1.922,6 mg)

A fragdo MCD 5 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica.
Inicialmente utilizou-se como eluente o diclorometano, com um gradiente de polaridade até metanol
puro, na qual foram coletadas 82 fracdes. As mesmas foram reunidas, através de comparagao por CCD
analitica, de acordo com a semelhanca do perfil cromatografico, originando 9 novas fragdes. O estudo
cromatografico da fragdo encontra-se detalhado na Tabela 6. As fragdes contendo alcaldides foram

trabalhadas. As fragdes descritas como mistura complexa néo foram trabalhadas.
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Tabela 6. Estudo cromatogréfico da fragdo MCD 5.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observagao

1-2 MCD 5.1 52 Lupeol (81)

35 MCD 5.2 6,8 Massa insuficiente
6-29 MCD 5.3 9,3 Massa insuficiente
30-32 MCD 5.4 1,7 Massa insuficiente
33-40 MCD 5.5 8,1 Massa insuficiente
41-44 MCD 5.6 78 Massa insuficiente
45-59 MCD 5.7 74,8 Frac&o contendo alcal6ides
60-74 MCD 5.8 155,0 Frac&o contendo alcal6ides
75-82 MCD 5.9 1.118,0 Frac&o contendo alcaldides
Total 1.386,7

Anélise da fragdo MCD 5.8 (155,0 mg)

A fracdo MCD 5.8 foi submetida a cromatografia em coluna contendo gel de silica e
diclorometano e eluida com um gradiente de polaridade crescente de solvente, iniciando com
diclorometano até 50% de metanol viv. Foram coletadas 79 fragdes, as quais foram analisadas por
CCD analitica e reunidas em 6 novas fragdes, de acordo com a similaridade do perfil cromatogréafico. O

estudo cromatografico da fracdo encontra-se detalhado na Tabela 7.

Tabela 7. Estudo cromatografico da fragdo MCD 5.8.

Fracdes reunidas Cadigos Massa (mg) Observagéo

1-5 MCD 5.8.1 1,4 Massa insuficiente

6-8 MCD 5.8.2 1,6 Massa insuficiente
9-61 MCD 5.8.3 13,9 Mistura complexa
62-63 MCD 5.8.4 1,5 Massa insuficiente
64-75 MCD 5.8.5 67,7 Fragao contendo alcal6ides*
76-79 MCD 5.8.6 38,5 Fracdo contendo alcaléides
Total 124,6

* Esta fragdo nao foi trabalhada porque, além dos alcaldides, continha varias outras substancias com R muito préximos e

de dificil resolugéo.

Anélise da fragdo MCD 5.8.6 (38,5 mg)

A fragdo MCD 5.8.6 foi submetida a uma CCD preparativa, utilizando como eluente
diclorometano:metanol (95:5 v/v) saturado com NH4OH, obtendo-se o alcaléide Antirina (87).
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Analise cromatografica da fragdo MCD 5.9 (1.118,0 mg)

A fragdo MCD 5.9 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada em gel de silica,
utilizando-se como eluente o diclorometano, em um gradiente de polaridade até 100% de metanol.
Foram obtidas 90 fragGes, as quais foram analisadas por CCD analitica e agrupadas de acordo com
seus perfis cromatograficos, originando 7 novas fragdes. O estudo cromatografico da fragdo MCD 5.9

esta descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Estudo cromatografico da fragdo MCD 5.9.

Fracdes reunidas Codigos Massa (mg) Observagéo

1-6 MCD 5.9.1 45 Massa insuficiente
7-10 MCD 5.9.2 0,3 Massa insuficiente
11-15 MCD 5.9.3 2,6 Massa insuficiente
16-25 MCD 5.9.4 6,5 Massa insuficiente
26-30 MCD 5.9.5 42 Massa insuficiente
31-53 MCD 5.9.6 121,6 Fracdo contendo alcaléides
54-90 MCD 5.9.7 775,8 Fracdo contendo alcaléides
Total 915,5

Anélise da fragdo MCD 5.9.6 (121,6 mg)

A fragdo MCD 5.9.6 foi submetida a uma coluna cromatografica empacotada com gel de silica,
tendo como eluente inicial o diclorometano, em um gradiente de polaridade até 50% de metanol. 73
fracdes foram coletadas e posteriormente agrupadas, de acordo com o perfil cromatografico exibido em
CCD analitica, resultando em 9 novas fragoes. O estudo cromatogréfico da fragdo MCD 5.9.6 encontra-

se detalhado na Tabela 9.

Tabela 9. Estudo cromatogréfico da fragdo MCD 5.9.6.

Fragdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observagdo

1-3 MCD 5.9.6.1 1,1 Massa insuficiente
4-12 MCD 5.9.6.2 2,1 Massa insuficiente
13-14 MCD 5.9.6.3 2,8 Massa insuficiente
15-19 MCD 5.9.6.4 0,5 Massa insuficiente
20-30 MCD 5.9.6.5 24 Massa insuficiente
31-46 MCD 5.9.6.6 55 Massa insuficiente
47-55 MCD 5.9.6.7 4,0 Massa insuficiente
56-63 MCD 5.9.6.8 72 Massa insuficiente
64-73 MCD 5.9.6.9 76,9 Frac&o contendo alcaloides

Total 102,5
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Anélise da fragdo MCD 5.9.6.9 (76,9 mg)

A fraggo MCD 5.9.6.9 foi submetida a CCD em escala preparativa e eluida com

diclorometano:metanol (95:5 v/v) saturado com NH4OH, obtendo-se, desta forma, a Antirina (87).

Anélise cromatogréfica da fragdo MCD 5.9.7 (775,8 mg)

A fragdo MCD 5.9.7 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica,
eluida com diclorometano em gradiente de polaridade até 30% de metanol. Foram obtidas 89 fracdes e
as mesmas foram reunidas, apds analise em CCD analitica e comparagao dos perfis cromatograficos,

perfazendo 7 novas fragdes. O estudo cromatogréfico da fragdo encontra-se detalhado na Tabela 10.

Tabela 10. Estudo cromatografico da fragdo MCD 5.9.7.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observagdo
1-13 MCD 5.9.7.1 0,7 Massa insuficiente
14-17 MCD 5.9.7.2 1,7 Massa insuficiente
18-21 MCD 5.9.7.3 0,9 Massa insuficiente
22-34 MCD 5.9.7.4 2,1 Massa insuficiente
35-51 MCD 5.9.7.5 35 Antirina (87)
52-69 MCD 5.9.7.6 21,3 Contém o alcaldide Antirina
70-89 MCD 5.9.7.7 146,5 Mistura complexa de elevada polaridade
Total 176,7

A seguir sdo apresentados os fluxogramas que resumem os procedimentos experimentais
adotados no fracionamento do extrato metandlico das cascas de Aspidosperma desmanthum

(Fluxogramas 1, 2, 3 ¢ 4).
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MCD
28.645 mg
MCD 1 MCD 2 MCD 3 MCD 4 MCD 5
289,5mg 1.163,5mg 901,17 mg 803,6 mg 1.922,5 mg
MCD 2.1 MCD 2.2 MCD 2.3 MCD 2.4 MCD 2.5 MCD 2.6 MCD 2.7 MCD 2.8
34,0 mg 27,8 mg 55,8 mg 35,3 mg 10,2 mg 86,0 mg 27,2 mg 722,3 mg
Lupeol
(81)
MCD 2.8.1 MCD 2.8.2 MCD 2.8.3 MCD 2.8.4 MCD 2.8.5 MCD 2.8.6
12,4 mg 175,3 mg 89,0 mg 128,8 mg 14,3 mg 120,3 mg
Aspidolimina Aspidocarpina
(82) (83)
CCD Preparativa Acetilagao
Hex: AcOEt
37 v
MCD 2.8.2a Aspidolimina (82) MCD 2.8.3A Aspidolimina Ac (82a)
+
MCD 2.8.2b Aspidocarpina (83) MCD 2.8.3B Aspidocarpina Ac (83a)

Fluxograma 1. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatografico da fragdo MCD 2, obtida a partir do extrato

metandlico das cascas do caule de A. desmanthum (MCD).
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MCD
28.645 mg
MCD 1 MCD 2 MCD 3 MCD 4 MCD 5
289,5mg 1.163,5mg 901,1 mg 803,6 mg 1.922,5 mg

MCD 3.1 MCD 3.2 MCD 3.3
6,9 mg 39,7 mg 115,7 mg

Mistura de

terpenos®

* lupeol (81), B-amirina (84), simiarenol (85) e similar ao simiarenol sem equivalente na literatura (86).

Fluxograma 2. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatogréfico da fragdo MCD 3, obtida a partir do extrato

metanolico das cascas do caule de A. desmanthum.
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MCD 5

1.922,6 mg

MCD 5.1 MCD 5.2 MCD 5.3 MCD 5.4 MCD 5.5 MCD 5.6 MCD 5.7 MCD 5.8 MCD 5.9
5,2 mg 6,8 mg 9,3 mg 1,7 mg 8,1 mg 7,8 mg 748 mg 155,0 mg 1.118 mg
Lupeol

(81)

MCD 5.8.1 MCD 5.8.2 MCD 5.8.3 MCD 5.8.4 MCD 5.8.5 MCD 5.8.6
1,4 mg 1,6 mg 13,9 mg 1,5 mg 67,7 mg 38,5mg

CCD Preparativa
CH2Cl2:MeOH
95:5 v

Sat. NHsOH

MCD 5.8.6¢
1,5mg
Antirina (87)

Fluxograma 3. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatogréfico da fragdo MCD 5, obtida a partir do extrato

metandlico das cascas do caule de A. desmanthum.
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MCD 5.9
1.118,0 mg
MCD 5.9.1 MCD 5.9.2 MCD 5.9.3 MCD 5.9.4 MCD 5.9.5 MCD 5.9.6 MCD 5.9.7
45mg 0,3 mg 2,6 mg 6,5 mg 4,2 mg 121,6 mg 775,8 mg
MCD 5.9.6.1 MCD 5.9.6.2 MCD 5.9.6.3 MCD 5.9.6.4 MCD 5.9.6.5 MCD 5.9.6.6 MCD 5.9.6.7 MCD 5.9.6.8 MCD 5.9.6.9
1,1 mg 2,1 mg 28 mg 0,5mg 24 mg 5,5mg 4,0 mg 7,2mg 76,9 mg
GCD Preparativa
CH:Cl:MeOH
95:5 viv
Sat. NH;OH
Antirina
4,8 mg
MCD 5.9.7.1 MCD 5.9.7.2 MCD5.9.7.3 MCD 5.9.7.4 MCD 5.9.7.5 MCD 5.9.7.6 MCD 5.9.7.7
0,7 mg 1,7mg 0,9mg 2,1 mg 3,5 mg 21,3 mg 146,5 mg
Antirina

Fluxograma 4. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatografico da fragdo MCD 5.9, obtida a partir do

extrato metanolico das cascas do caule de A. desmanthum.
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4.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO DE A. cylindrocarpon

Foram utilizadas técnicas de cromatografia em coluna a pressdo normal e cromatografia em
camada delgada (CCD), em escalas analitica e preparativa. Também foi utilizada a técnica de
Cromatografia em Contracorrente de Alta Eficiéncia utilizando o equipamento da marca Dynamic
Extractions Ltd. Model Spectrum-1000 (Berkshire, United Kingdom), para a separagao dos alcalbides
de uma das fragdes. Essa técnica mostrou-se muito eficaz para se trabalhar amostras polares, tendo
possibilitado o isolamento de dois alcaloides novos na literatura.

As analises cromatogréaficas foram conduzidas da mesma forma anteriormente descrita no ltem
4.6.

Uma aliquota correspondente a 504,9 mg da fragdo MCC 1.10 foi submetida a Cromatografia
em Contracorrente de Alta Eficiéncia.

Inicialmente, 44,56 g do extrato bruto metandlico das cascas do caule de A. cylindrocarpon
foram submetidos a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica. O solvente utilizado para
empacotamento da coluna foi o diclorometano, criando-se um gradiente de polaridade até metanol
100%. Foram coletadas 20 fragbes, as quais foram posteriormente reunidas em 7 novas fragdes
através de comparagdo por CCD analitica. A fragdo MCC 1, contendo alcaléides, foi sucessivamente
trabalhada, dando origem a diversas substancias isoladas.

O estudo cromatografico das fragdes encontra-se detalhado na Tabela 11.

Tabela 11. Estudo cromatografico do extrato metandlico das casacas de Aspidosperma cylindrocarpon.

Fragdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observagéo
16 MCC 1 11.100,3 Fragao contendo
alcaldides
MCC 1b* 22,0 Canferol (88)
7-8 MCC 2 3.121,2 Trabalhada
9-10 MCC 3 5.560,5 Né&o trabalhada**
12-14 MCC 4 3.971,9 Né&o trabalhada**
1 MCC 5 2.463,8 Né&o trabalhada**
15 MCC 6 5514 Né&o trabalhada*
16-20 MCC7 15.133,1 Né&o trabalhada*
Total 41.924,2

*Da fragdo MCC 1 foram obtidos varios cristais, sendo essa fragéo re-codificada MCC 1b (22,0 mg) e identificada por RMN
H e 13C como o flavonoide canferol (88).

**Devido a falta de tempo habil, as fragbes seguintes ainda estdo sendo trabalhadas e os resultados deverao ser publicados
em trabalhos posteriores.
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Analise da fragdo MCC 1 (11.078,3 mg)

A fracdo MCC 1 foi submetida a uma coluna de gel de silica, a qual foi eluida com hexano em
gradiente de polaridade até 100% de acetato de etila e adicionado posteriormente metanol até 10%.
Desse fracionamento foram obtidas 73 fragdes e as mesmas foram reunidas, apés analise em CCD
analitica e comparacgéo dos perfis cromatogréaficos em CCD analitica, perfazendo 15 novas fragdes. As
fracbes consideradas misturas complexas ndo foram trabalhadas devido a baixa resolu¢do nos
sistemas de solventes testados. A fraggo MCC 1.10, contendo alcalbides, foi submetida a
Cromatografia em Contracorrente de Alta Eficiéncia. O estudo cromatografico da fragdo encontra-se
detalhado na Tabela 12.

Tabela 12. Estudo cromatografico da fragdo MCC 1.

Fracdes reunidas Codigos Massa (mg) Observagao

1-4 MCC 1.1 574 Mistura complexa

5-7 MCC 1.2 282,7 Mistura complexa

8-11 MCC 1.3 1417 Mistura complexa
12-17 MCC 1.4 250,2 Mistura complexa
18-27 MCC 1.5 316,7 Frag&o contendo alcaléides
28-32 MCC 1.6 94,0 Mistura complexa
33-40 MCC 1.7 754,3 Mistura complexa
41-43 MCC 1.8 38,3 Aromadendrina (89)
44-45 MCC 1.9 152,1 Trabalhada*
46-52 MCC 1.10 1.326,1 Frac&o contendo alcaléides
53-58 MCC 1.11 400,0 Trabalhada*
59-62 MCC 1.12 96,5 Trabalhada*
63-66 MCC 1.13 281,2 Trabalhada*
67-68 MCC 1.14 177,0 Trabalhada*
69-73 MCC 1.15 4289 Fracdo contendo alcaléides
Total 4.797,1

*Essas fragdes, embora tenham sido sucessivamente trabalhadas, ndo resultaram no isolamento de nenhuma substancia.

Andlise da fragdo MCC 1.5 (316,7 mg)

A fracdo MCC 1.5 foi submetida a uma coluna empacotada com gel de silica, eluida
inicialmente com hexano, tendo sido aplicado um gradiente de polaridade até 30% de acetato de etila.
As 67 fragOes obtidas desse fracionamento foram agrupadas por comparagéo do perfil cromatogréfico,
originando 6 novas fragdes. O estudo do perfil cromatografico encontra-se detalhado na Tabela 13.
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Tabela 13. Perfil cromatografico da fragdo MCC 1.5.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observacédo

1-8 MCC 1.51 52 Massa insuficiente

9-23 MCC 1.5.2 3,7 Massa insuficiente
24-34 MCC 1.5.3 6,2 Massa insuficiente
35-40 MCC 154 11,4 Massa insuficiente
41-60 MCC 1.5.5 223,7 Frac&o contendo alcaldides
61-67 MCC 1.5.6 2,8 Frac&o de polaridade elevada
Total 253,0

Anélise da fragdo MCC 1.5.5 (218,8 mg)

A fragdo MCC 1.5.5 foi submetida a uma coluna empacotada com gel de silica, eluida com
hexano em um gradiente de polaridade até 60% de acetato de etila. Foram coletadas 90 fragdes, as
quais foram reunidas por semelhanga do perfil cromatografico em CCD, resultando em 8 novas fragoes.
As fragdes consideradas misturas complexas néao foram trabalhadas, uma vez que nao apresentaram
boa resolugdo mediante os sistemas de solventes testados. A fracdo MCC 1.5.5.6 foi trabalhada, mas
nao resultou no isolamento de nenhuma substancia. O perfil cromatografico encontra-se detalhado na
Tabela 14.

Tabela 14. Perfil cromatogréfico da fragdo MCC 1.5.5.

Fracdes reunidas Codigos Massa (mg) Observacéo
1-5 MCC 1.5.5.1 0,3 Massa insuficiente
6-17 MCC 1.5.5.2 1,9 Massa insuficiente
18-24 MCC 1.5.5.3 0,8 Massa insuficiente
25-44 MCC 1554 1,1 Massa insuficiente
45-52 MCC 1.55.5 6,7 Acido atrarico (90)*
53-71 MCC 1.5.5.6 80,6 Trabalhada
72-81 MCC 1.5.5.7 39,3 Mistura complexa de esteroides
82-90 MCC 1.5.5.8 17,9 Mistura complexa de esteroides
Total 148,6

* a0 lado dessa substancia, especula-se a presenga de fitoesteréis como /-sitosterol e stigmasterol.

Anélise da fragdo MCC 1.15 (428,9 mg)

A fragdo MCC 1.15 foi submetida a uma coluna cromatografica empacotada com gel se silica e
eluida com diclorometano em um gradiente de polaridade, até 50% de metanol. Foram coletadas 66
fracdes, as quais foram reunidas por semelhanga do perfil cromatografico em CCD, resultando em 7
novas fragdes. As fragdes consideradas misturas complexas ndo foram trabalhadas, uma vez que néo

apresentaram boa resolu¢do mediante os sistemas de solventes testados. A fragdo MCC 1.15.4 néo foi
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trabalhada porque, embora fosse semelhante a fragdo MCC 1.15.5, apresentava outras substancias de

dificil resolugao. O perfil cromatografico encontra-se descrito na Tabela 15.

Tabela 15. Perfil cromatografico da fragdo MCC 1.15.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observacédo

1-3 MCC 1.15.1 2,7 Massa insuficiente

4 MCC 1.15.2 26,5 Mistura complexa
5-13 MCC 1.15.3 26,8 Mistura complexa
14-21 MCC 1.154 44,8 Mistura complexa
22-48 MCC 1.15.5 173,5 Frac&o contendo alcaloides
49-57 MCC 1.15.6 72,6 Mistura complexa
58-66 MCC 1.15.7 40,5 Mistura complexa
Total 387,4

Analise da fragdo MCC 1.15.5 (173,5 mg)

Uma aliquota equivalente a 32,1 mg da fragdo MCC 1.15.5 foi submetida a uma cromatografia
em camada delgada em escala preparativa, a qual foi eluida em uma mistura de diclorometano/metanol
(95:5 /), resultando em uma fragdo MCC 1.15.5A contendo os alcaldides 12-desmetoxi-N-
acetilcilindrocarina (911 e 91-2), 12-desmetoxi-N-formilcilindrocarina  (92), 12-desmetoxi-N-

propionilcilindrocarina (93) e 12-desmetdxi-N-butilcilindrocarina (94).

4.71 Andlise da fragado MCC 1.10 (504,9 mg) por Cromatografia em Contracorrente de Alta

Eficiéncia

4.7.1.1 Escolha do sistema de solventes

A escolha prévia do sistema de solventes utilizado para este método foi feita pelo método de
agitacdo em tubo de ensaio (BERTHOD e CARDA-BROCH, 2004). Esse método se baseia na
distribuicdo de um soluto entre as fases movel e estacionaria, sendo Util para a determinacdo da

constante de distribui¢éo liquido-liquido, comumente chamada de coeficiente de particao.
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O método consistiu na solubilizagédo de uma pequena quantidade da amostra a ser analisada
(2,0 mg) em 1mL de cada fase do sistema testado e sua subsequente agitagdo. O sistema foi deixado
em repouso até o restabelecimento das duas fases. As fases superior e inferior foram separadas em
funil de separacdo e submetidas a analise qualitativa por CCD analitica. As placas foram eluidas em
hexano/acetato de etila (7:3 v/v), em duplicata, visualizadas sob luz ultravioleta a 254 e 365 nm e
reveladas em Vanilina sulfirica seguida de aquecimento ou com o reagente de Dragendorff.

O sistema de solventes ideal deve ser capaz de distribuir igualmente a amostra nas duas fases,
0 que ira resultar em coeficiente de particdo préximo a 1. Isso demonstra que o sistema de solventes a
ser escolhido deve ter uma interagdo adequada com os componentes da amostra, o que praticamente
garantira uma boa separagdo desses constituintes quando submetidos a anélise por CCC de Alta
Eficiéncia.

Uma metodologia baseada no sistema de solventes ARIZONA modificado (hexano/acetato de
etila/metanol/agua) foi utilizada para testar o sistema de solventes em diversas proporgoes (Tabela 16),
sendo que a propor¢do Hex:AcOEt:MeOH:H2O (1:2:1,75:1 vA/N/) foi a que apresentou a melhor
distribuicdo entre as fases (BERTHOD, HASSOUN e RUIZ-ANGEL, 2005).

Tabela 16. Sistemas de solventes testados para a fragdo MCC 1.10.

Sistema Hexano Acetato de etila Metanol Agua
A 1 2 1 1
B 1 2 1,25 1
c 1 2 1,50 1
LD 1 2 1,75 1]

4.7.1.2 Procedimento de CCC de Alta Eficiéncia

A fracdo MCC 1.10 foi solubilizada em uma mistura contendo 3,0 mL da fase mdvel
(MeOH/H20) e 2,0 mL da fase estacionaria (Hex/AcOEt).

Uma solugéo equivalente a 2,0 L do sistema de quatro solventes foi agitada mecanicamente
por 30 minutos e desgaseificada em aparelho de ultrassom por mais 30 minutos. A coluna foi
completamente preenchida com a fase estacionaria (fase organica, superior) e o aparelho foi ligado a
1.200 rpm, operando a 22°C e 309 nm, enquanto a fase movel (fase aquosa, inferior) foi bombeada

para o interior da coluna, na diregdo cauda-cabega, a um fluxo continuo de 1,5 mL.min-!. O sistema
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atingiu o equilibrio hidrodinamico e entéo foi verificado um “sangramento” de 36 mL, correspondente a
74,6% de retengéo da fase estacionaria.

Em seguida, os 5 mL da fragdo MCC 1.10 solubilizada foram injetados na coluna, a um fluxo de
1,5 mL/min. O perfil cromatogréafico pode ser visualizado através do cromatograma (Figura 12) e os

valores de fator de retengao e coeficientes de particdo sdo apresentados na Tabela 17.
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Figura 12. Cromatograma, mostrando os tempos de reteng&o e os picos relativos as substancias isoladas (C, D, E e F).

Tabela 17. Coeficientes de parti¢éo (ko) e fatores de retengdo (o) dos picos mostrados no cromatograma.

Pico no cromatograma Coeficiente de particao (kp) Fator de retengéo (a)
A 0.13
B 0.29
C 0.48 a43=1.46
D 0.70 as4=1.80
E 1.26 ass=1.50
F 1.94 a7e=1.50

A fase mével eluida foi coletada em aliquotas de 3,0 mL, dando origem a 195 fragdes, as quais
foram analisadas por CCD analitica e agrupadas de acordo com a semelhanga do perfil cromatografico
(Tabela 18), resultando em 20 novas fragoes.

As fragbes descritas como misturas complexas nao foram trabalhadas por apresentarem baixa
resolugao frente aos sistemas de solventes testados. As fracdes de 152 a 157 e 182 a 195 foram

descartadas, uma vez que continham apenas o sistema de solventes (nenhuma substéncia foi eluida
nessas fragoes).
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Tabela 18. Perfil cromatografico da fragdo MCC 1.10.

Fracdes reunidas Caodigos Massa (mg) Observagao
1-14 Somente solvente
15-18 MCC 1.10.1 6,3 Mistura complexa
19-24 MCC 1.10.2 18,5 Mistura complexa
25-27 MCC 1.10.3 55,4 Mistura complexa
28-31 MCC 1.10.4 10,2 Mistura complexa
32-40 MCC 1.10.5 484 Substancias em fase de elucidagéo
41-50 MCC 1.10.6 44 Massa insuficiente
51-52 MCC 1.10.7 0,7 Massa insuficiente
53-55 MCC 1.10.8 4,6 Mistura complexa
56-61 MCC 1.10.9 29,2 Mistura complexa
62-66 MCC 1.10.10 19,2 Acido (z)-eicos-10-enedidico (95)
67-68 MCC 1.10.11 3,2 Massa insuficiente
69-83 MCC 1.10.12 62,1 Contémo a.Ic:.aIéide 12-qesmet6xi-N-
benzoilcilondrocarina (96)
84-88 MCC 1.10.13 23,2 12-desmetoxi-N-benzoilcilondrocarina (96)
89-92 MCC 1.10.14 3,1 Massa insuficiente
93-118 MCC 1.10.15 783 Contfém 0 al?alf')ide 12-des.met6xi-N-
cinamoilcilondrocarina (97)
119-126 MCC 1.10.16 26,6 12-desmetoxi-N-cinamoilcilondrocarina (97)
127-139 NCC 1.10.17 767 Contém o acalo 12-desmetOxi-\-
cinamoilcilindrocarina (97)
140-151 MCC 1.10.18 6,6 Mistura complexa
152-157 Descartadas
158-172 MCC 1.10.19 54 Mistura complexa
173-181 MCC 1.10.20 1,7 Mistura complexa
182-195 Descartadas
Total 483,8

A seguir sdo apresentados os fluxogramas que resumem os procedimentos experimentais
adotados no fracionamento de extrato metandlico das cascas de Aspidosperma cylindrocarpon

(Fluxogramas 5 a 8).
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MCC
44.560,4 mg
MCC 1 MCC 2 MCC 3 MCC 4 MCC 5 MCC 6 MCC 7
11.100,3 mg 31212 mg 5.560,5 mg 3.971,9 mg 2.463,8 mg 551,4 mg 15.133,1 mg
MCC 1b
22,0 mg
Canferol (88)
MCC 1.1 MCC 1.2 MCC 1.3 MCC 1.4 MCC 1.5 MCC 1.6 MCC 1.7 MCC 1.8 MCC 1.9 MCC 1.10 MCC 1.11 MCC 1.12
57,4 mg 282,7mg 141,7 mg 250,2 mg 316,7 mg 94,0 mg 754,3mg 38,3 mg 152,1 mg 1.326,7 mg 400,0 mg 96,5 mg
Aromadendrin
a(89)
MCC 1.13
281,2mg
MCC 1.14
177,0 mg
MCC 1.15
428,9 mg

Fluxograma 5. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatogréfico da fragdo MCC 1, obtida a partir do extrato metandlico das cascas do caule de A. cylindrocarpon.
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MCC 1.5
316,7 mg
MCC 1.5.1 MCC 1.5.2 MCC 1.5.3 MCC 1.5.4 MCC 1.5.5 MCC 1.5.6 MCC 1.5.7
5,2mg 26,5mg 26,8 mg 44,8 mg 173,5 mg 72,6 mg 40,5 mg
MCC1.5.5.1 MCC1.5.5.2 MCC1.5.5.3 MCC1.5.54 MCC1.5.5.5 MCC1.5.5.6 MCC1.5.5.7 MCC1.5.5.8
0,3mg 1,9 mg 0,8 mg 1,1 mg 6,7 mg 80,6 mg 39,3 mg 17,9 mg
Acido
atrarico
(90

Fluxograma 6. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatografico da fragdo MCC 1.5, obtida a partir

do extrato metandlico das cascas do caule de A. cylindrocarpon.



MCC 1.10
504,9 mg

195 fraghes

20 fragdes

MCC 1.10.5
48,4 mg*

MCC 1.10.10 MCC 1.10.13
19,2 mg (95) 23,2 mg (96)

MCC 1.10.16
26,6 mg (97)

* as substancias presentes nesta fragao estdo ainda em fase de identificagéo.
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Fluxograma 7. Esquema operacional simplificado adotado no fracionamento cromatogréfico da fragdo MCC 1.10,

obtida a partir do extrato metandlico das cascas do caule de A. cylindrocarpon, através da Cromatografia em

Contracorrente de Alta Eficiéncia.
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MCC 1.15
428,9 mg
MCC 1.15.1 MCC 1.15.2 MCC 1.15.3 MCC 1.15.4 MCC 1.15.5 MCC 1.15.6 MCC 1.15.7
2,7mg 26,5mg 26,8 mg 448 mg 173,56 mg 72,6 mg 40,5 mg
(91-1 e 91-2)*

*

ao lado da 12-desmetdxi-N-acetilcilindrocarina (91-1) e seu conférmero (91-2), foram identificadas outras
substancias: 12-desmetdxi-N-formilcilindrocarina (92), 12-desmetoxi-N-propionilcilindrocarina (93) e 12-desmetoxi-N-

butilcilindrocarina (94).

Fluxograma 8. Esquema operacional adotado no fracionamento cromatogréfico da fragdo MCC 1.15, obtida a partir

do extrato metandlico das cascas do caule de A. cylindrocarpon.
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4.8 DICROISMO CIRCULAR

A principal aplicagdo da técnica de dicroismo circular (DC) é, segundo Araujo (2011), “o
assinalamento da configuragdo absoluta de um centro quiral vizinho a um croméforo ou da
conformagéo de um sistema bicromoférico que gera anomalia na curva ou diferenga de absorgéo
das componentes apenas pela atropoisomeria”.

Os testes de Dicroismo Circular foram realizados em parceria com o Departamento de
Quimica /PPGQ - ICE da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os espectros de
dicroismo circular (DC) foram obtidos em espectropolarimetro J-815 Circular Dichroism da
JASCO e os espectros de UV foram obtidos em espectrometro UV-1601 PC Shimadzu. A
medida de dicroismo circular (DC) foi realizada através de uma varredura nos comprimentos de
onda de 250 nm a 400 nm.

As substéncias submetidas ao teste de dicroismo circular, bem como as massas

utilizadas de cada uma encontram-se descritas na Tabela 19.

Tabela 19. Substancias analisadas por dicroismo circular (DC), com os respectivos codigos e massas utilizadas.

Substéncia Cadigo Massa (mg)
Aspidolimina (82) MCD 2.8.2a 1,0
Aspidocarpina (83) MCD 2.8.2b 1,2
Antirina (87) MCD 5.9.6.9A *
12-desmetoxi-N-acetilcilindrocarina (91-1 e 91-2) MCC 1.15.5A 2,0
12-desmetdxi-N-benzolicilindrcarina (96) MCC 1.10.13 1,3
12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina (97) MCC 1.10.16 1,5

*dado nao fornecido

4.9 TESTE DE LIGACAO A ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB)

Estudos baseados na interagéo entre drogas e a albumina sérica aumentam o arsenal
de ferramentas moleculares para determinagdo do papel bioldégico de macromoléculas. Além
disso, tais estudos sdo essenciais para a determinacdo da biodisponibilidade e toxicologia de
drogas (HE et al., 2005; RIBEIRO, 2010).
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O teste consistiu na investigagdo do comportamento fotofisico do alcaléide 12-
desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina (97), submetido a uma solu¢do de albumina (carreador de
moléculas) sérica bovina (ABS) (1,0 x 10-5 mol/L) tamponada com PBS (pH= 7,4), utilizando UV-

vis, fluorescéncia e dicroismo circular.

4.9.1 Analise da ligagao a ASB por espectroscopia de absorgao no UV-vis

Utilizou-se espectrofotdmetro de absorg@o ultravioleta/visivel (UV-Vis), Mini UV
Shimadzu, modelo 1240, utilizando-se célula de quartzo com caminho ético de 1 cm, e 4 faces
polidas, uma vez que a mesma célula seria posteriormente utilizada para leitura da fluorescéncia.

As leituras foram realizadas por varredura em comprimentos de onda de 200 a 500 nm,
a fim de estudar a interagéo entre albumina sérica bovina (ASB) e o alcaldide 12-desmetdxi-N-
cinamoilcilindrocarina (97). Foram analisadas solugbes de albumina sérica bovina (ASB)
tamponada com PBS (tampéo fosfato salino) (pH = 7,4) com concentragao de aproximadamente
1,00 x 10 mol/L, as quais foram adicionadas, respectivamente, oito aliquotas da solug¢do do

alcaloide, variando de 5 a 40 uL, com concentragéo de aproximadamente 1,00 x 10-3 mol/L.

4.9.2 Analise da ligacao a ASB por Espectrometria de Fluorescéncia

Para a realizagdo das andlises de fluorescéncia foi utilizada uma célula de quartzo com
caminho ético de 1 cm e 4 faces polidas e equipamento Espectrofluorimetro F-4500 Hitachi.

As analises foram executadas em varredura (faixa de emissdo) de 300 nm a 500 nm,
com fendas de emissdo e excitagdo de 50 nm e velocidade de 1.200 nm/min. O
espectrofluorimetro foi acoplado a um termostatizador, o qual manteve a temperatura para os
espectros de emissao de fluorescéncia em T = 273K. Foram analisadas solugdes de albumina
sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentragéo de aproximadamente
1,00 x 105 mol/L, as quais foram suprimidas com a adi¢do de oito aliquotas de solugbes do

alcalodide, de 5 a 40 uL, com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10-3 mol/L.
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4.9.3 Analise da ligagao a ASB por dicroismo circular

A analise foi realizada utilizando-se espectropolarimetro J-180 Jasco, com sistema de
controle interno de temperatura Jasco PTC-423S acoplado ao aquecimento.

Para a medida de dicroismo circular (DC) foi realizada uma varredura de 190 a 500
nm, com velocidade de 200 nm/min no espectropolarimetro e controle de temperatura (T =
273K). O sinal final obtido para cada amostra foi resultado de uma média de dois espectros
registrados. A linha de base foi uma solugdo aquosa de PBS (pH = 7,4). Os espectros das
solugbes aquosas de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com
concentragé@o de aproximadamente 1,00 x 10-5 mol/L foram subtraidos desta linha de base. Para
a realizagéo das analises de dicroismo circular foi utilizada uma célula de quartzo com caminho
Otico de 1 cm e 2 faces polidas. Foram analisadas solucdes de albumina sérica bovina (ASB)
tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentragdo de aproximadamente 1,00 x 106 mol/L, as
quais foram suprimidas com a adi¢do de solugdes de 12-desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina (97),
com concentragdo de aproximadamente 1,00 x 103 mol/L, nas propor¢des de 1:0, 1:4, 1:8, 1:16
e 1:32 de ASB/alcaléide.

4.10 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMALARICA

O género Aspidosperma é frequentemente citado em estudos de atividade
antiplasmodial, sobretudo devido a presenca de alcaldides inddlicos (MITAINE-OFFER et al.,
2002; BOURDY, et al., 2004; MESQUITA et al., 2006).

Em estudo anterior, a aspidocarpina foi isolada da casca do tronco de A. desmanthum e
testada in vitro quanto a atividade antimalarica, mostrando resultados consideraveis frente a
cepas multirresistentes (K1) de Plasmodium falciparum (ANDRADE-NETO et al., 2007).

No presente trabalho, foram realizados testes de atividade antimalérica, tanto com os
extratos e fragdes, quanto com substéncias isoladas de A. desmanthum e A. cylindrocarpon.

Foram testados extratos, fragdes e substancias isoladas, de acordo com a Tabela 20.
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Tabela 20: Descrigdo das amostras submetidas ao teste in vitro de atividade antimalarica, por espécie.

Espécie Amostra
A. desmanthum EBMC Fragéo 2.8.4 Aspidocarpina
A. cylindrocarpon MCC 1.10.13 MCC 1.10.16

*EMBC=Extrato Bruto Metandlico das Cascas; Fragéo 2.8.4=contém o alcaloide Aspidocarpina (83); MCC 1.10.13=
12-desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina (96); MCC 1.10.16= 12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina (97).

A aspidocarpina (83) foi testada mais uma vez, no entanto a cepa de P. falciparum
utilizada foi aquela preconizada pela OMS (cepa W2) e a metodologia utilizada foi diferente da
utilizada anteriormente por Andrade-Neto (2007).

Os testes de atividade antimalérica foram realizados no Laboratério de Bioensaios da
Faculdade de Farméacia da UFMG, em parceria com a Rede de Produtos Naturais para a
Quimioterapia Antimalarica, Projeto PRONEX CNPqg/FAPEMIG, coordenado pela Dra. Alaide

Braga de Oliveira e pelo Dr. Fernando de Pilla Varotti, a quem dirigimos nossos agradecimentos.

4.10.1 Procedimentos Experimentais

Os testes in vitro foram realizados com hemécias infectadas por P. falciparum, clone W2
(cepa preconizada pela OMS) resistente a cloroquina, tendo sido utilizadas duas metodologias
distintas para determinacdo da atividade antimalarica. Para as amostras obtidas de A.
desmanthum utilizou-se o método de incorporacdo de [3H]-hipoxantina (DESJARDINS et
al.,1979) e as amostras obtidas a partir de A. cylindrocarpon foram testadas segundo o método

LDH (Lactato Desidrogenase), descrito por Makler et al. (1993).

4.10.1.1 Método de incorporacao de [*H]-hipoxantina

1. Incubagéo parasito-droga: 20ul de cada diluicdo das substancias testadas foram
colocados em microplacas de 96 pogos, em triplicata, onde ja se encontravam 180ul da
suspensao de hemacias infectadas (1% hematécrito, 1% de parasitemia), provenientes de um
cultivo mantido por pelo menos trés dias sem hipoxantina. Foram usados controles sem drogas,

com hemécias infectadas (controle positivo) ou hemacias néo infectadas (controle negativo).
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2. As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 24h na presencga dos
extratos, seguindo-se a adigdo da [3H]-Hipoxantina (0,5uCi por pogo) e mais 18 horas de
incubagdo. Apds esse periodo as microplacas foram congeladas (-20°C por no minimo 24h),
para promover a lise das hemacias.

3. O lisado celular foi transferido para filtros de fibra de vidro com auxilio de um coletor de
células seguido de adi¢ao de liquido de cintilagao e leitura da radioatividade, registrada em leitor
automatico.

Os percentuais de redugédo do crescimento dos parasitos foram calculados a partir da
média de contagem por minuto (cpm). Aquelas que apresentaram percentual de reducdo de
parasitemia igual ou maior que 50% nas duas concentragoes testadas foram selecionadas para
determinagédo das Clso (Concentragéo Inibitéria de 50% dos parasitas). Para tanto, as amostras
foram testadas nas concentragbes de 1,56 a 50 ug/mL. Os resultados foram avaliados no
programa Origin 8.0 com determinagao das curvas dose-resposta tragcadas com ajuste sigmoidal.
Foram determinadas as concentragdes inibitérias do crescimento de 50% dos parasitos (Clso) em

relagao aos controles sem drogas.

4.10.1.2 Método LDH (Lactato Desidrogenase)

Uma solugéo estoque de cada amostra foi preparada na concentragdo de 50 mg/mL em
DMSO (dimetilsulfoxido). Todas as amostras solubilizaram-se prontamente em DMSO. A
amostra MCC 1.10.16 precipitou em RPMI (meio enriquecido para cultura celular).

1. Incubagdo parasito-droga: 20uL de cada diluigdo das substancias testadas foram
colocados em microplacas de 96 pocos, em triplicata, onde ja se encontravam 180uL da
suspensdo de hemdcias infectadas (1% hematdcrito, 2% de parasitemia), provenientes de um
cultivo mantido no laboratério de Bioensaios da UFMG. Foram usados controles sem drogas,
com hemécias infectadas (controle positivo) ou hemacias no infectadas (controle negativo).

2. As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 48h, com amostras
e controles. Apos esse periodo as microplacas foram congeladas (-20°C por no minimo 24h),
para promover a lise das hemacias.

3. O lisado celular foi transferido para placas de 96 pogos, aos quais foram adicionados
100uL de reagente Malstat e 25uL de reagente NBT/PES (Nitroblue Tetrazolium/ Phenazine
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Ethosulfate). Apos 1h de incubagao, a absorbancia de cada pogo das placas foi registrada em
espectrofotometro (540 nm).

Inicialmente foram empregadas duas concentragdes das amostras, 25 e 50 ug/mL, cada
uma em triplicata, para a avaliagdo do percentual de redugdo da parasitemia, a qual foi
determinada pelo método da LDH. Os percentuais de redugdo do crescimento dos parasitos
foram calculados a partir da absorbancia. Amostras que apresentaram redugéo da parasitemia >
50% nas duas concentragdes testadas tiveram suas Clso determinadas em 3 experimentos
distintos, em seis diferentes concentragdes, com triplicatas de cada concentragao.

Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas
dose-resposta tragadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes inibitdrias

do crescimento de 50% dos parasitos (Clso) em relagéo aos controles sem drogas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das técnicas cromatograficas de isolamento e espectrométricas de elucidagéo
estrutural, foi possivel a caracterizagdo de 19 substancias, sendo 9 alcaldides naturais e 2
derivados, 4 fitoesterdis, 2 flavondides e 2 acidos organicos.

As analises espectrométricas foram realizadas em equipamentos do Laboratorio de
Ciéncias Quimicas (LCQUI) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) e através de parcerias com a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
Universidade Federal do Ceara (UFC) e com a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeiréo Preto-USP.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e
Carbono-13 (RMN de '3C) foram obtidos em um espectrémetro Jeol (400 MHz para 'H e 100
MHz para 13C) e em um Brlker (500 MHz para 'H e 125 MHz para '3C). Os solventes utilizados
foram cloroférmio deuterado (CDCl3), metanol deuterado (MeOH-ds) e piridina-ds, utilizando-se
como padréo interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (o € dc) foram
obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG/EM) em um aparelho CG/EM-QP-5050 A SHIMADZU, utilizando
impacto de elétrons (70 eV), e por ESI-MS/MS em um espectrometro micrOTOF-Q II.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em aparelho FTIR-8300
SHIMADZU, utilizando-se pastilhas de KBr.

As medidas de ponto de fuséo foram tomadas em aparelho digital tipo Kofler, marca
Microquimica, modelo MQRPF-301.

5.1. DETERMINAGAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES ISOLADOS DE Aspidosperma

desmanthum e A. cylindrocarpon

Através de analises comparativas de espectros de RMN de °C e RMN de 3C-DEPT
(Distortortionless Enhancement by Polarization Transfer: auséncia dos sinais de carbonos
quaternarios, DEPT-90° aparecem somente os sinais de carbonos metinicos e DEPT-135° os
sinais de carbonos metiléncios em fase oposta de metinicos e metilicos) ou RMN de 3C-APT
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(Attaached Proton Test: sinais de carbonos quaternarios e metilénicos em fase positiva e
metinicos e metilicos em fase negativa) foram usadas para diferenciar, classificar e contar os
sinais correspondentes aos carbonos nao hidrogenados (C), metinicos (CH), metilénicos (CH2) e
metilicos (CHs). Na técnica DEPTQ (Q = quaternario), uma variagdo do DEPT convencional, 0s
sinais correspondentes aos atomos de carbono n&do hidrogenados (C) e metilénicos (CHy)
aparecem em fase oposta dos metinicos (CH) e metilicos (CHs). O esqueleto basico dos
alcaloides plumeranicos (em moléculas ndo-substituidas) revela a presencga de quatro carbonos
nao-hidrogenados (dois sp? e dois sp?), seis metinicos (quatro aromaticos sp? e dois sp3), oito
metilénicos (todos sp?) e um metilico, os quais podem ser reconhecidos através de uma analise
comparativa acima mencionada. Obviamente, as modificagdes dos numeros de CH, CH2 e CHs
pela presenca e tipos de substituintes podem ser caracterizadas com relativa facilidade
(GUIMARAES, BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2012). Essa analise, juntamente com a espectrometria
de massas de alta resolugdo (EMAR), contribuiu significativamente para a dedugao da férmula
molecular. Dessa forma, é possivel classificar uma molécula desconhecida de alcalide em
termos do padrdo de seus carbonos, o que facilitaria sua elucidagao estrutural. Além disso, o0s
experimentos bidimensionais ('H-'H-COSY: acoplamento spin-spin, 'H-"H-NOESY: interagao
dipolo-dipolo, HMQC = Heteronuclear Multiple Quantum Coherence ou HSQC = Heteronuclear
Single Quantum Coherence: interagdo heteronuclear de carbono e hidrogénio através de uma
ligacdo, e HMBC = Heteronuclear Multiple Bond Correlation: interagao heteronuclear de carbono
e hidrogénio através principalmente de duas e trés ligagdes) sdo especialmente Uteis para
resolugdo de problemas estruturais, permitindo definir a posicdo de grupos metilénicos que,
frequentemente, aparecem em regides de sobreposicdo (ZECHES et al., 1995).

A principal caracteristica de alcal6ides inddlicos com esqueleto plumerano € o sinal do
hidrogénio CH-2, cujo deslocamento quimico aparece em torno de Jx 4,5 ppm. A multiplicidade
deste sinal, como um duplo-dupleto (dd) revela o acoplamento tipico de H-2 com os dois &tomos
de hidrogénio em CH;-16.

Este padréo espectral revela-se presente em quase todos os alcaldides plumeranicos,
exceto naqueles que sustentam substituintes em C-16. Por isso, outros sinais caracteristicos
revelam-se também muito importantes, como os deslocamentos quimicos do sinal simples
correspondente ao hidrogénio H-21 do CH-21, o qual ndo acopla com nenhum outro localizado
na vizinhanga, e dos sinais representantes do grupo etila (e seus derivados biossintéticos) ligado
em C-20. Em conjunto, esses sdo as principais caracteristicas espectrométricas de RMN que
caracterizam a presenca de um alcaléide com esqueleto plumerano (GUIMARAES, BRAZ-FILHO
e VIEIRA, 2012).
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Foram isolados e caracterizados os seguintes alcaldides:

82 R=H Aspidolimina 83 R=H Aspidocarpina 87 Antirina
82a R=Ac Aspidolimina acetilada 83b R=Ac Aspidocarpina acetilada
N N /N
o) o
OMe
b | H H
R @Ao o) =

91 R = OAc 12-desmetoxi-N-acetilcilindrocarina
92 R = COH 12-desmet6xi-N-formilcilindrocarina
93 R = COEt 12-desmetdxi-N-propionilcilindrocarina
94 R = CH3(CH,); 12-desmetdxi-N-butilcilindrocarina

96 12-desmetoxi-N-benzoilcilindrocarina 97 12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina

5.1.1 Determinagao estrutural dos alcaldides aspidolimina (82), aspidocarpina (83) e seus

derivados acetilados (82a e 83).

N N
MeO O N o MeO I N b i
PN OR
OR
o O

82 R=H Aspidolimina 83 R=H Aspidocarpina
82a R=Ac Aspidolimina acetilada 83b R=Ac Aspidocarpina acetilada

A substancia presente na fragdo MCD 2.8.2a apresentou-se como um 6leo amarelo-
claro, revelando-se um alcaldide através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho (Espectro 1, volume 2, pagina 11) exibiu uma
banda em torno de vmax 2936 cm-! (estiramento C-H), em adi¢do a outras bandas em vmax 1650,
1462, 1251 cm! (estiramento C=C do anel benzénico) (VERPOORTE, 1986).

O espectro de massas de baixa resolugcdo (EMBR, Figura 13, pagina 86) apresentou
pico em m/z = 384, correspondente ao ion molecular ([M]*). Foi observada ainda a presenga de
pico base em m/z = 124, indicando o fragmento CgH1sN* (A) tipico de alcaldides semelhantes a
aspidospermina (IKEDA e DJERASSI, 1968).
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A analise comparativa dos espectros de RMN de '3C (Espectro 2, volume 2, pagina 12)
e DEPTQ (Espectro 3, volume 2, pagina 13) permitiu reconhecer sinais correspondentes a sete
atomos de carbono nédo hidrogenados (cinco sp?, inclusive um carbonilico em Jc 172,8, e dois
sp3), quatro metinicos (dois sp? e dois sp3), nove metilénicos (todos sp3) e trés metilicos
(inclusive um metoxilico em Jc 56,5), resumidos na Tabela 21, contendo também dados de
hidrogénio obtidos da correlagao heteronuclear fornecida pelo HSQC. Estes dados combinados
com os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H (1D, Espectros 4 a 6, volume 2,
paginas 14 a 16) e de massas (EM, Figura 13, pagina 86) possibilitaram propor, para o alcal6ide
MCD 2.8.2a, a férmula molecular C23H32N203 = (C)(C=0)(CH)4(CH2)9(CHz)2(MeO)(N)2(OH), com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a nove (C23HsoN203 - C23H32N203 = His), coerentes com
a proposta para um esqueleto do tipo plumerano (esqueleto basico C1gH2sN2 com indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a oito = quatro do anel aromatico e quatro carbociclicos)
sustentando os grupos OH, MeO e CH3CH2C=0 (carbonila em dc 172,8), que justificaram a
presencga dos trés atomos de oxigénio e os demais carbonos e hidrogénios; em pleno acordo

com o alcaloide aspidolimina, anteriormente isolado de Aspidosperma limae (PINAR et al., 1962).

Tabela 21. Resultado da anélise comparativa envolvendo os espectros de RMN de 3C (Espectro 2) e DEPTQ
(Espectro 3) da MCD 2.8.2a (82).

C CH CH> CHs
oc oc OH oc OH oc OH
172,8 112,2 6,60 (d,82) 53,7 2,98,1,97 56,5 3,87 (s)
1494 110,0 6,68(d,82) 52,5 3,05,2,27 9,9 1,26 (¢, 7,0)
137,6 70,7 2,23 (s) 39,3 2,01,1,50 6,7 0,64 (t, 7,0)
133,1 69,2 4,10 (m) 34,0 1,65, 1,08
127,0 30,7 1,37 (m), 0,86 (m)
52,2 28,1 2,62-2,40 (m)
35,5 254 1,85,1,45
22,5 2,00, 1,13
21,5 1,70, 1,40
(C) (CH)4 (CHa)o (CHs)2(MeQ)

A confirmagao desta dedugéo baseou-se nos espectros de RMN de 'H (1D, Espectros 4

a 6, volume 2, paginas 14 a 16), que revelaram a presenca de dois sinais duplos, relativos a dois



84

hidrogénios arométicos em Jn 6,60 (1H, d, J=8,2 Hz, H-9) e 4 6,68 (1H, d, J=8,2, H-10),
acoplando entre si com valores de J caracteristico de acoplamento orto, condizente com um
nucleo indélico 11-OMe,12-OH dissubstituido (McLEAN et al., 1987), que foi corroborado pelas
correlagdes heteronucleares no espectro de HMQC (Espectro 7, volume 2, pagina 17), onde
foram observadas as interagdes através de 'Juc entre CH-9 (6c 112,24) e H-9 (61 6,60), e CH-10
(6c 110,4) e H-10 (51 6,68).

Os substituintes no anel aromatico e suas posi¢oes foram confirmados pela presenca de
sinais caracteristicos no espectro de RMN de 'H e RMN de "C. Primeiramente, o sinal
caracteristico do carbono do grupo metoxila em ¢ 56,52 no espectro RMN de 3C revelou
acoplamento direto ('Jkc) no espectro 2D HMQC com o sinal dos trés atomos de hidrogénio em
on 3,87 no espectro de RMN de 'H. A localizagdo do grupo metoxila no dtomo de carbono C-11
do anel benzénico baseou-se nas correlagdes a longa distancia (3Juc) do C-11 (5¢c 149,43) com
H-9 (on 6,60), 11-OMe (o1 3,87) e HO-12 (ox 10,98), observadas no espectro 2D HMBC
(Espectros 8 e 9, volume 2, paginas 18 e 19; Tabela 22, pagina 87).

A presenca de uma fungéo hidroxila foi confirmada pelo sinal caracteristico do hidrogénio
do grupo hidroxila em 4 10,98 e pela preparagdo do derivado monoacetilado 82a, que também
confirmou sua posi¢do no anel benzénico ligada ao atomo de carbono C-12, quelada com o
grupo carbonila C=0 na posi¢gdo C-1" (McLEAN et al., 1987). A conversao do grupo 12-OH em
12-OAc por reagéo de acetilagéo revelou, como esperado pela atenuagéo do efeito mesomérico
do atomo de oxigénio, as modificagbes (vide infra) nos éc dos atomos de carbono ipso (C-12,
protecdo), orto (C-11 e C-13, desprote¢éo) e para (CH-9, desprote¢do). Também a correlacdo a
longa distancia do C-12 (5¢ 137,62) com HO-12 (s 10.98, 2Juc) € H-10 (o4 6,68, 3Jkc) no
espectro de HMBC (Espectro 9, volume 2, pagina 19) revelou-se em acordo com a hidroxila no
atomo de carbono C-12.

A presenca do grupo etila ligado ao atomo de carbono sp3 C-20 (tetrasubstituido) foi
reconhecida no espectro de RMN de 'H pelo sinal triplo do grupo CH3-18 em Ju 0,64 (3H, ¢,
J=7,0 Hz) e pelos dois sinais multiplos do grupo metilénico CH2-19 em 61 0,86 (1H, m, H-19a) e
on 1,37 (1H, m, H-19b). Esses sinais apresentaram correla¢des heteronucleares direta (Jnc) com
os atomos de carbono CH3-18 (dc 6,67) e CH2-19 (d¢c 30,66) reveladas pelo espectro de HMQC
(Espectro 7, volume 2, pagina 17; Tabela 22, pagina 87).

A presenca de carbonila ligada ao atomo de nitrogénio N-1 foi deduzida através do sinal
em Jc 172,81 do espectro de RMN de '3C, caracteristico de uma fung¢éo amida (BREITMAIER e
VOELTER, 1987). Esse carbono carbonilico (C-1') apresentou correlagdes a longa distancia com
0s 2H-2' (sinais multiplos em 61 2,40 e 2,62, 2Juc) € os 3H-3' (um sinal tripleto n 1,26, 3Jhc) no
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espectro de HMBC, caracterizando-se também a ligacdo de C-1" a um grupamento etila
(CH3CH2C=0). A presenca desse grupamento também foi confirmada pelas correlagdes
heteronucleares a longa distancia entre o atomo de carbono CH2-2' (5¢c 28,08) e os 3H-3’ (d1
1,26, 2Jnc) e entre CH3-3' (oc 9,92) e os 2H-2'(sn 2,40, 2,62, 2Jnc). Outras correlagdes
heteronucleares a longa distancia observadas no HMBC (Espectros 8 e 9, volume 2, paginas 18
e 19) foram resumidas na Tabela 22 (pagina 87).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio
metilénicos e metinicos restantes da molécula foi feita com base nos dados adicionais fornecidos
pelos espectros 1D e 2D de RMN, nos parametros conhecidos para dedugdes de deslocamentos
quimicos e na comparagdo com valores descritos na literatura (BREITMAIER e VOELTER,
1987).

Os dados de espectros de RMN e de massas acima relatados para o alcaldide MCD
2.8.2a (82, Tabela 21, pagina 83) revelaram-se em acordo com os dados descritos na literatura
(PINAR et al., 1962) para o alcaloide aspidolimina (82), previamente isolado de A. limae e A.
obscurinervium.

A expressiva utilizagdo de dados fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN permitiu a
completa e inequivoca atribuigdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono () €
hidrogénio (1) de MCD 2.8.2a (82, Tabela 22, pagina 87). O Esquema 5 (pagina 86) resume a
proposta de fragmentagcdo da MCD 2.8.2a (82) no espectrometro de massas, com base no
espectro (Figura 13, pagina 86) obtido por impacto de elétrons (70 eV), justificando-se somente
0 pico base em m/z = 124 (100%). O pico em m/z 383 ([M]* - H:) apareceu com abundancia
relativa significativa (27,8 %) e foi justificado através de eliminagdo do radical hidrogénio
hidroxilico, sem ignorar as outras possibilidades envolvendo os atomos de hidrogénio ligados
aos carbonos metinicos CH-2 e CH-21 e metilénicos CH»-3 e CH2-5, ja que outros alcalbides

isolados além do 83 (vide infra e Esquema 5, pagina 86) ndo revelaram tal comportamento.
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Line#4 R Time:20.833(Scan#:1961) MassPeaks:278
Rawlode:Smgle 20.833(1961) BasePeak: 124.10(456875)

BG Mode:Averaged 20.733-20.900(1949-1969) Group 1 - Event 1
100 107

384
5560 o5 10 || 13 2161 175 190 opoap me o 256 o ag3 300 3 07 339 3 sg ‘L

] L ) L L L B e L L e i e L e i il il i e e ) il i b B AL |
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 13. Espectro de massas de baixa resolugdo (EMBR) obtido por impacto de elétrons (70 eV) para o
alcalodide aspidolimina.
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82R = Me m/z 384 R =Me (33,3%) m/z 124 (100 %)
83R=H H m/z 370 R = H (36,8%)

m/z 383 R =Me (27,8%)
m/z 369 R = H (31,6%)

Esquema 5. Proposta de fragmentagao para os alcaléides Aspidolimina e Aspidocarpina.

86
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Tabela 22. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de "3C (100 MHz) da MCD 2.8.2a (82) em CDClIs, incluindo-se os
resultados dos espectros 2D HMQC e HMBC e comparagdo com valores do alcaloide aspidocarpina (83).
Deslocamentos quimicos em ppm (JH € dc) e constantes de acoplamento (J) em Hz (entre parénteses).*

Aspidolimina (82) Aspidocarpina (83)
HMQC HMBC
Jc OH 2Jhc 3Jhe oc OH
c
7 52,2 - 52,2 -
8 133,1 - H-10 133,1 -
11 1494 - MeO-11; HO-12; H-9 149,5 -
12 137,6 - HO-12 H-10 137,5 -
13 127,0 - H-9 127,5 -
20 35,5 - 2H-19 3H-18 355 -
1 172,8 - 2H-2 3H-3 169,3 -
CH
2 69,2 4,10 (m) H-21 70,3 4,07 (dd, 11,6)
9 112,2 6,60 (d, 8,2) 112,4 6,61 (d, 8)
10 110,0 6,68 (d, 8,2) 110,0 6,69 (d, 8)
21 70,7 2,23 (s) H-19a; H-6a; H-15b 70,6 2,25 (s)
CH2
3 53,7 2,98 H-21 53,7 3,04 (dm, 12)
1,97 1,98 (td, 12, 4)
5 52,5 3,05 52,4 2,27 (m)
2,27 3,12 (m)
6 39,3 2,01 39,4 1,57 (m)
1,50 2,04 (m)
14 21,5 1,70 21,5 1,72 (tm, 12)
1,40 1,53 (dm, 12)
15 34,0 1,65 34,0 1,65 (td, 12, 4)
1,08 1,11 (td, 12, 4)
16 254 1,85 25,1 1,86 (m)
1,45 1,52 (m)
17 22,5 2,00 H-19b; H-21 22,9 2,0 (td, 12, 14)
1,13 1,15 (dm, 12)
19 30,7 1,37 (m) 3H-18 30,0 1,44 (m)
0,86 (m) 0,93 (m)
2 28,1 2,62-2,40 (m) 3H-3
CHs
18 6,7 0,64 (t, 7,0 2H-19 6,8 0,63 (t,7,5)
2 22,7 2,33 (s)
3 9,9 1,26 (¢, 7,0) 2H-2'
MeO 56,5 3,87 (s) 56,4 3,88 (s)
HO - 10,98 (s) 10,98

*Numero de hidrogénio em cada carbono deduzido pela analise comparativa do RMN de *C e RMN de 3C-APT.
Constantes de acoplamento (J) obtidas do espectro 1D de RMN de 'H. O espectro 2D 'H-H-COSY foi também usado

nestas atribuigdes.
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A substancia presente na fragdo MCD 2.8.2b apresentou-se como um solido de cor
alaranjada, com ponto de fuséo 175 °C, revelando-se também um alcal6ide através do teste com
o reagente de Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho (Espectro 10, volume 2, pagina 20) revelou
bandas em torno de vmax 2932 cm! (estiramento C-H), em adi¢éo a outras bandas em vimax 1650,
1462, 1252 cm-! (estiramento C=C do anel benzénico) (VERPOORTE, 1986).

O espectro de massas de baixa resolugdo (EMBR, Figura 14, pagina 89) apresentou
pico em m/z = 370, correspondente ao ion molecular ([M]-*). Foi observada ainda a presenca de
pico em m/z = 124, indicando o fragmento CsH1N* (A) tipico de alcaloides semelhantes a
aspidospermina (83) (IKEDA e DJERASSI, 1968). Observou-se uma diferenca de 14 unidades
de massa em relacdo ao alcaloide anteriormente descrito, aspidolimina (82), evidenciando a
perda de uma unidade de CHa.

Com base na similaridade espectral dessa substancia (83) com a 82, utilizou-se o
mesmo procedimento analitico para caracterizagdo estrutural. Os espectros 1D de RMN de 3C
(Espectro 11, pagina 21, volume 2), RMN de ®C-DEPTQ (Espectro 12, volume 2, pégina 22) e
RMN de 'H (Espectros 13 a 15, volume 2, paginas 23 a 25) combinados aos 2D 'H-'H-COSY
(Espectros 16 e 17, volume 2, paginas 26 e 27) e de massas (EM, Figura 14, pagina 89),
possibilitaram propor (Tabela 23, pagina 89), para 83 a férmula molecular CooH3zoN203 =
(C)e(C=0)(CH)4(CH2)s(CHs)2(MeO)(N)2(OH), com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a
nove (C22H4sN203 - Co2H30N203 = Hig), coerentes com a proposta para um esqueleto do tipo
plumerano (esqueleto basico CigH2sN2 com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a oito —
quatro do anel aromético e quatro carbociclicos) sustentando os grupos OH, MeO e CH3C=0
(carbonila em Jc 169,5), que justificaram a presenca dos trés atomos de oxigénio e os demais
carbonos e hidrogénios, em pleno acordo com o alcaléide aspidocarpina (83), anteriormente
isolado de A. megalocarpon (McLEAN, PALMER e MARION, 1960).
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Tabela 23. Resultado da analise comparativa envolvendo os espectros de RMN de 3C (Espectro 11) e DEPTQ

(Espectro 12) da MCD 2.8.2b (83) incluindo-se informagdes de correlagdes fornecidas pelo HMQC.

C CH CH> CHs

oc oc OH oc OH oc OH
169,4 112,4 6,60 (d,8,2) 53,7 3,04 (dl, 9,4),1,97 56,5 3,87 (s)
149,4 110,4 6,69(d, 82) 534 3,12 (,9,4), 2,28 22,7 2,32 (s)
137,6 70,7 2,23 (s) 39,4 2,01,1,53 6,7 0,64 (t,7,0)
133,1 70,2 4,05 (m) 34,0 2,32,1,64
127,6 30,1 1,38 (m), 0,86 (m)
52,5 25,1 1,86, 1,48
35,5 229 1,95, 1,15

21,5 1,71,1,50
(C)r (CH)4 (CH2)o (CHs)2(MeQ)

A presenga de carbonila ligada ao dtomo de nitrogénio N-1 foi deduzida através do sinal
em Jc 169,4 do espectro de RMN de '3C, caracteristico de uma fung&o amida (BREITMAIER e
VOELTER, 1987). Esse carbono carbonilico (C-1’) apresentou correlagdes a longa distancia com
0s 3H-2’ (um sinal simpleto Jn 2,32, 2Juc) no espectro de HMBC (Espectro 18, volume 2, pagina
28), caracterizando-se também a ligagao de C-1" a um grupamento metila (CH3C=0), sendo esta
a principal diferenca entre esta molécula (83) e a anteriormente discutida aspidolimina (82).
Outras correlagdes heteronucleares observadas nos espectros de HMQC (Espectro 19, volume
2, pagina 29) e HMBC foram resumidas na Tabela 24 (pagina 90).

Como no caso do alcaléide 82, a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono e hidrogénio metilénicos e metinicos restantes da molécula foi feita com base nos dados
adicionais fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN, nos parametros conhecidos para
dedugdes de deslocamentos quimicos e na comparacdo com valores descritos na literatura
(BREITMAIER e VOELTER, 1987).

Os dados fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN permitiu a completa e inequivoca
atribuigdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio de MCD 2.8.2b (83,
Tabela 24, pagina 90). O Esquema 6 (pagina 96) resume a proposta de fragmentagao da MCD
2.8.2b (83) no espectrdbmetro de massas obtido por impacto eletrénico (70 eV), justificando-se
somente os picos classificados como principais.

Line#3 R Time:20.083(Scan#:1871) MassPeaks:292
RawlMode:Single 20.083(1871) BasePealk: 124.10(2156217)
BG ModeNone Group 1 - Event 1
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Figura 14. Espectro de massas de baixa resolugédo (EMBR) obtido por impacto de elétrons (70 eV) para o alcaléide
aspidocarpina.
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Os dados dos espectros de RMN e de massas acima discutidos para o alcaléide MCD
2.8.2b (83, Tabela 24) revelaram concordancia com os valores descritos na literatura (MCLEAN

et al., 1987) para o alcaldide aspidocarpina, previamente isolado de A. megalocarpon.

Tabela 24. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) em CDCls e as correlagdes observadas no espectro
de HMQC e HMBC do alcaldide aspidocarpina (83), em comparagdo com valores de referéncia do alcal6ide
aspidocarpina (literatura).

Aspidocarpina aspidocarpina [1]
HMQC HMBC
oc OH 2JHe 3JHe dc OH
c
7 52,1 - 52,2 -
8 133, - H-10 133,1 -
11 149,5 - H-9; HO-12 149,5 -
12 137,5 - HO-12 H-10 137,5 -
13 127,5 - H-9 127,5 -
20 35,5 - 2H-19 3H-18 35,5 -
1 169,5 - 3H-2 169,3 -
CH
2 70,8 4,1 (m) 70,3 4,07 (dd, 11,6)
9 112,3 6,59 (d, 8,2) 112,4 6,61 (d, 8)
10 110,1 6,69 (d, 8,2) 110,0 6,69 (d, 8)
21 70,8 2,27 (s) 70,6 2,25(s)
CH2
3 53,5 3,10 (m) 53,7 3,04 (dm, 12)
1,90 1,98 (td, 12,4)
5 52,4 3,16 (m) 52,4 2,27 (m)
2,28 3,12 (m)
6 39,2 2,00 394 1,57 (m)
1,60 2,04 (m)
14 21,3 215 1,72 (tm, 12)
1,53 (dm, 12)
15 34,0 2,32 34,0 1,65 (td, 12,4)
1,64 1,11 (td, 12,4)
16 25,1 1,86 H-15 25,1 1,86 (m)
1,60 1,52 (m)
17 22,9 22,9 2,0 (td, 12, 14)
1,15 (dm, 12)
19 30,1 1,37 (m) 3H-18 2H-15 30,0 1,44 (m)
0,86 (m) 0,93 (m)
CH3
18 6,7 0,64 (t, 7,0) 2H-19 6,8 0,63 (¢, 7,5)
2 22,7 2,31 (s) 22,7 2,33 (s)
MeO 3,85 (8) 56,4 3,88 (s)
HO 10,95 10,98

[1] McLEAN et al., 1987.
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A fragdo MCD 2.8.3, contendo uma mistura dos alcaldides aspidolimina (82) e
aspidocarpina (83) foi submetida a reacdo de acetilagdo e o espectro de massas de baixa
resolugao (CG/EM) apresentou quatro picos principais, cujos cromatogramas correspondem aos
ions moleculares [M]* dos alcaloides aspidolimina (82 = MCD 2.8.3a, m/z = 384) e aspidocarpina
(83 = MCD 2.8.3b, m/z = 370) néo acetilados e outros dois referentes aos seus derivados
acetilados (82a = MCD 2.8.3bAc m/z = 426) e (83a = MCD 2.8.3bAc m/z = 412) (Figura 15,
pagina 95; Esquema 6, pagina 96).

O cromatograma desta mistura revelou as porcentagens relativas 7,71 % para 82
(aspidolimina), 32,37 % para 83 (aspidocarpina), 11,80 % para 82a (monoacetilaspidolimina) e
40,88 % para 83a (monoacetilaspidocarpina), caracterizadas na Figura 15 (pagina 95) e
Esquema 6 (pagina 96).

A diferenga mais pronunciada entre os espectros de RMN de 'H dos produtos acetilados
(Espectros 20 a 24, paginas 30 a 34, volume 2) e os alcaléides originais (Espectro 33, volume
2, pagina 43) envolveu a diminui¢do da intensidade do sinal da hidroxila, em J4 10,99 (1H, s).
Essa redugdo evidenciou a ocorréncia de reagdo de acetilagdo na Unica hidroxila presente nas
substancias. Se o rendimento da reagdo fosse de 100%, esse sinal seria completamente
suprimido do espectro.

A anélise comparativa dos espectros de RMN de 3C DEPTQ dos derivados a acetilados
(Espectros 20 e 21, volume 2, paginas 30 e 31) com os da mistura original MCD 2.8.3 (82 + 83,
Espectros 30 a 32, volume 2, paginas 40 a 42) permitiu reconhecer os sinais adicionais
correspondentes aos grupos acetoxilicos de cada derivado (82a e 83a) através da comparagao
envolvendo a Tabela 21 (pagina 83) e a Tabela 25 (pagina 92). Assim, 0 aumento no numero de
atomos de carbonos metilicos e o surgimento de um novo sinal de carbonila em Jc 167,6
(HMBC, Espectros 26 e 27, volume 2, paginas 36 e 37) foram atribuidos & presencga do grupo
acetila substituindo o atomo de H da hidroxila em C-12 em aproximadamente 52,68% das

moléculas presentes.
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Tabela 25. Resultado da andlise comparativa envolvendo os espectros de RMN de '3C DEPTQ (Espectros 20 e 21)
da MCD 2.8.3 a e b acetiladas (82a ¢ 83a).

C CH CH> CHs

oc oc OH oc OH oc OH
167,6 119,3 6,96 (d, 8,2) 53,7 3,09 (dI), 1,99 56,5 3,84 (s)
151,9 110,0 6,72(d,8,2) 52,5 3,18 (th), 2,27 22,7 2,22 (s)
133,3 71,2 2,32 (s) 39,3 2,07, 1,61 20,9 2,34 (s)
133,3 70,8 4,13 (m) 34,0 1,62, 1,11 10,2 1,27
130,2 30,1 1,31 (m), 0,85 (m) 6,9 0,66 (d, 7,4)
52,5 25,1 1,95, 1,55
35,5 229 2,02,1,16

21,4 2,09, 1,87
(C)r (CH)4 (CH2)o (CHs)4(MeQ)

Os espectros de RMN de 'H dos alcaléides acetilados 82a e 83a (Espectros 22 a 24,
volume 2, paginas 32 a 34) mostraram diferencas significativas (Tabela 26, pagina 94) somente
nos sinais representantes do H-9 [Adx=6,96 (82a) — 6,64 (82)=0,32ppm e Ad1=6,98 (83a) — 6,62
(83)= 0,36ppm]. Também como esperado pela atenuagdo do efeito mesomérico do atomo de
oxigénio, a comparagao dos espectros de RMN de 3C DEPT das misturas de 82a + 83a e 82 +
83 revelou modificagdes (Espectros 20 e 21, volume 2, paginas 30 e 31; 30 a 32, paginas 40 a
42) nos dc dos atomos de carbono ipso (C-12, protegéo), orto (C-11 e C-13, desprotecéo) e para
(CH-9, desprotegao): C-12 [Adc=133,3 (82a/83a) — 137,4 (82/83) = -4,47 ppm], C-11 [Adc=151,9
(82a/83a) — 149,3 (82/83) = 2,6 ppm], C-13 [Adc=133,3 (82a/83a) — 127,6 (82/83) = 5,7 ppm] e
CH-9 [Adc=119,3 (82a/83a) — 112,3 (82/83) = 7,0 ppm]. Tais modificagcbes confirmaram a
presenca da carboxila do grupo 12-O-acetil, sendo o grupo acetila responsavel pela atenuagéo
do deslocamento de elétrons do atomo de oxigénio para o anel aromatico através do efeito
mesomeérico nas posicdes orto e para. Outras correlagdes heteronucleares (Tabela 26, pagina
94) foram observadas nos espectros de HVMBC (Espectros 26 e 27, volume 2, paginas 36 e 37)
e HMQC (Espectros 28 e 29, volume 2, paginas 38 e 39).

O espectro de HMBC (Espectros 26 e 27, volume 2, paginas 36 e 37) das substancias
acetiladas (82a e 83a) revelou também as correlagbes heteronucleares a longa distancia 2Juc
entre C-11 (dc 151,9) e H-10 (on 6,72), e 3Jnc entre C-8 (dc 130,2)/H-10 (1 6,72), C-11 (dc
151,9)/H-9 (on 6,96), C-11 (dc 151,9)/MeO-11 (don 3,84), C-12 (¢ 133,3)/H-10 (ok 6,72) e C-13
(d¢ 133,3)/H-9 (6116,96).

A estereoquimica relativa dos carbonos estereogénicos dos alcaldides da fragdo MCD
2.8.3 (82 e 83) foi determinada através de 'H-'H NOEDIFF (Espectros 34 e 35, volume 2,

paginas 44 e 45), onde foi possivel verificar as interagdes principais.
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MeO

82 Aspidolimina R = Et
83 Aspidocarpina R = Me

A expressiva utilizagdo de dados fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN permitiu a
completa atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio de MCD
2.8.3 Ac (Tabela 26, pagina 94). O Esquema 6 (pagina 96) resume a proposta de fragmentagéao
dos componentes desta fragdo no espectrometro de massas de baixa resolugdo, com base em
espectros obtidos por impacto de elétrons (70 eV), justificando-se somente os picos classificados
como principais.

Esses dados analisados em conjunto forneceram prova inequivoca da natureza dos
derivados acetilados 82a e 83a, permitindo, inclusive, calcular suas respectivas abundéncias.
N&o foram encontrados relatos de experimentos de acetilagédo de uma mistura dos alcal6ides
aspidolimina (82) e aspidocarpina (83), registrando-se na literatura através deste trabalho a
interpretacdo dos espectros de RMN de 'H e de 13C para essas substancias acetiladas 82a e
83a.
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Tabela 26. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) em CDCls e as correlagdes observadas no espectro
de HMQC e HMBC dos alcaldides aspidolimina e aspidocarpina acetilados (82a e 83a), em comparagdo com 0s
mesmos n&o-acetilados (82 e 83).

HSQC HMBC HSQC
MCD-2.8.3A Ac (82a) MCD-2.8.3B Ac (83a) MCD-2.8.3A (82) MCD-2.8.3B (83)
& M & M 2Jue 3Jue & M & S
Cc
7 52,5 52,5 - 52,5 - 52,5 -
8 130,2 130,2 - H-10 127,3 - 127,3 -
11 151,9 151,9 - H-10 H9, MeO 1493 - 149,3 -
12 133,3 133,3 - H-10 1374 - 1374 -
13 133,3 133,3 - H-9 127,6 - 127,6 -
20 35,5 355 - 35,5 - 35,5 -
1 167,6 167,6 - 169,9 - 174,0 -
Ac - - - - -
CH
2 70,8 4,13 70,8 413 70,8 413 70,8 413
9 119,3 6,96 (d) 119,3 6,98 (d) 112,3 6,64 112,3 6,62
10 1099  671(d) 1099  6,71(d) 1087 670(d) 1087  6,69(d)
21 712 232(s) 712 232(s) 712 232(s) 712 232(s)
CH:
3 53,7 3,09; 1,99 53,7 3,09; 1,99 53,7 3,09:1,99 53,7 3,09:1,99
5 52,5 3,18; 2,27 52,5 3,18; 2,27 525 318;227 525 318,227
6 38,7 2,07: 1,61 38,7 2,07;: 1,61 39,3 2,07;1,61 38,7 2,07;1,61
14 214 2,09; 1,87 214 2,09; 1,87 214 209187 214 2,09;1,87
15 34,0 1,62; 1,11 34,0 1,62; 1,11 34,0 1,62; 1,11 34,0 1,62; 1,11
16 25,1 1,95; 1,55 25,1 1,95; 1,55 25,1 1,95:1,55 25,1 1,95; 1,55
17 22,8 2,02; 1,16 229 2,02; 1,16 229 202116 228 2,02;1,16
19 30,1 1,31; 0,85 30,1 1,31; 0,85 30,1 1,31; 0,85 30,1 1,31; 0,85
2 28,1 * - - 28,1 * - -
CHs
18 69 066(d75 69 066(d74) 69  067(d) 69  068(d)
2 - - 28  222(s) - - 28 222(s)
3 10,2 1,27 - - 9,94 1,27 - -
Ac 20,9 2,34 20,9 2,34 20,9 2,34 20,9 2,34
MeO 56,5 3,84 56,5 3,84 56,5 3,90 56,5 3,90
HO 10,99 (s) 10,99 (s) 10,99 (s) 10,99 (s)

*néo foi possivel determinar devido a baixa proporgéo do sinal
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Figura 15. Espectros de massas (70 eV) de baixa resolugdo (EMBR) obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectro de massas (CG/EM) da fragdo MCD 2.8.3 Acetilada.
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GCIMS:
1.Tr 19.1 (40.88 %)

m/z 412

2. Tr19.7 (11.80 %)

m/z 426

)

CH4CH=C=0

3.Tr20.3 (32.37 %) e
4.Tr21.3 (7.71 %)

R=H m/z 369
R=Me m/z 383

\)

R=H m/z 370
R=Me m/z 384

18
m/z 124 (100 %)

R=H m/z 342
R=Me m/z 356

Esquema 6. Proposta de fragmentagao para justificar os espectros de massas de baixa resolu¢do (EMBR, 70 V)
dos componentes da mistura contendo 83a ([M]*, m/z 412), 83a ([M]+, m/z 426), 83 ([M]+, m/z 370) e 82 ([M]+, m/z
384) analisada por CG/EM.
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5.1.2 Determinacao estrutural dos alcaléides 12-desmetdxi-N-acetilicilindrocarina (91a e
91b), 12-desmetoxi-N-formilcilindrocarina (92), 12-desmetoéxi-N-propionilcilindrocarina
(93), 12-desmetoxi-N-butilcilindrocarina (94), 12-desmetoxi-N-benzoilcilindrocarina (96) e

12-desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina (97)

N N /N o
o %
o
OMe
"R | H H
R @AO o =

96 12-desmet6xi-N-benzoilcilindrocarina 97 12-desmet6xi-N-cinamoilcilindrocarina

o2~ oM 1-deametb A omictrocane
ot = GG, 12.deametbaticincronate

A substancia presente na fragdo MCC 1.15.5A apresentou-se como um 6leo de cor
castanha, revelando-se um alcalo6ide através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho (Espectro 36, volume 2, pagina 46) revelou
estiramentos em vmax 2945-2790 cm (estiramento C-H), 1730 cm! (estiramento da fung&o
carbonilica grupo carbometoxilico) e 1658 (estiramento do grupo carbonila), em adi¢éo a outras
bandas em vmax, 1477, 1400 cm! (estiramento C=C do anel benzénico) e em torno de 750 cm-!
(ligagao C-H do anel benzénico monossubstituido) (VERPOORTE, 1986).

A andlise do espectro de RMN de '3C DEPTQ (Espectros 37 e 38, volume 2, paginas 47
e 48) permitiu reconhecer sinais correspondentes a seis atomos de carbono ndo-hidrogenados
(quatro sp? e dois sp?), seis carbonos metinicos (quatro sp? e dois sp3), oito metilénicos (todos
sp3) e dois metilicos (incluindo um metoxilico em Jc 51,2), descritos na Tabela 27 (pagina 98).
Estes dados, em associacdo com os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H (1D,
Espectros 39 a 41, volume 2, paginas 49 a 51; 2D, 'H-'H-COSY, Espectro 42, volume 2 pagina
52) e de massas (EM) possibilitaram propor, para o alcaléide predominante na fragdo MCD
1.15.5A, a formula molecular C22H28N203 = (C)4(C=0)2(CH)s(CH2)7(CHs)2(MeO)(N)2, com indice
de deficiéncia de hidrogénio igual a dez (Ca2HsN203 — C22H2sN203 = Hzg), coerentes com a
proposta para um esqueleto tipo plumerano (esqueleto basico CigHoeN2, com indice de
deficiéncia de hidrogénio do anel aromatico igual a oito e quatro carbociclicos) sustentando um
grupo MeO e duas carbonilas (uma em oc 171,9 e outra em dc 168,5). Assim, justificou-se a
presenca de trés atomos de oxigénio e os demais carbonos e hidrogénios, em pleno acordo com
0 alcaldide 12-desmetodxi-N-acetilcilindrocarina (91), anteriormente isolado de Aspidosperma
cylindrocarpon (MILBORROW e DJERASSI, 1969).
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Tabela 27. Resultado da andlise comparativa envolvendo os espectros de RMN de 3C DEPTQ (Espectros 37 e
38) da MCC 1.10.15A (91).

C CH CH> CHs

oc oc OH oc OH oc OH
171,9 1279 7,23 53,5 3,08(td, 11,0, 1,9), 1,98 51,2 3,63 (s)
168,5 1244 7,06 (dt, 7,4, 1,0) 52,3 3,19 (dt, 9,2, 3,4), 2,36 233 2,30 (s)
140,9 122,3 7,21 39,2 2,05, 1,48
1374 118,4 8,15 (d, 8,0) 34,7 1,70, 1,45
52,8 69,2 2,54 (s) 259 1,98, 1,60
35,9 67,6 410 (dd, 11,3,6,2) 24,3 2,08, 1,48

21,5 1,60 (m), 1,50
(C)s (CH)s (CHa)7 (CHs)(MeQ)

O anel aromatico tetrassubstituido, presente nos alcaldides 82 e 83, revelou-se
dissubstituido através das correlagdes heteronucleares observadas no espectro de HSQC de 91
(Espectros 43 e 44, volume 2, paginas 53 e 54), verificando-se sinais transversais
correspondentes as interagdes a 3Juc entre C-9 (oc 122,3) e H-11 (on 7,23), entre C-10 (Jc
124,4) e H-12 (0w 8,15), entre C-11 (dc 127,9) e H-9 (61 7,21) e entre C-12 (5¢c 118,4) e H-10 (oH
7,06) (Tabela 28, pagina 101). O espectro 'H-'H-COSY (Espectro 42, volume 2, pagina 52)
corroborou estas dedugdes.

Assim como para o alcaléide aspidocarpina (83), a oxidagdo do atomo de nitrogénio N-1
pbde ser verificada através do sinal no espectro de RMN de 3C em dc 168,59, relativo ao carbono
carbonilico C-1’, caracteristico de uma fungdo amida (BREITMAIER e VOELTER, 1987). Esse
carbono apresentou correlagdes a longa distancia 2Jkc com um sinal simples em Jn 2,30 no
espectro de HVBC (Espectros 45 e 46, volume 2, paginas 55 e 56), caracterizando a ligagéo de
C-1" a um grupamento metila.

O grupamento CH.COOMe ligado ao atomo de carbono sp3 tetrasubstituido C-20 pode
ser caracterizado nos espectros de RMN de 'H e RMN de '3C pela presenga dos sinais
correspondentes aos hidrogénios diastereotopicos CH2-19, representados por dois dupletos em
on 2,36 (1H, d, J=13,9, H-19a) e o4 2,06 (1H, d, J=13,9, H-19b), pelo sinal do grupo carbonilico
em dc 171,9 (C-18) e pelo sinal simples em oy 3,63 (3H, sp MeO) (Espectros 37 a 41, volume 2,
paginas 47 a 51). No espectro de HMBC foram observadas correlagdes heteronucleares a longa
disténcia 3Juc entre os atomos de carbono CH2-19 (dc 42,4) com H-15b (o 1,45) e H-21 (oH
2,54) e entre C-18 (dc 171,9) e os hidrogénios da metoxila (on 3,63) (Tabela 28, pagina 101;
Espectros 45 e 46, volume 2, paginas 55 e 56).

O espectro de massas de alta resolugdo de 91 (Figura 16, pagina 99; Esquema 7,
pagina 100) confirmou estas dedugdes através da presenga de do pico correspondente ao ion
molecular protonado [M+H]* em m/z 369,2141. Observou-se também picos em m/z 337,1884
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[(M+H) — MeOH], 295,1783 [(M+H) — CH2=COH-OMe, rearranjo de McLafferty], m/z 253,1668
[m/z 295,1783 - H,C=C=0] e 168,0993 justificado pelo fragmento CgH14NO2 (B), anélogo ao A
(m/z 124) observado nos espectros de massas de 82 e 83 e seus derivados 82a e 83a
(MILBORROW e DJERASSI, 1969), fragmentos caracteristicos dos dois tipos de alcaldides pela
substituicdo do grupo etila (CH2CHs) pelo CH.COOMe.

\N f 14
21\ 15
20
19
18
B, m/z 168 A, m/z 124

A utilizacdo de dados fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN permitiu a completa e
inequivoca atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio de MCC
1.15.5A (95) (Tabela 28, pagina 101).

BLAITES

130.0830

i

] E] 350 mi

Figura 16. Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR a 70 eV), da fragdo MCC 1.15.5A (91).



MS2 do m/z 369,2141:

100

Ca2HagN203

A

MeOH
Ca2HygN203
m/z 369,2141 (100 %) C21HasN;0,
(calc m/z 369,2178) 3m/z 337,1884
OH (calc m/z 337,1916)

CgH14NO,
m/z 168,0993
(calc m/z 168,1024)

C12H1gNO,
m/z 208,1139
(calc m/z 208.,337)

H,C=C=0 CygH,3N,0

> l}l N H,C=CH, m/z 295,1783
16 (calc m/z 295,1810
CysHyN,  H / )
m/z 2531668 . H H,C=CH, 5 H
(calc m/z 253,1705) NP NV
|

C15H17NZ
miz 2251377 Cy7H1gN20
(calc m/z 225,1392) m/z 267,1487

(calc m/z 267,1497)

Esquema 7. Proposta de fragmentag&o para justificar os principais picos observados no espectro de massas de alta
resolugdo EMAR, eletrospray, modo positivo) do alcaléide 91 (12-desmetoxi-N-acetilcilindrocarina).
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Tabela 28. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) em CDCls e as correlagdes observadas no espectro
de HMQC e HMBC do alcaloide 12-desmetdxi-N-acetilcilindrocarina (91), em comparagdo com valores de referéncia

da literatura.

12-desmetoxi-N-acetilcilindrocarina (91) Literatura
HSQC HMBC HSQC
dc OH 2JHe 8Jhe oc OH
c
7 52,8 - H-2, H-21 2H-5,H-5 53,5 -
8 1374 - H-2, H-10, 1374 -
H-12, H-21
13 140,9 - H-2, H-9, 141,1 -
H-1
18 171,9 - 2H-19 MeO-18 171,8 -
20 35,9 - 2H-19 36,0 -
1 168,5 - 3H-2 168,3 -
CH
2 67,6 4,10 H-21 67,6 4,04 (1H, dd,
(dd,11,3,6,2) J=10,8, 8,0)
9 122,3 7,21 H-11 124,3 7,3-6,9 (1H, m)
10 1244 7,06 H-12 122,3 7,3-6,9 (1H, m)
(dt, 7,4,1,0)
11 1279 7,23 H-9 127,9 7,3-6,9 (1H, m)
12 118,4 8,15 (d, 8,0) H-10 118,6 8,12 (1H, m)
21 69,2 2,54 (s) H-5a, 2H-19 69,9 2,53 (1H, s)
CH:
3 53,5 3,08 (td, 11,0, 1,9) H-21 53,0 3,3-2,95
1,98 (2H, m)
5 52,3 3,19 (dt, 9,2, 3,4) H-21 52,2 2,5-1,2
2,36 (2H, my*
6 39,2 2,05,1,48 H-2 39,3 2,512
(2H, my*
14 21,5 1,60 (m), 11,50 21,6 2,512
(2H, my*
15 34,6 1,70, 1,45 H-15b, 348 2,5-1,2
2H-19 (2H, my*
16 25,9 1,98, 1,60 29,7 2,512
(2H, my*
17 243 2,08 H-15b, 24,6 2,5-1,2
1,48 2H-19 (2H, my*
19 424 2,36 (d, 13,9) H-15b, H-21 42,4 2,5-1,2
2,06 (d, 13,9) (2H, m)*
CHs
MeO-18 51,2 3,63 (s) 51,0 3,57 (3H, 9)
2 23,3 2,30 (s) 23,2 2,26 (3H, s)

25— 1.2 (14H, m)

O grupo CH,COOMe presente nesta molécula resultou de sucessivas biotransformagoes
oxidativas da cadeia lateral -CH2CHjs, originando ~CH.CH.OH e —-CH2COOH, seguidas entéo
por uma reacdo de biometilagdo, a qual resulta na presenca de —-CH,COOMe em C-20
(GUIMARAES et al., 2012, no prelo).
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A utilizacdo de dados fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN permitiu a completa e
inequivoca atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio de MCC
1.15.5A (91, Tabela 28).

A analise através de CG/EMBR da MCC 1.10.15A revelou a presenca (Figura 17) das
duas substancias com Tr = 23,94 min (68,40 %) e 24,07 (16,31 %). Os espectros de massas das
duas substéncias correspondentes a estes Tr revelaram praticamente o mesmo perfil dos picos
principais, com diferengas somente nas intensidades relativas, claramente demonstrando duas
substancias representadas por espectros compativeis com analogos processos de
fragmentagdes, diferindo apenas nas intensidades relativas de picos de alguns fragmentos
(Figura 19, pagina 105). A presenca de tais conformagdes nas condi¢des operacionais de um
CG/EM (70 eV) pode ser apontada como improvavel, requerendo, consequentemente,
avaliagbes rigorosas adicionais para afastar definitivamente a possibilidade de epimeros, que

parece mais provavel.

[GC-2010]
Column Oven Temp. : 100.0 °C
Injection Temp.: 250.00 °C
Injection Mode :Split
/: i Peak Report TIC
COIumr-l o E00 i e Peak# R.Time Area Area%
Oven Temp. Program : s 1 19.732 1855946 191
Rate Temperature(°C) Hold Time(min) 2 23.405 2920798 3.00
- 100.0 1.00 3 23.943 66554474 68.40
4 24.067 15870504 1631
o e 3000 5 24542 2485323 255
6 20984 2624819 270
[GCMS-QP2010 Plus] 7 3079 2119535 218
IonSourceTemp :250.00 °C 8 31.550 2873167 295
Interface Temp. :310.00 °C 97304566  100.00
Solvent Cut Time :2.50 min

Figura 17. Condigbes cromatogréaficas e parametros qualitativos da MCC 1.10.15A

Ao lado desta substéncia, também foi verificada pelos espectros de massas (EM) obtidos
através de anélise por CG/EMBR a presenca de mais dois outros alcaléides (Tr 24,54 min, 2.55
% e Tr 30,79 min, 2,18 %), semelhantes a 12-desmetdxi-N-acetilcilindrocarina (91) mas
sustentando grupos propionila (N-COCH2CHj3) e butila (N-CH2CH2CH2CHs) ligados ao nitrogénio
no lugar do grupo acetila (N-Ac) presente em (91). As propostas estruturais para tais substancias
foram embasadas somente nos perfis dos picos revelados pelos correspondentes espectros de
massas, destacando-se a diferenga de 14 unidades de massa em relagdo ao alcaldide
anteriormente descrito (91), uma vez que seus sinais de atomos de hidrogénio e carbono nao
foram observados através da analise dos espectros de RMN de 91. O espectro de massas de
baixa resolugdo (EMBR) do alcaldide (93) sustentando o grupo propionila (Tr 24,54 min)

apresentou o pico do ion molecular em m/z = 382 ([M]+) e os principais picos (m/z 308, e 168)
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justificados perfeitamente através das reacdes de fragmentagéo propostas para 91 (Figura 19,
pagina 105; Esquema 8, pagina 106).

O alcalbide com Tr 30,79 min (2.18 %) também apresentou o pico do ion molecular em
m/z = 382 ([M]-+), mas o perfil de picos observados no espectro revelou-se significativamente
diferente. Assim, o pico em m/z 308 ([M].- CH.COHOMe), referente & eliminagdo da cadeia
lateral localizada no C-20 através de rearranjo de McLafferty, admitindo a presenga do
CH2COOMe no C-20 como observado nos outros alcaloides acima referidos, e os picos em m/z
265, 130 e 120 (favoraveis a presenca do grupo butila ligado N-1) foram utilizados para lancar a
proposta 94, cogitada com base somente no EMBR (Figura 19, pagina 105 e Esquema 8,
pagina 106). Obviamente, esta proposta estrutural requer dados adicionais para que tal alcaloide

sustentasse o grupo butila ligado ao N-1, seja caracterizado definitivamente.

oy Gy

m/z 120 H
B m/z130

Os espectros de RMN de H (1D) e 'H-'H-COSY (2D) de 91 (1D Espectros 37 a 39,
volume 2, paginas 47 a 49; 2D, 'H-'H-COSY, Espectro 40, volume 2, pagina 50) revelaram
sinais de H-2 atribuidos a presenga de dois conférmeros (91-1 e 91-2, Figura 18). Esse fato
ficou evidenciado pela presenca de dois sinais atribuidos a H-2, em on 4,10 e 4,62. O
aparecimento destes sinais de H-2 com valores diferentes revelou a orientagdo deste atomo de
hidrogénio em relagao ao efeito anisotropico do grupo carbonila amidico, como ja observado em
dados espectrais de outras amidas (BREITMAIER e VOELTER, 1987). Assim, a maior
proximidade de H-2 (Figura 18) em relagao ao efeito anisotropico do grupo carbonilico (91-2) foi
usada para justificar o maior valor o4 4,62 comparado com valor atribuido ao H-2 de 91-1 (J1
4,10). A presenga das duas conformagdes também ficou claramente demonstrada através do
EMBR, o qual apresentou dois espectros com fragmentagOes idénticas, diferindo apenas nas

intensidades de alguns picos (Figura 19, pagina 105).

N N
(@] (o]
N N
%\H /&H
O o]

91-1 91-2

Figura 18. Conférmeros deduzidos (91-1 e 91-2) através dos espectros de RMN de 'H e 'H-'H-COSY da substancia
91.
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A estereoquimica relativa dos carbonos estereogénicos do alcaldide majoritario da
fracdo MCD 1.15.5 (91) foi determinada através de 'H-'H NOESY (Espectro 47, volume 2,
pagina 57) e corroborada pelo experimento de Dicroismo Circular (vide infra), onde foi possivel

verificar as interagdes principais.

Os dados de RMN e espectrometria de massas acima descritos para o alcaléide MCC
1.15.5A estdo em acordo com os dados descritos na literatura (MILBORROW e DJERASSI,
1969) para o alcal6ide 12-desmetdxi-N-acetilcilindrocarina (91) e seu conférmero, confirmando
assim a proposta estrutural para o alcaléide em investigagdo. A proposta para o alcaléide 12-
desmetoxi-N-butilcilindrocarina (94) requer a obtengdo de dados adicionais para confirmagao

estrutural, ja que n&do se encontrou dados analogos na literatura para comparagao confiavel.

N
o N

N N

A :

o R K/\
91 R = CH, o
92R=H

93 R = CH,CH,
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Figura 19. Espectros de massas de baixa resolugdo (EMBR) obtidos por CG/EM (70 eV) da fragdo MCC 1.15.5A.
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Esquema 8. Proposta de fragmentagdo para justificar os principais picos observados no espectro de massas de

baixa resolu¢do (EMBR) da fragdo MCC 1.15.5A.
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A fracdo MCD 1.10.13, obtida através da Cromatografia em Contracorrente de Alta
Eficiéncia, apresentou-se como um 6leo amarelo. O espectro de infravermelho (Espectro 48,
volume 2, pagina 58) mostrou bandas em vmax 2943-2789 cm (estiramento C-H), 1732 cm-!
(estiramento da funcdo carbonilica grupo carbometoxilico) e 1643 (estiramento do grupo
carbonila da unidade benzoila), em adicdo a outras bandas em vma, 1477, 1392 cm-!
(estiramento C=C do anel benzénico) e em torno de 750 cm (ligagdo C-H do anel benzénico
monossubstituido) (VERPOORTE, 1986).

Com base na similaridade espectral desta substancia (96) com a 91, utilizou-se 0 mesmo
procedimento analitico através dos espectros de 1D de RMN de '3C DEPTQ (Espectros 49 e 50,
volume 2, paginas 59 e 60) e RMN de 'H (Espectros 51 e 52, volume 2, paginas 61 e 62),
combinados aos resultados dos 2D 'H-'H-COSY (Espectro 53 e 54, volume 2, paginas 63 e 64),
obtidos a 60° C em piridina-ds como solvente, e de massas (EM, Figura 20, pagina 108), os
quais foram realizados em piridina. Em conjunto esses espectros permitiram propor (Tabela 29,
pagina 107), para o alcaléide MCC 1.10.13 (96) a férmula molecular Caz7H3oN2O3 =
(C)s(C=0)2(CH)11(CH2)sN2(MeQ), com indice de deficiéncia de hidrogénios igual a quatorze
(C27HseN203 — Ca7H30N203 = Has), coerentes com a proposta para um esqueleto plumerano
sustentando um grupo MeO (dc 50,7) e duas carbonilas (uma em dc 171,3 e outra em J¢ 170,3),
justificando a presenca de trés atomos de oxigénio, além de sugerir a presenca de um anel
aromatico adicional, envolvido num grupo benzoila, o qual ja havia sido previamente reportado
para outros alcaldides anteriormente isolados de A. cylindrocarpon (BOLZANI et al., 1987;
PEREIRA et al., 2007).

Tabela 29. Resultado da analise comparativa do espectro de RMN de *C DEPTQ (Espectros 49 e 50) da

fragdo MCC 1.10.13 (96), incluindo-se informages de correlagdes fornecidas pelo HMQC.

C CH CH2 CHs
oc oc OH oc OH Jc OH
171,3 130,1 7,47 -7,44 (m) 52,9 2,95 (m), 2,02 (m) 50,7 3,57 (s)
170,3 128,7 747 744 (m) 51,8 3,14 (m), 2,33 (m)
1411 128,3 747 744 (m) 429 246 (d, 14,2),2,12 (d, 14,2)
134,8 127,7 7,15 (1, 7,4) 38,8 2,35 (m), 1,70 (m)
129,0 127,3 7,73 (m) 346 1,72 (m), 1,38 (m)
52,8 124,5 7,42 (dl, 7,4) 25,9 2,03 (m), 1,68 (m)
36,1 118,0 747 -7,44 (m) 24,3 1,68 (m), 1,40 (m)
68,8 2,75 (s) 21,6 1,73 (m), 1,36 (m)
67,8 4,56 (m)
(C) (CH)o (CH2)s (MeQ)

O espectro de massas de alta resolugdo (EMAR, eletrospray, modo positivo) mostrou

(Figura 20, pagina 108, Esquema 9, pagina 109) o pico base correspondente ao ion molecular
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protonado [M+H]* em m/z 431,2314 (C27H31N203* = m/z 431,2329 como valor calculado).
Também foram observados picos em m/z 399,2031 ([M+H]* — MeOH]J*), relativo a perda de
metanol, 357,1923 ([M+H]* — CH.=COMeOHY]*), referente & um rearranjo de McLafferty
envolvendo o substituinte CH.COOMe sustentado pelo dtomo de carbono C-2) e 329,1620 (m/z
357,1923 — CH2=CHy), formado pela eliminagdo de uma molécula de eteno do fragmento
correspondente ao pico em 357,1923. Ainda, foram observados picos importantes em m/z
251,1516 e 168,1000, atribuidos aos fragmentos E e F, respectivamente, sendo este ultimo o
fragmento CoH14NO observado no espectro de massas de 91, um analogo direto do pico em m/z
124, caracteristico de aspidospermina e seus derivados (MILBORROW e DJERASSI, 1969).

Zj
//
=z +
/

_H OMe

rtens, <MISZ(431 2297, 506N, Z32min #1387
e a4z2.2361

2
1960734 208.1158 e |
203.1450 “ ‘
"] l PN , o !
. 400

Figura 20. Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR) obtido por eletrospray (70 V), da fracdo MCC 1.10.13
(96).

4 mz
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MS2 do m/z 431.2297:

* CygHy7N,0!

¢ H . . . , 2627202
CarHaoN205 CorHaiN;05 4 m/z 399,2031

5 m/z 430 5 m/z 431,2297 5' (calc m/z 399,2072)

(calc m/z 430,2256) (calc m/z 431,2335)

Cy7H7NO
m/z 251,1516
(calc m/z 251,1310)

m/z 357,1923
(calc m/z 357,1967)

CgHy4NO,
m/z 168,1000
(calc m/z 168,1024)

5 m/z 329,1620
(calc m/z 329,1654)

Esquema 9. Proposta de fragmentagdo para MS2 do pico em m/z = 431,2297 ([M + H]*) para o alcaldide 12-
desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina (96).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio
metilénicos e metinicos da molécula (Tabela 30, pagina 111) foi feita com base nos dados
adicionais fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN (HSQC, Espectros 58 a 60, volume 2,
paginas 68 a 70), nos parametros conhecidos para dedugbes de deslocamentos quimicos e na
comparagao com valores descritos na literatura (BREITMAIER e VOELTER, 1987).

Diversos sinais no espectro de RMN de 'H (1D e 2D 'H-'H-COSY) (Espectros 51 a 53,
volume 2, paginas 61 a 63) foram Uteis na identificacdo desta substancia. A presenca do anel
aromatico adicional péde ser confirmada pelo espectro de HMBC (Espectros 55 a 57, volume 2,
paginas 65 a 67), através das correlagdes 3Jnc entre C-1" e H-3'/H-5’ e entre C-4’ e H-2'/H-6". A
presenca do grupo carbometoxila em C-19 foi evidenciada pela correlagdo de HMBC 2Jic entre
C-18 e CH2-19 e pela correlagdo HMBC 3J4c entre C-18 e os hidrogénios da metoxila. A
correlagdo de HMBC 2Juc entre C-20 e CH2-19 mostrou o local da insergdo da cadeia lateral,
caracteristica deste tipo de esqueleto indélico (GUIMARAES, BRAZ-FILHO e VIEIRA, 2012).
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Essas e outras correlagdes heteronucleares a longa disténcia foram relacionadas na Tabela 30
(pagina 111).

O deslocamento quimico de CH-2, um tipico duplo-dupleto em 64 4,56, em comparagéo
com a substancia anteriormente discutida (91), permitiu identificar a posi¢édo do grupo benzoil,
cuja carbonila interage com os citados hidrogénios e, por efeito mesomérico e anisotropico,
provoca o deslocamento do sinal para regiées mais desprotegidas do espectro.

Os dados de RMN e espectrometria de massas acima relatados para o alcaléide MCC
1.10.13 (96) revelaram-se muito semelhantes aos descritos na literatura (MILBORROW e
DJERASSI, 1969) para o alcaldide N-benzoilcilindrocarina (96°) originalmente sintetizado a partir
da cilindrocarina e posteriormente isolado do extrato das cascas de A. cylindrocarpon, exceto

pela auséncia do grupo metoxila em CH-12.

OMe

96'

Comprova-se assim nao apenas a proposta estrutural para o alcaloide em questdo, mas
também fica demonstrado que a substancia 12-desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina (96) esta

sendo aqui descrita pela primeira vez na literatura.
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Tabela 30. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) em CDCls e as correlagdes observadas no espectro
de HMQC e HMBC do alcaléide 12-desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina (96), em comparagdo com valores de

referéncia do alcaléide N-benzoilcilindrocarina (96°).

12-desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina (96)

N-benzoilcilindrocarina (96°)

HSQC HMBC HSQC*
oc OH 2Jnc 3Jhc OH
C
7 52,8 H-9
8 134,8 H-10; H-12
13 1411 H-9; H-11
18 171,3 2H-19 MeO-18
20 36,1 2H-19
1 129,0 H-3'H-5
7 170,3
9
CH
2 67,8 4,66-4,46 (m) 4,24-4.44
(1H, q)
9 1245 7,42 (dl, 7,4) 6,6-7,6
(8H, m)
10 1277 715(t, 7,4) 6,6-7,6
(8H, m)
1" 128,3 7,47-7,44 (m) 6,6-7,6
(8H, m)
12 118,0 7,47-7,44 (m) H-10
21 68,8 2,75 (s) 2H-19 2,50 (1H, s)
2'l6' 1273 7,74-7,70 (m) H-3'/H-5'
35 128,7 7,47-7,44 (m)
4 130,1 7,47-7,44 (m) H-2'/H-6'
7 - -
g
CH:
3 52,9 2,95-2,93 (m) H-5b
2,04-2,02 (m)
5 51,8 3,14-3,12 (m)
2,35-2,33 (m)
6 38,8 2,36-2,35 (m)
1,75-1,69 (m)
14 21,6 1,74-1,72 (m)
1,39-1,33 (m)
15 34,6 1,75-1,72 (m) 2H-19
1,39-1,37 (m)
16 25,9 2,32-2,29 (m)
1,70-1,66 (m)
17 24,3 1,70-1,66 (m) 2H-19
1,40-1,98 (m)
19 42,9 2,46 (d, 14,2)
2,12 (d, 14,2)
CHs
MeO-18 50,7 3,57 (s) 3,56 (3H, s)
MeO-12 3,37 (3H, s)

2,4-12 (14H, m)

*dados de RMN 13C né&o disponiveis



112

A fragdo MCC 1.10.16, obtida através da Cromatografia Contracorrente de Alta
Eficiéncia, apresentou-se como um 6leo incolor e o espectro de infravermelho (Espectro 62,
volume 2, pagina 72) mostrou bandas em vmax 3059-2727 (estiramento C-H), 1737 (estiramento
da carbonila do grupo carboxilico) e 1658 cm-! (carbonila do grupo benzoila), além de outras
bandas em vmax 1614, 1402 (estiramento C=C do anel benzénico) e 976, 860 cm-! (ligagdo C-H
do anel benzénico ndo-substituido), em adi¢do as bandas em vmax 765, 702 cm-! (estiramento
C=C em alcenos) (VERPOORTE, 1986).

Com base na similaridade espectral desta substéncia (97) com a 96, foi utilizado o
mesmo procedimento analitico através dos espectros de 1D de RMN de °C DEPTQ (Espectros
63 e 64, volume 2, paginas 73 e 74) e RMN de 'H (Espectros 65 a 68, volume 2, paginas 75 a
78), combinados aos 2D 'H-H-COSY (Espectros 69 e 70, volume 2, paginas 79 e 80) e de
massas (EM, Figura 21, pagina 115) permitiram propor (Tabela 31, pagina 114), para o alcal6ide
MCC 1.10.16 (97) a férmula molecular C29H32N203 = (C)s5(C=0)2(CH)11(CH2)s(MeO)(N)2, com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quinze (C29Hs2N203 — C29H32N203 = Hao), coerentes
com a proposta para um esqueleto tipo plumerano (esqueleto basico C19H26N2) sustentando uma
cadeia lateral carbometoxilica e um anel aromatico adicional inserido num grupo cinamoila, cuja
ocorréncia ja havia sido relatada previamente, em alcaldides isolados de A. cylindrocarpon
(BOLZANI et al., 1987; PEREIRA et al., 2007) e justificando a presenca dos trés atomos de
oxigénio e os demais carbonos e hidrogénios.

Em acordo com estas dedugdes, 0 espectro de massas de alta resolugéo (Figura 21,
pagina 115; Esquema 11, pagina 116) mostrou o pico base correspondente ao composto
protonado [M+H]* em m/z 457,2453 (C29H33N203* = m/z 457,2491). Também foram observados
picos em m/z 425,2171 ([M+H]* — MeOH), referente a perda de metanol, em 383,2064 ([M+H]* -
CH,=COHOMe), referente a perda do substituinte localizado em C-20, em 253,1667 ([M+H]* —
0=CCH=CHCsHs), relativo a perda subsequente do grupo cinamoila, e em 225,1370 ([M+H]* -
CH2=CH.), envolvendo fragmentagdo do anel D com perda de eteno. E ainda, picos em m/z
327,2030 ([M+H]* — C=OCH=CHC¢Hs), referente a perda do grupo cinamoila a partir do ion
molecular protonado e em 131,0466, referente ao proprio grupo cinamoila.

Também foram observados picos correspondentes aos adutos protonado ([2M+H]*) em
m/z 913,4898 (CssHesN4Os* calc. m/z = 913,4899; Amz=-0,1 ppm) e sodado ([2M+Na]*) em m/z
= 035,4707 (CsgHeaNsNaOg* calc. m/z = 935,4718; Am;z = -1,17 ppm), revelando a formagéo de
adutos que confirmaram alcaléide (Esquema 10, pagina 115).

O espectro de HMBC (Espectros 73 e 74, volume 2, paginas 83 e 84) mostrou as

correlagdes 2Juc € 3Juc de C-9' com ambos H-8' e H-7’ respectivamente, e a correlagdo 3Juc
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entre C-1' e H-8', em concordancia com a presenga de um grupo cinamoila nessa estrutura. O
anel aromatico adicional foi confirmado pelas correlagdes de C-1" com H-2'/H-6’ e de CH-2'/CH-
6’ com H-3'/H-5"; sendo sua posi¢éo definida em C-7’ pelas correlagdes de C-1' com ambos H-7’
(2Juc) e H-8' (3Jhc).

As correlagdes no espectro de HMBC (Espectros 71 e 72, volume 2, paginas 81 e 82)
permitiram ainda deduzir a localizagdo de uma dupla ligacdo entre CH-7" e CH-8', cujos
deslocamentos quimicos correspondem aos oc 143,6 (CH-7’) e 118,9 (CH-8') e os hidrogénios
olefinicos em o 7,89 (H-7') e 6,82 (H-8') foram confirmados pelo espectro HSQC. O
acoplamento vicinal entre esses atomos de hidrogénio foi confirmado através do espectro de 'H-
'H-COSY (Espectros 69 e 70, volume 2, paginas 79 e 80). O valor da constante de acoplamento
(J = 15,3 Hz) observado nos sinais dos hidrogénios olefinicos H-7" e H-8 confirmou a
configuragao E (trans) da dupla ligag&o.

E importante salientar que o anel aroméatico do nucleo indélico da substancia 97, assim
como para outros alcaldides descritos anteriormente, ndo sustenta substituintes, como foi
mostrado pelos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos de CH-9 a CH-12
(Espectros 63 a 68, volume 2, paginas 73 a 78), que revelam os efeitos mesoméricos de
protegao do nitrogénio N-1 nas posi¢des orto (CH-12) e para (CH-10).

Os dados espectrais acima descritos para o alcaléide MCC 1.10.16 revelaram-se
semelhantes aos descritos na literatura para o alcaldide cilindrocarpina (97°), originalmente
isolado do extrato das cascas e cambio de A. cylindrocarpon (DJERASSI et al., 1960; DJERASSI
et al., 1961), destacando-se pela auséncia do grupo metoxila em C-12. Assim, comprova-se a
proposta estrutural para o alcaldide em questdo e também fica demonstrado que a substancia
12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina (97) (ou 12-desmetdxicilindrocarpina) esta sendo aqui

descrita pela primeira vez na literatura.

Tabela 31. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) em CDCls e as correlagdes observadas no espectro
de HMQC e HMBC do alcaldide 12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina (97), em comparagdo com valores de
referéncia do alcal6ide cilindrocarpina (97°).
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12-desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina (97)

Cilindrocarpina (97’)

HSQC HMBC HSQC
oc OH 2Jhe 3Jhe oHl oc*
c
7 52,9 H-2; 2H-6; 2H-5; H-9;
H-21 2H-16
8 135,3 H-2; H-10;
H-12; H-21
13 137,6 H-2 H-2; H-9;
H-11
18 171,9 2H-19 MeO-18
20 35,9 2H-19; H-21
1 141,9 H-2'/H-6' H-8'
9 164,3 H-8' H-7
CH
2 66,2 4,39 (dd, 11,3,6,4) 2H-6; 2H-17; H-21 4,50 (1H, m)
9 128,1 7,28 (d, 8,8)
10 124,6 7,10 (1, 7,1)
11 122,2 7,26 (t,7,4) H-10 H-9
12 118,6 8,33 (d, 8,0) H-11 H-10
21 69,3 2,60 (s) 2H-3; 2H-5; 2H-6; 2,48 (1H, s)
2H-15; 1H-17
26 128,0 7,62 (brd, 6,6)
35 128,9 7,45-7,35 (m)
4 129,9 7,45-7,35 (m)
7 143,6 7,89 (d, 15,3) H-8' 7,85 (1H, d)
8 118,9 6,81 (d, 15,3) H-7 6,88 (1H, d)
CH:
3 55,6 3,11 (brd, 10,6) H-21
2,07-2,04 (m)
5 52,3 321 (dt 9,1,3,2) H-21
2,21-2,28 (m)
6 39,3 2,10-2,08 (m) 2H-5 H-2; H-21
1,61-1,59 (m)
14 215 1,96-1,94 (m) 2H-3; 2H-15
1,61-1,59 (m)
15 34,9 1,71-1,67 (m) 2H-3; 2H-19
1,48-1,45 (m)
16 27,0 2,11-2,08 (m)
1,48-1,46(m)
17 24.4 2,12-2,11 (m) 2H-19; H-21 2H-19; H-21
1,37 (brd, 13,6)
19 42,3 2,29 (d, 14,3) H-15b; H-17a;
2,05 (d, 14,3) H-21
CHs
MeO-18 51,2 3,58 (s) 3,89 (3H, s)
Me0-12 3,89 (3H, s)

*dados de RMN de 13C n&o disponiveis
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Figura 21. Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR) obtido por eletrospray (70 eV), da fragdo MCC 1.10.16

(97).

Complesxo (adufo) protonado envolvendo duas moléculas
4 5 4 3

CsgHgsN40s O
m/z 913.4898
5 (calc m/z 913.4904)

Complexo (aduto) sodado envolvendo duas moléculas
3

5 4 3

Na*

0PN ‘
CsgHgaN4NaOg —
m/z 935.4707 X
(calc m/z 935.4723) 5

Esquema 10. Formacg&o de adutos protonado e sodado com a substancia 12-desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina

(97).
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MS2 de m/z 457.2453:

OMe
CoH14NO,
CyHzN,03 & g m/z 168,0994
m/z 457,2453 5' (calc m/z 168,1024)
(calc m/z 457,2491)

CagH3N203
(calc m/z 456,2413)

12 16
| H T CoghaN0,
m/z 327,2030
m/z 425,2171 5 (calc m/z 327,2072)
(calc m/z 425,22292 T 3 ,

A

CqH;0
m/z 131,0466
(calc m/z 131,0497)

m/z 383,2064 5
(calc m/z 383,2123) l
H

C17H21N2 C15H17N2 C18H22N20
m/z 253,1667 m/z 2251370 m/z 282,1457
(calc m/z 253,1705) (calc m/z 225,1392) (calc m/z 282,1732)

Esquema 11. Proposta de fragmenta¢do para MS2 do pico em m/z = 457,2453 ([M + H]*) para o alcal6ide 12-

desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina (97).
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5.1.3 Determinagao estrutural do alcaléide Antirina (87)

21 H 19

87 Antirina

A substancia presente na fragdo MCD 5.9.6.9A apresentou-se como um sélido amorfo
de cor castanha, revelando-se uma alcaloide através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro de massas de baixa resolugdo (EMBR, Figura 22, pagina 120) apresentou
pico em m/z 296, correspondente ao ion molecular ([M]*) e em m/z = 295, indicando a
eliminagdo de radical hidrogénio. Foram ainda observados picos em m/z 223 e 225,
caracteristicos da antirina (JOHNS, LAMBERTON e OCCOLOWTIZ, 1967), indicando a
eliminagéo de radical formado do substituinte 3-buten-1-ol da substéncia original (Esquema 13,
pagina 120).

A analise comparativa dos espectros de RMN de 3C-APT (Espectros 75, volume 2,
pagina 85) e DEPTQ (Espectro 76, volume 2, pagina 86) permitiu reconhecer sinais
correspondentes a quatro atomos de carbono ndo-hidrogenados (todos sp?), oito metinicos
(cinco sp? e trés sp3), sete metilénicos (todos sp3), revelando a auséncia de sinal de carbono
metilico (Tabela 32, pagina 118). Estes dados combinados com os dados fornecidos pelos
espectros de RMN de 'H (1D, Espectros 77 a 79, volume 2, paginas 87 a 89; 2D, 'H-'H-COSY
Espectros 80 e 81, volume 2, paginas 90 e 91) e de massas (EM) possibilitaram propor, para o
alcaléide MCD 5.9.6.9A (87), a formula molecular C19H24N20 = (C)4(CH)g(CH2)7(N2)(OH), com
indice de deficiéncia de hidrogénio igual a nove (C19Hs2N20 — C19H24N2O = Hyg). Tal férmula
molecular revelou-se compativel com um esqueleto do tipo ioimbano (esqueleto basico C19H24N2
com indice de deficiéncia de hidrogénios igual a oito: quatro do anel aromatico dissubstituido,
uma ligacdo dupla do grupo 3-buten-1-ol e trés ciclos) sustentando um grupo OH (Jn 10,51) e
biorrearranjo molecular para fornecer a ligagdo dupla entre CH2-18 (oc 117,5) e CH-19 (dc
137,6), como proposto sumariamente abaixo (Esquema 12, pagina 118), justificando a presenca
de um atomo de oxigénio e os demais carbonos e hidrogénios, em pleno acordo com o alcaléide
antirina, isolado anteriormente de Antirhea putaminosa (JOHNS, LAMBERTON e
OCCOLOWTIZ, 1967).



118

Esquema 12. Proposta do biorrearranjo molecular para o alcaléide antirina (87).

Tabela 32. Resultado da andlise comparativa envolvendo os espectros de RMN de °C APT (Espectro 75) e
DEPTQ (Espectro 76) da MCD 5.9.6.9A.

C CH CH2 CHs
Jc oc OH oc OH Jc OH
136,8 137,6 5,60 17,5 5,13 (d, 10,9), 5,08 (d, 19,2)
135,0 1224 7,38(d,9,2) 63,3 3,835
126,0 120,4 714 (78 509 3,28; 2,97
105,8 118,0 7,08(t,7,1) 458 3,31; 3,02
112,7 7,49(d, 6,4) 30,3 2,97 (m); 2,90 (m)
55,4 437 27,6 1,80; 1,65
51,2 2,4 19,4 2,90 (m); 2,65 (d)
30,0 1,50
(C)a (CH)s (CH2)7

A confirmagéo desta dedugdo baseou-se nos espectros de RMN de 'H (Espectros 77 a
79, volume 2, paginas 87 a 89), que apresentaram dois sinais triplos, relativos a dois hidrogénios
aromaticos em 64 7,08 (1H, t, J=7,1 Hz, H-10) e on 7,14 (1H, t, J=7,8, H-11), acoplando entre si e
respectivamente com o H-9 (on 7,40, d) e H-12 (o1 7,35, d), com valores de J caracteristico de
acoplamento orto. Essas interacdes spin-spin foram confirmadas pelo espectro de 'H-H-COSY
(Espectros 80 e 81, volume 2, paginas 90 e 91) e corroboradas pelas correlagbes
heteronucleares nos espectros 2D HSQC (Espectros 82 e 83 'Jic, volume 2, paginas 92 e 93) e
HMBC ("Juc, n=2 e 3; Espectro 84, volume 2, pagina 94). No HMBC observaram-se as
correlagdes a 3Jnc entre CH-9 (doc 118,1) e H-11 (on 7,05), entre CH-10 (dc 122) e H-12 (o1 7,35),
entre CH-11 (dc 119,91) e H-9 (61 7,40) e entre CH-12 (dc 111,83) € H-10 (6w 7,12). Os valores
dos deslocamentos, bem como as multiplicidades e constantes de acoplamento foram
condizentes com a presenga de um nucleo inddlico ndo-substituido (Tabela 33, pagina 121)
(ZECHES-HANROT et al., 1995).
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A estereoquimica absoluta dos atomos de carbono estereogénicos CH-3 e CH-20, como
apresentada na estrutura do alcaléide antirina, foi confirmada através da curva de dicroismo
circular (Item 5.3) e NOESY (Espectro 85, volume 2, pagina 95). Consideragdes de ordem
biogenética sobre a formagao deste alcaldide antecipam uma orientagdo f para o hidrogénio em
CH-15, ja que esta posicdo ndo se encontra passivel de epimerizagdo (KAN-FAN,
BRILLANCEAU e HUSSON, 1986).

A presenca do carbono HOCH>-21 foi confirmada pelo sinal em dc 62,97 observado no
espectro de RMN de 13C (Espectros 75 e 76, volume 2, paginas 85 e 86), mostrando o efeito
indutivo de desprotecdo exercido pelo efeito retirador de elétrons do atomo de oxigénio. Os
sinais dos hidrogénios metilénicos de CH2-21 em Jn 3,49 e 3,75 correspondem & porg¢do AB do
sistema ABX (CH2=CH). A n&o equivaléncia destes hidrogénios pode ser justificada pela
proximidade de um centro assimétrico, que nesse caso € justificado pela conformagdo da
molécula, que impede sua rotacao, e pela blindagem diferencial da ligagéo dupla entre CH2-18 e
CH-19, sendo um cis e outro frans em relacdo ao H-19 (JOHNS, LAMBERTON e
OCCOLOWTIZ, 1967).

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono CH-19 (¢ 137,01) e CH2-18 (dc
118,21) no espectro de RMN de 13C (Espectros 75 e 76, volume 2, paginas 85 e 86) revelaram-
se em pleno acordo com a presenca de um grupo vinila. No espectro de RMN 'H (Espectros 77
a 79, volume 2, paginas 87 a 89), os deslocamentos em on 5,06 (1H, d, J=10,3, H-18a), on 5,02
(1H, d, J=17,4, H-18b) e 61 5,50 (1H, td, J=17,3 e J=10,3, H-19) confirmaram a liga¢do dupla
entre esses carbonos, com as constantes de acoplamento indicando a configuragdo do H-19

trans com H-18b e cis com H-18a.

Ha H

18 y—"
19 \ 18

Hb CH-CH,OH

‘20

(VAVAVAVAVA

As atribuigdes inequivocas dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e
hidrogénio metilénicos e metinicos restantes da molécula foram também deduzidas com base
nos parametros conhecidos para deducdes de deslocamentos quimicos e nos resultados
revelados pelos espectros 2D de correlagdo homonuclear 'H-H-COSY e heteronuclear HSQC
(YUnc) € HMBC ("Juc, n=2 e 3) envolvendo comparagdo com valores descritos na literatura
(JOHNS, LAMBERTON e OCCOLOWTIZ, 1967).

Os dados de RMN e espectrometria de massas acima descritos para o alcaléide MCD
5.9.6.9B revelaram-se em acordo com os dados descritos na literatura (JOHNS, LAMBERTON e
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OCCOLOWTIZ, 1967) para o alcaldide antirina (87), originalmente isolado de Antirhea
putaminosa, comprovando assim a proposta estrutural para o alcaldide em quest&o.

Essa substancia esta sendo aqui descrita, pela primeira vez na literatura, para a espécie
Aspidosperma desmanthum (PEREIRA, 2007).

Line#:8 R.Time:17.7(Scan#:1829)
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Figura 22. Espectro de massas de baixa resolugdo (EMBR) obtido por impacto eletrénico (70 eV), da fragdo MCD
5.9.6.9A (87).

CioHzaN20

/2 295 OH miz223  ®

X
CigHaaN20 oy 2
m/z 296

Esquema 13. Proposta de fragmentacgao para EMBR do pico em m/z = 296 ([M]*) para o alcaléide antirina (87).
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Tabela 33. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 3C (100 MHz) em CDCl3 e as correlagdes heteronucleares

observadas no espectro de HMQC e HMBC do alcaldide antirina (87), em comparagdo com valores de referéncia da

literatura. Deslocamentos quimicos em & ( &u e &) e constantes de acoplamento (J) em Hz (entre parentes).

HSQC HMBC Antirina, CDCl3
oc OH 2he SJhc oc OH
C
2 132,9 -
7 107,5 - H-9
8 126,0 - H-9 H-10; H-12
13 137,0 - H-9: H-11
CH
3 560 3,46 (s)) 542 42 (sl
9 181  740(d.76) H-11 170 74(0)
10 120  712(d.76) H-12 1204 710
1M1 1199 705(t7.3) H-9 1182 715 (1)
12 1118 735(d.81) H-10 1105 75 (d)
15 297 1,65 (m) 309 15 (m)
19 137,0 5,50 (td, 17,3; 138.0 5.6 (df)
10,3)
20 55,0 1,96 49.1 2.15 (m)
CH,
5 495 318 53.1 3.2 (dd), 3.(m)
3,14
6 181 297 177 3 (m), 2.6 (dd)
2,95
14 299 174 309 27 (m), 2 (m)
1,72
16 268 0.81 275 1.7 (d), 1.5 (m)
0,80
17 46.7 2.8 (td), 2.7 (m)
18 1182 506 (d, 10.3) 1163 52 (dd). 5.1 (dd)
502 (d, 17.4)
21 630 375 629 3.7 (dd), 36 (do)
3,49
HO 10,62
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5.2 DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DOS TRITERPENOS ISOLADOS DE A. desmanthum
5.2.1 Determinagao estrutural da fragdo MCD 3.2

A fragdo MCD 3.2 isolada (39,7 mg) de A. desmanthum caracterizou-se como uma
mistura contendo triterpenos. Mesmo néo tendo alcangado o isolamento das substancias, ja que
suas caracteristicas estruturais definem fatores de reteng@o cromatogréafica (Rf) muito préximos,
foi possivel a caracterizagdo de constituintes (81, 84, 85 e 86) através de dados fornecidos por
RMN de *3C (Espectros 86 a 91, volume 2, paginas 96 a 101), RMN de 'H (Espectros 92 a 95,
volume 2, paginas 102 a 105) e CG/EM (Figura 23, pagina 125).

81 Lupeol 84 B—amirina 85 Simiarenol 86

O espectro de massas de baixa resolucdo (EMBR) revelou a presenga de quatro
triterpenos majoritarios [Tr 33,32 (3,64 %), 35,46 (29,19 %), 36,99 (11,16 %) e 39,68 (53,40 %)],
para os quais foram postuladas caracterizagdes estruturais com base em picos caracteristicos
atribuidos a determinados tipos triterpendides (Figura 23, pagina 125; Esquema 14, pagina
126). O espectro de massas (Figura 23, pagina 125) da primeira delas Tr 33,32 (3,64 %) revelou
0 pico do ion molecular em m/z 426 [(M)+] e outros picos principais em m/z = 218 [(M -
CieHae)*] € 203, [(m/z 218 — radical CHa)*] relativo a perda subsequente de um radical metila e
189 [(M - radical C13Ha3)+] (Esquema 14, pagina 126) . Estes dados revelaram-se compativeis
com a estrutura da a-amirina e S-amirina, sendo a primeira afastada pelos sinais observados
nos espectros de RMN de '3C em ¢ 121,9 (CH-12) e 142,6 (C-13) atribuidos a S-amirina 84
(Tabelas 34 e 35, paginas 124 e 127, respectivamente).

A segunda substancia revelada pelo CG/EM (Tr 35,5 minutos, 29,39 %) apresentou
espectro de massas (Figura 24) picos principais em m/z 426 [(M).+]), 207 [(M - radical
C14H230)*] e 189 [(M - radical C14H230 — H20)*] relativo & subsequente perda de uma molécula
de agua (Esquema 24). Essa proposta é compativel com a estrutura do lupeol (81).

Embora a f-amirina (84) tenha sido a primeira a ser eluida no CG, sua numeragéo é

posterior a do lupeol (81) devido a este ultimo ter sido isolado em fragdes anteriores, como
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descrito na parte experimental. A numeragéo das substancias obedece a ordem em que foram
obtidas.

A terceira substancia do CG/MS (Tr 37,0 minutos, 11,16 %) apresentou espectro de
massas (Figura 23, pagina 125) com picos principais em m/z 426 [(M)+], 411 [(M - radical
Me-)*], 393 [(M — radical Me-) — H20*], 274 [(M — C19H300)*], 273 (m/z 274 — radical H), 259 (m/z
274 - radical CHs) e 241 (m/z 259 - H20), justificados através de proposta de fragmentagéo
resumida no Esquema 24. Essa substancia revelou estreita semelhanga estrutural com a
substancia majoritaria (Tr 39,7 minutos, 53,60 %) presente na amostra (vide infra). Mesmo se
tratando de uma proposta estrutural langada somente com base na analise do EMBR comparado
com resultado favoravel revelado pela consulta na biblioteca componente do sistema CG/EM, a
consulta realizada no Chemical Abstract (SciFinder) revelou a auséncia desta substancia
contendo esta proposta estrutural (86).

A substancia com maior tempo de retengé@o (Tr 39,7 minutos) e maior percentagem
(53,60 %) revelou espectro de massas (Figura 23, pagina 125) com picos principais em m/z 426
[(M).+], 274 [(M — CxoHas)-+], 259 (m/z 274 - radical CHs), 152 [(M — C1oH160)-*] € 134 [M -
C1oH160 — H20)], justificados através da proposta de fragmentag@o sumarizada no Esquema
24. Essa proposta estrutural corresponde a substancia descrita na literatura como simiarenol
(85).

A analise comparativa dos espectros de RMN de 3C e RMN de 3 C-DEPTQ (Espectros
86 a 91, volume 2, paginas 96 a 101) permitiu reconhecer sinais referentes a sessenta e quatro
atomos de carbono, sendo quatorze deles referentes a carbonos néo hidrogenados [(C)14, sendo
onze carbonos sp? e trés sp?], quatorze sinais de carbonos metinicos [(H-C)14, sendo treze deles
sp3 e um carbono sp?], vinte e dois carbonos metilénicos [(H2-C)22, sendo apenas um carbono
sp?, os outros todos sp’] e sinais referentes a quatorze carbonos metilicos [(H3-C)14],
sumarizados na Tabela 34 (pagina 124). Estes dados em combinagao com os dados fornecidos
pelos espectros de RMN de 'H (1D, Espectros 92 a 96, volume 2, paginas 102 a 106; 2D H-'H-
COSY, Espectro 96, volume 2, paginas 106) e de massas (EM) permitiram revelar uma mistura
de terpenos.

As principais evidéncias que permitiram diferenciar entre cada uma das substancias
componentes da mistura foram discutidas através de comparagdo com os dados da literatura
resumidos na Tabela 35 (pagina 127). A estrutura da S-amirina (84), contendo uma ligagao dupla
entre os carbonos C-12 e C-13 caracterizada pelos sinais em dc 121,9 (carbono metinico) e dc
142,6 (carbono n&o hidrogenado), revelou os sinais correspondentes aos carbonos nao

hidrogenados, metinicos, metiléncios e metilicos no RMN de ®C-DEPTQ (Espectros 86 a 91,
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volume 2, paginas 96 a 101; Tabela 35, pagina 127). As outras duas substancias componentes
da mistura (81 e 85) representadas por sinais RMN de 3C-DEPTQ (Espectros 86 a 91, volume
2, paginas 96 a 101) sustentam ligagbes dupla entre carbonos C-20 (dc 150,9) e CH2-29 (dc
109,0), 81, e entre 5 e 6 (85), reconhecida pelos sinais em oc 142,0 (C-5) e 121.9 (CH-6). A
comparagao de todos estes dados de RMN de 13C com valores da literatura (PEREIRA e et. al.,
2006; YOO, JANG e KIM, 2008) permitiu confirmar tais estruturas triperpénicas (Tabela 35,
pagina 127).

Tabela 34. Resultado da andlise comparativa envolvendo os espectros de RMN de '3C DEPTQ (Espectros 86 a 91)

da fragdo MCD 3.2.

C CH CH2 CHs
oc oc oc oc
150,9 121,9 109,0 29,1
142,6 79,0 415 28,0
142,0 77,0 40,0 25,5
43,0 76,3 38,8 23,0
42,8 60,0 37,1 22,0
415 55,3 35,9 19,3
40,8 51,7 354 17,9
39,3 50,4 34,8 16,1
38,9 50,2 29,8 16,0
38,7 48,3 29,1 15,8
38,6 479 29,0 15,6
37,1 442 284 15,4
30,2 38,0 27,8 15,0
29,8 30,7 274 14,6

27,3
27,2
26,9
25,1
24,1
19,9
18,3
18,1
(Cha (CH)14 (CH2)22 (CHs)14

A caracterizacdo estrutural do simiarenol, (85), presente na mistura como componente
predominante (53,40 %), envolveu também em dados obtidos através da andlise de espectros
2D de RMN ('H-'H-COSY, Espectro 96, volume 2, pagina 106; HSQC Espectros 97 e 98,
volume 2, paginas 107 e 108; HMBC, Espectros 100 e 101, volume 2, paginas 200 e 201) e
comparagao com valores descritos na literatura (Tabela 36, pagina 128).

Assim, a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio

metilénicos e metinicos restantes da molécula 85 foi feita com base nos dados adicionais
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fornecidos pelos espectros 1D e 2D de RMN, nos pardmetros conhecidos para dedugdes de
deslocamentos quimicos e na comparagdo com valores descritos na literatura (YOO, JANG e
KIM, 2008).

A proposta estrutural da substancia 86 baseou-se somente na interpretagdo do EMBR
obtido através do CG/EM e no resultado concordante da consulta a biblioteca Nist acoplada ao

proprio CG/EM da Shimadzu, ja que o SciFinder ndo forneceu resultado na consulta efetuada.
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Figura 23. Espectro de massas de baixa resolu¢do (EMBR) obtido por impacto eletrénico (70 eV), da fragdo MCD

3.2.
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Esquema 14. Proposta de fragmentagdo para justificar os principais picos observados no espectro de massas de

baixa resolu¢do (EMBR) da fragdo MCD 3.2.
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Tabela 35. Dados de RMN de *°C (100 MHz, em CDCls) dos triterpenos lupeol (81), s-amirina (84) e simiarenol (85)
como componentes da mistura fragdo MCD 3.2, e em comparagao com valores de referéncia da literatura.

Lupeol 1] B-amirina 1] Simiarenol [2]
dc oc oc oc oc dc
c
3 . - . . - -
4 38,9 38,77 38,9 38,77 40,8 39,5
5 - - - - 142,0 142,2
8 40,8 40,86 39,3 38,81 - -
9 - - - - 38,7 35,0
10 371 37,12 37,1 37,23 - -
13 - - 142,6 145,22 38,6 38,8
14 428 42,82 41,5 41,78 38,9 41,0
17 43,0 43,0 30,2 32,53 428 43,0
20 150,9 150,9 29,8 28,42 - -
CH
3 76,3 78,99 79,0 79,07 77,0 76,5
5 55,3 55,34 55,3 55,25 - -
6 - - - - 121,9 122,2
8 - - - - 44,2 44,4
9 50,4 50,47 479 47,31 - -
10 - - - - 50,2 50,4
12 - - 121,9 121,78 - -
13 38,0 38,09 - - - -
18 48,3 48,34 48,3 47,70 51,7 51,9
19 479 47,98 - - - -
20 - - - -
21 - 60,0 60,2
22 - 30,7 30,9
CH2
1 38,8 38,74 38,8 38,66 28,4 18,2
2 27,3 2742 27,2 27,29 27,8 28,0
6 18,3 18,33 18,3 18,42 - -
7 34,3 34,31 * 31,11 24,1 24,2
11 20,3 20,95 24,1 23,72 29,1 34,3
12 25,1 25,18 - - 29,0 29,2
15 27,4 2743 26,9 26,21 34,2 29,3
16 35,9 35,60 24,1 23,57 354 35,6
19 - - * 46,89 19,9 20,1
20 - - * 31,11 18,1 28,5
21 29,8 29,87 34,8 34,79 - -
22 40,0 39,82 37,1 37,20 - -
29 109,0 109,31 - - - -
CHs
23 28,0 28,10 28,0 28,13 29,1 29,9
24 15,4 15,48 15,4 15,52 25,5 25,6
25 16,1 16,10 15,6 15,60 15,8 18,0
26 16,0 15,99 16,1 16,86 17,9 15,9
27 14,6 14,56 25,5 26,01 15,0 15,2
28 16,1 16,10 29,1 28,42 16,1 16,2
29 - - * 32,53 22,0 22,1
30 19,3 19,31 23,0 23,57 23,0 23,1

* néo foi possivel a detecgéo do sinal devido a baixa proporgao do espécime.
[1] PEREIRA et. al, 2006.

[2] YOO, JANG and KIM, 2008.
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Tabela 36. Dados espectrais de RMN de 'H (400 MHz) e RMN de **C (100 MHz, em CDCls) do simiarenol (85
como componentes da mistura fragdo MCD 3.2), inclusive resultados obtidos pelos HSQC e HMBC, e comparagao
com valores de modelos descritos na literatura.

HSQC HMBC Mo-01 Mo-02 Mo-03 Mo-04
Sc S 2JHe 3JHe 3¢ S dc Sc
(o
4 40,80 - 3H-23; 3H-24 414 34,8 39,0
5 141,99 - 3H-23; 3H-24  140,6 - 145,6 -
8 - - - - - - - 145,0
9 38,72 - 3H-25 345 - 35,7 -
10 - - - - - - 35,3
13 38,60 - 3H-27 3H-26 39,3 - 38,7 36,5
14 38,85 - 3H-26 3H-27 39,6 - 39,4 41,0
17 42,76 - 3H-28 39,9 - 429 38,2
20 - - - - -
22 - - - - - 39,0
CH
3 76,95 3,46 (s) 3H-23;3H-24 76,6 - 79,3
5 - - - - - - 50,7
6 121,93 5,60 (d, 5,7) 1215 117,6 -
7 - - - - - - 116,2
8 4424 1,50 3H-25; 3H-26; 44,5 51,8 -
H-6
10 50,23 2,37 3H-25; H-6 37,2 443 -
18 51,73 1,65 3H-27; 3H-28 545 51,9 434
19 - - - - 485 - -
20 - - - - 36,0 - -
21 60,02 1,02 3H-28; 3H-29; - 60,8 -
3H-30
22 30,73 1,45 3H-29; 3H-30 - 30,9 -
CH:
1 28,37 1,40, 1,05 30,8 23,8 36,9
2 27,78 1,85, 1,70 28,9 21,9 27,8
6 - - - - - - - 24,2
7 24,05 1,90, 1,80 H-6 22,7 34,3 -
11 29,10 1,56, 1,38 3H-25 30,6 25,9 16,7
12 28,99 1,56, 1,20 3H-27 30,7 29,2 341
15 34,16 1,59, 1,38 3H-26 294 29,8 29,1
16 35,42 1,62, 1,50 3H-28 32,7 35,5 27,9
19 19,92 1,40, 1,30 - 20,3 23,3
20 18,08 1,52, 1,30 - 23,4 21,3
21 - - - - 27,9 - 27,2
22 - - - - 424 - -
CHs
23 29,08 0,99 (s) 3H-24 27,3 30,8 27,6
24 25,48 1,04 (s) 3H-23 254 29,9 14,6
25 15,76 1,01 (s) 28,8 16,1 12,9
26 17,88 0,90 (s) 15,4 179 23,8
27 1501 093 (s) 16,8 151 222
28 16,08 0,79 (s) 334 15,8 16,1
29 21,97 0,86 (d,) 3H-30 21,3 22,0 25,3

30 2295 082(d, 57) 3H-29 234 22,9 23,0
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5.3 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DAS DEMAIS SUBSTANCIAS ISOLADAS

5.3.1 Determinagao estrutural da fragao MCC 1.5.5.5

90 Acido atrarico

A fragdo MCC 1.5.5.5 apresentou-se como finos cristais brancos, em forma de agulha.

Através da espectrometria de massas de baixa resolugdo (EMBR, Figura 24, Esquema
15, pagina 130) acoplada a cromatdgrafo a gas, observou-se a presenga de um componente
(MCC 1.5.5.5A, Tr 11,78 min, 8,98 %) com pico em m/z 196, correspondente ao ion molecular
(IM]). Essa substancia apresentou ainda picos em m/z 164 (M — MeOH]+*) e 136 ([M — MeOH -
CQJ+) referente a perda subsequente de mondxido de carbono ([m/z 164 — CO]+), permitindo,
pela comparagao com os dados da literatura (SCHLEICH et al., 2006) identificar essa substancia
como éster metilico do acido 2,4-diidrdxi-3,6-dimetilbenzdico ou acido atrarico (90).

Por se tratar de uma mistura complexa, as demais substancias reveladas pelo CG/EM
nao puderam ser devidamente elucidadas, uma vez que os sinais nos espectros RMN de 'H e de
13C (Espectros 102 a 106, volume 2, paginas 112 a 116) néo foram suficientes para fornecer
provas inequivocas dessas substancias. Especula-se, pelo padrao dos espectros, que se trata
de uma mistura de fitoesterois, provavelmente contendo S-sitosterol e estigmasterol.

A comparagéo dos sinais no espectro de RMN de 'H (Espectros 105 e 106, volume 2,
paginas 115 e 116; Tabela 37, pagina 130) da MCC 1.5.5.5A permitiu observar a presenca de
um simpleto intenso em J4 3,94, correspondente aos hidrogénios de uma metoxila em C-7,
confirmada pelo espectro de HSQC (Espectros 108 e 109, volume 2, paginas 118 e 119), além
de outros singletos em Jn 2,13 (s, Me-3) e 2,48 (s, Me-6), atribuidos a grupos metila, cujas
posicdes foram confirmadas pelo espectro de HMBC (Espectros 110 e 111, volume 2, paginas
120 e 121). Além disso, foi possivel observar um sinal de hidrogénio aromético em o 6,24 (s, H-
5) e o sinal de hidroxila em J1 12,06 (s, HO-2). O espectro de RMN de 3C permitiu a verificagao
de sinais de grupos metilicos em Jc 24,2 (CH3-6) e 4,0 (CHsz-3, localizado em ambiente
espacialmente estérico), de um carbono metinico em dc 110,5 (CH-5), e do grupo metoxila em
oc 51,8 (MeO-7’). A atribuicdo dos sinais relativos aos carbonos aromaticos baseou-se no
espectro de HMBC (Espectros 110 e 111, volume 2, paginas 120 e 121), onde também foi
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possivel observar interagdes longa distancia (2Jxc e 3Jkc) entre MeO-7 e C-7 (3Jxc), Me-3 e C-3
(2Juc) e entre Me-6 e C-6 (2Juc), além das interagdes a entre H-5 e ambos C-1 e C-3 (3Juc), Me-3
e ambos C-2/C-4 (3Jnc) e Me-6 e ambos C-1/CH-5 (3Jxc), bem como mais uma 3Jkc entre HO-2
e C-1/C-3 (Tabela 37).

Esses dados analisados em conjunto com a espectrometria de massas, associados aos
dados da literatura (SCHLEICH et al., 2006) permitiram identificar a substancia como o éster
metilico do acido 2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzdico, também conhecido como &cido atrarico (90), e
atribui¢éo inequivoca de todos os deslocamentos dos atomos de hidrogénio (Sn) e carbono (3¢),

resumidos na Tabela 37.
Tabela 37. Dados de RMN de 3C (100 MHz) em CDCls do &cido atrarico (90), em comparagdo com valores de

referéncia da literatura.

acido atrarico (90)

HSQC HMBC ac. atrarico [1]
c oc M 2Jne 3Juc N
1 105,6 - H-5, Me-6, OH-2 -
2 158,3 - Me-3 -
3 108,5 - Me-3 H-5, OH-2 -
4 161,4 - Me-3 -
6 140,5 - Me-6 -
7 172,5 - OMe-7 -
CH
5 110,5 6,24 (1H, s) Me-6 6,14
CHs
Me-3 4,0 2,13 (3H, s) 2,03
Me-6 24,2 2,48 (3H, s) 2,39
MeO-7 51,8 3,94 (3H, s) 3,85
OH - 12,06 (1H, s) 11,98
[1] SCHLEICH et al., 2006.
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Figura 24. Espectro de massas de baixa resolu¢do (EMBR) obtido por impacto eletrénico (70 eV), da fragdo MCC
1.5.5.5.
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Esquema 15. Proposta de fragmentagao da MCC 1.5.5.5A (90) no espectrometro de massas.
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5.3.2 Determinagao estrutural de canferol (88) e aromadendrina (89)

88 Canferol 89 Aromadendrin

A substancia presente na fragdo MCC 1b apresentou-se como um sélido de cor amarela,
com ponto de fusdo 277 °C.

A andlise dos espectros de RMN de '°C DEPTQ (Espectros 112 a 114, volume 2,
paginas 122 a 124) permitiu reconhecer sinais referentes a quinze atomos de carbono principais,
sendo nove deles referentes a carbonos nédo hidrogenados (todos sp2), incluindo uma carbonila
em oc 175,9 e seis sinais de carbonos metinicos (todos sp?), ndo tendo sido identificados sinais
relativos a carbonos metilénicos ou metilicos, conforme descritos na Tabela 38.

Estes dados em combinagdo com os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H
(1D e 2D Espectros 115 a 117, volume 2, paginas 125 a 127) possibilitaram propor a férmula
molecular C1sH1006 = (C)9(CH)sO2(OH)4, com indice de deficiéncia de hidrogénios igual a onze
(C15H3202(OH)4 — Ci15H1002(OH)s = Ha2), coerentes com a proposta de um flavonol, mais
especificamente o canferol, em concordancia com os dados descritos na literatura (BREITMAIER
e VOELTER, 1987).

Tabela 38. Resultado da analise comparativa envolvendo os espectros de RMN de 3C-DEPTQ (Espectro 112 a
114) da fragdo MCC 1b.

C CH

oc
175,9
164,2
161,1
159,1
156,8
146,6
135,7
122,3
103,2

oc
129,4
114,8
97,9
93,0

(C)e

A confirmagéo desta dedugédo baseou-se nos espectros de RMN de 'H (1D e 2D 'H-'H-

COSY), que revelaram a presenca de dois sinais duplos, referentes a hidrogénios aromaticos em
016,19 (1H, d, J= 2,0, H-6) e o1 6,39 (1H, d, J = 2,0, H-8), acoplando entre si conforme pode ser
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constatado pelas correlagdes heteronucleares no espectro de HMBC (Espectro 120, volume 2,
pagina 130), onde foram observadas as interagdes através de 3Juc entre CH-6 (dc 97,9) e H-8
(o1 6,39) e entre CH-8 (dc 93,0) e H-6 (d1 6,19). Ainda no espectro de HMBC, observaram-se as
interagdes heteronucleares a 2Juc entre C-5 (¢ 161,1) e H-6 (on 6,19), entre C-7 (dc 164,2) e H-6
(on 6,19) e H-8 (on 6,39) e entre C-9 (dc 156,8) e H-8 (o1 6,39), comprovando a natureza
tetrassubstituida do anel aromatico A.

Além destes sinais, mais dois sinais duplos, também referentes a hidrogénios
aromaticos, foram verificados em 016,91 (2H, d, J = 8,9, H-3'/H-5') e em 611 8,08 (2H, d, J = 8,9,
H-2'/H-6"), acoplando entre si com valor de J caracteristico de acoplamento orfo num sistema
AA'/BB’. Foram observadas correlagdes heteronucleares no espectro de HMBC a 2Jkc entre o
carbono C-1’ (dc 122,3) e os hidrogénios H-2'/H-6" acima citados e entre 0 C-4’ (dc 159,1) e o0s
hidrogénios H-3'/H-5', além de a 3Juc de C-1’ (dc 122,3) com os hidrogénios H-3'/H-5'. Outras
correlagdes heteronucleares a longa distancia observadas no HMBC (Espectro 120, volume 2,
pagina 130) encontram-se descritas na Tabela 38 (pagina 131).

As atribuigdes dos deslocamentos dos atomos de carbono e hidrogénio restantes da
molécula foram feitas a partir dos dados fornecidos pelo HSQC (Espectros 118 e 119, volume 2,
paginas 128 e 129), com base nos parametros conhecidos para dedugdes de deslocamentos
quimicos e na comparagdo com valores descritos na literatura (BREITMAIER e VOELTER,
1987).

Os dados de RMN acima descritos para a fragdo MCC 1b (Tabela 38, pagina 131)
revelaram-se em acordo com os dados descritos na literatura para o flavonol canferol (88).

Com base na similaridade espectral desta substancia com a fragdo MCC 1.8 utilizou-se o
mesmo procedimento analitico, baseando-se nos espectros 1D de RMN de 'C-DEPTQ
(Espectro 121, volume 2, pagina 130) e RMN de 'H (Espectros 122 a 124, volume 2, paginas
132 a 134) combinados aos 2D 'H-'H-COSY (Espectro 126, volume 2, pagina 136), para propor
(Tabela 39, pagina 133) para essa fragdo a formula molecular C1sH1206 = (C)7(CH)sO2(OH)a,
com indice de deficiéncia de hidrogénios igual a dez (C15H3202(0OH)s — C15H1202(0OH)s = Ha),
coerentes com a proposta de um dihidroflavonol, mais especificamente a aromadendrina (89),
em concordancia com os dados descritos na literatura (LEE et. al., 2011).

Os espectros de RMN de 3C mostram diferenca significativa somente nos sinais
referentes ao anel heterociclico envolvendo carbonos metinicos e nao hidrogenados: CH-2 em
89 (dc 83,6) e C-2 em 88 (dc 146,6)], CH-3 em 89 (dc 72,2) e C-3 em 88 (dc 135,7) e C-4 [Adc
197,1 (89) — 175,9 (88) = 21,2] revelando auséncia de conjugagédo da carbonila com ligagao

dupla na 89. Assim, tais modificagbes confirmaram o efeito esperado da auséncia da ligagao
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dupla entre os carbonos C-2 e C-3, mostrando a protegéo sobre estes carbonos e a desprotecao
sobre o atomo carbono C-4, devido ao efeito mesomérico da carbonila, anteriormente atenuado
pela presenga da insaturagéo.

As atribuigdes dos deslocamentos dos atomos de carbono e hidrogénio restantes da
molécula foram feitas a partir dos dados fornecidos pelo HSQC (Espectro 126, volume 2, pagina
136) e HMBC (Espectro 127, volume 2, pagina 137), com base nos parametros conhecidos para
dedugdes de deslocamentos quimicos e na comparagdo com valores descritos na literatura
(BREITMAIER and VOELTER, 1987).

Tabela 39. Dados de RMN de "H (400 MHz) e de 3C (100 MHz) em CDCls e as correlagfes observadas no espectro de

HMQC e HMBC para o canferol (88) e aromadendrina (89), em comparagao com valores de referéncia da literatura.

Canferol (88) Aromadendrina (89)
HSQC HMBC HSQC Canferol [1] Aromadendrina [2]
Sc SH 2Jhe 3Jhe dc dc Sc
c
2 146,6 - H-2'/H-6' - 146,8 -
3 135,7 - - 135,6 -
4 175,9 - 1971 175,9 198,5
5 161,1 - H-6 167,3 156,2 168,9
7 164,2 - H-6; H-8 * 163,9 165,3
9 156,8 - H-8 163,1 160,7 164,6
10 103,2 - H-6; H-8 100,5 103,1 101,8
1 122,3 - H-2'/H-6° H-3'/H-5 1294 121,7 129,3
4 159,1 - H-3'/H-5' 157,8 159,2 159,2
CH
2 - 83,6 85,0
3 - 72,2 73,6
6 97,9 6.19 (d, 2.0) H-8 96,0 98,2 97,4
8 93,1 6.39 (d, 2.0) H-6 95,0 93,5 96,3
26 1294  8.08(d;8.9) 129,5 129,5 130,4
35 1148  6.91(d,8.9) 114,9 115,4 116,1

* néo foi possivel a detecgéo do sinal devido a baixa proporgao do espécime.
[1] BREITMAIER and VOELTER, 1987.
[2] LEE et. al., 2011.
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5.3.3 Determinagao estrutural do acido (z)-eicos-10-enedidico (95)

Acido (2)-eicos-10-enedidico

A fracdo MCD 1.10.10 foi obtida a partir da cromatografia em contracorrente de Alta
Eficiéncia e apresentou-se como um solido amorfo castanho-claro.

O espectro de infravermelho (Espectro 128, volume 2, pagina 138) mostrou bandas em
vmax 1730 (estiramento da carbonila do grupo carboxila).

A analise através de CG/EMBR revelou uma substancia no tempo de retengéo igual a Tr
20,2 minutos, correspondendo a 67,99% como componente prioritario. Como esperado, 0 EMBR
(Figura 25) revelou-se muito ruim e exigindo a preparacdo do éster metilico parta repetir a
obtengéo do EM. Mesmo assim, na auséncia do pico correspondente ao ion molecular em m/z
340, usou-se o pico de baixa intensidade em m/z 341, que pode ser cogitado como molécula
protonada para formar [M+H]* comum em espectro obtido através de ionizagéo por eletrospray e
néo em espectro registrado por impacto eletronico a 70 eV. Assumindo importancia relativa o
pico em m/z 294, justificado pela eliminagdo de HCOOH do ion molecular ou HCOOH+H do
[M+H]*. O pico em m/z = 276 pbde ser justificado pela elimina¢do subsequente uma molécula de

agua do ion de m/z 294 (Esquema 16, pagina 135).

|
i 148“151‘“1’72‘185v 207 21 238 253 276 204 2 ‘
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Linef:7 R.Time;25.5(Scan#:2764)

Figura 25. Espectro de massas de baixa resolu¢éo (EMBR) obtido por impacto eletrénico (70 eV), da fracdo MCC
1.10.10.
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m/z 276

Esquema 16. Proposta de fragmentagao da MCC 1.10.10 (95) no espectrometro de massas.

A andlise de RMN de 3C-DEPTQ (Espectros 129 e 130, volume 2, paginas 139 e 140)
permitiu reconhecer sinais correspondentes a dez atomos de carbono, dois sp?, um nao
hidrogenado atribuido a grupo carbonilico de acido carboxilico (COOH) e um metinico (=CH), e
oito metilénicos sp?, sugerindo tratar-se de uma molécula simétrica, com vinte atomos de
carbono no total (Tabela 40, pagina 136). Desses sinais, um sp2 corresponde aos dois carbonos
carbonilicos, C-1/C-1" (6c 180,0), um sp2 aos dois metinicos da ligagéo dupla CH-10/CH-10, (dc
129,9), atribuidos a seis sp3 metilénicos (CHz)s entre dc 29,6 — 29,0 e um sp? correspondendo

aos CH2-9/CH2-9’ em dc 27,1, revelando efeito y entre si como consequéncia da isomeria cis ().

efeito y

As atribuicbes dos deslocamentos dos atomos de carbono (¢c) e hidrogénio (on)
restantes da molécula (Tabela 40, pagina 136) foram feitas a partir dos dados fornecidos pelo
HSQC (Espectro 135, volume 2, pagina 145) e HMBC (Espectros 136 e 137, volume 2, paginas
146 e 147), com base nos parametros conhecidos para dedugdes de deslocamentos quimicos e

na comparagao com valores descritos na literatura (PARDAL et al., 2008).
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Tabela 40. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 3C (100 MHz) em CDCls e as correlagdes observadas no espectro

de HMQC e HMBC para o acido (z)-eicos-10-enedioico (95), em comparagdo com valores de referéncia da literatura.
Literatura [1]

Acido (z)-octadec-9-enedidico

Acido (z)-eicos-10-enedidico (95)

HSQC HMBC HSQC
C & M 2Jnc 2Jnc &
1M 180,0 - 2H-2/2H-19  2H-3/2H-18 166,5
CH
9/9' - 5,36 (m) H-9/H-10 129,9
1010’ 129,9 -
CH:
212 34,1 2,36 (t, 7,4) 34,0
3/3 24,7 1,63 (m) 2H-2 24,5
414 29,6-29,0 1,35 (m) 2H-3 2H-2 29,0
5/5' 29,6-29,0 1,35 (m) 2H-4 29,0
6/6' 29,6-29,0 1,35 (m) 29,3
7T 29,6-29,0 1,35 (m) 2H-8/2H-15 29,5
8/8' 29,6-29,0 1,35 (m) 2H-7/2H-14 2H-15 27,0
9/9' 27,1 2,02 (m) 2H-10 2H-14 -

[1] PARDAL et al., 2008.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono CH-10 e CH-10’ (dc 129,9) no
espectro de RMN de 3C (Espectros 129 e 130, volume 2, paginas 139 e 140) revelaram-se em
pleno acordo com a presenca de uma ligagao dupla (2)-1,2-dissubstituida. No espectro de RMN
de 'H (Espectros 131 a 133, volume 2, paginas 141 a 143), os hidrogénios H-10/H-10’
revelaram, obviamente, 0 mesmo deslocamento em o 5,36, aparecendo como um tripleto devido
ao acoplamento spin-spin com os 2H-9/2H-9" A configuragao cis foi deduzida com base nos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono alilicos e olefinicos, envolvendo comparagéo
com dados de modelos da literatura (LEVY, 1974) abaixo descritos, que mostraram que o valor

do deslocamento quimico para os carbonos olefinicos em acidos graxos € maior quando a

configuragdo da ligacao é trans.

CO,H ( 32,5
CO,H
/K 2
130,2

Acido oléico Acido elaidico
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5.4 DETERMINAGAO DA CONFIGURAGAO ABSOLUTA POR DICROISMO CIRCULAR (DC)

De acordo com a interpretagao geral das curvas de dicroismo circular (DC), os sinais do
efeito Cotton (EC) de derivados inddlicos quirais que ndo possuem o anel E do sistema vincano

(e.g. eburnano) sdo determinados principalmente pela helicidade do anel C (TOTH et al., 1980).

eburnano (vincano)

Assim, para alcaléides indolicos, um sinal de EC negativo seguido por um positivo
observado na regido de 230-270 nm de um espectro de DC corresponde a configuragéo 7R.
Sinais opostos (antipodais, EC positivo seguido por um negativo) sdo, entéo, observados quando
os compostos apresentam configuragao 7S (NUGROHO e MORITA, 2012).

A seguir, séo apresentados os espectros de absorgao no UV e de DC para os alcaldides
isolados de A. desmanthum e A. cylindrocarpon, bem como suas interpretagdes (Figuras 26 a
33).

5.4.1 Aspidolimina (MCD 2.8.2a)
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Figura 26. Espectros de absorgao no UV e de dicroismo circular (DC) do alcaléide Aspidolimina.
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Figura 27. Projecdo espacial para a molécula da Aspidolimina, para aplicagdo da regra do quadrante para

aromaticos.

5.4.2 Aspidocarpina (MCD 2.8.2b)
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Figura 28. Espectros de absorgao no UV e de dicroismo circular (DC) do alcal6ide Aspidocarpina.

Figura 29. Projecdo espacial para a molécula da Aspidocarpina, para aplicagdo da regra do quadrante para

aromaticos.
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5.4.3 12-desmetoxi-N-acetilcilindrocarina (MCC 1.15.5A)
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Figura 30. Espectros de absor¢do no UV e de dicroismo circular (DC) do alcaldide 12-desmetoxi-N-

acetilcilindrocarina.

Figura 31. Projecdo espacial para a molécula 12-desmetdxi-N-acetilcilindrocarina, para aplicacdo da regra do

quadrante para aromaticos.

5.4.4 12-desmetodxi-N-benzoilcilindrocarina
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Figura 32. Espectros de absor¢do no UV e de dicroismo circular (DC) do alcaléide 12-desmetdxi-N-

benzoilcilindrocarina.
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Figura 33. Projecdo espacial para a molécula 12-desmetdxi-N-benzoilcilindrocarina, para aplicagdo da regra do

quadrante para aromaticos.

Pode-se observar pelas Figuras 26, 28, 30 e 32, que todos os espectros na regiao do
ultravioleta apresentaram maximo de absor¢do referente a transi¢do m—m*, atribuido a
carbonila, entre 250 e 275 nm.

De acordo com a regra para alcaldides indélicos, um sinal de EC negativo seguido por
um positivo observado na regido de 230-270 nm do espectro de DC corresponde a configuragéo
7R. Foi entdo aplicada a regra do quadrante para aromaticos, de forma a confirmar a
estereoquimica do carbono citado. Ao se fazer uma proje¢cdo da molécula em um plano
horizontal, cuja principal contribui¢do seja dada pela helicidade do anel C, pode-se observar que
os hidrogénios H-2 e H-21 contribuem negativamente e que C-19 contribui positivamente para a
estereoquimica, uma vez que se encontra no mesmo plano de C-7.

A estereoquimica relativa dos demais centros foi deduzida pelos espectros de NOESY
e NOEDIFF (Espectros 34 e 35, volume 2, paginas 44 e 45; Espectro 47, volume 2, pagina 57;

Espectro 61 volume 2, pagina 71).

5.4.5 Antirina (MCD 5.9.6.9B)
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Figura 34. Espectros de absorgao no UV e de dicroismo circular (DC) do alcaléide Antirina.
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Os esqueletos basicos da corinanteina, yoimbina e heteroyoimbina, bem como seus
derivados, mostraram um efeito Cotton positivo na regido de Amax250-280 nm (Figura 34, pagina
140) (NUGROHO e MORITA, 2012). Consequentemente, para a molécula de antirina isolada de
A.desmanthum, pode-se deduzir a configuragdo absoluta S em CH-3. A configuragao absoluta
desta substancia encontra-se descrita na literatura com [a]p -2° (SAWA e MATSUMURA, 1969).
Assim necessita-se de dados adicionais para a completa definicdo estereoquimica da antirina

descrita neste trabalho de tese.

5.4.6 12-desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina (MCC 1.10.16)
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Figura 35. Espectros de absor¢gdo no UV e de dicroismo circular (DC) do alcaldide 12-desmetoxi-N-

cinamoilcilindrocarina.

O espectro de DC assim como os dados obtidos da literatura pra a substancia
cilindrocarpina (99) (BARTH et al., 1972), apresentou Efeito Cotton com sinal positivo na regiao
em torno de 220 nm, seguido por um sinal negativo na regido de 240nm, demonstrando a

configuragdo 7S para esse alcaléide.

Figura 36. Projecéo espacial para a molécula 12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina, para aplicagdo da regra do

quadrante para aromaticos.
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Foi entdo aplicada a regra do quadrante para aromaticos, de forma a definir as
estereoquimicas dos demais centros quirais das moléculas. Ao se fazer uma projecdo da
molécula em um plano horizontal, cuja principal contribui¢do seja dada pela helicidade do anel C,

pode-se observar que os hidrogénios H-2 e H-21 contribuem positivamente para o Efeito Cotton.

5.5 Teste de Ligacao a Albumina Sérica Bovina (ASB)

Neste trabalho decidiu-se investigar o comportamento fotofisico do alcaldide 12-
desmetoxi-N-cinamoilcilindrocarina (97) submetido a uma solugdo de albumina sérica bovina
(ABS) (1,0 x 105 mol/L) tamponada com PBS (pH= 7,4), utilizando UV-vis, fluorescéncia e
dicroismo circular.

O espectro de absorgdo no UV-vis revelou a formagdo do sistema envolvendo o
alcaldide 97/ASB (Figura 37A). A supressdo da fluorescéncia da ASB pelo aumento da
concentragdo da 12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina foi acompanhada por um deslocamento

batocrémico no correspondente A(em), confirmando a interag&o 97/ASB (Figura 37B).
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Figura 37. A- Espectro de absorgdo no UV-Vis de 97 em solugéo de ASB, Cass = 1,00 x 10-5 mol/L (PBS, pH =7,4),:
B- Espectro de supresséo da emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) da ASB (PBS pH = 7,4) Cass = 1,00 x 10
mol/L pelo alcaldide 97 a T = 293K.

Através da Figura 38 (pagina 143) observou-se a integral sobreposi¢do

emissdo/absorgao do sistema 97/ASB, utilizado para calcular o raio de Forster (r) e o valor de r=
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4,14 nm (r < 7 nm), indicando supresséo estatica, o que foi sustentado pelo valor da constante
de supresséao (Kq=4,45E+13).
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Figura 38. Sobreposic&o entre os espectros de emissdo/absorcéo para o sistema 97/ASB.

Os espectros de dicroismo circular (Figura 39) mostraram que a adi¢ao de 97 a ASB
produziu uma diminuigdo da % de a-hélice da proteina (ASB), comprovando a interagéo entre
97/ASB.
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Figura 39. Espectro de dicroismo circular de 97 em ASB (pH = 7,4), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASB/97, Case = 1,00 x 106 mol/L.

A Figura 40 (pagina 144) resume os resultados obtidos pela supresséo de
fluorescéncia da albumina ASB pelo alcaldide 97, baseados nas equagdes de Sterm-Volmer e

Vant'Hoff, permitindo assim obter AG°, AH° e AS° (Tabela 41, pagina 144).
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Figura 40. Curvas de Stern-Volmer nas temperaturas de 296, 303 e 310K (gréaficos A, B e C) e Vant' Hoff (grafico D)
para o processo de supresséo de fluorescéncia da ASB pelo alcaldide 97.

Tabela 41. Valores termodinamicos (AG°, AH° e AS?) para a interagdo de 97 com a ASB a 310K.

AGkJ/mol)  AHkJ/mol)  TAS(kJ/mol)

Alcaléide -32,42 -9,86 22,56
101

Os resultados obtidos experimentalmente (AG°<0) revelaram uma boa interagéo entre

97/ASB, destacando-se os fatores entalpico e entropico como contribuintes favoraveis para tal
processo bio-interativo.

5.6 Teste de Atividade Antimalarica

As amostras foram avaliadas em trés experimentos independentes. Em uma triagem
inicial, as amostras foram testadas em duas concentracdes, 25 e 50 pg/mL. Aquelas que
apresentaram percentual de reducdo de parasitemia igual ou maior que 50% nas duas

concentragdes testadas foram selecionadas para determinagdo das Clso (Tabela 42, pagina
145).
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Tabela 42. Percentual de redugéo (% Redugdo) do crescimento de P. falciparum cloroquina resistente (W2) na

presencga das amostras de Aspidosperma desmanthum.

Conc. % Redugao
(ng/mL) EBMC MCD 2.8.4 Aspidocarpina
50 81 100 100
25 17 100 94

Para determinagéo da Clso, as amostras foram testadas nas concentragdes de 1,56 a
50pg/mL. Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinagéo das curvas
dose-resposta tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes inibitorias
do crescimento de 50% dos parasitos (Clso) em relagéo aos controles sem drogas.

De acordo com os resultados (Figura 41, pagina e Tabela 43, pagina), as amostras
foram classificadas como:

MUITO ATIVAS - valores de Cls abaixo de 1 pg/mL,;

ATIVAS - valores de Clso de 1 até 15 ug/mL;

MODERADAMENTE ATIVAS - valores de Clsg entre 15,1 e 25 ug/mL,
POUCO ATIVAS - valores de Clso entre 25,1 e 50 ug/mL,

INATIVAS - Clso acima de 50 pg/mL
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Figura 41. Curvas dose-resposta das amostras testadas contra parasitos do ciclo sanguineo de P. falciparum (cepa

W2), mostrando os valores da concentragao inibitéria de 50% do crescimento (Clso).
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Tabela 43. Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento (Clso) do clone W2 (cloroquina-resistente) de P.

falciparum contra as amostras avaliadas.

Amostra (II’/:Z%I(;L i/rlgll_:’) Classificacao
Aspidocarpina 13,63 £ 1,58 Ativa
MCD 2.8.4 12,6 £ 2,59 Ativa
Cloroquina 0,102 + 0,028 Muito ativa

Das trés amostras testadas, uma foi inativa. As amostras ativas apresentaram valores
de Clso de 12,6 e 13,63 pg/mL. A cloroquina foi utilizada como antimalarico padrao e foi
considerada muito ativa apresentando valor de Clso = 0,102 pug/mL.

Além dessas amostras, MCC 1.10.13 (12-desmetdxi-N-benzilcilindrocarina) e MCC
1.10.16 (12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina) também foram submetidas ao teste de atividade
antimalérica, pelo método LDH. No entanto, a amostra MCC 1.10.13 mostrou-se inativa e a
amostra MCC 1.10.16 pouco ativa, frente a cepas W2 do P. falciparum (Clso > 50 e Clso entre 50
e 25, respectivamente). A perda de atividade nesses alcaldides esta intimamente ligada as suas
estruturas. Mitaine-Offer et al. (2002) observaram que de um grupo de 12 alcaldides testados, o0s
oito mais ativos eram aqueles que continham um grupamento etila livre. Nos quatro menos
ativos, os carbonos correspondentes estdo envolvidos na formagdo de um anel tetrahidrofurano.
De maneira analoga, podemos concluir que a presenca da etoxila como grupamento substituinte
em C-20 das amostras MCC 1.10.13 ¢ MCC 1.10.16 tem o mesmo efeito deletério para a
atividade antimalarica.

Os resultados mostram que tanto a Aspidocarpina quanto a fragdo que a contém sédo
ativas contra a cepa W2 do P. falciparum, respaldando assim a utilizagdo popular das cascas
dessa planta para o tratamento da malaria. A aspidocarpina é um alcaldide inddlico com anel
plumerano e que apresenta a etoxila em C-20, tdo essencial para a atividade testada.

Entretanto, em comparagdo com a droga padrdo Cloroquina, é possivel perceber que a
atividade ainda esta muito aquém do necessario para o estabelecimento de um novo farmaco.
Esses resultados, no entanto, apontam para novas perspectivas na busca por novos agentes
antimaléricos, principalmente se aliados as técnicas de Modelagem Molecular. Alteragdes em
sitios especificos da molécula do alcaléide poderdo, futuramente, promover o aumento da
atividade ou a diminuicao de efeitos colaterais, sinalizando para farmacos mais potentes e mais

seguros contra a malaria.
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CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Aspidosperma desmanthum e Aspidosperma cylindrocarpon
possibilitou a identificacdo de 19 substéncias, sendo 11 alcaldides (9 naturais e 2
derivados acetilados), 4 triterpenos e 2 flavondides e 2 acidos organicos (acido atrarico e

acido (z)-eicos-10-enedidico);

As substancias 12-desmetoxi-N-benzilcilindrocarina e 12-desmetoxi-N-
cinamoilcilindrocarina, os derivados acetilados e o triterpeno analogo do simiarenol estao

sendo descritos pela primeira vez na literatura;

O alcaldide antirina esta sendo descrito pela primeira vez para a espécie A.

desmanthum;

A Cromatografia em Contracorrente de Alta Eficiéncia mostrou-se eficaz no isolamento

de alcaldides, quando foi usado um sistema de solventes baseado no sistema Arizona;

Os ensaios de Dicroismo Circular se mostraram bastante uteis na determinagédo da
configuragdo absoluta dos alcaloides, através da comparagdo com os dados disponiveis

na literatura e também através da regra do quadrante;

O teste de ligagéo a albumina sérica bovina (ASB) mostrou uma forte interagcéo entre o
alcaldide 12-desmetdxi-N-cinamoilcilindrocarina e a albumina, demonstrando a

possibilidade de elevada biodisponibilidade desta substancia;

O teste de atividade antimalarica mostrou claramente que os alcal6ides que sustentam o
grupo etila em C-20 sao ativos contra cepas de P. falciparum, ao contrario dos alcaloides
com grupo etoxila, demonstrando que o grupo etila em C-20 é essencial para a atividade

antimalarica.

O teste de atividade antimalarica corroborou, mais uma vez, com 0 uso popular da A.

desmanthum para o tratamento da maléria.
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