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RESUMO

BARBOSA, Lara Fonseca; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Marco de 2008: Constituintes quimicos de Aspidosperma illustre
(Apocynaceae); Orientador: lvo José Curcino Vieira; Co-orientadores: Leda Mathias e
Raimundo Braz-Filho.

A Familia Apocynaceae € bioprodutora de alcaldides inddlicos com diversas
atividades bioldgicas. Dentro dessa familia pode-se destacar o género Aspidosperma
que é rico na produgdo desses alcaldides. O presente trabalho teve como objetivo
realizar o estudo fitoquimico da espécie Aspidosperma illustre, nunca estudada
anteriormente, e testar a atividade antioxidante dos extratos e substancias. A espécie
foi coletada em Linhares-ES, na Reserva da Companhia Vale do Rio Doce. O estudo
fitoquimico da espécie permitiu o isolamento de dois alcaldides inddlicos
monoterpénicos: B-ioimbina (1) e 1,2-desidroaspidospermidina (ll) e oito triterpenos: [3-
amirina (lll), lupeol (IV), acetato de B-amirina (V), acetato de lupeol (VI), 38B-
tetradecanoato-28-hidroxiolean-12-eno (VIIl), acido 3B-hexadecanoato-olean-12-en-28-
oico (VINI), acido ursolico (IX) e 3B-acetoxi-11a-metoxiolean-12-eno (X). O teste
antioxidante realizado com os extratos e a substancia isolada ioimbina (I) nd&o mostrou
nenhuma atividade significante.

A determinacao estrutural das substancias isoladas foi feita a partir de dados de
RMN de 'H e ™C uni e bidimensionais, dados de espectrometria de massas (EM) e
comparagao com dados existentes na literatura.

As substancias VIl e X se mostram inéditas na literatura até o momento, sendo

todas inéditas na espécie, que nunca foi estudada anteriormente.
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ABSTRACT

BARBOSA, Lara Fonseca; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, 2008, March: Chemical constituents of Aspidosperma illustre (Apocynaceae);
Advisor: Ivo José Curcino Vieira; Co-advisors: Leda Mathias e Raimundo Braz-Filho.

The Apocynaceae family is bioproducter of indole alkaloids with various biological
activities. Within this family you can detach the genus Aspidosperma that is rich in the
production of these alkaloids. This present work has objective the phytochemical study
of the Aspidosperma illustre, never studied before, and test the antioxidant activity of the
extracts and compound. This specie was collected in Linhares-ES, at Companhia Vale
do Rio Doce Reserve. The phytochemical study of the Aspidosperma illustre, permitted
the isolation of two monoterpenic indole alkaloids: [-yohimbine (1) e 1,2-
dehidroaspidospermidine (ll) and eight triterpenes: B-amyrin (lll), lupeol (IV), B-amyrin
acetate (V), lupeol acetate (VI), 3p-tetradecanoate-28-hydroxyolean-12-ene (VII), 3-
hexadecanoate-olean-12-en-28-6ic acid (VINl), ursolic acid (IX) e 3B-acetoxy-11a-
methoxyolean-12-en (X). The antioxidant test realized was not significative.

The structures were elucidated by spectrometric data, specially NMR 'H and *C
one and two dimensional, mass (MS) and comparison with literature data.

The substances VIII e X have not been previously registered yet in the literature

and all are new in the genus.
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1 INTRODUGAO

Durante séculos, a populacdo vem utilizando espécies vegetais para varios fins,
tais como, alucinégenos, venenos, drogas, estimulantes, especiarias, perfumes e
pigmentos (STASI, 1996).

No final do século XVIII surgiu a fitoquimica, uma area da quimica de produtos
naturais, com a finalidade de isolar e determinar a estrutura de metabdlitos especiais
(YUNES & FILHO, 2001). Acredita-se que esses metabdlitos vem sendo produzidos
pelas plantas a centenas de anos atras, onde muitos desses tem atuado como defesa

ao ataque de predadores (ROBERTS & WINK, 1998).

Varias substéncias foram isoladas no final do século XVIII, onde muitas dessas
foram utilizadas como modelo para sintese ou semi-sintese de farmacos, os quais vém
sendo utilizados até os dias de hoje. Dentre estas substancias, podemos citar o
alcaloide morfina (1), que foi extraido em 1803 da espécie vegetal Papaver somniferum,
utiizada para dores viscerais (YUNES & FILHO, 2001), e com atividade

hipnoanalgésica (HENRIQUES et al. 1999).

Hoje em dia, 25% dos medicamentos utilizados nos paises industrializados séo

fontes diretas ou indiretas de produtos naturais (YUNES & FILHO, 2001).
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Existem cerca de 250 a 500 mil espécies de plantas em todo planeta, sendo que
uma pequena parte, (aproximadamente 15%) foi estudada (YUNES & FILHO, 2001). As
regides equatoriais da América do Sul apresentam a maior biodiversidade, onde se
destaca o Brasil que tem apenas 8% de suas espécies vegetais estudadas com seus
principios ativos isolados e aproximadamente, 1100 avaliados em suas propriedades
medicinais (GUERRA & NODARI, 2000).

Essa biodiversidade esta fortemente ameagada devido a destruigcdo de alguns
ecossistemas (Floreta Amazbnica, Mata Atlantica e Cerrado), e aos estresses
ambientais causados pela poluicdo e mudancas climaticas. Se essa devastacao
continuar no ritmo atual é previsto que em 2010, uma grande parte das florestas
tropicais seja eliminada.

Dentre as diversas familias de espécies vegetais que bioproduzem substéancias
com varias atividades biologicas, pode-se destacar a familia Apocynaceae, a qual é
caracterizada por ser bioprodutora de alcaléides inddlicos dotados de diversas
atividades biolégicas (CANCELIERI, 2001).

Dentro dessa familia podemos destacar os géneros: Tabernaemontana que
possui mais de 300 alcaldides inddlicos isolados, alguns com propriedades
farmacolégicas como antiparasitico, alucinogeno e atividade antimicrobianas
(FIGUEIREDO, 2005); o género Rauvolfia rico em alcaléides com propriedades
hipotensoras, sedativas e hipnéticas (BARBOSA, 2005) e o género Aspidosperma rico
na producéao de alcaldides inddlicos (BARBOSA et al., 2003).

Sendo entdo, as espécies vegetais da familia Apocynaceae bioprodutoras de

substancias que apresentam varias atividades biolégicas, como citado acima, resolveu-



21

se investigar a constituicdo quimica da espécie vegetal Aspidosperma illustre, a qual

nao possui nenhum relato quimico na literatura até o presente momento.






2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo, isolar e identificar estruturalmente os
constituintes quimicos dos extratos em hexano e em metanol das cascas das raizes,
e do extrato em metanol das folhas da espécie Aspidosperma illustre.

Realizar testes de atividade antioxidante com os extratos brutos e/ou

substancias isoladas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA APOCYNACEAE

A familia Apocynaceae € uma das dez maiores familias de Angiospermas,
possuindo cerca de 250 a 550 géneros, e de 3700 a 5100 espécies (RAPINI, 2000),
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (JOLY, 2002) de todos os
continentes (RAPINI, 2000). No Brasil, existem cerca de 41 géneros que sao
representados por aproximadamente 376 espécies (BARROSO, 1991). Dessas, 65
espécies subordinadas a 19 géneros podem ser encontrada no estado do Rio de
Janeiro (QUINET, 2002).

As plantas dessa familia sdo encontradas na forma de ervas, arbustos,
arvores e trepadeiras, ocorrendo tanto nos campos como nas matas (JOLY, 2002), e
exsudam um latex branco quando sofrem algum tipo de injuria mecanica
(BARBOSA, 2005).

Essa familia é caracterizada pela producao de diversas substancias bioativas,
tais como: iriddides e glicosideos cardioativos, além dos alcaléides inddlicos,
pirrolizidinicos, esteroidais e piridinicos (RAPINI, 2000).

Muitas dessas plantas sao toxicas podendo causar a morte em animais ou em
humanos quando ingeridas, outras sdo utilizadas com fins medicinais, como é o
caso da espécie Rauvolfia serpentina, de onde foi extraido o alcalbide reserpina (2,
pag. 5), utilizado como antidepressivo e tranquilizante, e a Catharantus roseus de
onde foram isolados os alcaldides vincristina (3, pag. 5) vimblastina (4, pag. 5)

utilizados na medicina moderna como antitumoral (RAPINI, 2000).
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Muitos géneros s&o cultivados com fins ornamentais, como € o caso da
Tabernaemontana e Plumeria (JOLY, 2002), ja outras espécies s&o utilizadas pelo
valor econémico, como é o caso da Apocynum cannabinum utilizada como fonte de
fibras para cordas e fios para artesanato e da Apocynum spp. produtora de borracha
e goma de mascar. Os ramos de Sarcostemma clausum sdo usados como vara de
pescar, e algumas espécies de Matelea eram utilizadas como venenos para flechas,
(RAPINI, 2000). A espécie Hancornia speciosa, conhecida como mangabeira é
utilizada na alimentacao e a espécie Secondatia floribunda, popularmente chamada
de catuaba, € usada pela populagdo como afrodisiaco (QUINET, 2002).

A familia Apocynaceae esta subdividida em trés subfamilias:

I- Plumieroideae; Il- Cerberoideae; lll- Echitoideae. Encontra-se na Tabela 1
(pag.6), uma classificagdo botanica resumida da familia Apocynaceae (subfamilias,

tribos e géneros), constando a classe de alcaldides encontrados em alguns géneros.
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Tabela 1: Classificagado botanica da familia Apocynaceae, segundo K. Schumann,
M. Pichon e F. Margraf (HESSE, 1981).

| — Plumieroideae (Subfamilia)

1. Carisseae (Tribo)

Géneros Couma Melodinus?® Carissa
Lacmellea Hancornia® Landolphia Dictyophleba
Pacouria Jasminochyla Vahadenia Clitandra
Carpodinus?® Willughbeia Urnularia Bousigonia
Leuconotis® Cyclocotyla Picralima?® Parahancornia
Tetradoa Hunteria® Pleiocarpa® Polyadoa®

2. Chilocarpeae (Tribo)

Género Chilocarpus

3. Ambelanieae (Tribo)

Géneros Ambelania Rhigospira Necocouma
Macoubea Molongum

4. Tabernaemontaneae (Tribo)

Géneros Rejoua® Ervatamia® Pterotaberna
Pagiantha® Muntafara Pandacastrum Callichilia®
Hazunta® Hedranthera® Tabernaemontana® | Peschiera®
Ephippiocarpa Carvalhoa Tabernanthe® Schizozygia®
Daturicarpa Crioceras® Calocrater Voacanga®
Stemmadenia® Conopharyngia® | Pandaca® Gabunia®
Capuronetta®

5. Alstoniae (Tribo)

Géneros Stephanostegia Dyera Kamettia
Gonioma® Strempeliopsis Plectaneia Alstonia®
Tonduzia® Winchia Paladelpha Bisquamaria
Blaberopus Diplorrynchus?® Aspidosperma® Geissospermu
Microplumeria Rhazya® Amsonia® Lochenera?®
Vinca® Catharanthus® Craspidospermum?® | Plumeria
Himatanthus Holarrhena® Haplophyton?®

6. Rauvofieae (Tribo)

Géneros Petchia Rauvolfia® Podochrosia
Alyxia Lepinia Lepiniopsis Ochrosia®
Excavatia® Vallesia® Cabucala® Rhipidia
Condylocarpon® Anechites Kopsia®

Il — Cerberoideae (Subfamilia)

1. Skytantheae (Tribo)




Género Skytanthus’

2. Thevetieae (Tribo)

Géneros Cameraria Thevetia Ahovai
Cerbera® Cerberiopsis

lll — Echitoideae (Subfamilia)

1. Parsonsieae (Tribo)

Géneros Echites Pachypodium | Parsonia
Prestonia Chonemorpha® | Rhynchodia Trachelospermum
Urechites Rhabdadenia

2. Nerieae (Tribo)

Géneros Beaumontia Christya Funtumia®
Kibatalia® Kicksia® Paravallaris® Malouetia®
Nerium Pottsia Adenium Strophanthus
Vallaris Wrightia® Roupellina

3.Ecdysanthereae (Tribo

Géneros Apocynum Anodendron Cleghornia
Odontadenia Urceola Chavannesia

4.Ichonocarpeae (Tribo)

Géneros Forsteronia Ichnocarpus Mandevilla
Elytropus Macrosiphonia | Parameria Oncinotis?
Dipladenia

@ Alcaldides Inddlicos.

b Alcaloides Esteroidais.

¢ Alcaldides Piperidinicos.

9 Alcaloides Espermidinicos.

3.2 0 GENERO ASPIDOSPERMA

O género Aspidosperma possui cerca de 80 espécies arbdreas (ISAIAS et al.,
2000) que podem ser encontradas desde o México até a Argentina (BARBOSA et
al., 2003). No Brasil, é representado por 32 espécies que podem ser encontradas
principalmente em florestas pluviais, assim como, em cerrados, caatingas, campos
de altitude, restinga e chaco. Nove dessas espécies podem ser encontradas no
estado do Rio de Janeiro (QUINET, 2002)

Essas espécies vém despertando grande interesse econdmico e medicinal

(ISAIAS et al., 2000) fornecendo madeira que € utilizada na construgédo civil, na
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producao de moveis e ferramentas, onde seus caules sao utilizados para confecgao
de cabo de machado (RAPINI, 2000), além de serem grandes produtoras de
alcaldides inddlicos (BARBOSA et al., 2003) com diversas atividades bioldgicas,
destacando o potencial desses, no tratamento de varios tipos de cancer (GOMES &
CAVALCANTI, 2001).

Cascas de plantas desse género sdo muito utilizadas popularmente para o
tratamento da malaria, febre (BARBOSA et al., 2003) e reumatismo (WENIGER et
al., 2001).

As cascas de Aspidosperma subincanum Mart., conhecida como guatambu,
vém sendo utilizada pela populacédo de Goiania e cidades vizinhas para o tratamento
de Diabetes mellitus e da hipercolesterolimia (SOUZA et al., 2005).

Um estudo realizado com extrato da casca de Aspidosperma ramiflorum,
mostrou atividade contra bactérias gram-positivas (TANAKA, 2006).

O extrato etandlico das cascas da raiz de Aspiodsperma macrocarpon
apresenta atividade contra Plasmodium falciparum (MESQUITA et. al., 2007).

As espécies A. excelsum (cascas), A. desmanthum (folhas), A.
marcgravianum (madeira e cascas), A. nitidum (madeira, cascas e latéx), A.
Schultesii (cascas), A. vargasii e A. gomezianum vém sendo utilizadas pela
populagao local do estado do Para e Roraima e pelos indios Yanomani e Ingaricé
para o tratamento da malaria, na forma de cha (MESQUITA et. al., 2007).

As cascas de Aspidosperma auriculatum, conhecida no Para como
carapanauba, € utilizada para o tratamento de bronquite, febre, ictericia,
hepatopatias, diabetes e infec¢des renais (BARBOSA et al., 2003).

Esse género apresenta uma das maiores quantidades de alcalbides isolados
(GNECCO et. al., 2003), onde até o momento foram isolados e identificados 247

alcaldides, com uma grande diversidade estrutural (PEREIRA et. al., 2007), onde a



maioria apresenta o esqueleto aspidospermano (5) (GNECCO et. al., 2003).

N
OMe /)\ 5
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A espécie em estudo, Aspidosperma illustre, conhecida popularmente no
estado do Espirito Santo como “Tambu-Pequia” ndo apresenta nenhum estudo sob a

sua constituicdo quimica.

3.2.1 ALCALOIDES DO GENERO ASPIDOSPERMA

Estudos realizados com as cascas de Aspidosperma megalocarpon
mostraram atividade antibacteriana contra o Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus, e a parte aerea possui atividade antiviral. Foram isolados trés alcaldides de
suas cascas, fendlerina (6), aspidoalbina (7) e aspidolimidina (8), dos quais
apresentaram atividade antimalaria in vitro (WENIGER et al., 2001).

De Aspidosperma quebracho-blanco, foram isolados os alcalbides
quebracamina (9), ioimbina (10) e aspidospermina (11), os quais sao utilizados como
bloqueadores adrenérgicos. A elipticina (12) isolada de Aspidosperma welliamsiil,
apresenta alta atividade antitumoral e citotéxica (BARBOSA et al., 2003).

Da espécie Aspidosperma olivaceum foi isolado o alcaléide olivacina (13)
(BARBOSA et al., 2003), e de Aspidosperma ramiflorum foram isolados os
alcaldides, ramiflorina A (14), ramiflorina B (15), [B-ioimbina (16) e 10-
metoxigeissorchezol (17) (MARQUES et al., 1996), os alcaldides (14) e (15)

apresentam atividades anti-leishmanica (FERREIRA et al, 2004), e da espécie
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Aspidosperma parcifolium, a uleina (18), epiuleina (19), aparicina (20),
desmetiluleina (21), descritos pela primeira vez na espécie (JACOME et. al., 2004).

O alcaldide ioimbina (10) foi isolado das espécies A. discolor, A. excelsum, A.
eburneum, A. marcgravianum, A. oblongum, A. peroba, A. polyneuron, A. pruinosum,
A. pyricollum e A. quebracho-blanco. A B-ioimbina (16) foi isolada de A. discolor, A.
eburneum, A. marcgravianum, A. oblongum, A. pruinosum, A. pyricollum, A.
quebracho-blanco e A. ramiflorum, e o N-6xido B-ioimbina (22) de A. marcgravianum
(PEREIRA et. al., 2007).

Em muitos paises, o extrato de A. quebracho-blanco é usado como prescricao
no tratamento da disfuncéo eretil e o principio ativo esta relacionado a presenca do
alcaldide ioimbina (10). Esse alcaldide tem atividade a, - adrenérgico bloqueadora,
que vem sendo usada durante séculos, causando estimulo sexual. Estudos mostram
a eficacia dessa substancia sozinha ou combinada a outros medicamentos

(CAMPQS et. al., 2006).
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3.3 ALCALOIDES

Alcaldides sdo substancias nitrogenadas (HENRIQUES et. al., 2000)
formados a partir dos aminoacidos (SANTOS, 2000), que em sua maioria possuem
atividades farmacologicas e carater basico que geralmente sdo soluveis em
solucdes aquosas acidas, e insoluveis em solugdes basicas, apresentando cerca de

20% das substéancias naturais descritas (HENRIQUES et. al.,2000).

A classificagao dos alcaldides é feita de acordo com os sistemas de anéis que
compdem a parte principal da estrutura (em negrito nas estruturas) como mostra a

Tabela 2 (pag.13) (SANTOS, 2000).



Tabela 2: Classificagdo dos alcalbides
(HENRIQUES, et. al., 2000).
Precursor biogenético

Exemplos

13

de acordo com o precursor biogenético

CO,H
HzN/\/\‘/

NH,,
L - ornitina

Ha‘g(}'
retronecina (Senecio spp.)
p|rro||2|d|n|co

O

,,,,.O%H

N

OH

atropina (Atropa belladonna L.)

tropanico

m

higrina (Erythraxylum spp)

pirrolidinico
tiloforina (Tylophora asthmatica Wight et Arn.)
fenantroindolizidinico
HzNW\rcozH OH
~
NH, M s
L - lisina H
NH ""-.,/\ N
coniina (Conium maculatum L.) lupinina (Lupinus luteus L)
piperidinico quinolizidinico
(0]
HN , .
<\ | OH SN S, N
N N L\ J L /A
N (0] (0]
L - histidina

pilocarpina (Pilocarpus spp)

imidazélico
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Continuagao da Tabela 2:
CO,H
NH, H
B '
NH

L - triptofano

quinina (Cinchona spp.)

quinolinico reserpinina (Rauvolfia spp.)
indélico
CO,H
NH,
o | HO
L - tirosina
HO
emetina (Cephaelis spp.) betanidina (Beta vulgaris L.)
isoquinolinico diidroindédlico
CO,H
NH, HO OH o
L - fenilalanina
oz = =
N
T 0]

OH

tenelina (Beauvaria tenella)
piridinico

Continuacao da Tabela 2:
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CO,H
HOZC/\‘/
NH, H
Acido L-aspartico ‘: :

/ | N
Q |
N
nicotina (Nicotiana spp.)
piridinico
CO,H
v
NH, o
Acido antranilico N
] |
N O
distamina (Dictamnus albus L.) peganina (Peganum harmala L.)
quinolinico quinazolinico
HO
\\
CO,H
OH :
Acido meval6nico :
~ N
|
N
I 7
\alerianina @) dendrohina atisina
(Valeriana officinalis L)  (Dendrobium nobik Lindl.)  (Aconitumspp.)
monoterpenoidico se squiterpenoidico diterpendidico

! N\

| HO .
solasodina
ciclomicrdfilina A (Solanum spp.)
(Buxus spp.) esteroidico

triterpenoidico

Em 1803 o primeiro alcal6ide, a morfina (1, pag.1), foi isolado do opio,
Papaver somniferum, por Sertirner e vem sendo utilizado até os dias de hoje como
analgésico e com propriedades narcoticas (ROBERTS & WINK, 1998).

Os alcaldides exercem um papel importante como substancias de defesas
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contra insetos herbivoros (GUERRA & NODARI, 2000), o que pode estar associado

a sua toxicidade. Eles podem ser encontrados em todas as partes da planta sendo
que havera um acumulo preferencial em um ou mais orgédos. Eles séo sintetizados
em um local e armazenado em outro, ndo aparecendo em células jovens. A nicotina
(23), por exemplo, é formada nas raizes das plantas de tabaco e translocada para as

folhas onde é armazanada (HENRIQUES et al., 2000).

23

As rotas metabdlicas de muitos alcalbides ainda ndo foram completamente
delineadas, porque muitas enzimas envolvidas nas reacdes ainda nao foram
isoladas e caracterizadas (HENRIQUES et al., 2000).

Dados indicam que até o ano de 1978, foram isolados um total de 3302
alcaldides (CANCELIERI, 2001).

Os alcaléides apresentam uma grande importancia farmacoldgica, como por
exemplo, a emetina (24) utilizada como amebicida e emético, a atropina (25)
utilizada como anticolinérgico, a reserpina (2, pag. 5) utilizada como anti-
hipertensivo, a quinidina (26) utilizada como depressor cardiaco, a cafeina (27)
utilizada como estimulante do SNC, a colchicina (28) utilizada para o tratamento da
gota e a teofilina (29) utilizada como diurético (HENRIQUES et al., 2000).

MeO

MeD
H
MeO
H
MeD
24
T
N _O
N =
a9
\ N

| “CH,

27
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3.3.1 ALCALOIDES INDOLICOS

Existem cerca de 2000 alcaldides inddlicos que podem ser divididos em
alcaldides inddlicos monoterpénicos, que sao derivados da condensacdo da
triptamina com a secologanina, e os demais(SCHRIPSEMA et al., 2000).

Esses alcaldides foram uma das primeiras classes de substancias isoladas de
plantas que por apresentar estruturas complexas, fez com que a determinacao
estrutural fosse demorada (HENRIQUES et al., 2000).

Os alcaldides inddlicos tem uma grande importadncia econémica devido as
suas atividades farmacolégicas, como exemplo, a ioimbina (10, pag. 11) extraida da
Rauvolfia vomitoria, utilizada para impoténcia e como afrodisiaco, a rescinnamina
(30) isolada da Rauvolfia serpentina, utilizada como hipertensivo (ROBERTS &

WINK, 1998).

| _ OCH;

OCH;
OCH;

Esses sdao empregados como hipotensor arterial, simpatolitico, diurético,
vasoconstrictor periférico, estimulante respiratorio, anestésico, agente bloqueador
adrenérgico, espasmogénico intestinal, sedativo e relaxante do musculo esquelético.
Ainda sao responsaveis pelo efeito alucindbgeno do tabaco e de bebidas e pelo efeito

sedativo do maracuja (PEREIRA et al., 2007)
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Os alcaldides inddlicos podem ser classificados pelas caracterisitcas de seus
esqueletos que estao relacionados a sua biogénese (HENRIQUES et al., 2000).

A rota biossintética que leva a formagao dos alcaldides inddlicos envolvem
enzimas, sendo que poucas foram isoladas e caracterizadas. Poucas substancias
como a vincristina (3, pag. 5) e a vimblastina (4, pag. 5) possuem as ultimas etapas
de sua biossintese definidas (SCHRIPSEMA et. al., 2000).

Podemos dizer que os alcaldides inddlicos monotérpenicos tém como
precursor o triptofano. O L-triptofano é descarboxilado pela enzima triptofano-
descarboxilase (TDC) para formar a triptamina, que da origem ao sistema inddlico

(Figura 1, pag. 19) (SCHRIPSEMA et. al., 2000).

COOH

L-triptofano triptamina

Figura 1: Reacdo promovida pela enzima triptofano-descarboxilase (SCHRIPSEMA

et. al., 2000)

Os alcaldides inddlicos monoterpénicos sao formados pela condensacio da
triptamina com a secologanina, essa condensagdo é catalisada pela enzima
estrictosidina sintase formando a estrictosidina, que é o esqueleto basico dos

alcaloides indolicos monoterpénicos (Figura 2).
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CHO ¢~
| + - H
NH _OGlu
N estrictosidina

> ,0— glicose
|l| H S 0 sintase
MeQO,C § (0]
Triptamina . MeO
secologanina I o
0 estrictosidina

Figura 2: Reacdo de condensacao da triptamina e secologanina catalisada pela
enzima estrictosidina sintase (ROBERTS & WINK, 1998).

Os alcaldides derivados desse esqueleto basico podem ser classificados em 11
classes que podem ser subdivididas de acordo com variagdbes menores no esqueleto

basico. Cada classe possui as seguintes caracteristicas (SCHRIPSEMA et. al., 2004)

como pode ser visto na figura 3 (pag. 21):

Corinanteano ou tipo C — unidade C-2, C-3, C-14 e liga¢des entre N-4 e C-
21 ou unidade C-7, C-3, C-14, ligagao entre N-4 e C-21, e a fungao c-2 oxo.

Vincosano ou tipo D - unidade C-2, C-3, C-14. HN-4 livre ou ligagao entre N-
4 e C-19 ou entre N-4 e C-18.

Valesiachotamano ou tipo V - unidade C-2, C-3, C-14, ligacao entre N-4 e C-
17 ou entre N-4 e C-22.

Estricnano ou tipo S - unidade C-2, C-16, C-15, ligagao entre C-3 e C-7.

Aspidospermatano ou tipo A - unidade C-2, C-16, C-15 sem ligagao entre
C-3eC-7.

Eburnano ou tipo E - unidade N-1, C-16, C-17, C-20.

Plumerano ou tipo P - unidade C-2, C-16, C-17, C-20.
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Ibogano ou tipo | - unidade C-2, C-16, C-17, C-14 ou C-7, C-16, C-17,C-14 e

a funcéao C-2-oxo.

T-tacamano ou tipo T - unidade N-1, C-16, C-17, C-14.

bis-indol

Diversos

aOglicose

(6] 18 (0]
estrictosidina valesiachotamina
Ti Tipo D
ipo C P Tipo V

N
H O—-"';
= —\
0 OCH; \18
estemadenina vincamina
Tipo S Tipo A Tipo E

ibogaina tacamina

tabersonina Tipo | Tipo T
Tipo P H

MeO,C_ +

|
N OMe

conodurina
bis-indol
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Figura 3: Estruturas representando as nove classes de alcaldides indolicos

monoterpénicos (SCHRIPSEMA et. al., 2004).

A maior parte dos outros alcaldides inddlicos pode ser representada nas
seguintes classes:

- base simples — sao derivados simples do triptofano, produtos da sua
desaminacgao, descarboxilagado, metilagao e/ou hidroxilagdo. Ex: triptamina (figura 2,
pag.19), serotonina (31) e psilocibina (32).

- B-carbolinas — apresentam um anel de seis membros a mais, também
conhecidos como alcaldides do tipo harmano. Ex: harmina (33).

- alcaléides do espordo-do-centeio — apresentam um sistema de anéis

denominados de ergolinicos. Ex: ergometrina (34) e ergotamina (35) (SCHRIPSEMA

et. al., 2004).
OPO,H,
HO. NH, N—CH, = |
\ \ / _ N
N H;C CH;0 III
Ny N\H H CH,
31 32 33
' H
N OH © N oH
) N. : N
N
N No
N o H R
CHs,
H R = benzila

HN 35

Le Men e Tayler apud SCHRIPSEMA et al. 2000, em 1965 propds um sistema
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de numeracgao para os alcaldides inddlicos que € baseado na estrutura da ioimbina

(Figura 4), o qual é aceito até hoje.

'

CH30—y
!

Figura 4: Sistema de numeracgao aceito para os alcaldides inddlicos.

Os alcaldides inddlicos, em especial os monoterpénicos, sao encontrados em
trés familias, Rubiaceae, Loganiaceae e Apocynaceae, sendo que na familia
Apocynaceae séo encontradas todas as classes de alcaldides (SCHRIPSEMA et al.,

2000).
3.4 TRITERPENOS

Os terpenos constituem um grande grupo de metabdlicos encontrados em
plantas e sao formados pela unido de unidades Cs de isoprenos. Cada classe de
terpenos é formado pela condensacdo cabeca-cauda de variados numeros de
isoprenos, como mostra a figura 5 (pag.24) (BRUNETON, 1995).

Dentro dos terpenos temos os triterpenos que sdo compostos formados por
30 atomos de carbono tendo como precursor o esqualeno (BRUNETON, 1995), que
foi isolado do dleo do figado de tubardo (DEWICK, 1997). Apresentando
aproximadamente 4000 compostos com 40 esqueletos diferentes (BRUNETON,

1995).
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Em Apocynaceae é comum encontrar essa classe de substancias. Estudos
realizados com extratos das folhas de Plumeria obtusa levou ao isolamento de
varios triterpendides da séria ursano, em extratos menos polares de casca e latex de
Parahancornia amapa foram isolados triterpenos pentaciclicos (VELLOSO, 1998) e
em Tabernaemontana laeta foram isolados triterpenos da série damarano, lupano e

triterpenos pentaciclicos da série ursano, friedoursano e oleanano (MEDEIROS,

2003)

OH
" CW
© OH

acido mevaldnico

)\/\ )\/\ Hemiterpenos (Cs)
X opp <—— 7 OPP

Dimetil alil PP Isopentenil PP
(DMAPP) (C5) (1PP) (Gs)

Cpoy ———> Monoterpenos (C;)

Iridéides
IPP \i

Cis ———» Sesquiterpenos (Cys)

B

Cyxy ————» Ditempenos (Cy)
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Cy; ——> Sesterterpenos (C,s)

X2
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Y
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\
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Figura 5: Origem dos terpenos, formagdo do precursor de cada classe
(BRUNETON, 1995).

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O oxigénio se encontra em 53,8% da crosta terrestre, e constitui cerca de
21% da composi¢ao do ar, sendo indispensavel para a produgao de energia tanto
nos animais quanto nas plantas. A exposicao excessiva desse elemento pode
causar danos reversiveis ou até irreversiveis, devido ao fato de serem ou gerarem
radicais livres.

Radicais livres sao definidos como qualquer espécies quimicas que contenha
um ou mais elétrons desemparelhados, principalmente nos atomos de oxigénio e
nitrogénio sendo classificados pelas siglas ERO (Espécies Reativas de Oxigénio) e
ERN (Espécies Reativas de Nitrogénio) (BARREIROS et al., 2006), sendo altamente
reativos e capazes de atacar qualquer biomolécula, passando a ter uma funcao
oxidante ou redutora de elétrons (SHAMI & MOREIRA, 2004).

Como a oxidac¢ao é fundamental na vida aerdbica e do nosso metabolismo, os
radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfungédo bioldgica. A
producao excessiva desses radicais livres, chamada de estresse oxidativo, causa
dano a estrutura das biomoléculas de DNA, lipidios, carboidratos e proteinas, e
estdo relacionada com varias patologias, tais como, artrite, choque hemorragico,
doencgas do coracédo, catarata, disfungdo cognitivas, cancer e SIDA (HALLIWELL,
1992).

O excesso de radicais livres pode ser combatidos por antioxidantes que séo
substancias que retardam ou inibem a oxidagao de outras substancias, evitando o

inicio ou propagacdo das reacdes em cadeia (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ,
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2004). Esses antioxidantes podem ser produzidos pelo corpo ou podem ser
provenientes de alimentos como o a-tocoferol (36) (vitamina E), que é encontrado
em oleos de graos vegetais, o acido ascoérbico (37) (vitamina C), que esta presente
nas frutas citricas e nos vegetais, e a quercetina (38) que pode ser encontrada no

tomate.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS E METODOS

As separagdes cromatograficas em coluna foram realizadas utilizando gel de
silica 60G (0,063-0,200 mm) e/ou alumina.

As analises comparativas, para determinar a composicdo de cada fracao, foi
feita em cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando cromatofolha de gel de
silica 60 Fs4, e/ou alumina, que foram reveladas atraves da irradiacdo com luz na
regido do ultravioleta em comprimento de onda 254 e 365 nm e/ou com reveladores
cromogénicos:

- Dragendorff (solugao de nitrato de bismuto basico Il em acido acético diluido
com iodeto de potassio) (MERCK, 1972);

- H.SO, conc./Vanilina, seguido de aquecimento.

As analises em cromatografia em camada delgada, em escala preparativa
foram realizadas utilizando-se placas de vidros com gel de silica 60 GF.s.. Para
obtencao dessas placas, diluiu-se 20 g de gel de silica em 70 mL de agua destilada,
essa suspensao foi distribuida manualmente em placas de vidro 20 X 20 cm.

Os espectros de massas foram registrados em espectrometro de massas,
aparelho Shimadzu QP5050A, operando em 70 eV. Os espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrébmetro Bruker
DRX-500 ("H-500 MHz e *C-125 MHz) e em espectrémetro Jeol ('H-400 MHz e *C-
100 MHz), utilizando DMSO e CDCI; como solventes e TMS como padrao interno.
Os pontos de fusdo foram obtidos em aparelho tipo Kofler marca Microquimica

modelo MQRPF-301.



28
4.2 ESCOLHA DA PLANTA

A espécie Aspidosperma illustre foi escolhida por pertencer ao género
Aspidosperma, o qual é rico em alcaldides inddlicos, sendo que muitos desses
apresentam diversas atividades bioldgicas, aliado ao fato dessa espécie néao

apresentar estudos quimicos prévios.

4.3 COLETA DA PLANTA

O material vegetal, que é constituido por cascas do caule e folhas da espécie
Aspidosperma illustre, foi coletado na Rodovia BR 101, proximo a Reserva da
Companhia Vale do Rio Doce em Linhares-ES, no dia 13 de novembro de 2004, e
sua exsicata encontra-se depositada no herbario da Companhia Vale do Rio Doce
com o codigo CVRD 338.

Uma nova coleta, constituida de cascas do caule, foi realizada em 10 de

novembro de 2007 com 0 mesmo espécime.

4.4 PREPARAGAO DOS EXTRATOS

O material vegetal foi seco ao ar livre logo apos a coleta, e moido em moinhos
de martelo. A extragdo dos componentes fixos foi feita a frio por maceragao, usando
solventes em ordem crescente de polaridade, hexano e metanol.

As solugdes obtidas foram concentradas a pressao reduzida em evaporador

rotativo fornecendo os extratos brutos como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Quantidades de extratos obtidos:

Espécie Parte Peso do Solventes Peso dos Cddigo
Botanica Botanica material (Kg) extratos




(9)

Aspidosperm Casca do 3,8000 10,1011 ACH
a illustre caule
343,6379 AM
Folhas 1,8652 159,511 AF
a- hexano
b- metanol

4.5 EXTRAGAO ACIDO-BASE
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O material vegetal, casca do caule, coletado em novembro de 2007 foi

submetido a uma extracdo acido-base a fim de separar os alcaldides. Foi feito uma

extragdo com acido fosforico 3%, 3 vezes consecutivas, obtendo uma fase aquosa

acidificada. Esta foi alcalinizada com hidroxido de aménio. A alcalinizacdo da fase

aquosa deve ter pH entre 9 e 10. Uma segunda extragdo foi realizada com

diclorometano apods a alcalinizagdo da fase aquosa obtida (HARBORNE, 1984)

como mostra o Fluxograma 1.
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Cascas do caule
(30,05009)

Extragéo H,PO, 3%

Filtragdo

Fase aaquosa Material vegetal

NH,OH pH9-10
Filtracédo

Precipitado Sobrenadante

Extracdo CH.CI,

AOB
(2.90050)

Fluxograma 1: Extracado acido-base das cascas do caule de Aspidosperma illustre.

4.6 PARTICAO

Parte do extrato metandlico das folhas foi submetido a uma partigao liquido-
liquido com CH.CI; e H;0, resultando em uma fase organica AFC e uma fase
aquosa que posteriormente, foi extraida com AcOEt resultando no extrato AMA,
como mostra o Fluxograma 2.
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Extrato metandlico das folhas

CHCL:H0O
Fase organica Fase aquosa
AFC (23,29)
AcOEt
AMA
(5,34899)

Fluxograma 2: Particdo do extrato metandlico das folhas.

4.7 ANALISES DAS FRAGOES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE Aspidosperma
illustre
4.7.1 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO ACH (8,1011 g)

Inicialmente o extrato ACH foi submetido a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentracdo crescente de 1 a 100%,
inicialmente foram obtidas 73 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 6 fracdes. A Tabela 04 mostra a analise cromatografica do

extrato.
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Tabela 04: Analise do extrato ACH.

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
1-18 ACH-0 265,5
19-23 ACH-1 1827,3
24-27 ACH-2 1001,5
28-34 ACH-3 3263,6
35-41 ACH-4 682,4
42-73 ACH-5 848,7

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH-1 (1,8273 g)

Inicialmente a fragcdo ACH-1 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragédo crescente de 0,5 a 10%,
inicialmente foram obtidas 44 fragbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 8 fragbes. A Tabela 05 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 05: Analise da fragcao ACH-1:

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)

1-14 ACH1-0 241,8
15-32 ACH1-1 857,0
33-35 ACH1-2 69,8
36 ACH1-3 33,6
37 ACH1-4 1441
38-39 ACH1-5 349,5
40-43 ACH1-6 59,9
44-45 ACH1-7 51,2

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH1-1 (857,0 mg)

Inicialmente a fracdo ACH1-1 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragao crescente de 0,5 a 10%,
inicialmente foram obtidas 60 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 5 fragcdes. A Tabela 06 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 06: Analise da fragdo ACH1-1:

Fracoes Cadigo Quantidades (mg)
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0-28 ACH11-0 19,2
29-32 ACH11-1 52,9
33-49 ACH11-2 693,5
50-52 ACH11-3 35,1
53-60 ACH11-4 16,4

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH11-1 (52,9 mg)

Inicialmente a fragdo ACH11-1 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragcédo crescente até 15%,
inicialmente foram obtidas 75 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 4 fragbes. A Tabela 07 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 07: Analise da fracdo ACH11-1:

Fracoes Cadigo Quantidades (mg)
0-13 ACH111-0 10,5
14-18 ACH111-1 15,2 Mistura de V e VI
19-29 ACH111-2 12,4
30-38 ACH111-3 10,8

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH-2 (1,0015 g)

Inicialmente a fracdo ACH-2 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentragdo crescente até 20%,
inicialmente foram obtidas 85 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 4 fragcdes. A Tabela 08 mostra a analise cromatografica da

fracao.
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Tabela 08: Analise da fragdo ACH-2:

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0-5 ACH2-0 48,6
6-25 ACH2-1 384,3
26-31 ACH2-2 118,6
32-37 ACH2-3 374,2

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH2-1 (384,3 mg)

Inicialmente a fragdo ACH2-1 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com CH.Cl:MeOH em concentragdo crescente até 50%,
inicialmente foram obtidas 58 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 3 fragbes. A Tabela 09 mostra a analise cromatografica da
fracao

Tabela 09: Analise da fragcdo ACH2-1:

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-9 ACH21 -0 272,8
10-46 ACH21 -1 31,0
47-57 ACH21 -2 62,4

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH21-1 (31,0 mg)

A fragdo ACH21-1 foi submetida a cromatografia em coluna com gel de silica,
e eluida com Hexano:AcOEt em concentracdo crescente até 15%, inicialmente
foram obtidas 75 fragdes que apos analise cromatografica de camada fina foram
agrupadas em 3 fragcbes. A Tabela 10 mostra a andlise cromatografica da fragéo.

Tabela 10: Analise da fragdo ACH21-1:

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0-59 ACH211-0 1,5
60-68 ACH211-1 27,8 Mistura de lll e IV
69-75 ACH211-2 1,0

ANALISE DA FRAGAO ACH-3 (3,2636 g)
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A fracdo ACH-3 foi submetida a sucessivas lavagens com Hexano e com
CH.Cl, obtendo a fragdo ACH3 - 3. Essa fragdo ap06s as lavagens forneceu um po6
branco que foi catalogado de ACH33-1 com 85,7mg (Substancia Ill).

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH-4 (682,4 mg)

Inicialmente a fracdo ACH-4 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragao crescente de 2 a 50%,
inicialmente foram obtidas 54 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 8 fracbes. A Tabela 11 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 11: Analise da fragdo ACH-4:

Fracoes Cadigo Quantidades (mg)
0-6 ACH4-0 46,6
7-13 ACH4-1 63,6
14-17 ACH4-2 6,9 Substancia X
18-23 ACH4-3 37,7
24-28 ACH4-4 471
29 ACH4-5 61,6
30-44 ACH4-6 282,4
45-54 ACH4-7 101,7

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO ACH-5 (848,7 mg)

Inicialmente a fragdo ACH-5 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragao crescente de 1 a 100% de
AcOEt, inicialmente foram obtidas 71 fracdes que apds analise cromatografica de
camada fina foram agrupadas em 9 fracbes. A Tabela 12 mostra a analise

cromatografica da fragéo.

Tabela 12: Analise da fragdo ACH-5:

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)




0-16
17-19
20-25
26-35
36-40
41-44
45-48
49-62
63-71

ACHS5-0
ACH5-1
ACHS5-2
ACH5-3
ACH5-4
ACH5-5
ACH5-6
ACH5-7
ACHS5-8
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116,3
53,0
65,6
99,5
13,8
85,6
41,8
52,9
315,8

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRACAO ACH5-4 (13,8 mg)

Inicialmente a fragdo ACH5-4 foi submetida a cromatografia em coluna com

gel de silica, e eluida com Hexano:AcOEt em concentragdo crescente até 20%,

inicialmente foram obtidas 27 fracbes que apds analise cromatografica de camada

fina foram agrupadas em 2 fragbes. A Tabela 13 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 13: Analise da fragao ACH5-4:

Fracoes Cadigo Quantidades (mg)
0-24 ACH54-0 4.1 Mistura de lll e IV
25-27 ACH54-1 4,8




Extrato ACH
(8,1011g)
CC Silica gel
Hex:AcOEt
1.0-100%
ACH-1 ACH-2 ACH-3 ACH-4 ACH-5
(1,8273q) (1,0015g) (3,26360) (682,4mg) (848,7mg)
CC Silica gel CC Silica gel Lavagem com Hexano | ¢ Silica gel CC Silica gel
Hex:AcOEt CH.CI :MeOH até 20% | € CH,CL, Hex:AcOEt Hex:AcOEt
0,5-10% 22 05— 10% 1,0 - 100%
ACH1-1 ACH2-1 ACH33-1 ACH4-2 ACH5-4
(857,0mg) (384,3mg) (85,7mg) (6.99) (13,8mg)
. Substancia lll Substancia X Mistura de llle IV
CC Silica gel CC Silica gel
Hex:AcOEt CH,Cl,:MeCOH até 50%
05-10%
ACH11-1 ACH21-1
(52,9mg) (31,0mg)
" CC Silica gel
CC Silica gel ) . Aro
Hex AcOEt Hex:AcOEt até 15%
até 15%
ACH111-1
(15,2mg) ACH211-1
Misturade V e . (27.8mg)
Vi Mistura de llle IV

Fluxograma 3: Resumo da andlise cromatografica do extrato ACH.
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4.7.2 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO AM (16,5432 g)

Inicialmente o extrato AM foi submetido a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentragao crescente de 0,5 a 50%,
inicialmente foram obtidas 31 fragbes que apos analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 8 fragbes. A Tabela 14 mostra a analise cromatografica do
extrato.

Tabela 14: Analise do extrato AM:

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)

0-6 AM-0 589,0
7-12 AM-1 126,8
13-17 AM-2 196,3
18-19 AM-3 360,1
20-21 AM—4 125,7
22 AM-5 117,1

23-29 AM-6 9746,5

30-31 AM-7 4531,9

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRACAO AM-0 (589,0 mg)

Inicialmente a fragdo AM-0 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica e eluida com CH.Cl.:MeOH em concentracédo crescente até 2%,
inicialmente foram obtidas 78 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 5 fragbes. A Tabela 15 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 15: Analise da fragcao AM-0.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0 AMO0-0 58,4
1-3 AMO-1 98,2
4-17 AMO0-2 50,1
18-44 AMO0-3 160,8

45-78 AM0—+4 176,9




ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AMO0-2 (50,1 mg)
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Inicialmente a fracdo AMO0-22 foi submetida a cromatografia em camada

delgada preparativa e eluida com Hexano:AcOEt 4%. Fornecendo a fragdo AMO-2A

com 9,3mg (Substancia VII)

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AMO0-3 (160,8 mg)

Inicialmente a fragdo AMO0-3 foi submetida a cromatografia em coluna com gel

de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragdo crescente de 1 a 15%,

inicialmente foram obtidas 54 fragbes que apos analise cromatografica de camada

fina foram agrupadas em 5 fragbes. A Tabela 16 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 16: Analise da fragdo AMO0-3.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-13 AMO3-0 1,2
14-20 AMO3-1 4,0
21-23 AMO3-2 12,8 Mistura de lll e IV
24-40 AMO3-3 138,9
41-54 AMO3-+4 1,7

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AM-1 (126,8 mg)

Inicialmente a fragdo AM-1 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
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de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragdo crescente de 3 a 50%,
inicialmente foram obtidas 52 fragbes que apos analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 4 fragbes. A Tabela 17 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 17: Analise da fragado AM-1.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-13 AM1-0 3,5
14-24 AM1-1 40,6 Mistura lll e IV
25-39 AM1-2 22,5
40-52 AM1-3 51,3

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRACAO AM-3 (360,1 mg)

Inicialmente a fragdo AM-3 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH.Cl;:MeOH em concentragcdo crescente de 2 a 20%,
inicialmente foram obtidas 59 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 5 fragbes. A Tabela 18 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 18: Analise da fracao AM-3:

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-13 AM3-0 14,8
14 AM3-1 9,5
15-22 AM3-2 248,0
23-45 AM3-3 67,9
46-59 AM3-4 18,2

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AM3-2 (248,0 mg)

Inicialmente a fragdo AM3-2 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH.Cl;:MeOH em concentracdo crescente de 5 a 15%,
inicialmente foram obtidas 40 fragbes que apos analise cromatografica de camada

fina foram agrupadas em 3 fragbes. A Tabela 19 mostra a analise cromatografica da
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fracao.

Tabela 19: Analise da fragdo AM3-2:

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-19 AM32-0 10,5
20-34 AM32-1 159,5 Substancia |
35-40 AM32-2 67,6

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AM32-2 (67,6 mg)

Inicialmente a fragdo AM32-2 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracao crescente de 6 a 15%,
inicialmente foram obtidas 24 fragbes que apos analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 5 fragbes. A Tabela 20 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 20: Analise da fragdo AM32-2:

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0 AM322-0 0,8
1-5 AM322-1 9,8 Substancia l
6-11 AM322-2 25,4
12-15 AM322-3 12,9
16-24 AM322—4 11,9

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AM-4 (125,7 mg)

Inicialmente a fracdo AM-4 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentragcdo crescente de 4 a 50%,
inicialmente foram obtidas 35 fragbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 4 fragcdes. A Tabela 21 mostra a analise cromatografica da

fracao.



Tabela 21: Analise da fragdo AM-4:
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Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-12 AM4-0 19,8
13-17 AM4-1 7,4 Substancia |
18-22 AM4-2 19,7
23-35 AM4-3 62,3




Extrato AM
(16,54329)

CC Silica

gel

CH,Cl,:MeOH 0.5 - 50%

Fluxograma 4: Resumo da analise cromatografica do extrato AM.

AM-0 AM-1 AM-3 AM-4
(589,0mg) (126,8mg) (360,1mg) (125,7mg)
CC Silica gel CC Silica gel CC Silica gel
CH_CI :MeOH até 2% . ~50% CC Silica gel CH_Cl :MeOH 4
™ Hex:AcOEt 3,0 -50% CH,C1, MeOH 2 - 20% _ 502%2
AM1-1
(40,6mg) AM3-2 AM4-1
Mistura de llle (248,0mg) (7,4mg)
v Substéncia |
AM0-2 AMO0-3 CC Silica gel
(50,1mg) (160,8mg) CH,Cl:MeOH 5 - 15%
CC Silica gel
. 0 Hex:AcOEt
CCDP Hex:AcOEt 4% 1.0~ 15%
AMO2-A AM03-2 (ﬁ'\géﬁ ) AM32-2
(9,3mg) (12,8mo) Subst’émciga I (67.5m9)
Substancia Mistura de o0 Silica gel
Vil eIV tica ge
CH.Cl,;MeOH 6 - 15%
AM322-1
(9,8mg)
Substancia |

43
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4.7.3 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO AFC (23,2 g)

Inicialmente o extrato AFC foi submetido a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH.Cl;:MeOH em concentragdo crescente até 100%,
inicialmente foram obtidas 32 fragbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 13 fragbes. A Tabela 22 mostra a analise cromatografica
do extrato.

Tabela 22: Analise do extrato AFC.

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0 AFC-0 366,4
1 AFC-1 369,7
2 AFC-2 82,4
3-6 AFC-3 445,0
7-11 AFC—4 603,3
12-13 AFC-5 4103,1
14-19 AFC-6 4509,1
20-21 AFC-7 963,7
22-26 AFC-8 4517,0
27 AFC-9 2105,3
28-30 AFC-10 3589,1
31 AFC-11 295,7
32 AFC-12 253,2

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRACAO AFC-4 (603,3 mg)

Inicialmente a fragdo AFC-4 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragdao crescente de 2 a 30%,
inicialmente foram obtidas 72 fragbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 10 fracbes. A Tabela 23 mostra a analise cromatografica

da fracao.
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Tabela 23: Analise da fragdo AFC-4.

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0-15 AFC4-0 6,4
16-33 AFC4-1 11,6
34-42 AFC4-2 9,3
43-45 AFC4-3 6,0
46-49 AFC4—4 74,0
50-58 AFC4-5 3429
59-65 AFC4-6 75,1
66-69 AFC4-7 5,1
70-71 AFC4-8 55
72 AFC4-9 28,9

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRACAO AFC4-6 (75,1 mg)

Inicialmente a fragdo AFC4-6 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragéo crescente de 8 a 20%,
inicialmente foram obtidas 69 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 5 fragbes. A Tabela 24 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 24: Analise da fracdo AFC4-6.

Fragoes Cédigo Quantidades (mg)
0-5 AFC46-0 12,6
6-20 AFC46-1 24.8
21-28 AFC46-2 7.4
29-66 AFC46-3 18,7
67-69 AFC46-4 8,4

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AFC 46-3 (18,7 mg)

Inicialmente a fragdo AFC46-3 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentracéo crescente de 1 a 10%,
inicialmente foram obtidas 60 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 3 fragbes. A Tabela 25 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 25: Analise da fragdo AFC46-3.



46

Fracoes Cadigo Quantidades (mg)
0-50 AFC463-0 5,6
51-55 AFC463—1 3,5 Substancia VIII
56-60 AFC463-2 8,4

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AFC-5 (4,1031 g)

Inicialmente a fragdo AFC-5 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragdo crescente de 5 a 100%,
inicialmente foram obtidas 59 fragbes que apos analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 13 fragbes. A Tabela 26 mostra a analise cromatografica
da fragao.

Tabela 26: Analise da fragdo AFC-5.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-1 AFC5-0 18,7
2-8 AFC5-1 130,5

9-13 AFC5-2 193,0
14-23 AFC5-3 636,6
24-36 AFC5-4 537,6
37-39 AFC5-5 87,4
40-42 AFC5-6 158,7

43 AFC5-7 62,8

44 AFC5-8 55,0
45-47 AFC5-9 481,0
48-50 AFC5-10 410,3
51-54 AFC5 —-11 188,8
55-59 AFC5-12 1056,3

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AFC5-2 (193,0 mg)

Inicialmente a fragdo AFC5-2 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragéo crescente de 3 a 50%,
inicialmente foram obtidas 62 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 6 fracoes. A Tabela 27 mostra a analise cromatografica da

fracao.
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Tabela 27: Analise da fragdo AFC5-2.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-37 AFC52-0 3,8
38-52 AFC52-1 15,2
53-59 AFC52-2 11,8
60 AFC52-3 109,9 Substancia VIII
61 AFC52-4 36,9
62 AFC52-5 12,7

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AFC5-3 (636,6 mg)

Inicialmente a fragdo AFC5-3 foi submetida a cromatografia em coluna com
gel de silica e eluida com Hexano:AcOEt em concentragéo crescente de 6 a 15%,
inicialmente foram obtidas 58 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 7 fragbes. A Tabela 28 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 28: Analise da fracdo AFC5-3.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-2 AFC53-0 21,4
3 AFC53-1 17,2
4-6 AFC53-2 25,0 Substancia VI
7-9 AFC53-3 241
10-34 AFC53-4 288,9
35-54 AFC53-5 143,2
5-58 AFC53-6 108,7

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AFC-7 (963,7 mg)

Inicialmente a fragdo AFC-7 foi submetida a cromatografia em coluna com gel
de silica e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentragcdo crescente de 2 a 50%,

inicialmente foram obtidas 39 fragbes que apos analise cromatografica de camada
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fina foram agrupadas em 7 fragbes. A Tabela 29 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 29: Analise da fragdo AFC-7.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-8 AFC7-0 255,0
9-10 AFC7-1 83,2 Substancia IX
11-13 AFC7-2 53,6
14-17 AFC7-3 47,5
18-23 AFC7—4 141,0
24-32 AFC7-5 324,0
33-39 AFC7-6 52,1
Extrato AFC
(23,2g)
CC Silica gel
CHZCIZ:MeOH até 100%
AFC-4 AFC-5
(603,3mg) (4,10319) (963,7mg)
CC Silica gel CC Silica gel
Hex:AcOEt 2,0 — 30% Hex:AcOEt 5,0 — 100%
AFC4-6 AFC7-1
(75,1mg) (83,2mg)
Substancia IX
CC Silica gel AFC5-2 AFC5-3
Hex:AcOEt (193,0mg) (636,6mg)
8.0-20% (IEIC Spi\"gE%a CC Silica gel
AFC46-3 eX:AC : Hex:AcOEt 6,0 — 15%
(18,7mg) 3,0 -50%
Hex:AcOEt (109,9mg) (25,0mg)
1,0-10% Substancia VIII Substancia VIII
AFC463-1
(3,5mg)
Substancia VIII

Fluxograma 5: Resumo da analise cromatografica do extrato AFC.
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4.7.4 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO AMA (5,3489 g)

Inicialmente o extrato AMA foi submetido a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH,Cl,:MeOH em concentracédo crescente de 0,5 a 100%,
inicialmente foram obtidas 61 fracbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 14 fragbes. A Tabela 30 mostra a analise cromatografica
do extrato.

Tabela 30: Analise do extrato AMA.

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0 AMA-0 18,9
1-2 AMA-1 34,8
3-4 AMA-2 16,9
5-7 AMA-3 16,6
8-10 AMA-4 120,3
11-12 AMA-5 12,7
13-16 AMA-6 80,5
17-23 AMA-7 99,1
24-27 AMA-8 423,5
28-30 AMA-9 153,6
31-35 AMA-10 203,3
36-50 AMA-11 985,6
51-57 AMA-12 1072,6

58-60 AMA-13 1784,3
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ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AMA-3 (16,6 mg)

Inicialmente a fragdo AMA-3 foi submetida a cromatografia em camada
delgada preparativa e eluida com Hexano:AcOEt 5%. Fornecendo a fragdo AMA-3A

com 7,4mg (Substancia VII)

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AMA-5 (12,7 mg)

Inicialmente a fragdo AMA-5 foi submetida a cromatografia em camada

delgada preparativa e eluida com Hex:AcOEt 15%. Fornecendo a fragdo AMA-5A

com 4,1mg (Mistura Ill e IV)



Extrato AMA
(5,34899)

CC Silica gel

CH,CI,:MeOH 0.5 - 100%

AMA-3 AMA-5
(16,6mg) (12,7mg)
CCDP Hex:AcOEt 5% CCDP Hex:AcOEt 15%
AMA3-A AMAS5-A
(7,4mg) (4,1mg)
Substancia VII Misturade llle IV

Fluxograma 6: Resumo da analise cromatografica do extrato AMA.
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4.7.5 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO AOB (2,9005 g)

Inicialmente o extrato AOB foi submetido a cromatografia em coluna com gel
de silica, e eluida com CH.Cl;:MeOH em concentragdo crescente até 100%,
inicialmente foram obtidas 44 fragbes que apos analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 11 fragbes. A Tabela 31 mostra a analise cromatografica
do extrato.

Tabela 31: Analise do extrato AOB.

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0 AOB-0 36,6
1 AOB-1 55
2 AOB-2 9,5 Substancia Il
3-5 AOB-3 39,8
6-8 AOB—4 45,5
9-10 AOB-5 84,6
11-17 AOB-6 1045,6
18 AOB-7 30,8
19 AOB-8 44 1
20-43 AOB-9 1402,9
44 AOB-10 78,7

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AOB-6 (1,0456 g)

Inicialmente o extrato AOB-6 foi submetido a cromatografia em coluna com
gel de silica, e eluida com CH,Cl.:MeOH em concentracdo crescente de 0,5 a 100%,
inicialmente foram obtidas 43 fragbes que apos analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 8 fragbes. A Tabela 32 mostra a analise cromatografica da
fracao.

Tabela 32: Analise da fragdo AOB-6:

Fracoes Cédigo Quantidades (mg)
0-8 AOB6-0 10,9
9-11 AOBG6-1 13,9
12-16 AOB6-2 97,7
17-30 AOB6-3 721,9
31-34 AOB6—4 51,1
35-38 AOB6-5 38,0

39-40 AOBG6-6 25,8
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41-43 AOB6-7 26,9

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AOB6-4 (51,1 mg)

Inicialmente a fragdo AOBG6-4 foi submetida a cromatografia em camada
delgada preparativa e eluida com CH,Cl,:MeOH 8%. Fornecendo a fragdo AOB64-B

com 24,6mg (Mistura de alcaldides)

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRACAO AOB-9 (1,4029 g)

Inicialmente o extrato AOB-9 foi submetido a cromatografia em coluna com
alumina, e eluida com CH.Cl,:MeOH em concentragdo crescente até 100%,
inicialmente foram obtidas 43 fragbes que apds analise cromatografica de camada
fina foram agrupadas em 9 fragcbes. A Tabela 33 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 33: Analise da fragao AOB-9:

Fracoes Caédigo Quantidades (mg)
0-11 AOB9-0 19,5
12-14 AOB9-1 8,7
15-16 AOB9-2 113,7
17-19 AOB9-3 44 4
20 AOB9+4 10,2
21-23 AOB9-5 44,8
24-31 AOB9-6 715,0
32-33 AOB9-7 131,5
34-43 AOB9-10 2104

ANALISE CROMATOGRAFICA DA FRAGAO AOB9-6 (715,0 mg)

Inicialmente a fragdo AOB9-6 foi submetido a cromatografia em coluna com

alumina, e eluida com CH:Cl;:MeOH em concentragao crescente até 30%,
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inicialmente foram obtidas 42 fragbes que apos analise cromatografica de camada

fina foram agrupadas em 8 fragbes. A Tabela 34 mostra a analise cromatografica da

fracao.

Tabela 34: Andlise da fragdo AOB9-6:

Fracoes Cadigo Quantidades (mg)
0-13 AOB96-0 36,4
14 AOB96-1 4111
15 AOB96-2 11,1
16-20 AOB96-3 142,4 Substancia |
21 AOB96—4 31,2
22-26 AOB96-5 92,1
27-41 AOB96-6 144,5
42 AOB96-7 113,0




Extrato AOB
(2,90059)

CC Silica gel
CHZCIZ:MeOH até 100%v
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AOB-2
(9,5mg)
Substancia ll

AOB-6
(1,04569)

CC Silica gel
CH,C1:MeOH 0,5 - 100%

AOB6-4
(51,1mg)

CCDP CH,CI,:MeOH 8%

AOB64-A
(3,5mg)
Mistura de alcaldides

AOB-9
(1,40299)

ICC alumina
ICH,Cl,:MeOH até 100%

AOB9-6
(715,0mg)

CC alumina
CH,Cl,:MeOH até 30%

AOB96-3
(142,4mg)
Substancia |

Fluxograma 7: Resumo da andlise cromatografica do extrato AOB.
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4.8 REAGAO DE TRANSESTERIFICAGAO

Foram adicionados 5 mL de BF;—MeOH em 20 mg da fragdo AFC532. A
solugdo foi mantida sob refluxo durante 10 horas, ent&o foi vertido 10 mL de H.O ao
sistema reacional e extraido por duas vezes consecutivas com hexano e uma vez
em AcOEt. A fase hexanica foi concentrada obtendo-se um éster e a fase AcCOET

resultou em um alcool.

4.9 TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foi feita uma solugdo estoque de concentragdo 1,00 mg/mL, preparada com
10,0 mg de amostra em 10,0 mL de etanol, a qual foi submetida a uma série de
diluicdes de: 25,0; 50,0; 125 e 250 pg/mL. A analise foi realizada reagindo-se 1,00
mL de uma solugdo etandlica 0,30 mM de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) com
2,50 mL de cada concentracdo das amostras em triplicata. Apds 30 minutos, fez-se

a leitura em um espectrofotobmetro de luz ultravioleta a 518 mn (Figura 6 pag. 62).

Os valores das absorbancias foram convertidos para porcentagem de Atividade Antioxidante
(AA%) usando a seguinte férmula:
AA%= 100 - { [(Absamostra - Absbranco) X 100]/ Abscontrole}

AA% = porcentagem de atividade antioxidante
AbSs.mestra = absorbancia de cada amostra

AbSyanco = absorbancia do branco
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Abscniole = absorbancia do controle negativo

O valor da concentragéo efetiva necessaria para se obter 50% do efeito antioxidante maximo
estimado em 100% (ECso) foi calculado através de uma regressao linear para cada extrato onde a
abscissa representa as concentragdes da amostra, e a ordenada a porcentagem de Atividade
Antioxidante (AA%).

Como controle positivo foi utilizado o flavonoide rutina Merck® utilizando o mesmo
procedimento feito para as amostras. Esse controle foi utilizado para comparagao dos valores de
(ECs0) das amostras analisadas, onde valores menores ou préximos que o controle indica que as

amostras sdo ativas.

Como controle negativo foi utilizado 1 mL de solugao de DPPH e 2,5 mL de
etanol. A leitura do branco foi feita com 2,5 mL de solugdo das concentragdes das

amostras mais 1 mL de etanol (Mensor et al., 2001; Argolo et al., 2004).

Estoque 1 mg/mL ﬁ ﬁ

Diluicdes 250 125 50 25 [l g/mL
|

| 25mL |

| + |
— < 1mL
i 1mL i
s - ,
[ [

Solugdo DPPH 0,3 mM |
Apds 30 min., fazer as leituras
no espectrofotdmetro a 518 nm

Figura 6 - Procedimento experimental do teste antioxidante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE

Aspidosperma lllustre

O estudo fitoquimico de Aspidosperma lllustre, resultou no isolamento de dois
alcaldides indolicos monoterpénicos: B-ioimbina () e 1,2-desidroaspidospermidina
(I1) e oito triterpenos: B-amirina (lll), lupeol (IV), acetato de [3-amirina (V), acetato de
lupeol (VI), 3B-tetradecanoato-28-hidroxiolean-12-eno(VIl), acido 3p-hexadecanoato-
olean-12-en-28-6ico (VIIl), acido ursdlico (IX) e 3B-acetoxi-11a-metoxiolean-12-eno
(X).

O acido 3B-hexadecanoato-olean-12-en-28-6ico (VIII) e 3B-acetoxi-11a-
metoxiolean-12-eno (X) sdo inéditas na literatura, sendo todas as substancias

isoladas inéditas na espécie que nunca foi estudada anteriormente.
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A determinagédo estrutural das substancias isoladas foi realizada com a
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utilizacdo de técnicas de RMN uni-'H e "*C e bidimensionais 'H-'H-COSY, HMQC,

HMBC e utilizacdo de dados espectrais de massas, e por comparagdao com dados

espectrais existentes na literatura.

5.1.1 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA |

[3-ioimbina220Me OH OMe OH

A substancia apresentou-se como um solido de cor amarelo clara, sugerindo
a presencga de um alcaldide através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN 'H (Figuras 9-11, pags. 71-73, Tabela 35, pag. 70)
apresentou sinais (d4) correspondentes ao grupo metoxila de grupo carbometoxi,
hidrogénios aromaticos e hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento
amina, e no espectro de RMN "C (Figura 12, pag. 74, Tabela 35, pag. 70)
observou-se sinais (d;) para 21 atomos de carbono.

O espectro de RMN 'H (Figuras 9-11, pags. 71-73, Tabela 35, pag. 70)
apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos a o4 6,95 (1H, tl, J= 7,7
Hz), 7,02 (1H, tl, J= 7,7 Hz), 7,29 (1H, dI, J= 7,7 Hz) e 7,35 (1H, dI, J= 7,7 Hz)
caracteristicos de um nucleo inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de
substituintes (AZOUG, et. al., 1995), confirmado através das correlagdes

heteronuclear (HMQC) (Figuras 18 e 19, pags.80 e 81) onde se observam as
correlagdes a 'Jcw entre CH-9 (&¢c 117,47)/H-9 (dx 7,35), CH-10 (&c 118,29)/H-10 (dw
6,95), CH-11 (&¢c 120,36)/H-11 (dn 7,02), CH-12 (&c 110,90)/H-12 (&4 7,29).

Um sinal simples integrando para um hidrogénio em &4 10,78, observado no
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espectro de RMN 'H foi atribuido a um hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio do
nucleo inddlico, confirmado ainda pelas correlagdes a longa distancia entre HN-1 (dy
10,78, *Jcn) com C-7 (3. 106,27) e C-8 (d. 126,67) e HN-1 (34 10,78, 2Jcn) com C-2 (.
135,34) e C-13 (. 135,95), observadas no espectro de HMBC (Figuras 14-17, pags.
76-79, Tabela 35, pag. 70).

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi também corroborada
pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no espectro de
HMBC (Figuras 14-17, pags. 76 e 79, Tabela 35, pag. 70) através das correlagdes
entre CH-9 (&¢c 117,47)/H-11 (&, 7,02), CH-10 (&¢c 118,29)/H-12 (dn 7,29), CH-11 (&
120,36)/H-9 (&4 7,35), CH-12 (&c 110,90)/H-10 (on 6,95), C-7 (& 106,27)/HN-1 (o
10,78) e C-13 (&¢c 135,95)/H-9 (dn 7,35)/H-11 (&n 7,02) as demais correlagdes estao
descritas na Tabela 35, pag. 70.

A presenga de um grupo carbometoxi ligado ao carbono C-16 [comum no
esqueleto para alcaldides do tipo corinanteano] (ZENK, 1980) foi apoiada pela
correlagdo, OCH3-22 (& 51,30) com um sinal simples integrando para trés
hidrogénios em & 3,74, 'Jou, apresentadas no espectro de HMQC. A localizagdo
deste grupo foi confirmada através das correlagdes entre C-22 (&;. 174,47) com [dn
3,74, OCH;-22, 3Jcu], com um sinal tripleto relativo ao hidrogénio H-17 carbindlico em
O 3,61, 3Jew, apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 14-17, pags. 76-79,
Tabela 35, pag. 70).

Nota-se agora no espectro de HMQC (figuras 18 e 19, pags. 80 e 81) a
presenca de um sinal tripleto relativo ao hidrogénio carbindlico H-17 em &y 3,61,
correlacionando com carbono C-17 em d&c 70,92, caracteristico do esqueleto tipo
ioimbina (BREITMAIER & VOELTER, 1987; SHAMMA, 1979).

Outras correlagdes a longa distadncia dos demais atomos de carbono

encontram-se sumarizadas na Tabela 35, pag. 70.
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A estereoquimica relativa do grupo hidroxila ligada ao carbono C-17 (. 70,92)
da substancia |, foi definida por comparagdo com os valores de . registrados na
literatura para os alcaldides B-ioimbina (&: 71,6, Mo-1) e ioimbina (& 66,9, Mo-2),
confirmando assim a estrutura da substancia | (BREITMAIER & VOELTER, 1987,
SHAMMA, 1979).

As estereoquimicas relativas dos hidrogénios H-3, H-15 e H-20 do anel D, e
dos hidrogénios H-16 e do H-17 no anel E, foram estabelecidas por comparagéo
com dados de literatura para o alcaléide B-ioimbina (BREITMAIER & VOELTER,
1987; SHAMMA, 1979), e confirmadas por experimentos de 'H-'H-COSY (Figuras
20 e 21, pags. 82 e 83).

No espectro de massas (Figura 7, pag. 68), observou-se o sinal do ion
molecular [M]™ 354 compativel com a férmula molecular C;1HxO3N2, onde os
fragmentos de m/z 353 e m/z 169 (Figura 8, pag. 69) sao caracteristicos de

esqueletos do tipo ioimbina (MALIK et al., 1981).
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Figura 7: Espectro de massas da substancia |

Os dados descritos acima para a substancia | estdo em acordo com os dados

descritos em literatura (BREITMAIER & VOELTER, 1987; SHAMMA, 1979) para o

alcaldide B-ioimbina, comprovando assim a proposta estrutural para a substancia l.
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OMe OH

m/z = 353
+ c
m/z =354 (M)~ \

\
H
m/z= 184 m/z=170
-H.
H H
| X
/N\ |
N * "H /N\
| N T H
H |
m/z = 169 H

Figura 8: Principais fragmentos de massas da substéancia |
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Tabela 35: Dados de RMN 'H (500 MHz) e ™C (125 MHz) em DMSO e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia I, e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1 e Mo-2, os valores da
constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

HMQC HMBC Mo-1* | Mo-2*
O O 2Jon Jone “Jon Oc Oc
C
2 135,34 - HN-1 2H-6; 2H-14 134,0 134,3
7 106,27 - 2H-6 HN-1; 2H-5; H-9 107.,4 107.,5
8 126,67 - H-9 HN-1; H-6b; 126,9 127,0
H-10; H-11; H-12
13 135,95 - HN-1 H-9; H-10; H-11 135,8 135,8
22 174,47 - H-16 H-15; H-18a: MeO-22 | 175,0 175,2
CH
3 59,84 3,16 (dl, 10,9) 2H-14 2H-5; 2H-21 59,0 59,8
9 117,47 7,35(dl, 7,7) H-10 H-11 117,2 117,7
10 118,29 6,95 (il, 7,7) H-12 118,8 118,8
11 120,36 7,02 (,7,7) H-10 H-9 120,9 120,8
12 110,90 7,29 (dl, 7,7) H-11 H-9; H-10 110,7 110,6
15 4211 1,39 (dt, 10,6; 2,8) 2H-14 2H-19; 2H-21 41,6 36,4
16 57,72 2,08 (dd, 10,6; 3,3) H-15 2H-14; 2H-18; H-20 57,1 52,6
17 70,92 3,61 (il, 10,6) 16; 2H-18 H-15 71,6 66,9
20 39,98 1,33 (M) 15; 2H-18 2H-14; 2H-19 39,1 40,2
2H-21
CH,
5 52,38 2,99 (dd, 10,9; 5,3) 2H-6 2H-21 52,3 52,1
2,48 (dd, 10,9; 3,9)
6 21,53 2,76 (m) 2H-5 21,3 21,5
2,59 (dl, 14,2)
14 33,74 2,10 (m) H-15 H-16 33,8 33,8
1,13 (dl, 11,8)
18 34,15 1,89 (dd, 12,4; 3,5) H-16 33,5 31,4
1,27 (m)
19 27,63 1,56 (dd, 13,0; 2,7) 2H-18 2H-21 27,5 23,1
1,09 (t, 13,0)
21 60,61 2,88 (dd, 11,3; 3,1) H-5a 60,5 61,0
2,05 (dd, 11,3; 2,6)
MeO-22 51,30 3,74 (s) 51,6 51,7
HN-1 - 10,78 (s) - -

* BREITMAIER & VOELTER, 1987




Figura 9: Espectro de RMN 'H (500 MHz) em DMSO da substancia |

71



72

Figura 10: Ampliagéo da regido de s 1,0 — 4,0 do espectro de RMN 'H (500 MHz)
em DMSO da substéncia |
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Figura 11: Ampliagéo da regido de &, 6,9 — 7,4 do espectro de RMN 'H (500 MHz)
em DMSO da substancia |



Figura 12: Espectro de RMN *C (125 MHz) em DMSO da substancia |

74



75

Figura 13: Espectro de RMN "*C (DEPT 135°, 125 MHz) em DMSO da substancia |



Figura 14: Mapa de correlacao do espectro de HMBC em DMSO da substancia |
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Figura 15: Ampliagcdo do mapa de correlagdo do espectro de HMBC em DMSO da
substancia |
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Figura 16: Ampliagcdo do mapa de correlagdo do espectro de HMBC em DMSO da
substancia |
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Figura 17: Ampliagcdo do mapa de correlagdo do espectro de HMBC em DMSO da
substancia |



Figura 18: Mapa de correlagao do espectro de HMQC em DMSO da substancia |
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Figura 19: Ampliagcdo do mapa de correlagdo do espectro de HMQC em DMSO da
substancia |



Figura 20: Mapa de correlagdo '"H-'"H-COSY em DMSO da substancia |
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Figura 21: Ampliagdo do mapa de correlagdo 'H-'H-COSY em DMSO da

substancia |
5.1.2 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA Il
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1,2-desidroaspidospermidina
A substancia apresentou-se como um o6leo de cor amarelo clara, revelando
ser um alcaldide através do teste com o reagente de Dragendorff.
O espectro de RMN 'H (Figura 23, pag. 89, Tabela 36, pag. 88) apresentou
sinais (3u) correspondentes a hidrogénios aromaticos e no espectro de RMN "*C-

APT (Figura 24, pag. 90, Tabela 36, pag. 88) observou-se sinais (&) para 19
atomos de carbono.

O espectro de massas (Figura 22, pag. 85) mostrou o sinal do ion molecular
a m/z 280, juntamente com o espectro de RMN "C-APT (Figura 24, pag. 90),
correspondendo a uma férmula molecular CigHz4N,.

A presenga dos ion m/z 251 [M* - C;Hs], indicando a perda de um grupamento
etila, e ainda a presenga dos ions m/z 210 e m/z 125, sugerem a estrutura do
alcaléide 1,2-desidroaspidospermidina para a substancia Il. Esta substancia ja foi
isolada de Aspidosperma quebracho-blanco, mas apresenta poucos dados de RMN

descritos (HUGEL et. al., 1991).
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Figura 22: Espectro de massas da substancia Il

O espectro de RMN 'H (Figura 23, pag. 89) apresenta quatro sinais relativos
a hidrogénios aromaticos a &, 7,15 (1H, t, J = 7,0 Hz, H-10), 7,28 (1H, t, J = 7,0 Hz,
H-11), 7,30 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-9) e 7,52 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-12) caracteristicos
de um nucleo inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de substituintes

(AZOUG, et. al. 1995), confirmado através das correlagdes heteronuclear (HMQC)
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(Figuras 25 e 26, pags. 91 e 92, Tabela 36, pag. 88) onde se observam as

correlagdes a 'Jcn entre CH-9 (d¢ 120,99)/H-9 (dx 7,30), CH-10 (&¢c 125,23)/H-10 (dw
7,15), CH-11 (8¢ 127,45)/H-11 (&4 7,28), CH-12 (&¢ 120,12)/H-12 (&4 7,52).

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi também corroborada
pelas correlagbes heteronucleares a longa distancia apresentadas no espectro de
HMBC (Figuras 27 e 28, pags. 93 e 94, Tabela 36, pag. 88) através das correlagdes
entre CH-9 (&¢c 120,99)/H-11 (& 7,28), CH-10 (&¢c 125,23)/H-12 (dn 7,52), CH-11 (&
127,45)/H-9 (64 7,30), CH-12 (8¢ 120,12)/H-10 (o4 7,15), e C-13 (&c 154,54)/H-9 (b
7,30)/H-11 (o4 7,28) as demais correlagdes estdo descritas na Tabela 36, pag. 88.

A presenca de um sinal de um carbono quaternario no espectro de RMN *C-
APT (Figura 24, pag. 90 , Tabela 36, pag. 88) em dc em 192,37, atribuido ao atomo
de carbono C-2, que esta ligado por uma ligagao dupla ao nitrogénio do anel indélico
(N=C-2), caracteriza um sistema do tipo indolenina, e esta coerente com valores
citados na literatura para o alcaldide 1,2-desidroaspidospermidina. (HUGEL et. al.,
1991).

O sinal em &c em 61,31, relativo a um atomo de carbono quaternario, presente
no espectro de RMN "*C-APT (Figura 24, pag. 90, Tabela 36, p. 88) foi atribuido a
atomo de carbono C-7 do sistema indolenina. A presenca deste sinal foi confirmada
ainda pelas correlacbes a longa distancia apresentadas no mapa de correlagao
HMBC (Figuras 27 e 28, pags. 93 e 94, Tabela 36, pag. 88) a %Jcx com sinal
simples, relativo ao hidrogénio H-21 em & 2,40, e a 3Jcn com o hidrogénio aromatico
H-9 em & 7,30, e com o hidrogénio H-5a ligado a um atomo de nitrogénio em oy
2,60, confirmando assim parte do esqueleto aspidospermatano (HUGEL et. al.,
1991).

A presenca de um grupo etila ligado ao atomo de carbono C-20, comum nos

esqueletos do tipo aspidospermatano ja confirmada pelo espectro de massas, foi
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ainda confirmada pela presenga de um sinal triplo em &4 0,49 com J= 7,6 Hz,
apresentado no espectro de RMN 'H (Figura 23, pag. 89, Tabela 36, pag.88)

Os dados descritos acima para o alcaldide Il estdo em acordo com os dados
descritos em literatura (Mo 1) (HUGEL et. al, 1991) para o alcaloide 1,2-

desidroaspidospermidina, comprovando assim a proposta estrutural.

Tabela 36: Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia Il, e
comparagao com valores de literatura para o modelo Mo-1.

| HMQC | HMBC | Mo 1* |




Oc O ?Jon *Jon Oc

C

2 19237 - H-16a H-6a; H-21 191,95

7 61,31 - H-21 H-5a; H-9 60,99

8 147,14 - 2H-6; H-10; H-12; H- 146,60

21

13 | 154,54 - H-9; H-11 154,18

20 36,31 - 36,20
CH

9 120,99 7,30 (d, J=7,0H2) H-11 120,70

10 | 125,23 715 (t, J=7,0H2) H-12 124,80

11 127,45 7,28 (t, J=7,0 Hz)) H-9 127,14

12 | 120,12 7,52 (d, J=7,6Hz) H-10 119,78

21 79,00 2,40 (s) 2H-3; 2H-5; 2H-19 78,59
CH;

3 51,70 3,14 (m), 2,80 (m) H-21 51,68

5 54,58 3,16 (m), 2,60 (m) H-21 54,24

6 35,17 2,16 (m), 1,60 (m) 34,84

14 22,04 1,85 (m), 1,56 (m) 21,73

15 33,22 1,40 (m), 1,05 (m) 32,93

16 23,41 3,10 (m) 31,97

2,75 (ddd, J = 3,5;
10,5 e 7,0 Hz; H-16a)

17 27,24 2,50 (m), 1,60 (m) 27,00

19 29,35 0,70 - 0,60 (m) 29,43
CH;

18 7,00 0,49 (t, J=7,6 H2) 7,02

*HUGEL et. al., 1991
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Figura 23: Espectro de RMN "H (400 MHz) em CDCl; da substancia Il
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Figura 24: Espectro de RMN *C (APT, 100 MHz) em CDCIl; da substancia Il
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Figura 25: Mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCl; da substancia Il
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Figura 26: Ampliagdo do mapa de correlagdo do espectro de HMQC em CDCl; da
substancia Il



Figura 27: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCl; da substancia
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Figura 28: Ampliacdo do mapa de correlagédo do espectro de HMBC em CDCI; da

substancia Il
5.1.3 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA III
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A substancia Il foi isolada como um sdélido de cor branca apresentando ponto
de fusdo 197°.

A andlise do espectro de RMN "*C (DEPT 135°, Figuras 34 e 35, pags. 104 e
105, Tabela 37, pag. 100) da substancia lll permitiu reconhecer a presenga de trinta
(30) atomos de carbono, sendo oito carbonos metilicos, dez carbonos metilénicos,
cinco carbonos metinicos (um sp?, quatro sp® e um ligado a um heteroatomo) e sete
carbonos quaternarios (seis sp® e um sp?) (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998;
FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura 29,
pag. 96), o qual apresentou o sinal do ion molecular em m/z 426 daltons, permitiram
propor a féormula molecular C3Hs,O para a substancia Ill, sugerindo a presenca de

um triterpeno.
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Figura 29: Espectro de massas da substancia Il

O espectro de RMN 'H da substancia lll (Figuras 31 e 32, pags. 101 e 102,
Tabela 37, pag. 100) apresentou sinais de deslocamentos quimicos (o)
caracteristicos de varios grupos metila e metilénicos, e ainda a presenga de
hidrogénio referente a ligagcao dupla e hidrogénio ligado a um atomo de carbono
carbindlico (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998; FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER &
VOELTER, 1987).

O espectro de RMN 'H (Figuras 31 e 32, pags. 101 e 102, Tabela 37, pag.
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100) apresentou um sinal triplo em &4 5,19 (J= 3,5 Hz) correspondentes a um
hidrogénio olefinico. A presenca deste hidrogénio olefinico pdde ser comprovada
pela correlagdo 'Jen entre o4 5,19 (t, J= 3,5 Hz; H-12) e & 121,93 (CH-12),
apresentada no espectro de correlagdo heteronuclear HMQC (Figuras 36 e 37,
pags. 106 e 107, Tabela 37, pag. 100).

A presenga de uma ligagao dupla nos atomos de carbono C12 e C-13 pdde
ser observada no espectro de RMN *C (Figura 33, pag. 103, Tabela 37, pag. 100),
através dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em &, 121,93 (CH-12) e
145,37 (C-13), compativeis com triterpenos pentaciclicos da série oleanano (AHMAD
& RAHMAN, 1994).

A localizagao da ligacédo dupla nos atomos de carbono CH-12 e C-13 pode ser
confirmada através das correlagdes a longa distancia ?Jc entre o atomo de carbono
CH-12 com &y 1,87 relativos aos hidrogénios 2H-11, e ainda pela correlagéo a °Jcu
com um hidrogénio metinico em &4 1,95 (H-18).

O espectro de massas da substancia lll (Figura 29, pag. 96) apresentou um
fragmento em m/z 218 (Figura 30, pag. 98), caracteristico de fragmentacao
envolvendo uma reacdo do tipo retro-Diels-Alder em triterpenos pentaciclicos que
apresentam esqueleto do tipo oleanano (BUDZIKIEWICZ, 1964), confirmando ainda
mais a presenca deste tipo de esqueleto,e a posigcao da ligagdo dupla na substancia



Ho”™

m/z =426 (M)"

n:/z=207 m/-;=189
Figura 30: Principais fragmentos de massas da substancia lll
A presenga de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3, péde ser
observada no espectro de RMN 'H (Figuras 31 e 32, pag. 101 e 102, Tabela 37,
pag. 100), através de um sinal duplodupleto em & 3,22 (J= 11,0 e 4,4 Hz),
caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbindlico (SILVERSTEIN &

WENSTER, 1998; BREITMAIER & VOELTER, 1987). A localizagdo do grupo
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hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3 foi confirmada pela correlagéo 'Jcn entre
oy 3,22 (dd, J= 11,0 e 4,4 Hz; H-12) com d&¢ 79,22 (CH-3), apresentada no espectro
de correlagao heteronuclear HMQC (Figuras 36 e 37, pags. 106 e 107, Tabela 37,
pag. 100).

A localizagao do grupo hidroxila no atomo de carbono CH-3 pode ainda ser
confirmada através das correlagdes a longa distancia *Jc entre o atomo de carbono
CH-3 com hidrogénios em &4 1,50 e 0,79 relativos aos hidrogénios dos grupos metila
Me-23 e Me-24, apresentadas no espectro de HMBC (Figura 38, pag. 108, Tabela
37, pag. 100).

O valor de &; 79,22 apresentado para o atomo de carbono CH-3, confirma a
estereoquimica B-equatorial, pois, para valores de &, 76,1+ 0,5, o grupo hidroxila
encontra-se em conformagao axial (ABREU, 2002).

As demais correlagbes a longa distancia encontram-se descritas na Tabela
37, pag. 100.

O espectro de 'H-'H-COSY (Figura 39, pag. 109) em conjunto com o espectro
de RMN 'H (Figuras 31 e 32, pags. 101 e 102, Tabela 37, pag. 100) permitiu
confirmar as constantes de acoplamento dos atomos de hidrogénio.

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto oleanano, e propor a
estrutura Ill para o triterpeno isolado. Prova final desta estrutura veio da comparacgéao
dos dados de RMN 'H e "*C com dados da literatura (AHMAD & RAHMAN, 1994)
para o triterpeno -amirina (lll).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos proposta
para (lll) foi feita com base em dados biogenéticos, visto que esqueletos de
triterpenos do tipo oleanano apresentam as configuragdes dos carbonos

estereogénicos como apresentadas em (lll) (DEWICK, 1997).



100

Tabela 37: Dados de RMN 'H (500 MHz) e ™C (125 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas no espectro de HSQC e HMBC do triterpeno lll, e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1 e Mo-2, os valores da
constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

HSQC HMBC Mo- Mo-
1* 2*
Oc On 2Jen 3JeH Oc Oc
C
4 38,97 - H-3; H-5; 3H- 38,8 38,7
23; 3H-24
8 39,99 - H-9; 3H-26 2H-11; H-153a; 38,8 | 40,0
3H-27
10 37,15 - H-5; H-9; 3H- H-2a 37,6 36,9
25
13 145,37 - H-18 2H-11; H-19a; 145,1 | 139,3
3H-27
14 41,91 - H-15a; 3H-27 H-9; H-12; H-16a; 3H- 41,8 | 42,0
26
17 32,68 - 2H-16; 3H-28 32,5
20 31,28 - H-19a; H-21a; 2H-22 31,1 -
3H-29; 3H-30
CH
3 79,22 3,22 (dd, 11,0; H-1a; 3H-23; 3H-24 79,0 78,2
4.4)
5 55,38 0,74 (dd, 10,5; 2H-6 2H-7; H-9; 3H-23; 3H- 55,3 55,2
1,4) 24; 3H-25
9 47,83 1,54 2H-11 H-5; H-12; H-7b; 3H-25; | 47,7 | 47,7
3H-26
12 121,93 5,19, 3,5) 2H-11 H-18 121,8 1 124,3
13 - - - - - -
18 47,43 1,95 2H-19 H-12; H-22b; 3H-28 47 .4 58,9
19 - - - - - 39,6
20 - - - - - 39,6
CH,
1 38,80 1,63; 1,10 H-2a H-9; 3H-25 38,7 38,7
2 27,41 1,60; 0,82 H-1a 27,3 | 27,2
6 18,58 1,67; 1,42 H-5; 2H-7 18,5 18,3
7 32,86 1,50; 1,45 3H-26 32,8 32,9
11 23,75 1,87 H-9; H-12 236 | 23,3
12 - - - - - -
15 26,36 1,77; 1,09 H-16a 26,2 28,7
16 27,15 1,96; 1,40 H-15a 2H-22; 3H-28 27,0 | 26,6
19 47,03 1,67; 1,02 H-21b; 3H-29; 46,9 -
3H-30
21 34,94 1,33; 1,10 2H-22 3H-29; 3H-30 348 | 31,2
22 37,35 1,42; 1,22 3H-28 372 | 415
29 - - - - - -
CH;
23 28,30 1,50 (s) H-3; H-5; 3H-24 28,2 28,1
24 15,70 0,79 (s) H-3; H-5; 3H-23 15,5 15,6
25 15,80 0,94 (s) 2H-1; H-5 15,6 15,6
26 17,01 0,97 (s) 2H-7 16,9 16,8
27 26,20 1,14 (s) 26,0 | 23,3
28 28,60 0,83 (s) 2H-16 28,4 | 28,1
29 33,55 0,87 (s) H-19a; H-21a 33,3 17,4
30 23,90 0,87 (s) H-19a; H-21a 23,7 | 21,3

* AHMAD & RAHMAN, 1994

Mo-1 = B-Amirina
Mo-2 = a-Amirina
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Figura 31: Espectro de RMN "H (500 MHz) em CDCl; da substancia lll
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Figura 32: Ampliagéo da regido de & 0,75 — 2,0 do espectro de RMN 'H (500 MHz)
em CDClI; da substancia lll
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Figura 33: Espectro de RMN "*C (125 MHz) em CDCI; da substancia lll
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Figura 34: Espectro de RMN *C (DEPT 135°, 125 MHz) em CDCI; da substancia lll
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Figura 35: Ampliagdo do espectro de RMN "*C (DEPT 135° 125 MHz) em CDClI; da
substancia lll
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Figura 36: Mapa de correlacao do espectro de HMQC em CDCI; da substancia Ill
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Figura 37:Ampliacdo do mapa de correlacédo do espectro de HMQC em CDCI; da
substancia lll
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Figura 38: Mapa de correlagao do espectro de HMBC em CDCI; da substancia
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Figura 39: Mapa de correlagédo 'H-'H-COSY em CDCl; da substancia lll

5.1.4 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA IV



110

A substancia IV foi isolada em mistura, juntamente com a B-amirina (lll),
apresentando-se como um solido de cor branca com ponto de fusdo 178,2°.

A andlise do espectro de RMN *C (DEPT 135°, Figuras 44 e 45, pags. 117 e
118, Tabela 38, pag. 114) da substancia IV permitiu reconhecer a presenca de trinta
(30) atomos de carbono, sendo sete carbonos metilicos, onze carbonos metilénicos
(um sp? e dez sp®), seis carbonos metinicos (cinco sp3 e um ligado a um
heteroatomo) e seis carbonos quaternarios (um sp? e cinco sp®) (SILVERSTEIN &
WENSTER, 1998; FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura 40,
pag. 111), o qual apresentou o sinal do ion molecular em m/z 426 daltons,
permitiram propor a férmula molecular CsHscO para a substancia IV, sugerindo a

presenca do triterpeno lupeol.
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Figura 40: Espectro de massas da substancia IV
O espectro de RMN 'H da substancia IV (Figura 42, pag. 115) apresentou
sinais de deslocamentos quimicos (du) caracteristicos de varios grupos metila e
metilénicos, e ainda a presenga de hidrogénio referente a ligagdo dupla e hidrogénio
ligado a um atomo de carbono carbindlico (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998;
FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).
O espectro de RMN 'H (Figura 42, pag. 115, Tabela 38, pag. 114) apresentou

um sinal duplo em &4 4,69 (J= 4,57 Hz) correspondentes a um hidrogénio olefinico.
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A presenca de uma ligagado dupla nos atomos de carbono C-20 e C-29 pbde
ser observada no espectro de RMN *C (Figura 43, pag. 116, Tabela 38, p. 114),
através dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em &, 151,26 (CH-20) e
109,53 (C-29), compativeis com triterpenos da série lupano (AHMAD & RAHMAN,
1994). O espectro de massas da substancia IV (Figura 40, pag. 111)apresentou
fragmentos em m/z 218, 203, 190, 189, caracteristico dessa substancia (Figura 41,
pag.113) (ABREU, 2002).

O valor de & 79,23 apresentado para o atomo de carbono CH-3, confirma a
estereoquimica B-equatorial (ABREU, 2002).

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto lupano, e propor a
estrutura IV para o triterpeno isolado. Prova final desta estrutura veio da comparagao
dos dados de RMN 'H e "*C com dados da literatura (AHMAD & RAHMAN, 1994)
para o triterpeno lupeol (IV).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos proposta
para (IV) foi feita com base em dados biogenéticos, visto que esqueletos de
triterpenos do tipo lupano apresentam as configuragdes dos carbonos
estereogénicos como apresentadas em IV (DEWICK, 1997).

A presenca da substancia Ill na mistura, pode ser confirmada pela presenca

dos sinais caracteristicos que se encontra na tabela 38, pag. 114.
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Figura 41: Principais fragmentos de massas da substéncia IV
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Tabela 38: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCI; da mistura lll e

IV, e comparacédo com valores de literatura para os modelos Mo-1.

I v Mo-1*
Oc On Oc O Oc
[
4 38,98 - 39,07 - 38,3
8 38,28 - 41,93 - 40,9
10 37,16 - 37,36 - 37,1
13 145,40 - - ; ;
14 40,22 - 43,20 - 42,8
17 32,70 - 43,22 - 42,9
20 31,29 - 151,26 - 150,6
CH
3 79,23 79,23 78,8
5 55,40 55,52 55,2
9 47,85 50,66 50,3
12 121,94 5,19 (1) - - -
13 - - 38,0
18 47 45 4853 48,2
19 - 48,20 47,9
CH,
1 38,81 38,92 38,7
2 27,43 27,43 274
6 18,59 18,50 18,3
7 32,87 34,50 34,2
11 23,75 21,15 20,9
12 - - 25,36 25,1
15 26,37 27,61 274
16 27,16 35,80 35,5
19 47,04 - ; ;
21 34,95 30,07 29,8
22 37,36 40,22 39,9
29 - - 109,53 4,69 (d, 4,57) 109,2
CH;
23 28,31 28,20 28,0
24 15,70 15,58 15,4
25 15,80 16,33 16,1
26 17,02 16,20 15,9
27 26,20 14,76 14,5
28 28,61 18,21 18,0
29 33,55 - ;
30 23,91 19,40 1,69 (1) 19,3

*AHMAD & RAHMAN, 1994

Mo-1 = Lupeol
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Figura 42: Espectro de RMN 'H (500 MHz) em CDCI;da substancia IV
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Figura 43: Espectro de RMN "*C (125 MHz) em CDCI; da substancia IV
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Figura 44: Espectro de RMN "*C (DEPT 135°, 125 MHz) em CDCI; da substancia IV
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Figura 45: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (DEPT 135° 125 MHz) em CDClI; da

substancia IV
5.1.5 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS V e VI

AcO
./ 25 Acetato de p-amirina Acetato de lupeol

24 23

As substancias V e VI foram isoladas em mistura, que se apresentava como

unica mancha em CCF utilizando varios eluentes. Apresentando-se como um solido
de cor branca.

Andlise dos espectros de RMN 'H (Figuras 46-48, pags. 122-124, Tabela 40,

p. 121) e RMN "*C (DEPT 135°, Figuras 50 e 51, pags. 126 e 127) juntamente com

a comparagdo dos dados de RMN ™C (Figura 49, pag. 125, Tabela 40, pag. 121)
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com os da literatura, permitiram identificar os constituintes da mistura como acetato
de B-amirina (V) e acetato de lupeol (VI).

O espectro de RMN 'H, revela varios sinais protegidos entre &4 0,8 e 1,69
correspondentes a grupos metilicos. Os simpletos em & 2,04(V) e 2,01(VI)
(corresponde a grupos metilas de acetato), o duplo dupleto a o4 4,48(V) e 4,51(VI)
corresponde ao hidrogénio H-3, sugerindo que os grupamentos acetatos da mistura
estejam ligados aos C-3 na posigdo B (coerentes com o sinal a d: 81,18(V) e
81,21(VI) no espectro de RMN "*C, comum aos triterpenos da mistura), que pode ser
confirmada pela correlacdo a *Jon do C do AcO com o H-3 para as duas
substancias. O tripleto largo a & 5,19 corresponde ao hidrogénio olefinico H-12 (V),

Os espectros de RMN C DEPT (Figuras 50 e 51, pags. 126 e 127, Tabela
40, p. 121) revelaram a presenga de sinais olefinicos metinicos atribuidos ao CH-12
(dc 121,87 em V) que correlaciona a 2Jcn com os 2H-11 e a *Jecy com o H-18 (84 1,95)
como mostra o espectro de HMBC (Figura 53, pag. 129, Tabela 39, pag. 120) e um
sinal olefinico metilénico atribuido a C-29 (5c 109,58 em VI), que correlaciona a 3Jcx
com o H-19 (34 2,37) e os 3H-30 (dx 1,69) pelo espectro de HMBC (Figura 53, pag.
129, Tabela 39, pag. 120). Bem como sinais de carbono quaternarios atribuidos ao
C-13 (3¢ 145,43 em V) correlacionando a Jescom o H-18 (84 1,95) e a *Jen com H-11,
H-19a e 3H-27(84 1,14) e ao C-20 (&c 151,18 em VI) correlacionando a ?Jc; com o H-
19 (812,37) e 3H-30 (5+2,37).

O sinal a &¢c 171,23 foi atribuido & carbonila das substancias da mistura e os
sinais dc 21,53 (V) e 21,18(VIl) foram atribuidos, respectivamente, ao CH; do
grupamento acetato, e os sinais a d: 81,18(V) e 81,21(VI) foram atribuidos ao
carbono metinico CH-3 em que o grupamento acetato se encontra ligado.

As demais correlagdes podem ser encontradas na tabela 39 (pag,120), para

as substancias V e VI.
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Estas atribuigdes, feitas juntamente com a comparacédo com os dados de

RMN "C para as substancias ja conhecidas, permitiram confirmar as estruturas dos

triterpenos V e VI que sdo comumente encontrados em plantas.

Tabela 39: Correlacées observadas no espectro de HMBC das substancias V e VI.

\'/ VI

C 2JCH 3JCH 2JCH 3JCH

4 H-3 - H-3 -

13 H-18 H-11; H-19a; 3H-27 - -

14 - H-12 - -

20 - - - H-19; 3H-30; H-21a
AcO - H-3 - H-3

CH

3 - 3H-23; 3H-24; H-1a - 3H-23; 3H-24; H-1a
12 2H-11 H-18 - -

13 - - - H-19

18 - H-18 H-19 -

19 - - - H-29a; 3H-30; H-13
CH:

2 H-3 - H-3 -

11 H-12 - - -

21 - - H-19 -

29 - - - H-19; 3H-30
CHs

23 - H-3 - H-3

24 - H-3 - H-3

30 H-29a; H-19

Tabela 40: Dado

s de RMN "H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCI; das substancias

V e VI, e comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1, os valores da
constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

\' Vi Mo-1"
Oc Ou Oc Ou Oc
C
4 38,03 - 40,04 - 37,7
8 37,95 - 41,09 - 40,8
10 37,31 - 37,07 - 36,9
13 145,43 - - - -
14 41,95 - 43,06 - 427
17 32,71 - 43,29 - 42,8
20 31,30 - 151,18 - 150,4
AcO 171,23 - 171,23 - 170,4
CH
3 81,18 4,48(dd,10,3; 5,8) 81,21 4,51 80,7
5 55,62 0,78 55,48 0,87 55,3
9 48,52 1,35 50,58 1,30 50,3
12 121,87 5,19 (t, 3,3) - - -
13 - - 38,28 1,62 37,9
18 47 47 1,95 47,78 1,57 48,2
19 - - 48,23 2,37 (ddd, 10,9; 5,7: 5,7) 47,9
CH,
1 38,62 1,62: 0,99 38,49 1,62: 1,08 38,6
2 23,96 23,77 23,6
6 18,49 18,43 17,9
7 32,82 1,562: 2,33 34,96 1,34: 1,10 34,2
11 23,80 21,18 20,6
12 - - 25,33 1,12: 1,04 26,5
15 26,37 1,00: 0,94 27,16 0,84: 0,76 27,4
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16 27,67 1,04; 0,97 35,80 1,48; 1,39 35,5
19 47,01 1,64; 1,00 - - -
21 34,44 1,40 30,06 1,31;1,25 29,8
22 37,38 1,43;1,23 40,23 1,39; 1,20 39,9
29 - - 109,58 4,69; 4,56 109,3
CH,
23 28,26 0,87 (s) 28,17 28,0
24 16,21 15,78 15,9
25 16,41 16,92 16,1
26 17,04 16,72 1,04(s) 16,5
27 26,17 1,14 (s) 14,73 14,5
28 28,62 0,84(s) 18,23 0,79(s) 17,5
29 33,56 0,88 (s) - - -
30 23,80 19,53 1,69(s) 19,2
AcO 21,53 2,04(s) 21,18 2,01(s) 21,2

"VELLOSO, 1998

Mo-1 = Acetato de lupeol
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Figura 46: Espectro de RMN 'H (500 MHz) em CDCl;das substancias V e VI
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Figura 47 Ampliagdo da regido de &, 0,75 — 2,5 do espectro de RMN "H (500 MHz)
em CDCls;das substancias V e VI
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Figura 48 Ampliagdo da regido de 84,5 — 5,5 do espectro de RMN 'H (500 MHz)
em CDCls;das substancias V e VI
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Figura 49: Espectro de RMN "*C (125 MHz) em CDCI; das substancias V e VI
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Figura 50: Espectro de RMN "*C (DEPT 135° 125 MHz) em CDCI; das substancias
VeVl
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Figura 51: Ampliagdo do espectro de RMN *C (DEPT 135° 125 MHz) em CDCl;
das substancias V e VI
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Figura 52: Mapa de correlagéo do espectro de HMQC em CDCI; das substancias V
e Vi
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Figura 53: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCI; das substancias V
e Vi
5.1.6 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA ViI

2
3p -tetradecanoato-28-hidroxiolean-12-eno

A substéancia VII foi isolada como um solido de cor branca.

A andlise do espectro de RMN "*C (Figuras 56 e 57, pags. 136 e 137, Tabela
41, pag. 134) da substancia VIl permitiu reconhecer a presenca de trinta (37) atomos
de carbono, sendo oito carbonos metilicos, dezeseis carbonos metilénicos, cinco
carbonos metinicos (um sp?, trés sp® e um ligado a um heteroatomo) e oito carbonos

quaternarios (seis sp® e dois sp?) (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998; FRIEBOLIM,
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1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).

O espectro de RMN 'H da substancia VII (Figura 55, pag. 135, Tabela 41,
pag. 134) apresentou sinais de deslocamentos quimicos (&) caracteristicos de
varios grupos metila e metilénico, e ainda a presenca de hidrogénio referente a
ligagdo dupla (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998; FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER
& VOELTER, 1987).

O espectro de RMN 'H (Figura 55, pag. 135, Tabela 41, pag. 134) apresentou
um sinal triplo em o4 5,19 (J= 3,5 Hz) correspondentes a um hidrogénio olefinico. O
sinal em 044,50 ( dd, J = 8,2; 7,6) corresponde ao hidrogénios do carbono metinico
(H-3) que pdde ser comprovado pela correlagéo a longa distancia 3Jcy entre o atomo
de carbono CH-3 com hidrogénios em &4 0,88 e 0,85 relativos aos hidrogénios dos
grupos metila Me-23 e Me-24, apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 60-62,
pags. 140-142, Tabela 41, pag. 134)

O sinal em 042,29 (t, J = 7,6, -H.C-CO,) representa um grupo acila ligado ao
carbono metinico oxigenado (CH-3), que pode ser confirmado pela correlagdo a
longa distancia 2Jch entre este atomo de carbono com o hidrogénio em &y 1,62 (2H-
CH>-3’) e a correlagdo a *Jcy com o hidrogénio na regido o 29,71-29,19 (2H-CH_-
4’-n) Esses dados permitem identificar a presenga de um grupo éster com cadeia
alifatica ligada ao triterpeno contendo uma dupla ligagao.

A presenga de uma ligagdo dupla nos atomos de carbono C12 e C-13 pdde
ser observada no espectro de RMN "*C (Figuras 56 e 57, pags. 136 e 137, Tabela
41, pags. 134), através dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em &
122,30 (CH-12) e 3. 144,23 (C-13), que pode ser confirmada pela correlagéo *Jcn do
C-13 com os 2H-27 como mostra o espectro de HMBC, compativeis com triterpenos
pertencentes a série dos oleananos (AHMAD & RAHMAN, 1994)

O sinal em &; 80,10 confirma o carbono carbindlico (CH-3) com um grupo
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éster. Esse grupo é confirmado pelo sinal de carbonila em &; 173,72 e sinais
adicionais de CH3; e CH, de cadeia carbdnica saturada na regido de &,34,88-14,13.

O espectro de RMN "*C, mostra um sinal em &. 69,74, que corresponde ao C-
28 que sofreu oxidagdo a alcool, de acordo com dados da literatura (AHMAD &
RAHMAN, 1994).

O tamanho da cadeia alifatica ligada ao triterpeno ndo foi possivel ser
determinado pelos espectros de RMN, esses dados, em conjunto com os dados do
espectro de massas (Figura 54, pag. 132), que apresentou auséncia do sinal do ion
molecular, permitiram propor a férmula molecular CsH760O3; para a substancia VII,
apresentando um alto indice de similaridade com o triterpeno com a formula
estrutural acima, com fragmento em m/z 203.

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto oleanano, e propor a
estrutura VII para o triterpeno isolado. Prova final desta estrutura veio da comparacéo

dos dados de RMN "H e *C com dados da literatura.
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Figura 54: Espectro de massas da substancia VII

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos proposta
para VIl foi feita com base em dados biogenéticos, visto que esqueletos de triterpenos
do tipo oleanano apresentam as configuragdes dos carbonos estereogénicos como

apresentadas em VIl (DEWICK, 1997).
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Tabela 41: Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia VII, e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1 e Mo-2, os valores da

constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

HMQC HMBC Mo- Mo-
1* 2*
Oc OH 2Jon *Jon Oc Oc
C
4 37,77 - 3H-23; 38,8 | 38,8
3H-24
8 39,81 - 3H-26 3H-27 38,8 | 39,8
10 36,83 - H-9 376 | 36,9
13 144,23 - 3H-27 1451 | 144,2
14 41,73 - 3H-27 H-12; H-18; 3H-26 418 | 41,7
17 36,96 - 325 | 36,9
20 30,96 - H-19a 31,1 31,0
C-1 173,72 - 2H-2 H-3; 2H-3’ - -
CH
3 80,10 4,50 (dd, 8,2; 7,6) 3H-23; 3H-24 79,0 | 79,0
5 55,25 0,86 2H-6 H-9; 3H-23; 3H-24; 3H-25 | 55,3 [ 55,2
9 47 .51 1,60 H-12; 3H-25; 3H-26 477 | 47,6
12 122,30 5,19 (t, 3,5) 121,8 | 122,3
18 42,35 1,98 (dd, 14,1; 3,8) H-19a H-28a 474 | 42,3
CH,
1 38,27 H-3; 3H-25 38,7 | 38,6
2 23,60 H-3 27,3 | 27,2
6 18,25 18,5 | 184
7 32,52 3H-26 328 | 32,6
11 23,54 H-9; H- 23,6 | 23,6
12
15 25,54 3H-27 26,2 | 25,6
16 22,01 1,86: 1,60 H-28b 27,0 | 22,0
19 46,43 1,72 (t, 13,5); 1,05 3H-29; 3H-30 46,9 | 46,5
21 34,10 34,8 | 34,1
22 31,04 2H-28 37,2 | 31,0
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28 69,74 3,54 (d, 11,1); - | 69,7
3,21 (d, 11,1)
2 34,88 2,29 (, 7.6) 2H-3' 2H-4 - -
3 25,19 1,62 ; :
4 -n 29,71 ; ;
-29,19
n+ 1 31,94 ; :
n+ 2 22,70 ; ;
CH,
23 28,05 0,88 (s) H-3; 3H-24 282 | 281
24 15,57 0,85 (s) H-3; 3H-23 155 | 15,5
25 16,70 0,96 (s) H-9 156 | 15,5
26 16,78 0,94 (s) H-9 16,9 | 16,7
27 25,91 1,16 (s) 26,0 | 259
28 - - - - 284 | -
29 33,19 0,89 (s) H-19a 33,3 | 33,2
30 23,59 0,87 (s) H-19a; 3H-29 23,7 | 236
n+3 14,13 ; ;

*AHMAD & RAHMAN, 1994
Mo-1 = B-Amirina
Mo-2 = Erytrodiol
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Figura 55: Espectro de RMN 'H (400 MHz) em CDCl; das substancias VII
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Figura 56: Espectro de RMN "*C (APT, 100 MHz) em CDCI; das substancias VIl
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Figura 57: Ampliacdo do espectro de RMN "*C (APT, 100 MHz) em CDCl; das
substéancias VII
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Figura 58: Mapa de correlagédo do espectro de HMQC em CDCI; das substancias VII
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Figura 59: Ampliacdo do mapa de correlagdo do espectro de HMQC em CDCI; das
substancias VII
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Figura 60: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC em CDCl; das substéancias VII
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Figura 61: Ampliacdo do mapa de correlagdo do espectro de HMBC em CDCI; das
substancias VII



142

Figura 62: Ampliacdo do mapa de correlagdo do espectro de HMBC em CDCI; das

substancias VII
5.1.7 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA VIII

Acido 3p -hexadecanoato-olean-12-en-28-6ico

A substancia VIII foi isolada como um sdlido de cor branca apresentando
ponto de fusdo 62,9°.

A analise do espectro de RMN *C (PENDANT, Figuras 65 e 66, pags. 149 e
150, Tabela 42, pag. 147) da substancia VIl permitiu reconhecer a presenca de
trinta (37) atomos de carbono, sendo oito carbonos metilicos, quinze carbonos
metilénicos, cinco carbonos metinicos (um sp? trés sp® e um ligado a um
heteroatomo) e nove carbonos quaternarios (seis sp® e trés sp?) (SILVERSTEIN &

WENSTER, 1998; FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).
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Os dados dos espectros de RMN 'H e "*C sdo semelhantes com os dados da
substancia VILI.

O espectro de RMN "*C da substancia VIII (Figuras 65 e 66, pags. 149 e 150,
Tabela 42, pag. 147) apresentou um sinal em &c 182,68, o que justifica a presenca
de um grupo carboxilico na posicao 28, podendo ser confirmado pelo espectro de
HMQC que mostra a auséncia de correlagdo 'Jci nessa posicgao.

A oxidagdo da Me-28 a acido -carboxilico provoca mudancas nos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono C-17 (46,49), CH.-16 (23,32), CH.-
22 (32,51) e C-18 (41,00) quando comparados com os deslocamentos quimicos da
substancia VILI.

O espectro de RMN 'H (Figura 64, pag. 148, Tabela 42, pag. 147)
apresentou um sinal simples largo em o4 5,28, correspondente a um hidrogénio
olefinico. A presengca deste hidrogénio olefinico péde ser comprovada pela
correlagdo 'Jeu entre &y 5,28 e & 121,59 (CH-12), apresentada no espectro de
correlagao heteronuclear HMQC (Figuras 67 e 68, pags. 151 e 152, Tabela 42, pag.
147).

A presenca de uma ligagao dupla nos atomos de carbono CH-12 e C-13 pode
ser observada no espectro de RMN "*C (Figuras 65 e 66, pags. 149 e 150, Tabela
42, pag. 147), através dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em &
121,59 (CH-12) e 142,02 (C-13), compativeis com triterpenos pentaciclicos da série
oleanano (AHMAD & RAHMAN, 1994).

A presenga de um grupo éster ligado ao atomo de carbono CH-3, péde ser
observada no espectro de RMN 'H (Figura 64, pag. 148, Tabela 42, pag. 147),
através de um sinal duplodupleto em &4 4,49 (J= 8,2 e 7,6 Hz), caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono esterificado (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998;

BREITMAIER & VOELTER, 1987).
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A localizagao do grupo éster ligado ao atomo de carbono CH-3 foi confirmada
pela correlagdo *Jcw entre dy 4,49 (dd, J= 8,2 e 7,6 Hz; H-3) com um carbono
carbonilico de grupo éster em &c 173,69 (C-1'), apresentada no espectro de
correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 69 e 70, pags. 153 e 154, Tabela 42, pag.
147).

A localizagdo do grupo éster no atomo de carbono CH-3 pode ainda ser
confirmada através das correlagdes a longa distancia entre o atomo de carbono C-1°
em & 173,69, com hidrogénios em oy 2,29 (t, J= 7,6 Hz; H-2") e 0,79 (H-3")
apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 69 e 70, pags. 153 e 154, Tabela 42,
pag. 147).

O tamanho da cadeia alifatica ligada ao atomo de carbono CH-3 no triterpeno
nao foi possivel ser determinada pelos espectros de RMN e nem foi detectada no
espectro de massas. Para obter essa informacgao, foi feita uma hidrdlise acida com
BF3s/MeOH, que depois foi analisada pelo espectro de massas.

O espectro de massas (Figura 63, pags. 145), do éster apds a hidrdlise,
verificou a presenca do éster do acido hexadecandico, permitindo propor a férmula
molecular C47H340, para o éster, confirmando a presenca de um triterpeno esterificado
com o acido hexadecandico na posigao CH-3.

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto oleanano para o
triterpeno VIII, com oxidacdo da metila Me-28, e esterificagdo no atomo de carbono

CH-3 com o acido hexadecandico, inédito na literatura até o presente momento.
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Figura 63: Espectro de massas do éster apds a hidrolise.

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos proposta
para VIII foi feita com base em dados biogenéticos, visto que esqueletos de
triterpenos do tipo oleanano apresentam as configuragcbes dos carbonos

estereogénicos como apresentadas em VIl (DEWICK, 1997).
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Tabela 42: Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC do triterpeno VI, e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1 e Mo-2, os valores da
constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

HMQC HMBC Mo- | Mo-
1* 2*
3¢ B 2Jen 3Jcn 3¢ 3¢
C
4 38,05 - 3H-23; 3H-24 38,8 | 42,9
8 39,26 - H-9; 3H-26 3H-27 38,8 | 39,8
10 36,95 - H-9 376 | 37,3
13 142,02 - 3H-27 1451 | 1450
14 4158 - 3H-27 3H-26 418 | 422
17 46,49 - 325 | 46,7
20 30,08 - 3H-29; 3H-30 31,1 | 31,0
28 182,68 - - [ 1804
1 173,69 - 2H-2’ H-3; 2H-3’ - -
CH
3 80,52 | 4,49 (dd, 8,2; 7.,6) 79,0 | 737
5 55,27 0,86 3H-23; 3H-24; 3H-25 | 55,3 | 48,8
9 47,50 1,60 3H-25; 3H-26 477 | 482
12 121,59 5,28 (sl) 121,8 | 1227
18 41,00 2,28 (dd) 474 | 42,0
CH,
1 37,71 3H-25 38,7 | 38,9
2 23,52 273 | 27,6
6 18,16 18,5 | 18,7
7 32,40 3H-26 32,8 | 336
11 22,91 236 | 23,8
15 27,64 3H-27 26,2 | 284
16 23,32 27,0 | 23,8
19 45,81 1,62, 1,16 3H-29; 3H-30 46,9 | 465
21 33,78 3H-29; 3H-30 34,8 | 34,3
22 32,51 37,2 | 333
2 34,83 2,29 (t, 7,6) - -
3 25,83 2H-2’ - -
4-n 29,67- - -
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29,24
n+1 31,90 - -
n+2 22,80 3H-(n+3) - -
CH;
23 20,04 0,86 (s) H-3; 3H-24 282 | -
24 16,71 0,85 (s) H-3; 3H-23 15,5 | 13,1
25 15,34 0,94 (s) H-9 15,6 | 16,0
26 17,09 0,76 (s) H-9 16,9 | 175
27 25,87 1,13 (s) 26,0 | 262
29 33,03 0, 90 (s) 3H-30 33,3 | 33,3
30 22,91 0,93 (s) 3H-29 237 | 23,8
CHr(n+3) | 14,13 - -

*AHMAD & RAHMAN, 1994
Mo-1 = 3-Amirina

Mo-2 = Hederagenina
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Figura 64: Espectro de RMN "H (400 MHz) em CDCl;da substancia VIII
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Figura 65: Espectro de RMN "*C (PENDANT, 100 MHz) em CDCIl; da substancia VIII
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Figura 66: Ampliacdo do espectro de RMN *C (PENDANT, 100 MHz) em CDCIl; da
substancia VIII
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Figura 67: Mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; da substancia VIl
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Figura 68:Ampliacdo do mapa de correlacédo do espectro de HMQC em CDCI; da
substancia VIl
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Figura 69: Mapa de correlagédo do espectro de HMBC em CDCI; das substancias
VIl
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Figura 70: Ampliacdo do mapa de correlagdo do espectro de HMBC em CDCI; das

substancias VIII
5.1.8 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA IX

30

A substancia IX foi isolada como um sélido de cor branca apresentando ponto
de fusdo 252,2°.

A andlise do espectro de RMN "*C (Figuras 72 e 73, pags. 160 e 161, Tabela
43, pag. 158) da substancia IX permitiu reconhecer a presenga de trinta (30) atomos
de carbono, sendo sete carbonos metilicos, nove carbonos metilénicos, sete
carbonos metinicos (um sp? cinco sp® e um ligado a um heteroatomo) e sete
carbonos quaternarios (cinco sp® e dois sp?) (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998;
FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).

O espectro de RMN 'H da substancia IX (Figura 71, pag. 159, Tabela 43,

pag. 158) apresentou sinais de deslocamentos quimicos (&.) caracteristicos de
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varios grupos metila e metilénicos, e ainda a presenga de hidrogénio referente a
ligacao dupla e hidrogénio ligado a um atomo de carbono carbindlico (SILVERSTEIN
& WENSTER, 1998; FRIEBOLIM, 1993; BREITMAIER & VOELTER, 1987).

O espectro de RMN 'H (Figura 71, pag. 159, Tabela 43, pag. 158) apresentou
um sinal simples em &y 5,05 correspondentes a um hidrogénio olefinico.

A presenca de uma ligagédo dupla nos atomos de carbono CH-12 e C-13 pdde
ser observada no espectro de RMN "*C (Figuras 72 e 73, pags. 160 e 161, Tabela
43, pag. 158), através dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em &
125,21 (CH-12) e 137,87 (C-13), compativeis com triterpenos pentaciclicos da série
oleanano (AHMAD & RAHMAN, 1994).

A localizagao da ligacédo dupla nos atomos de carbono CH-12 e C-13 pode ser
confirmada pelo espectro de HMBC através da correlagdo a *Jcy com um hidrogénio
metinico H-18 (Figuras 76 e 77, pags. 164 e 165, Tabela 43, pag. 158).

O espectro de RMN "™C da substancia IX (Figuras 72 e 73, pags.160 e 161,
Tabela 43, pag. 158) apresentou um sinal em &c 180,4, o que justifica a presenga de
um grupo carboxilico nessa posi¢cao, podendo ser confirmado pelo espectro de
HMQC que mostra a auséncia de correlagdo 'Jci nessa posigao.

A oxidagdo da Me-28 a acido carboxilico provoca mudangas nos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono vizinhos como apresentada na
substancia VIII.

A presenga de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3, péde ser
observada no espectro de RMN 'H (Figura 71, pag. 159, Tabela 43, pag. 158),
através de um sinal tripleto em &, 3,00 caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
carbindlico (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998; BREITMAIER & VOELTER, 1987).

A localizagdo do grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-3 foi

confirmada pela correlagdo 'Jen entre oy 3,00 (t; H-3) com & 77,34 (CH-3),
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apresentada no espectro de correlagdo heteronuclear HMQC (Figuras 74 e 75,
pags. 162 e 163, Tabela 43, pag. 158).

A localizagdo do grupo hidroxila no atomo de carbono CH-3 pode ainda ser
confirmada através das correlagdes a longa distancia *Jc entre o atomo de carbono
CH-3 com hidrogénios em &+ 0,79 e 0,58 relativos aos hidrogénios dos grupos metila
Me-23 e Me-24, apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 76 e 77, pags. 164 e
165, Tabela 43, pag. 158).

As demais correlagcdes a longa distancia encontram-se descritas na Tabela
43, pag. 158.

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto oleanano, e propor a
estrutura IX para o triterpeno isolado. Prova final desta estrutura veio da comparagao
dos dados de RMN 'H e "*C com dados da literatura (AHMAD & RAHMAN, 1994)
para o Acido ursolico (IX).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos proposta
para IX foi feita com base em dados biogenéticos, visto que esqueletos de triterpenos
do tipo oleanano apresentam as configuragdes dos carbonos estereogénicos como

apresentadas em IX (DEWICK, 1997).
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Tabela 43: Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia IX, e
comparagao com valores de literatura para os modelos Mo-1, os valores da

constante de acoplamento (J) estdo em Hertz.

HSQC HMBC Mo-1*
Oc On 2Jon ®Jon Oc
C
4 38,38 - 39,1
8 39,13 - H-9 3H-27 38,8
10 36,58 - H-9 36,7
13 137,87 - H-18 3H-27 138,0
14 41,72 - 3H-27 H-9; 3H-26 42,0
17 47,72 - 47,9
28 180,4 - 176,0
CH
3 77,31 3,00 (1) 3H-23; 3H-24 79,0
5 54,96 0,56 H-9; 3H-23; 3H-24; 3H-25 52,7
9 47,24 1,36 3H-25; 3H-26 47,6
12 125,21 5,05 (s) H-18 125,8
18 52,54 2,01 (d) 3H-29 55,3
19 38,60 30,6
20 38,60 30,4
CH;
1 38,40 38,7
2 26,37 23,5
6 17,91 18,3
7 32,62 3H-26 33,0
11 22,92 23,7
15 27,50 3H-27 29,4
16 23,87 23,3
21 30,33 3H-30 27,3
22 36,50 37,0
CH;
23 27,51 0,79 (s) 3H-24 23,4
24 14,98 0,58 (s) 3H-23 17,0
25 15,20 0,74 (s) H-9 17,0
26 16,48 0,63 (s) 15,5
27 23,11 0,9 (s) 24,2
29 16,59 0,67 (d, 6,4) 21,1
30 20,68 0,76 (d, 5,9) 23,4
OH - 3,16 -

* AHMAD & RAHMAN, 1994

Mo-1 = Acido Ursolico
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Figura 71: Espectro de RMN "H (400 MHz) em CDCl; das substancias IX
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Figura 72: Espectro de RMN "*C (PENDANT, 100 MHz) em CDCI; das substancias
IX
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Figura 73: Ampliagdo do espectro de RMN "*C (PENDANT, 100 MHz) em CDCl; das
substéancias IX
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Figura 74: Mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; das substancias IX
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Figura 75: Ampliacdo do mapa de correlagao do espectro de HMQC em CDCI; das
substancias IX
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Figura 76: Mapa de correlagao do espectro de HMBC em CDCl; das substancias IX
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Figura 77: Ampliacado do mapa de correlagdao do espectro de HMBC em CDCI; das

substancias IX
5.1.9 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA X

3p -acetoxi-11a -metoxiolean-12-eno

A substéancia X foi isolada como um sélido de cor branca.

A andlise do espectro de RMN "*C (Figura 80, pag. 171, Tabela 44, pag. 169)
da substancia X permitiu reconhecer a presencga de trinta (33) atomos de carbono,
sendo dez carbonos metilicos, nove carbonos metilénicos, seis carbonos metinicos
(um sp?, quatro sp® e um ligado a um heteroatomo) e oito carbonos quaternarios
(seis sp® e dois sp?) (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998; FRIEBOLIM, 1993;
BREITMAIER & VOELTER, 1987).

O espectro de RMN C da substancia X (Figura 80, pag. 171, Tabela 44,
pag. 169) apresentou um sinal em &c 75,74, o que justifica a presenga de um grupo
metoxila. A presenga de uma ligagdo dupla nos atomos de carbono CH-12 e C-13

pode ser observada no espectro de RMN "*C (Figura 80, pag. 171, Tabela 44, pag.
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169), através dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em &.121,77 (CH-
12) e 142,74 (C-13), compativeis com triterpenos pentaciclicos da série oleanano
(AHMAD & RAHMAN, 1994).

O espectro de RMN 'H (Figuras 79, pag. 170, Tabela 44, pag. 169)
apresentou um sinal simples largo em & 5,30, correspondente a um hidrogénio
olefinico. O sinal em 843,21 é correspondente ao grupo MeO.

A presenga de um grupo acetato ligado ao atomo de carbono CH-3, pode ser
observada no espectro de RMN 'H (Figura 79, pag. 170, Tabela 44, pag. 169),
através de um sinal triplo em &4 4,51 caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
com substituinte acetato (SILVERSTEIN & WENSTER, 1998; BREITMAIER &
VOELTER, 1987).

Os dados de RMN em conjunto com os dados do espectro de massas (Figura
78), que apresentou auséncia do sinal do ion molecular, permitiram propor a férmula
molecular Cs3Hs4O3 para a substancia X, sugerindo a presenga de um triterpeno com
a formula estrutural acima, com fragmentos em m/z: 466 (M - MeOH); 451 (M —
MeOH — Me); 391 (M — MeOH — Me — AcOH) e 255; 253, caracterisitcos para essa

substancia (MATHIAS et. Al., 2000).
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Figura 78: Espectro de massas da substancia X

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto oleanano, e propor a
estrutura X para o triterpeno isolado. Prova final desta estrutura veio da comparagao
dos dados de RMN 'H e "*C com dados da literatura (MATHIAS et. Al., 2000).

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto oleanano para o
triterpeno X, com um substituinte acetato no atomo de carbono CH-3, inédito na
literatura até o presente momento como substancia natural, uma vez que esse ja foi

obtido a partir de acetilagdo (MATHIAS et. Al., 2000).
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Tabela 44: Dados de RMN 'H (400 MHz) e ™C (100 MHz) em CDCl; e as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia X, e
comparacgao com valores de literatura para os modelos Mo-1

HMQC HMBC Mo-1*
¢ On 2Jen *Jen Oc
C
4 38,03 - 39,00
8 43,07 - 43,05
10 37,95 - 38,12
13 149,74 - 149,67
14 41,70 - 3H-27 3H-26 41,70
17 32,31 - 32,30
20 31,08 - 31,07
CH
3 80,78 4,51 (1) 3H-23; 3H-24 78,61
5 55,31 3H-23; 3H-24; 3H-25 55,02
9 51,00 51,56
11 75,74 3,88 (dd) 75,85
12 121,77 5,30 (s) 121,51
18 46,94 46,76
CH,
1 39,05 39,26
2 26,70 27,30
6 18,27 18,24
7 33,24 33,08
15 26,55 3H-27 26,13
16 26,74 26,60
19 46,49 3H-29; 3H-30 46,36
21 34,65 34,51
22 36,97 36,84
CH;
23 28,15 1,21 (s) 28,03
24 16,71 15,44
25 18,15 1,07 (s) 18,04
26 16,85 1,00(s) 16,76
27 21,12 0,88 (s) 25,07
28 28,48 0,88 (s) 28,35
29 33,24 0,88 (s) 3H-30 33,11
30 23,65 0,83 (s) 23,52
MeO-11 53,35 3,21 (s) 53,67
2 21,36 2,05 (s) -
C=0 171,02 - -

* MATHIAS et. Al., 2000
Mo-1 = 3B3-Hidroxi-11a-metoxiolean-12-eno
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Mo-1
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Figura 79: Espectro de RMN 'H (400 MHz) em CDCl; das substancias X
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Figura 80: Espectro de RMN *C (APT, 100 MHz) em CDCI; da substancia X
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Figura 81: Mapa de correlacao do espectro de HMQC em CDCI; da substancia X
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Figura 82: Ampliagdo do mapa de correlagdo do espectro de HMQC em CDCl; da
substancia X
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Figura 83: Mapa de correlagao do espectro de HMBC em CDCIl; da substancia X



175

Figura 84: Ampliacdo do mapa de correlagédo do espectro de HMBC em CDCI; da
substancia X
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Figura 85: Ampliacdo do mapa de correlagédo do espectro de HMBC em CDCI; da
substancia X
5.2 RESULTADOS DO TESTE ANTIOXIDANTE

Os dados da Tabela 45 mostram os resultados obtidos na analise. Podemos
observar que nenhuma das amostras testadas apresentou um bom resultado
quando comparadas com o padrdo, a rutina. Uma vez que para se obter um
resultado satisfatério € necessario que os valores do ECs, das amostras testadas
seje proximos ao valor do padréo.

A partir das substancias isoladas, é possivel observar a nado atividade dos
extratos pela auséncia de compostos fendlicos. Dos extratos testados, os de folhas
apresentaram uma maior atividade o que pode estar associado a presenca de
clorofila.

Tabela 45 - Valores de ECs, dos extratos de A. illustre e substancia.

Extratos/Substancia ECso
ACH (1) -

AM (2) 142,16

AFC (3) 65,12

AMA (4) 65,79
IOIMBINA (5) -

RUTINA (6) 11,82

- ndo ativo

O grafico (figura 85) mostra a % de absorbancia de acordo com as
concentracbOes testadas para os extratos e/ou substdncias de 1 a 6. Podemos

observar que a medida que a concentragdo diminui ocorre um decrescimo da
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atividade antioxidante. Os extratos 3 e 4 com concentracdo de 250 ug/mL mostrou

uma melhor atividade, comparados com a rutina.

% Atividade Antioxidante
100
80
o 60
[
& O Conc. 0,250mg/mL
'g 40 O Conc. 0,125mg/mL
f': O Conc. 0,050mg/mL
[ 0O Conc. 0,025mg/mL
T 20
B
0
-20
Concentragao das amostras

Figura 86: Grafico de % de atividade antioxidante
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Aspidosperma illustre é inédito, e permitiu o
isolamento e a identificagdo de dois alcaldides: [(-ioimbina e 1,2-
desidroaspidospermidina e oito triterpenos: [B-amirina, lupeol, acetato [(-amirina,
acetato de lupeol, 3B-tetradecanoato-28-hidroxiolean-12-eno, acido 3p-
hexadecanoato-olean-12-en-28-6ico, acido ursdlico e 3B-acetoxi-11a-metoxiolean-
12-eno.

Sendo as substancias, o acido 3p-hexadecanoato-olean-12-en-28-6ico e o
3B-acetoxi-11a-metoxiolean-12-eno, inéditas na literatura até o momento.

O teste da atividade antioxidante nao foi satisfatério para nenhuma amostra

testada.
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