1. INTRODUGAO

A biodiversidade € definida como a variedade e variabilidade existentes
entre organismos vivos e as complexidades nas quais eles ocorrem. Uma de suas
principais caracteristicas € a distribuicdo de forma desigual dos seus componentes
em um determinado espaco geografico (GUERRA & NODARI, 2004). Esses
componentes podem fornecer uma ampla gama de produtos de importancia
econdmica. Dentre eles estdo os fitoterapicos e os farmacos que sao oriundos de
recursos vegetais.

Alguns paises como Brasil, México, Equador, Colémbia, Peru, China, india,
Malasia, Indonésia, Madagascar, Zaire e Austrdlia sdo considerados paises
detentores de megadiversidade (GUERRA & NODARI, 2004). Porém, devido a
fatores externos, especialmente a acgado antrdpica, esta diversidade encontra-se
ameacada. Estima-se que até o ano de 2015 podem desaparecer entre 4 e 8% de
todas as espécies vivas (GUERRA & NODARI, 2004). Algumas estratégias tem sido
adotadas no intuito de diminuir a perda de informagbes biogenéticas através da
degradacé&o ambiental. Uma delas seria adotar uma postura no sentido de aumentar
as pesquisas a fim de produzir um grande acervo cientifico através da obtencao de
matéria-prima. Sendo o Brasil um pais detentor de grande diversidade bioldgica, a
comunidade cientifica tem sido muito estimulada para a producdo desse acervo
cientifico.

Centenas de espécies vegetais foram estudadas através da investigagao da
composigcao quimica do seu metabolismo secundario e mais de 100.000 substancias
naturais tiveram suas estruturas elucidadas. Este importante acervo cientifico,
resultante de atividades de pesquisa desenvolvidas em instituicbes e empresas
nacionais e estrangeiras, representa uma pequena percentagem do conhecimento
do quimismo adotado pelos vegetais quando avaliado em comparagdo com o
numero de espécies existentes na superficie terrestre e nos meios aquaticos
(CADWICK & MARSH, 1990; BUCKINGHAM, 1993).

A quantidade e diversidade de espécies que habitam o solo brasileiro



caracterizam uma condicdo de destaque no cenario mundial. Todos 0s processos
quimicos da vida (nascimento, crescimento, reprodugédo, envelhecimento e morte)
representam manifestagdes de biotransformagdes quimicas. Os constituintes
quimicos bioproduzidos pelo metabolismo secundario (especializado) de organismos
vivos tém despertado interesse de instituicbes publicas e empresas privadas,
principalmente as industrias farmacéuticas, instaladas nos paises desenvolvidos.
Intensifica-se a procura de fontes de novos medicamentos para utilizacao direta bem
como de matéria prima adequada para preparacdo semi-sintética de produtos uteis,
e de novos modelos para sintese total de produtos com atividade biolégica.

O desenvolvimento tecnolégico tem contribuido decisivamente para este
progresso, proporcionando a fabricagdo de equipamentos capazes de viabilizar a
descoberta de moléculas encontradas em pequenas concentracdes, que antes
permaneceram praticamente desconhecidas porque escapavam pelas limitagcdes das
técnicas e metodologias usadas (COLEGATE & MOLYNEUX, 1993).

O isolamento e a identificagcdo de novas moléculas bioproduzidas pelo
metabolismo secundario e a avaliagdo biolégica das substancias tem proporcionado
a descoberta de produtos naturais bioativos, tais como: antibiéticos, reguladores de
crescimento vegetal, herbicidas, antivirais, antitumorais, imunoestimulantes,
antimalaricos, amebicidas, inseticidas, moluscicidas, ictiotéxicos, etc. (DEWICK,
1997).

A descoberta de substancias abundantes merece também atencao especial,
mesmo nos casos de bioprodutos ja descritos na literatura. Modificagdes estruturais
seletivas de bioprodutos abundantes através de reagdes quimicas realizadas no
laboratorio (in vitro) podem conduzir a substancias biologicamente ativas e com
outras propriedades praticas (DIXON & LAMB, 1990).

O isolamento e a determinacdo estrutural de substancias bioorgénicas
advindas do metabolismo secundario de organismos vivos assumem também
importancia fundamental para o desenvolvimento de outras atividades cientificas e
tecnologicas.

O conhecimento da composigdo quimica de espécies vegetais também tem
papel fundamental no progresso de ciéncias correlatas, tais como a fisiologia,
sistematica quimica, evolugédo quimica e ecologia quimica. Além disso, contribui para
a implantagcao e o fortalecimento da interface entre a pesquisa basica e aplicada,

permitindo (e.g.) a manipulagdo racional de rotas biogenéticas e a produgao



controlada de metabdlitos secundarios selecionados com base em critérios praticos,
cientificos e tecnolégicos (biotecnologia) (DIXON & LAMB, 1990; BALANDRIN &
KINGHORN , 1993).

Assim, o isolamento e a elucidagcdo estrutural de substancias naturais
representam a etapa inicial importante e decisiva para a descoberta de compostos
bioativos, permitindo posteriormente o desenvolvimento de trabalhos sintéticos e
tecnoldgicos para a produgao de substancias a nivel comercial e a manipulagédo de
rotas metabolicas especificas (TORSSELL, 1997; GEISSMAN & CROUT, 1969).

Nos dultimos anos, a busca pelo aprimoramento das estratégias de
identificacdo, aplicagdo e bioprodugdo de metabdlitos secundarios estimulou o
aparecimento de atividades transdisciplinares, envolvendo pesquisadores na area de
Quimica de Produtos Naturais (Fitoquimica), genética, farmacologia e biologia,
promovendo pesquisas nos campos da sistematica quimica, evolugcdo quimica,
ecologia quimica, atividade biologica, biossintese e mais recentemente, a
biotecnologia.

Embora a flora brasileira constitua uma das principais fontes de recursos
naturais, os estudos sobre a quimica de compostos secundarios das espécies que a
compdéem ainda sao insuficientes. Nos Ultimos anos, a preocupagdo com a
manutencdo da biodiversidade no planeta levou as autoridades governamentais a
voltar a sua atengado para a manutengao dos refugios naturais que se encontram
ameacados.

Atencao especial tem sido destinada as areas naturais em perigo de
extincdo em decorréncia da acao antrépica. Entre elas a Mata Atlantica, merece
destaque, reconhecida no cenario mundial como uma das principais fontes de
diversidade genética a ser protegida e cujos recursos devem ser investigados,
procurando-se como meta o equilibrio entre a protecdo a natureza e o
desenvolvimento. Este ecossistema recobre a maior parte do estado do Rio de
Janeiro onde a vegetagdo remanescente € alvo de investigacbes em diferentes
areas da ciéncia.

A vegetacdo de Mata Atlantica localizada na regido norte e noroeste
fluminense compreende um dos principais refugios de vida silvestre, abrigando
espécies vegetais e animais em extingdo. A preocupagdo com 0O uso racional de
fontes naturais requer o conhecimento prévio de organismos e seu habitat para

adequacgao de métodos a serem utilizados em programas de manejo ecoldgico e de



melhoramento.

Tendo em vista o potencial que a flora regional apresenta como fonte de
informacbes para a ciéncia e de recursos naturais de grande importancia para a
humanidade, os estudos sobre a quimica de metabdlitos secundarios para a sua
exploracdo racional constituem elemento importante para a geracdo de
conhecimento.

Uma importante classe de metabdlitos secundarios sdo os alcaldides,
compostos  nitrogenados farmacologicamente ativos e sdo encontrados
predominantemente nas Angiospermas (HENRIQUES et al., 2004).

Os alcaldides s&o encontrados em aproximadamente 14,2% dos géneros de
plantas superiores (CORDELL et al., 2001), em representantes de todos os grupos
vegetais, porém sua maior ocorréncia é verificada nas Angiospermas.

A familia Apocynaceae é caracterizada por ser rica em alcaléides e possui
grande numero de espécies distribuidas na regido, principalmente espécies do
género Tabernaemontana que compreende aproximadamente 100 espécies
distribuidas por toda a regido tropical assim como também a regido subtropical do
mundo (BEEK, 1984).

Algumas espécies do género Tabernaemontana foram largamente
estudadas tendo, assim, sua composicdo quimica bastante definida, além da
realizacao de diversos testes biologicos (HESSE, 1981). Entretanto, algumas
espécies desse género, principalmente as espécies nativas da Mata Atlantica,
tiveram sua constituicdo quimica pouco estudada, dentre elas a espécie

Tabernaemontana hystrix.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Diante do exposto este trabalho tem como obijetivos:
I. Estudo fitoquimico do extrato em metanol das cascas das raizes de
Tabernaemontana hystrix.
Il. Realizar ensaios biologicos com extrato bruto e ou substancias, sempre

que possivel.

2.2 Objetivos especificos
I. Aprendizado de técnicas cromatograficas classicas no isolamento de
compostos bioproduzidos pelo metabolismo secundario de espécies
vegetais.
II.  Aprendizado de técnicas espectroscopicas na identificagdo de compostos

bioproduzidos pelo metabolismo secundario de espécies vegetais.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pertence a ordem Gentaniales, classe Dicotyledoneae,
subclasse asteridae, divisdo Angiospermae. Esta € constituida de 163 géneros e
aproximadamente 1850 espécies, muitas destas encontradas no Brasil
(MABBERLEY, 1997).

Muitas plantas desta familia sdo usadas, desde tempos antigos, na medicina
popular, em rituais magico-religiosos, ou como veneno para flechas (Tabernanthe
iboga — rituais misticos; Tabernaemontana crassa — anestésico local e veneno para
flechas; entre outras) (NEUWINGER, 1998).

Na medicina moderna, substancias extraidas de Apocynaceae sdao de uso
corrente, citando a titulo de exemplo: a vimblastina (1) e vincristina (2) produzidas
pela Vinca (Catharanthus roseus), possuem acentuada agao antitumoral.

A acéo desses compostos se da de forma semelhante a da colchicina (3), um

alcaldide extraido do agafrao (Colchicum autumnale).

(1) (R=CHO) e (2) (R=CHs3)

A exposicdo da célula em divisdo a esses alcaldéides causa o
desaparecimento do fuso mitético e, como o rompimento temporario dos

microtubulos do fuso mata preferencialmente células que se dividem de forma



anormal, essas drogas antimitéticas sdo amplamente utilizadas no tratamento do
cancer (ALBERTS, 1997). A reserpina (4) isolada de Rauvolfia serpentina é usada

correntemente como droga antihipertensiva e tranquilizante (SCHMELLER, 1998).
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Algumas substéncias acima citadas s&o alcaléides do tipo inddlicos
monoterpénicos, e sdo estes os responsaveis pelas atividades farmacoldgicas das
plantas desta familia. Pela sua importancia, estes alcaldides e as plantas que os
contém, tém sido objeto de estudos fitoquimicos, biossintéticos, etnofarmacoldgicos,
farmacologicos, farmacognodsticos, quimiotaxonémicos e de cultivo de células
vegetais visando a produgdo em escala industrial destas substancias com interesse
econbmico, além de servirem como modelo para sintese de compostos
biologicamente ativos. Dada a relevancia destes alcalbides, consideragbes sobre
alguns dos aspectos citados sao feitas, dando énfase a fitoquimica do género

Tabernaemontana, principalmente das espécies brasileiras (MEDEIROS, 2003).

3.2 Alcaldides

Alcaldides sdo compostos que geralmente contém nitrogénio em um anel de
estrutura variavel. Eles tém interesse especial por causa de sua atividade fisiologica
ou psicologica em seres humanos e outros animais e também devido a possibilidade
de exercer fungdes de protecdo nas plantas (SALIISBURY & ROSS, 1991;
OLIVEIRA & MARTINS, 1998).

Os alcaléides sao encontrados em mais de 4000 espécies de plantas, sendo
mais frequientes em Dicotiledénias do que em Monocotiledéneas e Gimnospermas.
Podem ocorrer em diferentes partes do vegetal, como raiz (Symphitum spp.), folhas
(Passiflora incarnata, Agerantum conyzoides e Phyllanthus spp.), casca do fruto
(Punica granatum) e em sementes (Lupinus albus). O primeiro alcalbide isolado foi a

morfina (5 — Figura 1), em 1805, do ¢6pio (Papaver somniferum), porém sua



identificacdo estrutural sé aconteceu em 1923. Outros alcalbdides, bastante
conhecidos, incluem a nicotina (6 — Figura 1), presentes em variedades de fumos
(Nicotiana tabacum), cuja biossintese se da nas raizes da plantas, com
armazenamento nas folhas para onde é translocado; a cocaina (7 — Figura 1),
presente em folhas de Erythroxylon coca; a cafeina (8 — Figura 1), encontrado em
sementes de café e folhas de cha; a mescalina (9 — Figura 1), um alucinégeno da
espécie de cacto Lophophora williamsii e a passiflorina (conhecida como harmano)
(10 — Figura 1), que é extraido das folhas de maracuja (Passiflora incarnata)
(NEUWINGER, 1998).
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Figura 1: Estruturas dos alcaléides mais conhecidos

3.3 Consideragoes Biossintéticas

A maioria dos alcaldides é derivada do metabolismo dos aminoacidos
alifaticos (ornitina e lisina) e dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano). O triptofano € um aminoacido aromatico que contém um sistema de anel
inddlico, tendo sua origem da rota do chiquimato via acido antranilico. Os alcaléides
inddlicos sdo formados por rearranjos dos precursores indolicos dando origem ao
anel quinolinico, e esse sim € o precursor dos alcaldides inddlicos.

Dentre as varias classes de alcaléides inddlicos, os monoterpénicos
apresentam uma grande variedade estrutural. Uma caracteristica interessante deste
grupo de alcaldides € a origem biossintética comum (Figura 2): todos eles tém o

mesmo precursor, a estrictosidina, que € um glicosideo formado pela condensagao



de uma molécula de triptamina (advinda do triptofano por uma reacdo de
descarboxilagdo) com um aldeido monoterpénico denominado secologanina
(BRUNETON, 1995).
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Figura 2: Esquema de formagao da Estrictosidina

Rearranjos na parte terpenoidica da estrictosidina leva a formagao de
diferentes classes, apresentados na Figura 3 (BRUNETON, 1995). Baseado na
biogénese é possivel classificar estes alcaléides em diferentes classes:

Classe | — Alcaldides em que a unidade monoterpénica nao sofreu rearranjos

(esqueletos corinanteano e estriquinano);
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Classe Il — Alcaléides com rearranjo nos carbonos C-17— C-20 da unidade
monoterpenoidica (esqueleto aspidospermano);
Classe Ill — Alcal6ides com rearranjo nos carbonos C-17—C-14 da unidade

monoterpenoidica (esqueleto ibogano).
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Figura 3: Rearranjos na cadeia terpenoidica

Estas classes sdo subdivididas em nove tipos principais: vincosano (11),
vallesiachotamano (12), corinanteano (13), estriquinano (14), aspidospermatano
(15), plumerano (16), eburnano (17), ibogano (18) e tacamano (19) (Figura 4), e
seus sub-tipos, dependendo das caracteristicas de seus esqueletos. Muitas das

etapas e mecanismos que levam a formacao destes esqueletos s&o conhecidos.
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Figura 4: Esqueletos basicos dos alcaldides inddlicos monoterpénicos

3.4 Taxonomia

Plantas da familia Apocynaceae, juntamente com as familias Rubiaceae e
Loganiaceae, bioproduzem alcaldides inddlicos monoterpénicos, sendo que a
maioria das espécies que contém os alcaldides isolados e comercializados pertence
a familia Apocynaceae (BRUNETON, 1995). Botanicos classificam esta familia em
trés subfamilias: Plumerioidae, Cerberoidae e Echitoidae.

Alcaldides tém sido isolados de espécies de todas essas subfamilias, mas
alcaloides inddlicos tém sido encontrados somente em Plumerioidae. Esta subfamilia
é dividida em sete tribos, e destas, quatro bioproduzem alcaldides inddlicos, sao
elas, Carisseae, Tabernaemontaneae, Alstonieae (Plumerieae) e Rauvolfieae. Todos
0s géneros destas tribos bioproduzem alcaldides da classe |, as Rauvolfieae
bioproduzem principalmente esqueletos do tipo corinanteanos e seus derivados
(heteroioimbanos, ioimbanos), aspidospermanos (classe Il) s&o encontrados nas
espécies das tribos Plumerieae, Carisseae e Tabenaemontanae. O esqueleto
ibogano (classe lllI), com poucas excegdes (Catharanthus, entre outros), sao
encontrados na tribo Tabernaemontanae (BRUNETON, 1995; DANIELI &
PALMISANO, 1986).

Em termos evolutivos, das trés familias acima citadas, Apocynaceae é
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considerada a mais evoluida, sendo Loganiaceae o ancestral comum das outras
duas, o que é corroborado pela complexidade dos alcaldides inddlicos encontrados.
Somente em Apocynaceae encontramos alcaldides inddlicos monoterpénicos das
classes Il e lll (BRUNETON, 1995).

As quatro tribos acima citadas s&o suficientemente diferenciadas
morfologicamente, porém os limites de género e nomenclatura da tribo
Tabernaemontaneae tém sido confusas, sendo objeto de discussdes por mais de um
século (DANIELI & PALMISANO, 1986).

Com relacao ao género Tabernaemontana, por muitos anos este nome, tem
sido restrito a espécies encontradas nas Antilhas, América Central e Noroeste da
América do Sul, enquanto que espécies encontradas no Brasil sdo classificadas
como pertencentes ao género Peschiera A. DC. Espécies do Sul da Asia e Australia
sédo agrupadas como Ervatamia (DANIELI & PALMISANO, 1986).

Em 1994, Leeuwenberg publicou revisdo destes géneros, e por
caracteristicas morfolégicas reagrupa varias espécies do género Peschiera e
Ervatamia, como Tabernaemontana, sendo usado aqui esta classificagdo. O estudo
fitoquimico de espécies destes géneros tem contribuido para diferencia-los,

principalmente na composig¢do quimica dos alcaléides encontrados nestas plantas.

3.5 O Género Tabernaemontana

O género Tabernaemontana tem cerca de 100 espécies, sendo 27
encontradas no Brasil. O screening quimico de espécies desse género normalmente
tem detectado uma grande quantidade de alcaldides como sendo uma importante
classe de metabdlitos secundarios bioproduzidos por essas plantas (BEEK, 1984).
Algumas espécies do género despertaram o interesse do grupo de trabalho do Setor
de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) coordenado pelo professor Ivo José Curcino Vieira e faz parte
das pesquisas do LCQUI. Este estudo em questdo foi iniciado com a espécie
Tabernaemontana laeta (Peschiera laeta) e Tabernaemontana hystrix (Peschiera
fuchsiaefolia), classificada e identificada pela Prof?. Luisa Sumiko da Unicamp -

Campinas, onde sua exsicata encontra-se depositada.
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3.6 A Espécie Tabernaemontana hystrix

A espécie em questao é encontrada na regiao Sudeste do Brasil (Figura 5),
sendo que até o inicio deste trabalho contava com apenas uma investigacao
fitoquimica publicada com o sinonimia de Peschiera fuchsiaefolia (BRAGA et al.,
1984; BRAGA & REIS, 1987). Esta espécie € conhecida nas regides Norte e

Noroeste fluminense como “gancheira”, “leiteiro” e “esperta”, sendo considerada uma

planta venenosa para animais.
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Figura 5: Distribuicdo da espécie Tabernaemontana hystrix no Brasil
Fonte: LEEUWENBERG, 1994

As fotografias das flores e folhas da espécie Tabernaemontana hystrix sao
apresentadas na Figura 6.

a) Galho em floragéo b) Flores

Figura 6: Fotografias da espécie Tabernaemontana hystrix
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Apresenta-se sob a forma de arbusto ou arvore pequena de 1-7 m de altura.
Ramos palidos a marrom escuro, lenticelados; ramulos cilindricos, glabros. Folhas
pecioladas, de 2-10 mm de comprimento; Inflorescéncia levemente pedunculada,
com 2-5 x 2-5 cm de comprimento, e 3-15 flores, bastante frouxa. Flores vistosas,
abertas durante o dia. Sépalas verdes palido, conadas na base, 3-5 x 1,2-2 mm.
Corola branca ou amarela, com 11-16 mm de comprimento no botdo. Cerca de 70-
100 6vulos em cada carpelo. Frutos com 2 mericarpos separados, mericarpos
amarelos, obliquamente elipséides, 20-45 x 10-25 x 10-15 mm, recurvados,
arredondados no apice; com paredes mais espessas. Sementes pretas ou marrons,
obliquamente elipséides, cerca de 8-10 x 4-5 x 3-3,5 mm (LEEUWENBERG, 1994).

3.7 Consideragdes etnofarmacoloégicas

Espécies do género Tabernaemontana tém sido utilizadas na Africa, como
veneno de flechas e na medicina popular. Por exemplo, Tabernaemontana crassa
faz parte de um preparado para veneno de flechas no Sudoeste da Costa do Marfim.
O extrato do caule é usado na medicina tradicional para acalmar “ataques epilépticos
e insanidade mentais” (NEUWINGER, 1998).

Varios alcaldides inddlicos isolados desta espécie tém sido investigados
farmacologicamente: ibogaina (20), ibogamina (21), coronaridina (22), voacangina
(23), isovoacangina (24), voacristina (25) e vobasina (26) apresentam atividade
estimulante do SNC. A decoccao de folhas tem uso popular como anestésico local
em procedimentos ortopédicos, sendo que dois destes alcaldides a vobasina (26) e
perivina (27) sao os responsaveis por estes efeitos, onde a perivina (27) (Figura 7)
possui uma atividade anestésica duas vezes maior que a cocaina (NEUWINGER,
1998).

As cascas e raizes de Tabernaemontana carimbosa tem sido usadas em
veneno de flechas e de dardos na Tailandia e Malasia, e somente recentemente tem
sido investigada fitoquimicamente e farmacologicamente. Outras espécies do género
tem sido relatadas por seus usos medicinais (NEUWINGER, 1998).
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0)R = MeO, Ri=Ry=R3 =H
1)R=R1=R2=R3=H
2)R=R{=R;=H,R3=CO,Me
3)R=MeO, R1 =R2=H,R3=C02Me
4)

5)

R4 =MeO, R = R,=H, Rz = CO,Me
R = MeO, R2 = OH, R1 =H, R3 = COgMe

Figura 7: Alcaloides inddlicos isolados da Tabernaemontana crassa

3.8 Estudos Fitoquimicos

Pelas razbes expostas acima, o género Tabernaemontana tem sido alvo de
estudos fitoquimicos em todo o mundo, com revisbes da sua quimica, taxonomia,
etnobotéanica e farmacologia do género, sendo descritos até o ano de 1984 mais de
250 alcaloides (DANIELI & PALMISANO, 1986).

Dos nove tipos de esqueletos, nenhum alcaldide do tipo vincosano (11) foi
encontrado em Tabernaemontana, poucas substancias dos tipos vallesiachotamano
(12), estriquinano (14), aspidospermatano (15), eburnano (17) e tacamano (19) tém
sido isoladas. A maioria dos compostos isolada pertence aos esqueletos plumerano
(16), corinanteano (13) e ibogano (18) (Figura 4), este ultimo é encontrado em todas
as espécies de Tabernaemontana, sendo caracteristicos deste género (Citado por
Medeiros, 2003).

Na ultima revisdo botanica, Leeuwenberg reagrupa outros géneros dentro de
Tabernaemontana, totalizando 99 espécies, das quais 27 sdo encontradas no Brasil,
e destas, seis sdo endémicas, incluindo uma nova espécie (Tabernaemontana
cumata Leeuwenberg) (LEEUWENBERG, 1994).

A investigacédo fitoquimica das cascas do caule da espécie em questdo com
o sinonimia Peschiera fuchsiaefolia foi investigada pelo grupo de pesquisa da
Unicamp e apresentou a identificagdo de 14 alcaldides: (BRAGA et al.,, 1984;
BRAGA & REIS, 1987) 12-metoxi-4-metilvoachalotina (28), 12-metoxi-4-
metilvoachalotina etil éster (29), fuchsiaefolina (30), normacusina (31), affinisina (32),
voachalotina (33), 4-metilaffinisina (34), 4-metilvoachalotina (35), voacangina (36),
ibogaina  (37), vobasinol  (38), perivina  (39), 16-epiaffinina  (40),

)

voacanginahidroxiindolenina (41), e 6 alcaldides bis-inddlicos: voacamina (42),
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decarbometoxivoacamina (43), demetilvoacamina (44), voacamidina (45),

dihidrovoacamina (46), e demetildihidrovoacamina (47) (Figura 8).

HOH,C ~ COR CO,CH,CHs

OCH,s

(28) R = CH;
(29) R = CH,CH, 30 (32) R = CHj,

CHj

CHj

R

(36) R = COOCHj e R' = OCHj
(37)R=HeR'=H

(34) R1 = H, R2 = CHon
(35) Ry = CH,0H, R, = CO,CHs

(38) R1 = CH3, Z =aH, bOH, R, = H, R3 = COOCH3;
(39)R; = H, Z= 0, Ry = H, R3 = COOCHj
(40)R1 = CH3, Z= O, R2 = CHon, R3 =H

(41) COOCH,

(42) Ry = CH3, R, =COOCH; (Ligado no C-11")
(43) Ry = CH3, R, = H (Ligado no C-11")
(44) Ry = H, R, = COOCHj3 (Ligado no C-11")
(45) R4 =CHs, R, =H (Ligado no C-9")
(46) R4 = CH3, R, = COOCHg, 19-20 diidro (Ligado no C-11')
ocH (47) R1 = H, R, = COOCHg3, 19-20 diidro (Ligado no C-11")
3

Figura 8: Alcaldides inddlicos isolados de Peschiera fuchsiaefolia

A presenca de aproximadamente V4 das espécies do género no Brasil, aliado
a um numero relativamente pequeno de estudos fitoquimicos, demonstra a
necessidade de aprofundar os estudos fitoquimicos das espécies brasileiras deste
género (DANIELI & PALMISANO, 1986).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Acetato de etila P.A.

Alumina

Cloroférmio deuterado

Colunas cromatograficas de tamanhos variados confeccionadas no LCQUI-
CCT-UENF

Cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 Fs4

Diclorometano P.A.

Espectrébmetro de massas acoplado ao cromatografo gasoso do modelo
CG/MS-QP-5050, marca SHIMADZU, utilizando impacto de elétrons (IE) a 70
eV.

Espectrémetro de Ressonancia Magnética da marca Briker, modelo DRX-500
(500 MHz para 'H e 125 MHz para **C)

Espectrébmetro de Ressonancia Magnética da marca Jeol, modelo Elipse (400
MHz para 'H e 100 MHz para °C)

Evaporador rotativo Biichi modelo R-114

Frascos de vidro

Hexano P.A.

Lampada ultravioleta (Aldrich) a 254 nm e 365 nm

Metanol deuterado

Metanol P.A.

Moinho de martelos, da marca Tecnal

Polarimetro da marca OROT 589 nm com lampada de Na/Hal

Silica gel Merck Darmstadt 60 (0,063—-0,200 mm)

Solucao de nitrato basico de bismuto Il em acido acético diluido com iodeto de
potassio (Dragendorff)

Solugéo de Vanilina a 2% em acido sulfurico concentrado
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4.2 Coleta do material vegetal e identificagdao botanica

As cascas das raizes e folhas da espécie Tabernaemontana hystrix foi
coletada em agosto de 2002, no municipio de Varre e Sai (RJ).

A identificagdo botanica foi realizada pela botanica Prof?. Luiza Sumiko
Kinoshita da Universidade de Campinas, Campinas-SP. A exsicata do espécime
encontra-se depositada no herbario da Universidade de Campinas-UNICAMP.

4.3 Preparacao dos extratos brutos

As cascas das raizes de Tabernaemontana hystrix foram secas ao ar livre
para evitar a presenga de fungos.

O material seco foi moido, pesado e extraido por maceragao (trés vezes cada
solvente) usando, sucessivamente, ordem crescente de polaridade os seguintes
solventes organicos: hexano, diclorometano e metanol. As fragbes organicas
evaporadas sob pressao reduzida fornecendo os extratos brutos. A quantidade de

material colhido e suas respectivas extracdes estdo descritas na Tabela 01.

Tabela 01: Quantidade de extratos (g) obtidos:

Espécie botanica  Parte Botanica Pes? do Solventes Peso dos
material (g) extratos (g)
T. hystrix Cascas das Raizes 920,0 a 17,4
b 17,8
c 43,6
a - Hexano
b — Diclorometano
¢ - Metanol

4.4 Extrato bruto em metanol das cascas das raizes de Tabernaemontana hystrix

Inicialmente parte do extrato em metanol (23 g) das cascas das raizes de T.
hystrix foi submetido a uma cromatografia em coluna, usando como eluente
diclorometano puro, com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (1:1),
sendo coletadas 66 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 11 novas
fragcbes, através de comparagdo por cromatografia em camada delgada analitica. O

estudo cromatografico das fragdes esta na Tabela 02.
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Tabela 02: Estudo cromatografico das fragdes coletadas

Fracbes Cdédigo  Quantidade (g) Observagao Composicao
Reunidas
1-5 BM1 0,295 > Auséncia de
alcaldides
6-13 BM2 0,120 * Mistura complexa
14-16 BM3 0,050 * Mistura complexa
17-23 BM4 0,140 * Mistura complexa
24-27 BM5 0,949 ltem 4.4.2 52 + impurezas
28-31 BM6 1,230 * Mistura complexa
32-37 BM7 2,75 *
38-41 BMS8 1,586 ltem 4.4.3 50 + impurezas
42-50 BM9 1,273 Item 4.4.1 Mistura 48 + 49 + 51
51-55 BM10 4,326 ltem 4.4.4 50 + 53 + impurezas
56-66 BM11 8,432 * Mistura complexa

* fragbes nao trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragdes
** fragdo ndo trabalhada por ndo apresentarem alcaloides.
4.4.1 Analise cromatografica da fragdo BM9 (1,273 g)

A fracado BM9 foi submetida a um fracionamento por cromatografia em coluna
com silica gel, e eluida com diclorometano/metanol com gradiente de polaridade até
metanol 50%, originando 27 fragbes que através de comparagao por cromatografia
em camada delgada analitica, foram reunidas em 09 novas fragdes. A Tabela 03

mostra o estudo cromatografico das fragdes coletadas.

Tabela 03: Estudo cromatografico da fragdo BM9

Fracoes Cdédigo  Quantidade (g) Observacéo Composicao
Reunidas
1-3 BM9-1 0,070 * Mistura complexa
4 BM9-2 0,059 ltem4.4.1.1 48 + impurezas
5-8 BM9-3 0,127 * Mistura complexa
9-10 BM9-4 0,496 * Mistura complexa
11-12 BM9-5 0,184 ltem4.4.1.2 49 + 51 + impurezas
13-14 BM9-6 0,335 * Mistura complexa
15-27 BM9-7 a

* fragcdes nado trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragoes
a — fragdo nao trabalhada por nao apresentar alcaloides

4.4.1.1 Analise cromatografica da fragao BM9-2 (59,0 mg)

A fragcdo BM9-2 foi submetida a uma cromatografia em coluna com alumina
sendo utilizado como eluente diclorometano puro com gradiente de polaridade até
metanol 50%, onde foram coletadas 62 fragcdes que, através de comparagédo por
cromatografia em camada delgada analitica, foram reunidas em 07 novas fragdes. A

Tabela 04 mostra o estudo cromatografico das fragdes coletadas.
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Tabela 04: Estudo cromatografico da fragao BM9-2

Fracdes Cddigo Quantidade Observacao Composicao
reunidas (mg)
1-7 BM9-2-1 2,5 *

8-21 BM9-2-2 2,3 *

22-33 BM9-2-3 1,5 *

34-38 BM9-2-4 10,1 a 48 + impurezas

39-43 BM9-2-5 26,1 48

44-51 BM9-2-6 7,5 a 48 + impurezas

52-62 BM9-2-7 3,1
* fragcdes nao trabalhadas por ndo apresentarem alcaloides
a- fragdes reunidas apos analise de cromatografia em camada delgada analitica

4.4.1.2 Analise cromatografica da fragao BM9-5 (184,0 mg)

A fragdo BM9-5 foi submetida a uma cromatografia em coluna com alumina
sendo utilizado como eluente diclorometano puro com gradiente de polaridade até
Metanol 40%, onde foram coletadas 66 fracdes que, através de comparagédo por
cromatografia em camada delgada analitica, foram reunidas em 7 novas fragbes. A

Tabela 05 mostra o estudo cromatografico das fragdes coletadas.

Tabela 05: Estudo cromatografico da fragdo BM9-5

Fracbes Cddigo Quantidade (mg) Observacéo Composicao
reunidas
1-8 BM9-5-1 231 * 49+ impurezas
9-12 BM9-5-2 73,0 49
13-15 BM9-5-3 0,3 *
16-19 BM9-5-4 1,1 *
20 BM9-5-5 1,9 *
21-33 BM9-5-6 16,7 ltem 4.4.1.2.1 51 + impurezas
34-35 BM9-5-7 3,9 *

* amostras nao trabalhadas por ndo apresentarem alcal6ides

4.4.1.2.1 Analise cromatografica da fragao BM9-5-6 (16,7 mg)

Inicialmente a fragdo BM9-5-6 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com alumina sendo utilizado como eluente diclorometano puro com gradiente de
polaridade até diclorometano:metanol (9:1, v/v), onde foram coletadas 12 fragbes
que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada analitica, foram
reunidas em 02 novas fragbes. A Tabela 06 mostra o estudo cromatografico das
fragcbes coletadas.
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Tabela 06: Estudo cromatografico da fragao BM9-5-6

Fracbes Cddigo Quantidade (mg)  Observagéao Composicao
reunidas
1-4 BM9-5-6-1 3,2 * 51 + impurezas
5-12 BM9-5-6-2 10,7 51

* fragcao nao trabalhada por ser mistura complexa semelhante a outra fragao

4.4.2 Analise cromatografica da fragao BM5 (949,0 mg)

Inicialmente a fragdo BM5 foi submetida a uma cromatografia em coluna com
silica gel sendo utilizado como eluente hexano puro com gradiente de polaridade até
hexano:acetato de etila (1:4, v/v), onde foram coletadas 51 fragdes que, através de
comparagao por cromatografia em camada delgada analitica, foram reunidas em 06

novas fragdes. A Tabela 07 mostra o estudo cromatografico das fragées coletadas.

Tabela 07: Estudo cromatografico da fragado BM5

Fracbes Cddigo  Quantidade (mg) Observagao Composicao
reunidas
1-7 BM5-1 66,3 * Mistura complexa
8-10 BM5-2 9,0 * Mistura complexa
11-24 BM5-3 92,6 * Mistura complexa
25-33 BM5-4 1754 * 52 + impurezas
34-39 BM5-5 32,1 52
40-51 BM5-6 36,0 * Mistura complexa

* fragdes nado trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragbes

4.4.3 Analise cromatografica da fragao BM8 (1,586 g)

Inicialmente a fragdo BM8 foi submetida a uma cromatografia em coluna com
silica gel sendo utilizado como eluente diclorometano puro com gradiente de
polaridade até diclorometano:metanol (3:2, v/v), onde foram coletadas 74 fragbes
que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada analitica, foram
reunidas em 04 novas fragcbes. A Tabela 08 mostra o estudo cromatografico das
fragcbes coletadas.

Tabela 08: Estudo cromatografico da fragado BM8

Fracées Cdédigo  Quantidade (mg) Observagao Composicao
reunidas
1-12 BM8-1 15,9 * Mistura complexa
13-37 BM8-2 812,5 * Mistura complexa
38-65 BM8-3 696,5 Item 4.4.3.1 50 + impurezas
66-74 BM8-4 37,9 * Mistura complexa

* fragcdes nado trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragoes
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4.4.3.1 Analise cromatografica da fragao BM8-3 (695,5 mg)

Inicialmente a fragdo BM8-3 foi submetida a um fracionamento por
cromatografia em coluna com silica gel sendo utilizado como eluente diclorometano
puro com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (1:1, v/v), onde foram
coletadas 40 fragdes que, através de comparagcdo por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 04 novas fragcdes. A Tabela 09 mostra o

estudo cromatografico das fragdes coletadas.

Tabela 09: Estudo cromatografico da fragado BM8-3

Fracbes Cddigo Quantidade (mg)  Observagéao Composicao
reunidas
1-7 BM8-3-1 222.3 * 50+ impurezas
8-15 BM8-3-2 296,6 * 50 + impurezas
16-19 BM8-3-3 51,4 50
20-40 BM8-3-4 100,2 * 50 + impurezas

* fragbes nao trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragdes

4.4.4 Analise cromatografica da fragao BM10 (4,32 g)

Inicialmente a fragdo BM10 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com silica gel sendo utilizado como eluente diclorometano puro com gradiente de
polaridade até diclorometano:metanol (1:1, v/v), onde foram coletadas 69 fragbes
que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada analitica, foram
reunidas em 07 novas fragbes. A Tabela 10 mostra o estudo cromatografico das

fragcbes coletadas.

Tabela 10: Estudo cromatografico da fragado BM10

Fracbes Caodigo Quantidade (mg) Observacao Composicao
reunidas
1-23 BM-10-1 16,6 * Mistura complexa
24-28 BM-10-2 7,3 * Mistura complexa
29 BM-10-3 49 * Mistura complexa
30-39 BM-10-4 54,3 ltem4.4.4.2 52 + impurezas
40-44 BM-10-5 410,0 ltem 4.4.4.1 50 + impurezas
45-67 BM-10-6 3338,3 * Mistura complexa
68-69 BM-10-7 93,2 * Mistura complexa

* fragcdes nado trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragoes
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4.4.4.1. Analise cromatografica da fragao BM10-5 (410,0 mg)

Inicialmente a fragcdo BM10-5 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com silica gel sendo utilizado como eluente diclorometano:metanol (97:3, v/v) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (1:1, v/v), onde foram coletadas
40 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 05 novas fragcbes. A Tabela 11 mostra o estudo

cromatografico das fragdes coletadas.

Tabela 11: Estudo cromatografico da fragdo BM10-5

Fracbes Caodigo Quantidade (mg) Observagao Composicao
reunidas
1-14 BM10-5-1 18,0 * Mistura complexa
15-20 BM10-5-2 127,2 * Mistura complexa
21-27 BM10-5-3 182,9 Item 4.4.4.1.1 50 + impurezas
28-30 BM10-5-4 19,4 * Mistura complexa

31-40 BM10-5-5 17,9 * Mistura complexa

* fragbes nao trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragdes

4.4.4.1.1 Analise cromatografica da fragdo BM10-5-3 (180,0 mg)

Inicialmente a fracdo BM10-5-3 foi submetida a uma cromatografia em
camada delgada preparativa com silica gel, eluida por duas vezes com sistema de
solventes diclorometano:metanol (23:2), fornecendo 04 novas fragdes. A Tabela 12

mostra o estudo cromatografico das fragdes coletadas.

Tabela 12: Estudo cromatografico da fragao BM10-5-3

Fracbes Cddigo Quantidade (mg) Observagao Composicao
reunidas

1 BM10-5-3-1 - a

2 BM10-5-3-2 - a

3 BM10-5-3-3 7,6 * 50 + impureza

4 BM10-5-3-4 22,8 50

* fragao nao trabalhada por ser mistura complexa semelhante a outra fragao
a- amostras nao trabalhadas por ndo apresentarem alcaloides.

As fragbes BM10-5-3-4 e BM8-3-3, apds analise do RMN, foram reunidas e
identificadas com o codigo BM12.

4.4.4.2 Analise cromatografica da fragao BM10-4 (54,3 mg)
Inicialmente a fragdo BM10-4 foi submetida a uma cromatografia em coluna

com silica gel sendo utilizado como eluente diclorometano:metanol (49:1, v/v) com
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gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (4:1, v/v), onde foram coletadas
45 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 02 novas fragcbes. A Tabela 13 mostra o estudo

cromatografico das fragbes coletadas.

Tabela 13: Estudo cromatografico da fragao BM10-4

Fracbes Cadigo Quantidade (mg)  Observagao Composicao
reunidas
1-9 BM-10-4-1 11,9 * Mistura complexa
10-45 BM-10-4-2 32,8 Item 4.4.4.2.1 53 + impurezas

* fragcdo nao trabalhada por ser mistura complexa semelhante a outra fragao

4.4.4.2.1 Analise cromatografica da fragao BM10-4-2 (20,7 mg)
Parte da fragdo BM10-4-2 (20,7 mg) foi submetida a uma cromatografia em
camada delgada preparativa com silica gel sendo utilizado como eluente

diclorometano:metanol (97:3, v/v), fornecendo a substéancia 53 (7,9 mg).

’ Tabernaemontana hystrix ‘

Extragdo Hexano, CH,Cl, e MeOH

|

Extrato Metanolico (BM)

’ Extrato Hexanico ‘ ’ 23 g ‘ ’ Extrato Diclorometanico ‘
1749 CC Silica gel 1789
CH,Cl,: MeOH
BM5 BM8 BM9 BM10
949,1 mg 1585,9 mg 1367,6 mg 4326,3 mg
CC Silica gel CC Silica gel cc Sili?a gel CC silica gel

Hexano: Acetato etila | CH,Cl,: MeOH CH,Cl,: MeOH CH,Cl,: MeOH

Ibogamina BM8-3 ’ ‘ 53M310r-n‘;

32,1 mg 696,3 mg BM9-2 BMO-5 '
cc Silica gel 696,3 mg 184,2 mg gﬁ illli?aMii y
CH,Cl,: MeOH C Alumina CC Alumina o
. CH,Cl,: MeOH
affinisina CH,Cly: MeOH = ‘ 2';'170'4'2
51,4 m i/ Mg
/4 mg affinina

26,1 mg olivacina BM9-5-6 CC Silica gel
73 mg 16,7 mg CH,Cl,: MeOH

CC Alumina P

histrixnina
CH,Cl,:
_ _chz -MeOH 7,9 mg
Nb-metilaffinisina
10,4mg

Figura 9: Estudo cromatografico do extrato metandlico de T. hystrix
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Substancias isoladas de Tabernaemontana hystrix

O estudo fitoquimico do extrato em metanol das cascas das raizes de T.
hystrix permitiu o isolamento e a identificagdo de seis alcaldides indolicos
monoterpénicos, dos quais, quatro com esqueleto corinanteano; dois do sub-tipo
vobasina (48 e 53) e dois do sub-tipo sarpagina (50 e 51); um alcaldide com
esqueleto plumerano (49) e um com esqueleto ibogano do sub-tipo coronaridina

(52). A substancia (53) pelo melhor do nosso conhecimento encontra-se inédita na
literatura.
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5.2 Determinacgao estrutural

5.2.1 Alcaldéides indolicos monoterpénicos

Na determinacdo estrutural dos alcaldides inddlicos presentes na espécie em
estudo, considerou-se algumas informagdes biossintéticas, quimiossistematica e
cromogénicas que forneceram indicagées do esqueleto carbdnico das substancias
isoladas.

Segundo Bruneton (1995), todos os esqueletos dos alcaldides inddlicos
monoterpénicos sao derivados da estrictosidina e os alcaldides diferenciam-se por
rearranjos na cadeia terpénica.

Outro fator que favoreceu a identificacdo estrutural baseou-se nas
informacdes quimissistematicas, uma vez que a maioria das substancias isoladas no
género Tabernaemontana pertence aos esqueletos do tipo plumerano, corinanteano
(principalmente do sub-tipo vobasina), ibogano (principalmente do sub-tipo
coronaridina) sendo este majoritario e caracteristico do género (DANIELI &
PALMISANO, 1986).

Deve-se considerar também o fato de que os alcaléides formam precipitado
com o reagente de Dragendorff, que aponta uma provavel presenca de alcaldides
quando estes formam precipitados de cor marrom-alaranjado (HARBORNE, 1998).

A anadlise desses fatores permite juntamente com as analises
espectroscépicas (RMN '"H e 3C uni e bidimensional, e espectrometria de massas)
definir a estrutura da substancia isolada. A elucidacao estrutural pode ser auxiliada
pela comparacdo com dados da literatura que confirmam a estrutura analisada ou,

quando se trata de substancias inéditas, indicam seu esqueleto basico.
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5.2.2 Substancia 48

A substancia 48 foi isolada como um sélido amorfo, apresentando teste
positivo para alcaloides com reagente de Dragendorff.

A analise do espectro RMN '*C (APT, Figuras 10 e 11, p. 32 e 33, Tabela 14,
p- 30) permitiu identificar a presenca de vinte atomos de carbono, sendo dois
metilicos (um N-Me e o outro ligado a um atomo de carbono sp2), quatro metilénicos
(sendo, um carbindlico, um a-carbonilico e um ligado a um atomo de nitrogénio), oito
metinicos (cinco atomos de carbono sp® um &tomo de carbono sp® ligado a um
atomo de nitrogénio e dois sp>) e seis atomos de carbono quaternarios (Tabela 14,
p. 30).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura 12
p- 34, Esquema 1, p. 31), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 324
Daltons, permitiram propor a férmula molecular C,oH24N2O, para o alcaléide 48.

O espectro de RMN 'H (Figuras 13 a 16, p. 35 a 38, Tabela 14, p. 30)
apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos acoplando entre si,
mostrado no espectro de 'H-"H-COSY (Figuras 17 e 18, p. 39 e 40) a &y 7,68 (1H,
dl, J= 8,1 Hz); 7,09 (1H, ddd, J= 8,3; 8,1 e 1,1 Hz); 7,28 (1H, ddd, J= 8,3; 8,3; 1,1
Hz); 7,40 (1H, dI, J= 8,3 Hz) caracteristicos de um nucleo inddlico livre de
substituintes (AZOUG et al, 1995) confirmado através das correlagbes
heteronucleares HMQC (Figuras 19 a 21, p. 41 a 43, Tabela 14, p. 30) onde se
observam as correlacdes a 'Joy entre CH-9 (8¢ 121,64)/H-9 (84 7,68); CH-10 (5¢
121,11)/H-10 (8 7,09); CH-11 (8¢ 127,44)/H-11 (84 7,28) e CH-12 (8¢ 113,40)/H-12
(6w 7,40). A presencga do nucleo inddlico livre de substituintes foi também confirmada
pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia (HMBC Figuras 22 a 25, p. 44 a
47, Tabela 14, p. 30) onde se observam as correlagdes 3Jcy entre CH-9 (5¢
121,64)/H-11 (8u 7,28); CH-10 (8¢ 121,11)/ H-12 (84 7,40); CH-11 (3¢ 127,44)/ H-9
0y 7,68) e CH-12 (6¢c 113,40)/ H-10 (é4 7,09), corroborado ainda pelo fragmento
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m/z= 263 daltons apresentado no espectro de massas (Figura 12, p. 34, Esquema
1, p- 31). As demais correlagdes estao descritas na Tabela 14.

A presenca de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp?
apresentada no espectro de RMN 'H (Figura 16, p. 38, Tabela 14, p. 30) pode ser
reconhecida pelo sinal duplo dupleto a 6y 1,65 relativo a trés hidrogénios com J= 6,7
Hz, e pelo quadrupleto largo a 64 5,49 relativo a um hidrogénio com J= 6,7 Hz,
referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19, respectivamente. A confirmagédo da dupla
ligacao e do grupo metila a ela ligada foi corroborada ainda através das correlagbes
a longa distancia (HMBC, Figuras 22 a 25, p. 44 a 47) onde se observam as
correlacdes 2Jey entre CHs-18 (6c 12,20)/H-19 (dn 5,49); CH-19 (6¢ 122,50)/3H-18
(6w 1,65) e pelas correlagdes a 3Jcn entre C-20 (6c 136,32)/3H-18 (o4 1,65) (BRAGA
et al., 1984).

A presenga de um grupo carbonila a,p-insaturado na posi¢ao 3 foi confirmada
pelo sinal em ¢ 191,00 apresentado no espectro de RMN 3c (APT, Figura 10, p.
32), e corroborado pela correlagdo heteronuclear a longa distancia (HMBC, Figura
22 a 25, p. 44 a 47, Tabela 14, p. 30) onde se observa a correlagdo 2Jcy C-3 (8¢
191,00)/2H-14 (84 3,25 e 2,45).

A presenca de um grupo metila ligado ao atomo de N-4 foi confirmada pelo
sinal singleto integrando para trés hidrogénios em &y 2,41 apresentado no espectro
de RMN 'H (Figura 16, p. 38, Tabela 14, p. 30), e pelo sinal em &¢ 42,30 referente
ao grupo CH3-N-4 apresentado no espectro de RMN '*C (Figura 10, p. 32, Tabela
14, p. 30). A presengca deste grupo foi confirmada ainda pelas correlagdes
heteronucleares a longa distancia (HMBC, Figura 22 a 25, p. 44 a 47) onde se
observam as correlagdes >Jcy CH-5 (8¢ 56,97)/MeN-4 (8 2,41) e CHx-21 (8¢
53,27)/MeN-4 (84 2,41), e pela correlagdo 2Jcy MeN-4 (3¢ 42,30)/H-5 (54 3,06).

A presenca de um sinal em 8¢ 65,61 apresentado no espectro de RMN "*C
(APT, Figura 10, p. 32, Tabela 14, p. 30), caracteristico de um carbono carbindlico
(BRAGA et al., 1986) e, de um sinal dupleto integrando para dois hidrogénios em &y
3,41 com J= 6,2 Hz apresentado no espectro de RMN 'H (Figura 15, p. 37, Tabela
14, p. 30), confirmam a presenca deste carbono metilénico carbinélico CH,-17.

A presenca deste carbono metilénico carbindlico CH2-17 foi confirmada ainda

pelas correlagbes heteronucleares a longa distancia (HMBC, Figura 22 a 25, p. 44 a
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47, Tabela 14, p. 30) onde se observam as correlacdes >Jcy CHo-17 (8¢ 65,61)/H-15
(6n 3,04) e pela correlagao 2 Jon CHo-17 (8¢ 65,61)/H-16 (54 1,89).

A presencga de um fragmento em m/z= 306 no espectro de massas (Figura
12, p. 34, Esquema 1, p. 31) mostra a perda de um molécula de H,O, corroborando
a existéncia de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH»-17.

A atribuicdo do restante dos deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio metilénicos e metinicos da cadeia alifatica (Tabela 14, p. 30) foi feita com
base nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio
(FRIEBOLIM, 1993; SILVERSTEIN, 1991; BREITMAIER, 1987).

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto do tipo sarpagina
(BRAGA et al., 1984) e propor a estrutura 48 para o alcaloide isolado. Prova final
desta estrutura veio da comparacéo dos dados de RMN *C (APT, Tabela 14, p. 30)
com dados da literatura para o alcaldide epiaffinina (48a) (BRAGA et al., 1984).

A estereoquimica relativa do atomo de carbono C-16 proposta para 48 foi
feita com base na comparagao com valores do deslocamento quimico do carbono C-
16 encontrado na literatura para a epiaffinina com 8¢~ 38,50, isolada das espécies
do Peschiera fuchsiaefolia (BRAGA et al., 1984), P. catharinensis (ARAUJO et al,
1984) e Hunteria zeylanica (LAVAUD et al, 1982; ARAMBEWELA and KHUONG-
HUU, 1981) enquanto que para o alcaloide 48 foi encontrado um valor de &¢ 41,27,
mostrando que este possui estereoquimica diferente.

O conjunto desses dados em corroboragdo com uma comparagéo dos dados
de RMN '3C da literatura (BRAGA et al., 1984) permitiu propor a estrutura da affinina

para o alcal6ide 48.
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Tabela 14. Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) para affinina (48) e
epiaffinina (48a), (BRAGA et al.,, 1984) em MeOH-d; (48) e CDCl; (48a), e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da affinina (48). Os
deslocamentos quimicos (s) estdo ppm e as constantes de acoplamento (J, entre
paréntesis) estdo em Hz.

438 48a
HMQC HMBC
S¢ Sy *Jen *Jen Oc
C
2 136,80 - 2H-6 2H-14 135,0
3 191,00 - 2H-14 191,4
7 122,20 - 2H-6 121,3
8 129,60 - 2H-6; H-10; H-12 128,4
13 138,60 - H-9; H-11 135,6
20 136,32 - H-15; 2H-21 2H-14; H-16; 3H-18 136,9
CH
5 56,97 3,06 (tl, 8,3) 2H-6; H-16  MeN-4; H-15; 2H-21 56,6
9 121,64 7,68 (dl, 8,1) H-11 120,8
10 121,11 7,09 (ddd, 8,3; 8,1; 1,1) H-12 120,7
11 127,44 7,28 (ddd, 8,3; 8,3; 1,1) H-9 126,7
12 113,40 7,40 (dI, 8,3) H-10 112,6
15 31,29 3,04 (tl, 8,3) 2H-14; H-16  H-5; 2H-17; H-19 29,8
16 41,27 1,89 (t, 6,7) H-15 2H-6; H-14a 38,6
19 122,50 5,49 (ql, 6,7) 3H-18 H-15; 2H-21 120,4
CH,
6 20,60 3,34 (m) H-16 19,4
3,29 (m)
14 44,30 3,25 (dd, 12,6, 9,7) H-15 H-16 43,6
2,45 (dd, 12,6, 6,7)
17 65,61 3.41(d, 6,2) H-16 H-15 62,5
21 53,27 3,50 (tl, 13,7) MeN-4; H-15 52,2
2,83 (d, 13,7)
CH-
18 12,20 1,65 (dd, 6,7, 1,9) H-19 H-5 12,1
MeN-4 42,30 2,41 (s) 41,9

H-N - 9,15 (sl) -




31

b

m/z 152 (100 %)

m/z 263 (13%)

Esquema 1: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da affinina (48).
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Figura 10: Espectro de RMN *C (APT) a 100 MHz em MeOH-d, para o alcaldide 48.
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Figura 11: Ampliagdo da regido entre 8¢ 113,0-141,0 do espectro de RMN '*C (APT)
a 100 MHz em MeOH-d, do alcaldide 48.



Figura 12: Espectro de massas (Insercéo Direta) do alcal6ide 48.
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Figura 13: Espectro de RMN 'H (400 MHz) em MeOH-d, do alcaloide 48.
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Figura 14: Ampliagdo da regido entre &4 7,0-7,8 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em MeOH-d, do alcaldide 48.
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Figura 15: Ampliagdo da regido entre &4 3,1-3,6 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em MeOH-d, do alcaldide 48.
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Figura 16: Ampliagdo da regido entre &4 1,5-3,2 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em MeOH-d; do alcaldide 48.
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Figura 17: Mapa de correlacdo do espectro de 'H-'H-COSY em MeOH-d, para o
alcaldide 48.



40

Figura 18: Ampliacdo do mapa de correlagdo do espectro de 'H-'H-COSY em
MeOH-d, para o alcalbide 48.



41

Figura 19: Mapa de correlagao do espectro de HMQC em MeOH-d, para o alcaldide
48.



42

Figura 20: Ampliacdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em MeOH-d,
para o alcal6ide 48.



43

Figura 21: Ampliagcdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em MeOH-d,
para o alcal6ide 48.
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Figura 22: Mapa de correlagdo do espectro de HMBC em MeOH-d, para o alcaldide
48.
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Figura 23: Ampliagdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcal6ide 48.



46

Figura 24: Ampliagdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcal6ide 48.
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Figura 25: Ampliagdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcal6ide 48.
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5.2.3 Substancia 49

A substancia 49 foi isolada como um so6lido amarelo claro, amorfo, revelando
teste positivo para alcaléides com reagente de Dragendorff.

A analise dos dados de RMN '*C (Figuras 26 e 27, p. 51 e 52, Tabela 15, p.
50) mostrou que o alcaldide 49 apresenta 17 atomos de carbono, sendo dois
metilicos ligados a carbonos sp?, sete metinicos (todos sp?) e oito atomos de
carbono quaternario (todos sp?).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura 28
p.- 53), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 246 Daltons, permitiram
propor a férmula molecular C47H4N, para o alcaloide 2.

O espectro de RMN 'H (Figuras 29 e 30, p. 54 e 55, Tabela 15, p. 50)
apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios do nucleo benzénico acoplando entre
si, mostrado no espectro de 'H-'"H-COSY (Figura 31, p. 56) em &y 8,28 (1H, d, J=
7,7 Hz; H-8), &4 7,13 (m; H-10), o4 7,53 (m; H-11), 64 7,53 (m; H-12), caracteristico
de um nucleo inddlico livre de substituintes no anel A (AZOUG et al. 1995)
confirmado pelas correlagdes heteronucleares (HSQC) (Figuras 32 e 33, p. 57 e 58,
Tabela 15, p. 50) onde se observam as correlagdes 1Jcn entre CH-9 (6¢c 122,63)/H-9
(3w 8,28), CH-10 (8¢ 121,39)/H-10 (84 7,13), CH-11 (8¢ 129,79)/H-11 (64 7,53) e CH-
12 (8¢ 112,33)/H-12 (8 7,53).

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia (HMBC) (Figuras 34 a 36, p. 59 a 61,
Tabela 15, p. 50) onde se observam as correlagdes 3Jcn entre CH-11 (6¢c 129,79)/H-
9 (8n 8,28); CH-12 (8¢ 112,33)/H-10 (81 7,13); C-2 (8¢ 144,28)/H-9 (dn 8,28); C-7 (8¢
128,37)/H-9 (8 8,28) e C-8 (8¢ 124,07)/H-10 (8w 7,13).

A presenga de dois singletos integrando para trés hidrogénios cada um
apresentados no espectro de RMN 'H (Figura 29, p. 54, Tabela 15, p. 50), em &y

2,81 e o4 3,13 referentes aos hidrogénios de dois grupos metila, apresentando
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correlagdes no espectro de HSQC (Figuras 33 e 33, p. 57 e 58, Tabela 15, p. 50)
Jeh CH3-21 (8¢ 20,82)/H-21 (814 3,13) e CH3-17 (8¢ 12,56)/H-17 (51 2,81).

A presenga dos dois grupos metila e suas localizagbes na molécula, foi
corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia (HMBC) (Figuras
34 a 36, p. 59 a 61, Tabela 15, p. 50) onde se observam as correlagbes dos
carbonos quaternarios a 2Jcy entre C-16 (8¢ 113,30)/3H-17 (84 2,81); C-20 (8¢
159,38)/3H-21 (84 3,13) e a %Jcy entre C-2 (8¢ 144,28)/3H-17 (84 2,81); C-15 (8¢
133,80)/3H-17 (61 2,81) e C-19 (8¢ 1242,63)/3H-21 (dn 3,13).

A presenca de dois sinais dubletos no anel D do alcalb6ide 49, apresentados
no espectro de RMN 'H (Figura 30, p. 55, Tabela 15, p. 50) acoplando entre si,
relativos aos hidrogénios H-3 em 64 8,12 e H-14 em &y 8,13, ambos com J= 6,5 Hz
no espectro de 'H-"H-COSY (Figura 31, p. 56), e um sinal simples em relativo a um
hidrogénio em &4 8,91 no anel C, confirmam o restante da molécula (AZOUG et al,
1995). As demais correlagdes estédo listadas na Tabela 15, p. 50.

O conjunto de dados do alcaldide 49 em questdo permitiu definir um
esqueleto semelhante ao alcaldide ellipticina (49a) (LOUNASMAA, 1986) um
alcaldéide derivado biossinteticamente da stemmadenina (49b) (DEWICK, 1997) ja
isolado de Tabernaemontana laeta (MEDEIROS, 2003).

A confirmagao da estrutura do alcaldide (49) como sendo a olivacina (49) (Me-
21 ligada no C-20) e n&o a ellipticina (49a) (Me-21 ligada no C-18) foi feita com base
no valor do deslocamento quimico do sinal simples referente ao H-18 em &y 8,91
(49), enquanto que na ellipticina (49a) o H-20 encontra-se em &y 9,62
(LOUNASMAA, 1986; AZOUG et al., 1995).

As correlagbes a longa distancia apresentadas no espectro de HMBC
(Figuras 34 a 36, p. 59 a 61, Tabela 15, p. 50) como ja mostrado anteriormente
confirmam a posig¢ao dos dois grupos metila, e a prova final adveio da comparagao
dos dados de RMN "H com os da literatura para a olivacina (AZOUG et al., 1995).

A olivacina (49) apresenta atividade antitumoral, inibindo a sintese de DNA,
RNA e proteinas provavelmente por intercalacdo na dupla hélice do DNA e por
ligacao com acidos nucléicos (SCHRIPSEMA et al., 2004).
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Tabela 15. Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) para olivacina (49) e
ellipticina (49a), (AZOUG, 1995) em MeOH-d4, e as correlagdes observadas no
espectro de HSQC e HMBC da olivacina (49). Os deslocamentos quimicos () estao
ppm e as constantes de acoplamento (J, entre paréntesis) estdo em Hz.

49 493
HSQC HMBC
S¢ Sy *Jen *Jen Oy

C

2 144,28 - H-9; 3H-17

7 128,37 - H-9

8 124,07 - H-10; H-18

13 144,44 - H-9

15 133,80 - H-3; H-18; 3H-17

16 113,30 - 3H-17 H-14

19 122,63 - H-14; 3H-21

20 159,38 - 3H-21 H-3; H-18

CH

3 134,69 8,12 (d, 6,5) 8,18 (d, 7,6)
9 122,63 8,28 (d, 7,7) 8,22 (d, 7,6)
10 121,39 7,13 (dt, 7,7 e 1,4) 7,30 (ddd, 7,6; 5,1 e 3,2)
11 129,79 7,53 (m) H-9 7,52(m)
12 112,33 7,53 (m) H-10 7,52 (m)
14 118,07 8,13 (d, 6,5) H-3 7,80 (d, 6,3)
18 117,50 8,91 (s) 8,70 (s)
CH-

17 12,56 2,81 (s) 3,20 (s)
21 20,82 3,13 (s) 2,90 (s)




Figura 26: Espectro de RMN "*C (125 MHz) em MeOH-d, para o alcaldide 49.
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Figura 27: Ampliagdo da regido entre 8¢ 110-160 do espectro de RMN "*C (125
MHz) em MeOH-d, do alcaldide 49.
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Figura 28: Espectro de massas (Insercao direta) do alcaldide 49.
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Figura 29: Espectro de RMN "H (500 MHz) em MeOH-d, do alcaldide 49.
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Figura 30: Ampliacdo da regido entre &y 7,2-8,8 do espectro de RMN "H (500 MHz)
em MeOH-d, do alcaldide 49.



Figura 31: Mapa de correlagdo do espectro de 'H-"H-COSY em MeOH-d, para o
alcaldide 49.
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Figura 32: Mapa de correlagado do espectro de HSQC em MeOH-d, para o alcalbide
49.



Figura 33: Ampliagdo do mapa de correlagao do espectro de HSQC em MeOH-d,
para o alcaldide 49.
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Figura 34: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC em MeOH-d, para o alcaldide
49.



Figura 35: Ampliagao do mapa de correlagao do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcaldide 49.
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Figura 36: Ampliacao do mapa de correlagao do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcaldide 49.
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5.2.4 Substancia 50

A substancia 50 foi isolada como um sodlido amorfo, revelando um teste
positivo para alcaléides com reagente de Dragendorff.

A andlise dos dados de RMN 'C (APT, Figura 37, p. 66, Tabela 16, p. 65)
mostrou que o alcaldide (50) apresenta 20 atomos de carbono, sendo dois metilicos
(um N-Me e um outro ligado a carbono sp?), quatro metilénicos (sp®, sendo um
carbindlico), 9 metinicos (cinco sp?, dois sp® ligados a um atomo de nitrogénio e dois
sp®) e 5 carbonos quaternarios (todos sp?) (Tabela 16, p. 65).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura
38, p. 67, Esquema 2, p. 64), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 308
Daltons, permitiram propor a férmula molecular C,0H22N2O para o alcaléide (50).

O espectro de RMN 'H (Figuras 39 a 42, p. 68 a 71, Tabela 16, p. 65)
apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos acoplando entre si (1H-1H-
COSY, Figura 43, p. 72) a é4 7,51 (d, J= 7,8 Hz; H-9), 7,10 (dt, J= 7,8 e 1,0 Hz; H-
10), 7,24 (dt, J= 8,3 e 1,0 Hz; H-11) e 7,43 (d, J= 8,3 Hz; H-12) caracteristicos de um
nucleo inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de substituintes
(LOUNASMAA, 1986; AZOUG, 1995), confirmado através das correlagbes
heteronuclear (HMQC, Figuras 44 a 46, p. 73 a 75, Tabela 16, p. 65) onde se
observam as correlacdes a 'Jcy entre CH-9 (8¢ 121,41)/H-9 (84 7,51), CH-10 (5¢
126,77)/H-10 (84 7,10), CH-11 (8¢ 123,80)/H-11 (8w 7,24), C-12 (8¢ 110,62)/H-12 (n
7,43). A presenga de um singlete a oy 3,70 referente a trés hidrogénios de um grupo
Me-N, confirmado pela correlacdo 'Jcy CHa-N-1 (8¢ 30,00)/MeN-1 (84 3,70) confirma
a existéncia de um nucleo inddlico livre de substituintes com a presenga de um
grupo N-Metil (AZOUG, 1995).

A presenga do nucleo inddlico com um grupo N-Metil foi também corroborada
pelas correlagdes correlagdes heteronuclear a longa distancia (HMBC) (Figuras 47 a
50, p. 76 a 79, Tabela 16, p. 65) onde se observam as correlagbes a 3Jcn entre CH-
9 (8¢ 121,41)/H-11 (8n 7,24), CH-10 (8¢ 126,77)/H-12 (81 7,43), CH-11 (8¢ 123,80)/H-
9 (6w 7,51), C-12 (8¢ 110,62)/H-10 (dn 7,10), C-2 (3¢ 132,74)/MeN-1 (64 3,70) e C-13
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(6¢c 139,66)/MeN-1 (64 3,70), as demais correlagdes estdo descritas na Tabela 16, p.
65.

Os fragmentos m/z= 197 (20%), 182 (100%), 181 (40%) e 168 (59%)
apresentados no espectro de massas (Figura 38, p. 67, Esquema 2, p. 64)
corroboram para confirmagao do nucleo inddlico com a presenga do grupo metila
ligado no nitrogénio-1.

A presenca de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp? pode ser
reconhecida pelo sinal dupleto a 64 1,70 (3H, d, J= 6,7 Hz) e pelo quadrupleto a 64
5,64 (1H, J= 6,7 Hz), referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19, respectivamente. A
presenca da ligacao dupla, e do grupo metila ligado a esta, foi corroborada ainda
através das correlagdes a longa distadncia (HMBC, Figuras 47 a 50, p. 76 a 79,
Tabela 16, p. 65) onde se observam as correlagbes a 2Jen entre CH5-18 (8¢
12,99)/H-19 (84 5,64), CH-19 (8¢ 122,24)/3H-18 (84 1,70), e pela correlagdo a *Jcy
entre C-20 (5¢ 128,83)/3H-18 (84 1,70) (BRAGA & REIS,1987).

A presenca de um carbono metilénico carbindlico na posi¢cédo 17, (AZOUG,
1995; BRAGA & REIS, 1987) foi confirmada através da correlagdo heteronuclear
(HMQC, Figuras 44 a 46, p. 73 a 75, Tabela 16, p. 65) onde se observa a
correlacéo a 1JCH entre CH»-17 (6¢ 63,75)/2H-17 (dy 3,53), e pela correlagdo a longa
distancia (HMBC, Figuras 47 a 50, p. 76 a 79, Tabela 16, p. 65) entre 2H-17 (3n
3,53) e N-CH-5 (3¢ 66,56). As demais correlagbes estdo descritas na Tabela 16, p.
65.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 16, p. 65) foi feita com base nos
parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio (FRIEBOLIM,
1993; SILVERSTEIN, 1991; BREITMAIER, 1987; PIHLAJA, 1984).

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do sub-tipo sarpagina
(BRAGA & REIS, 1987) e propor a estrutura para o alcaldide (50) isolado. A prova
final dessa estrutura adveio da comparagdo dos dados de RMN 'H e ®*C com os da
literatura para o alcaldide affinisina (LOUNASMAA, 1986; BRAGA & REIS, 1987)
(Tabela 16, p. 65).
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A estereoquimica relativa dos atomos de carbono quirais proposta para o
alcaldide (50) foi feita com base em dados biogenéticos (DANIELI & PALMISANO,
1986), e comparagdes com dados de literatura de alcaléides com esqueleto do sub-
tipo sarpagina (LOUNASMAA, 1986; AZOUG, 1995; BRAGA & REIS, 1987).

C20H24N20
m/z 308 (42%)

o P
11 '1\1
2
12 13 | 3CSCH
Me 14

m/z 168 (59%)

9 6

m/z 197 (20%)

9 6 'i'
oA
L >
11 1 | /[4\1
2
YN
Me

m/z 182 (100%)

m/z 181 (40%)

Esquema 2: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de

massas da affinisina (50).
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Tabela 16: Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no espectro de
HMQC e constantes de acoplamento a longa distédncia dos atomos de hidrogénio e
carbono-13 observados no espectro de HMBC do alcaldide (50), em MeOH-d, em
comparacao com dados de literatura para a affinisina em CDCI3. Os deslocamentos
quimicos (8) estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J entre paréntesis)
estdo em Hz.

HMQC HMBC Affinisina
80 6H 2‘-ICH 3JCH 6(3
C
2 133,74 - H3 MeN-1; 2H-6; 2H-14 135,6
7 101,75 - 2H-6 H-3; H-5; H-9 103,4
8 127,24 - H-6b; H-10; H-12 1271
13 139,66 - MeN-1; H-9; H-11 139,3
20 128,83 - H-15; 2H-21 2H-14; 3H-18 137,0
CH
3 61,24 5,13 (d, 10,2) H-14a H-5; H-15; H-21b 49,5
5 66,56 3,53 (m) H6a; H-16 2H-17; H-21a 54,4
9 121,41 7,51 (d, 7,8) H-11 117.,9
10 126,77 7,10 (dt, 7,8 € 1,0) H-12 118,5
11 123,80 7,24 (dt, 8,3¢e1,0) H-9 120,6
12 110,62 7,43 (d, 8,3) H-10 108,4
15 27,10 3,05 (m) 2H-14 H-3; H-5; H-19; H-21b 27,3
16 45,06 2,08 (m) H-142 44 1
19 122,24 5,64 (q, 6,7) 3H-18 H-15; 2H-21 116,2
CH,
6 2522 3,20 (m); 3,05 (m) H-5 H-16 271
14 32,56 2,55(t, 10,2) H-3; H-15 H-16 32,7
2,03 (m)
17 63,75 3,53 (m) H-5 64,7
21 66,06 4,43 (dl, 15,6) H-3; H-15; H-19 56,0
4,24 (dl, 15,6)
CH;
18 12,99 1,70 (d, 6,7) H-19 12,6

MeN-1 30,00 3,70 (s) 29,2
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Figura 37: Espectro de RMN *C (APT) a 100 MHz em MeOH-d, para o alcaldide 50.



Figura 38: Espectro de massas (Insercao direta) do alcaldide 50.
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Figura 39: Espectro de RMN 'H (400 MHz) em MeOH-d, para o alcaldide 50.
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Figura 40: Ampliacdo da regido entre 4 6,9-7,6 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em MeOH-d, do alcaldide 50.
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Figura 41: Ampliagdo da regido entre & 4,0-6,0 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em MeOH-d, do alcaldide 50.
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Figura 42: Ampliagdo da regido entre &4 1,4-3,9 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em MeOH-d, do alcaldide 50.
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Figura 43: Mapa de correlacdo do espectro de 'H-'H-COSY em MeOH-d, para o
alcaléide 50.
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Figura 44: Mapa de correlagcédo do espectro de HMQC em MeOH-d, para o alcaléide
50.
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Figura 45: Ampliacdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em MeOH-d,
para o alcal6ide 50.
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Figura 46: Ampliacdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em MeOH-d,
para o alcal6ide 50.
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Figura 47: Mapa de correlagdo do espectro de HMBC em MeOH-d, para o alcaldide
50.
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Figura 48: Ampliagdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcal6ide 50.
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Figura 49: Ampliagdo do mapa de correlacdo do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcal6ide 50.
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Figura 50: Ampliagcdo do mapa de correlagédo do espectro de HMBC em MeOH-d,
para o alcal6ide 50.
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5.2.5 Substancia 51

A substancia 51 foi isolada como 6leo viscoso de cor castanha, apresentando
teste positivo para alcaléides com reagente Dragendorff.

A andlise dos espectros de RMN '*C (APT, Figuras 51 a 53, p. 84 a 86,
Tabela 17, p. 82) mostrou que o alcaldide (51) apresenta vinte e um atomos de
carbono, sendo trés metilicos (dois N-Me e um ligado a atomo de carbono spz),
quatro metilénicos (sendo um carbindlico), nove metinicos (cinco sp2 e dois ligados a
atomo de nitrogénio) e cinco atomos de carbono quaternario (todos spz).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura
54, p. 87, Esquema 3, p. 83), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 323
Daltons, permitiram propor a férmula molecular Cz1H27N2,O para o alcaléide (51),
sugerindo este ser um sal quaternario de amoénio, pois, possui massa impar, e ainda
o alcaldide (51) apresenta uma diferengca de 15 unidades de massa em relagdo ao
alcaldide affinisina (50).

O espectro de RMN 'H (Figuras 55 e 56, p. 88 e 89, Tabela 17, p. 82)
apresenta quatro sinais de hidrogénio aromaticos a 6y 7,48 (d, J= 8,0 Hz; H-9), d4
7,16 (t, J= 8,0 Hz; H-10), 64 7,29 (t, J= 8,0 Hz; H-11) e &4 7,34 (1H, d, J= 8,0 Hz; H-
12) acoplando entre si, e a presenca de um sinal singleto em 6y 3,73 referente a um
grupo MeN-1, indicam a presenga de um anel indélico com um grupo N-metil, livre de
substituintes, corroborada pela presenga de um fragmento m/z= 183 apresentado no
espectro de massas (Figura 54, p. 87, Esquema 3, p. 83) (AZOUG, 1995, BRAGA et
al., 1984; LOUSNASMSA, 1986).

A presencga do nucleo inddlico com um grupo N-Metil foi confirmada pelas
correlagdes heteronuclear a longa distancia (HMBC, Figuras 57 a 60, p. 91 a 94,
Tabela 17, p. 82) onde se observam as correlagdes a 3Jcu entre CH-9 (6¢c 118,71)/H-
11 (8n 7,29), CH-10 (6¢ 120,94)/H-12 (84 7,34), CH-11 (8¢ 122,92)/H-9 (64 7,48), C-
12 (8¢ 109,52)/H-10 (w4 7,16), C-2 (8¢ 132,72)/MeN-1 (8 3,73) e C-13 (8¢
138,00)/MeN-1 (64 3,73), as demais correlagdes estdo descritas na Tabela 17, p. 82.
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A presenca de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp? pode ser
reconhecida pelo sinal dupleto a 64 1,63 (d, J= 6,2 Hz) e pelo multipleto em 6y 5,58,
referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19, respectivamente. A presenca da ligagao
dupla, e do grupo metila ligado a esta, foi corroborada ainda através da correlagéo a
longa distancia (HMBC, Figuras 57 a 60, p. 90 a 93, Tabela 17, p. 82) Jc entre C-
20 (8¢ 127,25)/3H-18 (6w 1,63) (BRAGA & REIS,1987, MEDEIROS et al., 2001).

A presenga de um carbono metilénico carbindlico na posigcdo 17 em ¢ 63,50,
(AZOUG, 1995; BRAGA & REIS, 1987) foi confirmada através da correlacao
heteronuclear a longa distancia (HMBC, Figuras 57 a 60, p. 90 a 93, Tabela 17, p.
82) entre CH-5 (5¢ 65,83) com um hidrogénio carbindlico Ha-17 (64 3,60).

A analise do espectro de correlagbes heteronucleares distancia (HMBC,
Figuras 57 a 60, p. 90 a 93, Tabela 17, p. 82), permitiu confirmar a presenga do
segundo grupo MeN na posicdo 4 através das correlagbes a longa distancia 3Jen
entre CH-3 (6. 59,25)/MeN-4 (54 3,30) e CH-5 (5. 65,83)/MeN-4 (54 3,30).

O restante das atribuigbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
metilénicos e metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 17, p. 82) foi feita com
base nos dados obtidos nos experimentos bidimensionais (HMBC).

Pode-se entdo propor a estrutura da Np-metilaffinisina para o alcaldide (51)
diferindo entdo do alcaldide affinisina (50) de 15 daltons como dito anteriormente, e a
prova final da proposta foi feita através de comparagao com dados de literatura para
a Np-metilaffinisina isolada de Peschiera fuchsiaefolia (BRAGA & REIS, 1987).
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Tabela 17: Dados de RMN 'H (400 MHz), *C (APT, 100 MHz) e constantes de
acoplamento a longa distancia dos atomos de hidrogénio e carbono-13 observados
no espectro de HMBC do alcaldide (51), em comparagao com dados de literatura
para a Np,-metilaffinisina, em CDCI;. Os deslocamentos quimicos (8) estdo em ppm e
as constantes de acoplamento (J entre paréntesis) estdo em Hz.

APT HMBC N,-metilaffinisina
80 6H 2‘-ICH 3JCH 60
C
2 132,72 - H-3 MeN-1; H-6b 125,3
7 100,41 - H-6b H-9 100,0
8 125,03 - H-10; H-12 126,6
13 138,00 - MeN-1; H-9; H-11 137,6
20 127,25 - H-14a; 3H-18 132,0
CH
3 59,25 5,83 (d, 8,4) MeN-4 59,2
5 65,83 3,97 (m) H-17a; MeN-4 65,4
9 118,71 7,48 (d, 8,0) H-11 118,1
10 120,94 7,16 (t, 8,0) H-12 119,7
11 122,92 7,29 (t, 8,0) H-9 120,6
12 109,52 7,34 (d, 8,0) H-10 109,1
15 26,14 2,86 (s) 25,6
16 47,71 2,64 (m) 43,2
19 120,24 5,58 (m) 3H-18 1224
CH,
6 26,39 3,28 (m); 3,20 (m) 24,3
14 32,20 2,17 (m); 1,96 (m) 31,2
17 63,50 3, 68 (m); 3,60 (m) 62,7
21 64,94 ,95 (dI, 15,4) MeN-4 64,5
41 (dl, 15,4)
CH;
18 12,82 1,63 (d, 6,2) 12,3
MeN-1 30,13 3,73 (s) 29,4

MeN-4 43,47 3,30 (s) 47,1




C21H27N20
m/z 323 (7%)

m/z 265 (3%) 1°

CH,0

m/z 308 (16%)

m/z 277 (19%)

miz 293 (7%)
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Esquema 3: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de

massas da Np-metilaffinisina (51).



Figura 51: Espectro de RMN *C (APT) a 100 MHz em CDCl; para o alcaldide 51.
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Figura 52: Ampliagdo da regido entre ¢ 100-140 do espectro de RMN °C (APT) a
100 MHz em CDCI; para o alcaldide 51.
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Figura 53: Ampliagdo da regido entre 5c 10-70 do espectro de RMN "C (APT) a 100
MHz em CDClIj; para o alcaldide 51.



Figura 54: Espectro de massas (Insercao direta) do alcaldide 51.
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Figura 55: Espectro de RMN 'H (400 MHz) em CDCl; para o alcaldide 51.
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Figura 56: Ampliagdo da regido entre & 7,0-7,7 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDCl3 para o alcaldide 51.
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Figura 57: Mapa de correlagédo do espectro de HMBC em CDCI; para o alcaldide 51.
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Figura 58: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 51.
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Figura 59: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 51.



93

Figura 60: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 51.
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5.2.6 Substancia 52

A substancia (52) foi isolada como um sdélido amorfo, revelando teste
positivo para alcaléides com reagente de Drangendorff.

A analise do espectro de RMN *C (APT, Figuras 61 a 63, p. 98 a 100,
Tabela 18, p. 96) do alcaldide (52) permitiu reconhecer a presencga de vinte atomos
de carbono, sendo um metilico, seis metilénicos (todos sp3, e dois ligados a um
heteroatomo), oito metinicos (quatro sp? aromaticos, e quatro sp>, sendo dois ligados
a um heteroatomo) e quatro nao hidrogenados (todos sp?) (LOUNASMAA, 1986;
SHAMMA, 1979).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura 64
p- 101, Esquema 4, p. 97), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 280
Daltons, permitiram propor a féormula molecular CqgH24N2 para o alcalbide (52),
caracterizando um indice de Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) igual a 9.

O espectro de RMN 'H do alcaléide (52) (Figuras 65 a 70, p. 102 a 107,
Tabela 18, p. 96) apresentou sinais (dn) correspondentes a grupo metila,
hidrogénios aromaticos, grupos metinicos, grupos metilénicos e hidrogénio ligado a
nitrogénio referente a grupamento amina (LOUNASMAA, 1986; SHAMMA, 1979).

O espectro de RMN 'H do alcaldide (52) (Figuras 66 e 67, p. 103 e 104,
Tabela 18, p. 96) apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos a oy
7,44 (d, J= 7,0 Hz; H-9); 7,07 (m; H-10); 7,10 (m; H-11); 7,24 (d, J= 7,7 Hz; H-12)
caracteristicos do anel A (benzénico) de um nucleo inddlico livre de substituintes
(AZOUG, 1995; LOUNASMAA, 1986), confirmado através das correlagbes
heteronucleares HMQC (Figuras 71 a 74, p. 108 a 111, Tabela 18, p. 96) onde se
observam as correlacdes a 'Jcy entre CH-9 (8¢ 117,84)/H-9 (84 7,44); CH-10 (5¢
119,08)/H-10 (& 7,07); CH-11 (8¢ 121,00)/H-11 (84 7,10) e CH-12 (8¢ 110,16)/H-12
(81 7,24).

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi também confirmada
pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia (HMBC, Figuras 75 a 78, p. 112
a 115, Tabela 18, p. 96) onde se observam as correlagdes 3Jci entre CH-9 (5¢
117,84)/H-11 (84 7,10); CH-10 (8¢ 119,08)/H-12 (8y 7,24); CH-11 (8¢ 121,00)/H-9 (8n
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7,44) e CH-12 (6¢ 110,16)/H-10 (6 7,07) e com HN-1 (64 8,03), corroborado ainda
pelos fragmentos m/z= 168 e 156 u.m.a. apresentado no espectro de massas
(Figura 64, p. 101, Esquema 4, p. 97).

No alcaldide (52) nota-se a auséncia de um grupo carbometoxi ligado ao
carbono C-16 comum no esqueleto para alcaldides inddlicos monoterpénicos (ZENK,
1980).

A presenga de trés sinais multipletos relativos aos dois grupos metilénicos
do nucleo inddlico acoplando entre si, 2H-5 [(6y 3,41, m, H-5b) e (34 3,20, m, H-5a)]
o ao atomo de nitrogénio, com 2H-6 [(6y 3,20, m, H-6b) e (64 2,75, H-6a)],
juntamente com os fragmentos com m/z= 168 (Figura 64, p. 101, Esquema 4, p. 97)
corroboram na confirmagéo da proposta de um nucleo inddlico livre de substituintes.

A presencga dos dois grupos metilénicos do nucleo inddlico acoplando entre
si foi confirmada pelas correlagdes heteronuclear a longa distancia observadas no
espectro de HMBC (Tabela 18, p. 96, Figuras 75 a 78, p. 112 a 115) entre 3Jen
entre C-2 (8¢ 141,27)/H-6b (8 3,20); C-7 (8¢ 108,86)/2H-5 (84 3,41 e 3,20); C-8 (8¢
129,46)/H-6b (81 3,20) e a 2Jc entre C-7 (8¢ 108,86)/2H-6 (5 3,20 e 2,75).

A presencga de um sinal tripleto integrando para trés hidrogénios em &y 0,88
com J= 7,0 Hz relativo a um grupo metila apresentado no espectro de RMN H
(Figura 70, p. 107, Tabela 18, p. 96), confirmado pelas correlagbées heteronuclear a
longa distancia observadas no espectro de HMBC (Tabela 18, p. 96, Figuras 75 a
78, p. 112 a 115) entre 3JCH entre CH-20 (5¢ 41,77)/3H-18 (6 0,88) e a 2JCH entre
CH2-19 (8¢ 27,51)/3H-18 (64 0,88), confirmam a presenca de um grupo etila livre de
oxidagao na cadeia lateral da porgédo terpénica do alcaldide (52) (LOUNASMAA,
1986; SHAMMA, 1979).

O conjunto desses dados permite classificar o alcaldide (52) com um
esqueleto pertencente da classe ibogano, definindo o alcaldide (52) como sendo a
ibogamina. A prova final desta proposta adveio da comparagdo dos dados
espectroscopicos do alcaldide (52) com os dados de literatura para a ibogamina
(LOUNASMAA, 1986; SHAMMA, 1979).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos proposta
para (52) foi feita com base em dados biogenéticos, visto que todos os alcaléides
com esqueleto do tipo ibogano isolados de espécies do género Tabernaemontana
apresentam as configuragbes dos carbonos estereogénicos como apresentadas em
(52) (DANIELI & PALMISANO, 1986).
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Tabela 18: Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no espectro de
HMQC e constantes de acoplamento a longa distédncia dos atomos de hidrogénio e
carbono-13 observados no espectro de HMBC do alcaldide (52), em CDClI; em
comparagao com dados de literatura para a ibogamina em CDCl;. Os deslocamentos
quimicos (8) estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J entre parentesis)
estdo em Hz.

HMQC HMBC
Ibogamina
Oc OH %JeH *Je Oc

C

2 141,27 - H-6b; H-21 141,9
7 108,86 - 2H-6 2H-5; H-9; HN-1 109,7
8 129,46 - H-9 HN-1; H-6b; H-10; H-12 129,8
13 134,71 - H-9; H-11 134,2
CH

9 117,84 7,44 (d, 7,0) H-11 117,5
10 119,08 7,07 (m) H-11 H-12 118,8
11 121,00 7,10 (m) H-9 120,6
12 110,16 7,24 (d,7,7) HN-1; H-10 110,2
14 26,11 1,87 (m) 26,9
16 40,70 3,01 (m) H-20 33,7
20 41,77 1,56 (m) H-21 3H-18 41,6
21 57,80 2,94 (sl) 2H-3; 2H-5 57,0
CH,

3 49,75 3,12 (m); 3,01 (m) 2H-5; H-21 54,5
5 54,34 3,41 (m); 3,20 (m) H-5b; H-17a; H-21 49,3
6 20,12 3,20 (m); 2,75 (m) 20,0
15 31,65 1,85(m); 1,25 (m) H-20 H-3b;2H-17; H-21 31,4
17 33,87 2,05 (m); 1,59 (m) 2H-3; H-21 34,7
19 27,51 2,04 (m); 1,60 (m) 3H-18 28,2
CH;

18 11,89 0,88 (t, 7,0) 11,9
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Esquema 4: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da ibogamina (52).



Figura 61: Espectro de RMN *C (APT) a 100 MHz em CDCl; do alcaldide 52.
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Figura 62: Ampliacéo da regido entre ¢ 110,0-140,0 do espectro de RMN "*C (APT)
a 100 MHz em CDCl; do alcaléide 52.
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Figura 63: Ampliago da regido entre 5c 10,0-60,0 do espectro de RMN "®C (APT) a
100 MHz em CDClI; do alcaldide 52.
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Figura 64: Espectro de massas (Insercao direta) do alcaldide 52.
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Figura 65: Espectro de RMN "H (400 MHz) em CDCl; do alcaldide 52.
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Figura 66: Ampliago da regido entre &y 7,4-8,0 do espectro de RMN 'H (400 MHz)
em CDClI3 do alcaldide 52.
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Figura 67: Ampliagdo da regido entre &4 7,0-7,3 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 52.
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Figura 68: Ampliagdo da regido entre & 3,5-4,6 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 52.
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Figura 69: Ampliagdo da regido entre & 2,6-3,5 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 52.



107

Figura 70: Ampliagdo da regido entre &4 0,6-2,4 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 52.
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Figura 71: Mapa de correlagdo do espectro de HMQC em CDCI; para o alcaléide
52.
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Figura 72: Ampliagdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; para
o alcaléide 52.
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Figura 73: Ampliagdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; para
o alcaléide 52.
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Figura 74: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para o alcaldide 52.
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Figura 75: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 52.
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Figura 76: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 52.
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Figura 77: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaldide 52.
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Figura 78: Ampliagao do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 52.
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5.2.7 Substancia 53

A substéancia (53) foi isolada como um sdlido amorfo, revelando um teste
positivo para alcaléides com reagente de Dragendorff.

A analise do espectro RMN BC (APT, Figuras 79 a 81, p. 121 a 123, Tabela
19, p. 119) permitiu identificar a presenga de vinte e um atomos de carbono, sendo
trés metilicos (um OMe, um N-Me e o outro ligado a um atomo de carbono sp?),
quatro metilénicos (sendo, um ligado a um atomo de oxigénio, um a-carbonilico e
um ligado a um atomo de nitrogénio), oito metinicos (cinco atomos de carbono spz,
um atomo de carbono sp® ligado a um atomo de nitrogénio e dois sp®) e seis atomos
de carbono ndo hidrogenados (todos sp?) (Tabela 19, p. 119).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas apresentou
pico do ion molecular em m/z 338 Daltons que em conjunto com o espectro de RMN
'H e "™C-APT possibilitou propor a férmula molecular Ca1HasN,O, (grau de
insaturagdo 10) para o alcaldide 53, compativel com o esqueleto do tipo
corinanteano.

O espectro de RMN 'H (Figuras 82 a 90, p. 124 a 132, Tabela 19, p. 119)
apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos acoplando entre si
(Figuras 83 a 85, p. 124 a 132) a 64 7,70 (d, J= 8,1 Hz, H-9); 7,16 (dd, J= 8,4 e 8,1
Hz, H-10); 7,36 (dd, J= 8,4 e 8,4 Hz, H-11); 7,49 (dl, J= 8,4 Hz) caracteristicos de um
nucleo inddlico livre de substituintes (AZOUG, 1995; LOUNASMAA, 1986)
confirmado através das correlagbes heteronucleares HMQC (Figuras 91 a 93, p.
133 a 135, Tabela 19, p. 119) onde se observam as correlacdes a 'Jcy entre CH-9
(8¢ 120,48)/H-9 (84 7,70); CH-10 (8¢ 120,64)/H-10 (8 7,16); CH-11 (5¢ 126,81)/H-11
(01 7,36) e CH-12 (8¢ 112,19)/H-12 (dn 7,49). A presenca do nucleo inddlico livre de
substituintes foi também confirmada pelas correlagées heteronucleares a longa
distancia (HMBC, Figuras 94 a 98, p. 136 a 140, Tabela 19, p. 119) onde se
observam as correlagcdes 3Jcn entre CH-9 (6c 120,48)/H-11 (64 7,36); CH-10 (d¢c
120,64)/H-12 (84 7,49); CH-11 (8¢ 126,81)/H-9 (84 7,70) e CH-12 (8¢ 112,19)/H-10
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(6w 7,16), corroborado ainda pelo fragmento m/z= 158 daltons apresentado no
espectro de massas (Figura 99, p. 141, Esquema 5, p. 120). As demais correlagbes
estdo descritas na Tabela 19.

A presenca de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp?
apresentada no espectro de RMN 'H (Figuras 86 e 88, p. 128 e 130, Tabela 19, p.
119) pode ser reconhecida pelo sinal duplodupleto a 64 1,70 relativo a trés
hidrogénios com J= 7,0 e 2,2 Hz, e pelo quadrupleto a 64 5,49 relativo a um
hidrogénio com J= 7,0 Hz, referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19,
respectivamente. A confirmacao da dupla ligacédo e do grupo metila a ela ligada foi
corroborada ainda através das correlagdes a longa distancia (HMBC, Figuras 94 a
98, p. 136 a 140) onde se observam as correlagbes 2Jcn entre CH3-18 (0c 12,10)/H-
19 (84 5,49); CH-19 (8¢ 121,31)/3H-18 (84 1,70) e pelas correlagdes a 3Jey entre C-
20 (8¢ 134,71)/3H-18 (84 1,70) (BRAGA et al., 1984).

A presencga de um grupo carbonila a,B-insaturado na posi¢ao 3 foi confirmada
pelo sinal em &¢c 191,50 apresentado no espectro de RMN 3¢ (APT, Figura 79, p.
121), e corroborado pela correlagdo heteronuclear a longa distancia (HMBC, Figura
94 a 98, p. 136 a 140, Tabela 19, p. 119) onde observa-se a correlacéo %Jcy C-3 (8¢
191,50)/H-14b (84 3,33), e pela correlagdo a >Jcy entre C-3 (8¢ 191,50)/H-15 (84
3,07).

A presenca de um grupo metila ligado ao atomo de N-4 foi confirmada pelo
sinal singleto integrando para trés hidrogénios em &y 2,57 apresentado no espectro
de RMN 'H (Figura 88, p. 130, Tabela 19, p. 119), e pelo sinal em &c 41,81
referente ao grupo CH3-N-4 apresentado no espectro de RMN "*C-APT (Figura 81,
p. 123, Tabela 19, p. 119). A presencga deste grupo foi confirmada ainda pelas
correlagbes heteronuclear a longa distancia (HMBC, Figura 94 a 98, p. 136 a 140)
onde observa-se as correlacoes 3Jcn CH-5 (0¢c 56,93)/MeN-4 (6y 2,57) e CH2-21 (5¢
52,04)/MeN-4 (8 2,57).

A presenca de um sinal em &c 67,44 apresentado no espectro de RMN 3c
(APT, Figura 81, p. 123, Tabela 19, p. 119), caracteristico de carbono ligado a um
atomo de oxigénio (MEDEIROS, 2003; BRAGA et al., 1986) e, de dois sinais
duplodupleto integrando para um hidrogénio cada em oy 3,62 e 3,59 ambos com J=
8,0 e 2,2 Hz apresentado no espectro de RMN "H (Figura 87, p. 129, Tabela 19, p.
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119), confirmam a presenca de um carbono metilénico CH»-17 ligado a um grupo
OMe.

A presenca do grupo OMe ligado ao carbono CH»-17 pode ser confirmada
pela presenga do sinal em 6¢c 50,74 no espectro de RMN BC-APT (Figura 81, p.
123, Tabela 19, p. 119), e pelo sinal simples integrando para trés hidrogénios no
espectro de RMN 'H (Figura 88, p. 130, Tabela 19, p. 119) em &4 3,47.

A presenga deste carbono metilénico CH,-17 ligado a um grupo OMe foi
confirmada ainda pelas correlagées heteronuclear a longa distancia (HMBC, Figura
94 a 98, p. 136 a 140, Tabela 19, p. 119) onde observa-se as correlagbes 3Jcr CHa-
17 (8¢ 67,44)/H-15 (64 3,07) e H-5 (n 3,31).

A presenga de um fragmento em m/z= 306 (100%) no espectro de massas
(Figura 99, p. 141, Esquema 5, p. 120) mostra a perda de um molécula de MeOH,
corroborando na confirmagéo da presenga de um grupo metoxila ligado ao atomo de
carbono CH»-17.

A atribuicdo do restante dos deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio metilénicos e metinicos da cadeia alifatica (Tabela 19, p. 119) foi feita
com base nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio
(FRIEBOLIM, 1993; SILVERSTEIN, 1991; BREITMAIER, 1987).

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto do sub-tipo
sarpagina (BRAGA et al., 1984) e propor a estrutura (53) para o alcaldide isolado.
Prova final desta estrutura veio da comparagdo dos dados de RMN '*C (APT,
Tabela 19, p. 119) com dados da para o alcaldide affinina (48) aqui ja descrito, onde
nota-se a presenga de um grupo hidroxila ligado no carbono CH2-17, enquanto que
no alcaldide (53) a presenca de um grupo metoxila.

Até o presente momento o alcaldéide (53) encontra-se inédito na literatura e
ao qual deu-se 0 nome de histrixnina.

A estereoquimica relativa do atomo de carbono C-16 proposta para
histrixnina (53) foi feita com base na comparagdo com valores do deslocamento
quimico do carbono C-16 encontrado na literatura para a epiaffinina com 8¢~ 38,50,
isolada das espécies do Peschiera fuchsiaefolia ref, P. catharinensis (ARAUJO et al.,
1984) e Hunteria zeylanica (LAVAUD et al., 1982; ARAMBEWELA and KHUONG-
HUU, 1981), mostrando o alcaldide hystrixnina (53) que possui um valor de 3¢ 38,02,

para o carbono C-16, possui a mesma estereoquimica.
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Desse modo, o um novo alcaléide com esqueleto do tipo corinanteano isolado

foi isolado e caracterizado com o nome de histrixnina.

Tabela 19: Dados de RMN 'H (400 MHz), "*C (100 MHz) observados no espectro de
HMQC e constantes de acoplamento a longa distédncia dos atomos de hidrogénio e
carbono-13 observados no espectro de HMBC do alcaldide histrixnina (53), em
CDCl; em comparagéo com dados de literatura para o alcaléide (48) em CDCI;. Os
deslocamentos quimicos (3) estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J entre
paréntesis) estdo em Hz.

53 48
HMQC HMBC
Sc o *Jew *Jew Sc 5

c

2 13543 - 2H-6; H-14a 136,80 -

3 191,50 - H-14b 194,00 -

7 120,36 - H-6 HN-1: H-9 122,00 -

8 128,30 - H-6; H-10; 129,60 -

H-12

13 136,41 - H-9: H-11 138,60 -

20 134,71 - 2H-21 3H-18 136,32 -

CH

5 56,93 3,31 (dl, 8,4) Me-4; H-15; 56,97 3,06 (t, 8,3)

2H-17; H-21b

9 120,48 7,70 (d, 8,1) H-11 121,64 7,68 (d, 8,1)

10 120,64 7,16 (t, 8,4, 8,1) H-12 121,11 7,09 (dt, 8,1)

11 126,81 7,36 (dd, 8,1, 8,4) H-9 127,44 7,28 (dt, 8,3)

12 112,19 7,49 (dI, 8,4) H-10 113,40 7,40 (d, 8,3)

15 31,60 3,07 (tl, 8,8) 2H-14  2H-17; H-19; 31,29 3,04 (tl, 10,5)

H-21b

16 38,02 1,97 (m) H-5: H-15 2H-6; 2H-14 41,27 1,89 (t, 6,7)

19 121,31 5,49 (ql, 7,0) 3H-18 2H-21 122,50 5,49 (ql, 6,7)
CH,

6 19,34 3,48 (m) H-5 20,60 3,34 (m)

3,29 (m)
14 43,50 3,33 (M) H-15 44,30 3,25 (dd, 12,6, 9,7)
2,67 (dd, 12,8, 7,7) 2,45 (dd, 12,6, 6,7)
17 67,44 3,62 (dd, 8,0, 2,2) H-5;H-15 65,61 3,41 (d, 6,2)
3,59 (dd, 8,0, 2,2)
21 52,04 3,70 (dI, 13,9) MeN-4; H-5; 53,27 3,50 (tl, 13,7)
3,04 (d, 13,9) H-15: H-19 2,83 (d, 13,7)
CH,

18 12,10 1,70 (dd, 7,0, 2,2) H-19 12,20 1,65 (dd, 6,7, 1,9)
MeN 41,81 2,57 (s) 42,30 2,41 (s)
MeO 50,74 3,47 (s) - -

H-N, - 9,32 (sl) - 9,15 (sl)
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e N N 19

15
18

miz 150 (30 %) miz 167 (22 %)

miz 136 (22%)

Esquema 5: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da histrixnina (53).



121

Figura 79: Espectro de RMN *C (APT) a 100 MHz em CDCl; do alcaldide 53.
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Figura 80: Ampliacéo da regido entre ¢ 113,0-137,0 do espectro de RMN "*C (APT)
a 100 MHz em CDCl; do alcaléide 53.
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Figura 81: Ampliagdo da regido entre 5c 10,0-67,0 do espectro de RMN "®C (APT) a
100 MHz em CDClI; do alcaldide 53.
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Figura 82: Espectro de RMN "H (400 MHz) em CDCl; do alcaldide 53.
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Figura 83: Ampliagdo da regido entre & 7,6-9,5 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 53.
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Figura 84: Ampliagdo da regido entre &, 7,32-7,47 do espectro de RMN "H (400
MHz) em CDCl; do alcaléide 53.
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Figura 85: Ampliagdo da regido entre &, 7,14-7,28 do espectro de RMN "H (400
MHz) em CDCl; do alcaléide 53.
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Figura 86: Ampliagdo da regido entre &4 5,1-5,7 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 53.
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Figura 87: Ampliagdo da regido entre &, 3,58-3,63 do espectro de RMN "H (400
MHz) em CDCl; do alcaléide 53.
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Figura 88: Ampliagdo da regido entre &4 0,9-3,4 do espectro de RMN "H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 53.
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Figura 89: Ampliagdo da regido entre &, 2,62-2,74 do espectro de RMN "H (400
MHz) em CDCl; do alcaléide 53.
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Figura 90: Ampliagdo da regido entre 5 1,63-1,8 do espectro de RMN 'H (400 MHz)
em CDClI; do alcaloide 53.
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Figura 91: Mapa de correlagdo do espectro de HMQC em CDCI; para o alcaléide
53.
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Figura 92: Ampliagdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; para
o alcaléide 53.
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Figura 93: Ampliagdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; para
o alcaléide 53.
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Figura 94: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para o alcaldide 53.
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Figura 95: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 53.
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Figura 96: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 53.
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Figura 97: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 53.
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Figura 98: Ampliagdo do mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; para
o alcaléide 53.
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Figura 99: Espectro de massas (Inser¢ao direta) do alcaldide 53.
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5.3. Dados fisicos das substancias isoladas

5.3.1 Affinina

Sdélido castanho amorfo

Ponto de fusao: 176-191°C

IV (KBr) cm™: 3309, 2941, 1635, 1575, 1440, 1334, 1257, 1060, 746
RMN "H (400 MHz, MeOH-d,): Tabela 14, p. 30

RMN 3C (100 MHz, MeOH-d;): Tabela 14, p. 30

EM m/z (Int. rel): 324 (3), 306 (60), 263 (13), 152 (100)

5.3.2 Olivacina

Solido amarelo claro amorfo

[a]p®® = + 85,7 (MeOH, 7 x 10° g/mL)

RMN 'H (500 MHz, MeOH-d.,): Tabela 15, p. 50

RMN "3C (125 MHz, MeOH-d,): Tabela 15, p. 50

EM m/z (Int. rel): 246 (100), 245 (35), 229 (15), 204 (16), 123 (15)

5.3.3 Affinisina

Solido amorfo

Ponto de fusao: 248-254°C

[a]p®® = + 4,36 (MeOH, 5,04 x 10 g/mL)

IV (KBr) cm™: 3361, 1452, 1384, 1325, 1253, 746

RMN 'H (400 MHz, MeOH-d,): Tabela 16, p. 65

RMN 3C (100 MHz, MeOH-d;): Tabela 16, p. 65

EM m/z (Int. rel): 308 (42), 291 (26), 197 (20), 182 (100), 181 (41), 168 (59)

5.3.4 Ny-Metilaffinisina

Oleo castanho viscoso

[a]p®® = - 5,26 (MeOH, 3,8 x 10 g/mL)

IV (KBr) cm™: 3404, 2923, 1452, 1379, 1058, 746

RMN "H (400 MHz, CDCls): Tabela 17, p. 82

RMN 3C (100 MHz, CDCl3): Tabela 17, p. 82

EM m/z (Int. rel): 323 (7), 308 (16), 293 (7), 265 (3), 183 (100)
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5.3.5 Ibogamina

Sélido amorfo

Ponto de fusao: 94-99°C

[a]p®® = - 37,5 (MeOH, 1,6 x 10™ g/mL)

IV (KBr) cm™: 3271, 2918, 1652, 1460, 1334, 744

RMN "H (400 MHz, CDCl3): Tabela 18, p. 96

RMN "C (100 MHz, CDCl3): Tabela 18, p. 96

EM m/z (Int. rel): 280 (58), 265 (7), 168 (18), 156 (22), 136 (32)

5.3.6 Histrixnina

Sélido castanho amorfo

[a]o®® = - 100 (MeOH, 1,32 x 10 g/mL)

IV (KBr) cm™: 3336, 1637, 1456, 1334, 1149, 746

RMN "H (400 MHz, CDCl3): Tabela 19, p. 119

RMN C (100 MHz, CDCl5): Tabela 19, p. 119

EM m/z (Int. rel): 338 (12), 306 (98), 305 (64), 277 (9), 263 (56), 181 (9), 180 (21),
167 (22), 152 (100), 150 (30), 136 (22)
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato em metanol das cascas das raizes de
Tabernaemontana hystrix permitiu o isolamento e a identificacdo de seis alcaloides
inddlicos monoterpénicos: affinina, affinisina, Np-metilaffinisina, ibogamina, olivacina
e histrixnina.

Os alcaldides inddlicos isolados possuem atividades farmacoldgicas variadas,
destacando-se entre estes a olivacina que tem acentuada atividade antitumoral,
inibindo a sintese de DNA, RNA e proteinas provavelmente por intercalacdo na
dupla hélice do DNA e por ligagdo com acidos nucléicos (SCHRIPSEMA et al,,
2004).

Na determinacao estrutural destas substancias foram utilizados métodos
espectroscopicos de anadlise principalmente RMN, incluindo experimentos
bidimensionais ('H-'H-COSY, HMQC e HMBC) o que permitiu ampliar os dados
espectroscoépicos da literatura.

A similaridade dos alcaldides isolados com outras espécies do género
Tabernaemontana aponta uma relagao quimiotaxonémica entre estas espécies e
esta de acordo com sua classificagdo com bases morfoldgicas.

Em relacdo a estudos fitoquimicos anteriores em Tabernaemontana hystrix
publicados com a sinénimia de Peschiera fuchsiaefolia, foram isolados da casca do
caule 15  alcaldides: 12-metoxi-4-metilvoachalotina  (28), 12-metoxi-4-
metilvoachalotina etil éster (29), fuchsiaefolina (30), normacusina (31), affinisina (32),
voachalotina (33), 4-metilaffinisina (34), 4-metilvoachalotina (35), voacangina (36),
ibogaina  (37), vobasinol (38), perivina (39), 16-epiaffinina  (40),
voacanginahidroxiindolenina (41), e 6 alcaldides bis-inddlicos: voacamina bis-indol
(42), decarbometoxivoacamina (43), demetilvoacamina (44), voacamidina (45),
dihidrovoacamina (46), e demetildihidrovoacamina (47) (Figura 8), nossos resultados
sdo parcialmente coincidentes, o que pode ser justificado, pela época ou local da

coleta.
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