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RESUMO

As espécies do género Aspidosperma sao conhecidas pela grande bioproducédo de
alcaloides inddlicos, os quais possuem grande importancia quimica e farmacolodgica,
por apresentarem diversas atividades biolégicas. Sdo utilizadas na medicina popular
como potenciais agentes antimalaricos, no tratamento da leishmaniose, de
inflamacBes do Utero e ovario, como anticonceptiva, em diabetes, em problemas
estomacais, contra cancer, febre e reumatismo. Diante do potencial quimico e
biolégico do género Aspidosperma, este trabalho teve por objetivo a elucidagéo
estrutural dos alcaloides inddlicos presentes no extrato da casca do caule de
Aspidosperma nitidum, e no extrato etandlico da madeira de Aspidosperma
pyrifolium. O estudo fitoquimico de A. nitidum resultou no isolamento de
Braznitidumina e permitiu o isolamento de um novo alcaloide indélico com esqueleto
do tipo Corinanteol, e com o estudo fitoquimico de A. pyrifolium isolou-se a Pirifolina
e um novo alcaloide inddlico com esqueleto do tipo Aspidospermina. A determinacao
estrutural dessas substancias foi efetuada com base nos dados espectroscopicos de
RMN *H, *C e DEPTSs, incluindo experimentos bidimensionais (COSY, J- resolvido,
NOESY, HSQC e HMBC).

Palavras-chave: Aspidosperma, alcaloides indélicos, atividade antimalarica, RMN



ABSTRACT

Aspidosperma species are known by their bioproduction of indole alkaloid, with
chemistry and pharmacological importance, and several biological activities. They
are used in folk medicine as potential antimalarial agents; in the treatment of
leishmaniasis, and uterus and ovary inflammations; as contraceptive; in diabetes and
stomach disorders; and against cancer, fever and rheumatism. Due to its chemical
and biological potential of the genus Aspidosperma, this work aimed to structural
elucidation of indole alkaloids present in the stem bark of extract Aspidosperma
nitidum, and ethanol extract of wood Aspidosperma pyrifolium. The phytochemical
study of A. nitidum has led to the isolation of Braznitidumina and allowed the isolation
of a new alkaloid indole skeleton with type Corinanteol, and with the phytochemical
study of A. pyrifolium isolated and the Pirifolina a new indole alkaloid with skeleton
type Aspidospermine. The structural determination of the of compounds were carried
out based on spectral data, such as 'H, *C and DEPTs NMR, including two-
dimensional evaluations (COSY, J-resolved, NOESY, HSQC and HMBC).

Key-words: Aspidosperma, indole alkaloids, antimalarial activity, NMR



FIGURA 2.1

FIGURA 2.2

FIGURA 2.3

FIGURA 2.4
FIGURA 2.5

FIGURA 2.6

FIGURA 2.7

FIGURA 5.1

FIGURA 5.2

FIGURA 5.3

FIGURA 5.4
FIGURA 5.5
FIGURA 5.6
FIGURA 5.7
FIGURA 5.8
FIGURA 5.9
FIGURA 5.10

FIGURA 5.11

LISTA DE FIGURAS

Espectro de RMN 3C para 0 2-metilbutano............c.cccovveuenn.... 29

Diagrama da modulacédo da amplitude dos carbonos em funcao
do angulo de nutacdo (®) e do padrdo de hidrogenacdo dos

LA LSTSY 11 1 30

Espectros de '*C, DEPT 45, 90 e 135 para o etilbenzeno,
diSpostos de baiXxo para CiMa.........cceuvvrreeeriiieeeieaeeeee e 30

Possiveis acoplamentos que ocorrem no experimento COSY..31
Acoplamento direto observado no experimento HSQC.............. 31

Acoplamento a longa distancia, observado no experimento

Espectro de RMN J-resolVido. ......cccccceeeeeeiiiiiiicciccceee e 32

Férmula estrutural da ioimbina com numeracao proposta por Le

Men € Taylor (1965).......ccooiiiiiiiie e 39
Formula estrutural da aspidospermina, alcaloide de
Aspidosperma quebracho blanco............cccovvvviiiiiiiciiin e, 40

Formula estrutural da polineuridina, alcaloide de Aspidosperma

(0101 [T T=TUT (o] o F U UPRPRPPPN: 40
Alcaloides de Aspidosperma ramiflorum.................cccooveiiiinnnns 41
Alcaloides de Aspidosperma Ulei............ccoooviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 42
Alcaloides de Aspidosperma marcgravianum.............ccccceeeeennn.. 42
Alcaloides de Aspidosperma subicanum..........ccccceeeeeeviiiinieeennns 43
Alcaloides de Aspidosperma excelsum.........cccoeeeevvviiieeeeeeennnnnn. 44
Alcaloides de Aspidosperma macrocarpOn...........ceeeeeeeveeevenennnns 45
Alcaloides de Aspidosperma megalocarpon..........ccccceeevvviininnns 45

Alcaloides de Aspidosperma Spruceanum.........ccceeevevevvvnneeeennnns 46



FIGURA 6.1

FIGURA 6.2

FIGURA 6.3

FIGURA 6.4

FIGURA 7.1

FIGURA 7.2

FIGURA 8.1

FIGURA 8.2

FIGURA 8.3

FIGURA 8.4

FIGURA 8.5

FIGURA 8.6

FIGURA 8.7

FIGURA 9.1

FIGURA 15.1

FIGURA 15.2

FIGURA 15.3

FIGURA 15.4

Planta da espécie Aspidosperma nitidum...........cccceevveeeereennnnn.. 47
Alcaloides de Aspidosperma nitidum...........cccceeeeeieeeeeiinieieeennnnn, 47

Alcaloide inddlico Acido harmanocarboxilico, de Aspidosperma
11T [0 o 48

Alcaloide inddlico 3a,20B-10-Metoxi-18,19-diidro-corinanteol, de

Aspidosperma NItIAUM...........iiiiiiieeeeeeeecee e 48
Planta da espécie Aspidosperma pyrifolium............cccccceeinnenee. 49

Alcaloides indodlicos Aspidofractina (A), (+)-Pirifolina (B), 6-
Desmetoxipirifolina (C), Refractidina (D) e (-)-Aspidofilina

(=) SRR OTPUPRSRRON 50
Alcaloides de raizes, folhas e cascas do caule.............c...oe..... 51
O NUCIEO INABNICO. ...uuvviiiiiiiiiiiieieeee e 52
Alcaloides iNdOliCOS SIMPIES......cccooiiiiiiiiieeeiiiee e 52
Alcaloides B-carbolinicos simples. ... 53
Reacado de obtencdo da estrictosidina..............eeviiiiiieeeeeeeeennn. 53
Esquema das reacdes na cadeia terpendidica................c...ee.ee. 54
Esqueletos basicos dos alcaloides inddlicos
MONOLEIPENICOS. ... euvueiiieiiiie e e e e eeee e e et e e e et a e e e e e e eeaaaaeeaaaaes 55
Nucleo Inddlico com carbonos enumerados..........ccccooecvveeeennn. 57

Espectros de RMN- 'H da fracdo ANCC-5 e das suas
respectivas subfracdes, dispostos de baixo para cima de acordo

com o aumento da polaridade dos eluentes..........cccccoeeeeeeeeenn.. 69

Espectro de RMN 'H para a subfragdo ANCC-5/1, em MeOD,
com intensificacdo (32x) do sinal duplo para um hidrogénio

ATOMALICO . e 71

Expansdes e intensificagcbes (64x) dos sinais de

RIArOGENIOS. ... 72

Espectro de RMN *3C para a subfracdo ANCC-5/1, em MeOD.73



FIGURA 15.5

FIGURA 15.6

FIGURA 15.7

FIGURA 15.8

FIGURA 15.9

FIGURA 15.10

FIGURA 15.11

FIGURA 15.12

FIGURA 15.13

FIGURA 15.14

FIGURA 15.15

FIGURA 15.16

Espectro de RMN DEPT 135 para a subfragdo ANCC-5/1, em

Espectro de RMN HSQC para a subfracio ANCC-5/1, em
MeOD, com os sinais de correlacdo direta 'H-'*C para os

AroMALICOS €M EVIABNCIA. ..ce e 75

Espectro de RMN HMBC para a subfracio ANCC-5/1, em
MeOD, com o sinal de correlacéo & longa distancia *H-'*C entre
os atomos em §c 12867 e &y 7.17 (Jew), em

EXPANSEOD . ..ttt eeeeeeee e e et e e e e e e e e e e e e e 76

Correlagbes importantes *H-*C observadas no espectro HMBC
(via 23 33 e 4J) para o fragmento indOlico.............ccooveeeevereennn.. 78

Fragmento de sistema fundido imidazolidina-pirano do composto

em estudo, e correlagdes *H-"2C HMBC.........ccccoeoeevveveeeeeeenn 78

Espectro de RMN COSY para a subfragdo ANCC-5/1, em
MeOD, com sinais de correlacdo *H-'H fora da diagonal, e sinais
em expansdo para os hidrogénios aromaticos H-9 e H-6 que

oot ] o] F= 10 g =T 1= P 79

Estrutura para o composto em estudo e acoplamentos spin-spin
TH-H COSY et 80

Espectro de RMN NOESY para a subfracdo ANCC-5/1, em
MeOD, com sinais de correlacdo espacial 'H-'H fora da
diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-16a e H-2

que INteragem €NIE Si......cccceeeeeiiiiiiieieieeee e e e e eeeeeeanaans 81

Estrutura para o composto em estudo e correlagcdes espaciais
principais TH-"H NOESY........ccoiiiiorieieeeeeeeee e 83

Estrutura para o composto em estudo, com geometria

(0] 110 01V74= o - FOURUE TR 85

Alcaloide indélico braznitiduming.........cooeeveeeeeeeiee e 85



FIGURA 15.17

FIGURA 15.18

FIGURA 15.19

FIGURA 15.20

FIGURA 15.21

FIGURA 15.22

FIGURA 15.23

FIGURA 15.24

FIGURA 15.25

FIGURA 15.26

FIGURA 15.27

FIGURA 15.28

Espectro de RMN 'H para a subfragdo ANCC-5/2, em MeOD,

com intensificagcdes (32x) dos sinais de hidrogénios

AT OMALICOS ..ot 89

Expansdes e intensificacbes (64x) dos sinais em 6H 3.11, 2.48 e

Espectro de RMN DEPT 90 para a subfracdo ANCC-5/2, em
MEOD. . 91

Espectro de RMN HSQC para a subfracio ANCC-5/2, em
MeOD, com os sinais de correlacdo direta 'H-'*C para os

AroOMALICOS €M EVIABNCIA. . ... e 92

Espectro de RMN HMBC para a subfracdo ANCC-5/2, em
MeOD, com o sinal de correlacéo & longa distancia *H-'*C entre

0s a4tomos em 8¢ 107.80 e &y 7.38 (*Jch) em expanséo............. 93

Correlagdes importantes *H-*C observadas no espectro HMBC

(via 2J e 3J) para 0 cOmpoSto em estudo. ..............cccvevevevrnnne.. 95

Espectro de RMN COSY para a subfragdo ANCC-5/2, em
MeOD, com sinais de correlacdo *H-'H fora da diagonal, e sinais
em expansao para os hidrogénios aroméaticos H-7 e H-6/H-5 e H-

4 que acoplam €Ntre Si........cccceiiiiiiiiiiiiee e 96

Estrutura para o composto em estudo e acoplamentos spin-spin
TH-TH COSY e 96

Espectro de RMN J-resolvido para a subfracdo ANCC-5/2, em
MeOD, com os sinais de hidrogénios aromaticos evidenciados, e

em destaque as constantes de acoplamento. ...........ccccceeeeeeees 97

Espectro de RMN NOESY para a subfracdo ANCC-5/2, em
MeOD, com sinais de correlacdo espacial 'H-'H fora da



FIGURA 15.29

FIGURA 15.30

FIGURA 15.31

FIGURA 15.32

FIGURA 15.33

FIGURA 15.34

FIGURA 15.35

FIGURA 15.36

FIGURA 15.37

FIGURA 15.38

FIGURA 15.39

FIGURA 15.40

diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-16a e H-2

que INtEragem ENMIE Si.....ccueeeeeeeeieiiieeeeieeeiiiii e e e e e eeeeeans 98

Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais
prinCipais tH-TH NOESY ..ot 100

Estrutura para o alcaloide em estudo com geometria
OtIMIZAAA. ... 100

Estrutura para o alcaloide inddlico estudado...............cc.......... 102

Espectros de RMN- *H da fracdo APM-5 e das suas respectivas
subfracdes, dispostos de baixo para cima de acordo com o
aumento da polaridade dos eluentes............ccccovvveeviiiviiininnnnn. 105

Espectro de RMN 'H da subfracdo APM-5/3, em MeOD, com
intensificagcbes (32x) dos sinais duplo-dupleto e tripleto, dos

hidrogénios arOMALICOS. ........ccuvveiieieeiiiiieee e 107
Espectro de RMN **C da subfracdo APM-5/3, em MeOD........ 108

Espectro de RMN DEPT 135 para a subfracdo APM-5/3, em

Espectro de RMN HSQC para a subfracdo APM-5/3, em MeOD,
com os sinais de correlacéo direta *H-'3C para os aromaticos em

LNV Lo (2] g o] = VOT TP T PP 110

Espectro de RMN HMBC para a subfracdo APM-5/3, em MeOD,
com os sinais de correlacdo a longa distancia entre o &tomo de
carbono em 8¢ 112.26 e os hidrogénios em &y 7.07 (“Jch) € 84

7.13 (CIcH), €M EXPANSED. .....c.veeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 111

Correlagbes importantes *H-'*C observadas no espectro HMBC

(via 2J e 2J) para 0 composto em eStUdO..........coeveveeeveeeeeens 113

Espectro de RMN COSY para a subfracdo APM-5/3, em MeOD,

com sinais de correlacdo 'H-'H fora da diagonal, e sinais em



FIGURA 15.41

FIGURA 15.42

FIGURA 15.43

FIGURA 15.44

FIGURA 15.45

FIGURA 15.46

FIGURA 15.47

FIGURA 15.48

FIGURA 15.49

FIGURA 15.50

FIGURA 15.51

expansdo para os hidrogénios aromaticos H-4 e H-3b que

ACOPIAM ENLIE Siviiiiiiiiiiiiiii e 114

Estrutura para o composto em estudo e acoplamentos spin-spin
TH-TH COSY. o 114

Espectro de RMN NOESY para a subfracdo APM-5/3, em
MeOD, com sinais de correlacdo espacial 'H-'H fora da
diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-10b e H-

21b que Interagem eNtre Si.......ccceeeeeeeiiieiieeee e 115

Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais
principais TH-"H NOESY........ccccooiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 117

Estrutura para o composto em estudo com geometria

OLIMIZAAL. .. e e 117
Alcaloide iNndOlico Pirifolina........oo.oveeeeeeee e 119

Espectro de RMN *H para a subfracdo APM-5/4, em MeOD, com
intensificacdo (32x) dos sinais duplo-tripleto e triplo-dupleto de

hidrog€nios arOMALICOS........ccceeeeeeeeieeieieee e 121

Espectro de RMN *C para a subfracdo APM-5/4, em

Espectro de RMN DEPT 90 para a subfracdo APM-5/4, em
MEOD. ittt ————————— 123

Espectro de RMN HSQC para a subfracdo APM-5/4, em MeOD,
com os sinais de correlacao direta *H-'3C para os aromaticos em

BV NI e e 124

Espectro de RMN HMBC para a subfracdo APM-5/4, em MeOD,
com o sinal de correlagcdo a longa distancia entre o atomo de
carbono em &c 58.19 e o hidrogénio em &y 7.29 (*Jcn), em

EXPANSAD. ... eeeiiiiiie e e et 125



FIGURA 15.52

FIGURA 15.53

FIGURA 15.54

FIGURA 15.55

FIGURA 15.56

FIGURA 15.57

FIGURA 15.58

FIGURA 15.59

Correlagbes importantes *H-*C observadas no espectro HMBC

(via 23, 3J e *J) para 0 composto em estudo............c.cccvreuren.... 126

Espectro de RMN COSY para a subfracdo APM-5/4, em MeOD,
com sinais de correlacdo *H-'H fora da diagonal, e sinais em
expansdo para os hidrogénios aromaticos H-17 e H-15 que
ACOPIAM ENEIE Si. ..eviiiiiiiiiiiiie e 127

Estrutura para o composto em estudo e acoplamentos spin-spin
TH-TH COSY e 128

Espectro de RMN J-resolvido para a subfragdo APM-5/4, em
MeOD, com os sinais de hidrogénios aromaticos evidenciados, e

em destaque as constantes de acoplamento...............ccccce..... 128

Espectro de RMN NOESY para a subfracdo APM-5/4, em
MeOD, com sinais de correlacdo espacial 'H-'H fora da
diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-11 e H-17

que INteragem €NIe Si.....cccceeeeeeeieiiieeeeeee e 129

Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais
principais TH-"H NOESY .......cccooioiiieerieeeeeeees e 131

Estrutura para o0 composto em estudo com geometria

OLIMIZAAA. ... et 131

Estrutura para o alcaloide inddlico estudado........................... 133



TABELA 9.1

TABELA 9.2

TABELA 9.3

TABELA 15.1

TABELA 15.2

TABELA 15.3

TABELA 15.4

TABELA 15.5

LISTA DE TABELAS

Espécies do género Aspidosperma, em ordem alfabética, parte

estudada e substancias iSoladas. ........ooeoeeeeeiiiee e 58

Dados de RMN *C (8¢ em ppm) de alcaloides de espécie do
género Aspidosperma, agrupadas de acordo com seus
esqueletos basicos. Dados obtidos em CDCl3, exceto quando

especificad0s 0 CONIANIO..........cccovvviiiiieiiiicree e e e 60

Dados de RMN *3C (8c em ppm) de alcaloides de espécies do
género Aspidosperma, agrupadas de acordo com seus
esqueletos basicos. Dados obtidos em CDCls.
CONTINUAGAO. ..ot 61

Dados de RMN 'H (400 MHz) e C (100 MHz) (incluindo
correlagdes *H-*C HSQC e 'H-**C HMBC) para o composto em
eStUdO, €M MEOD..... i 77

Dados de RMN 'H (400 MHz) (incluindo correlages *H-'H
COSY e 'H-'H NOESY) para o composto em estudo, em

Dados de correlacdo espacial *H-'H extraidos do espectro de
RMN NOESY do composto em estudo, integrais, valores
experimentais de distancias interatbmicas e dados tedricos de

diStANCIas INtEratOMICAS. ... ..n e 84

Dados de RMN *C (8c em ppm) para o alcaloide indélico
Braznitidumina, em MeOD, em comparacdo com dados da

TSy = L0 | = TR 86

Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) (incluindo
correlacdes *H-*C HSQC e *H-*C HMBC) para o composto em
estudo, €M MEOD.......cooi i 94



TABELA 15.6

TABELA 15.7

TABELA 15.8

TABELA 15.9

TABELA 15.10

TABELA 15.11

TABELA 15.12

TABELA 15.13

TABELA 15.14

Dados de RMN 'H (400 MHz) (incluindo correlages *H-'H
COSY e 'H-'H NOESY) para o composto em estudo, em

Dados de correlagdo espacial ‘H-'H do espectro de RMN
NOESY para 0 composto em estudo, integrais, valores
experimentais de distancias interatbmicas e dados tedricos de

diStANCIAS INtEIrAtOMICAS. ... eeeeee e 101

Dados de RMN *C (8c em ppm) para o alcaloide indélico
estudado, em MeOD, em comparagcdo com dados da
1T 1 (0] = DU PR 104

Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) (incluindo
correlagdes *H-*C HSQC e 'H-*C HMBC) para o composto em
estudo, €M MEOD.......c.ccooii i 111

Dados de RMN *'H (400 MHz) (incluindo correlagdes *H-'H
COSY e 'H-'H NOESY) para o composto em estudo, em

Dados de correlacdo espacial 'H-'H do espectro de RMN
NOESY para o composto em estudo, integrais, valores
experimentais de distancias interatbmicas e dados tedricos de
distancias iINteratbmICaS. .........coeeveiiiiiiiiii e 118

Dados de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) (incluindo
correlagdes *H-*C HSQC e 'H-**C HMBC) para o composto em
eStudo, €M MEOD ... 125

Dados de RMN 'H (400 MHz) (incluindo correlages H-'H
COSY e 'H-'H NOESY) para o composto em estudo, em

Dados de correlacdo espacial *H-'H do espectro de RMN
NOESY para 0 composto em estudo, integrais, valores
experimentais de distancias interatbmicas e dados tedricos de

diStANCIas INtEratOMICAS. ... .cueee e 132



TABELA 15.15 Dados de RMN C (5c em ppm) para o alcaloide indélico
estudado, em MeOD, em comparagdo com dados da
1T = LN - USRS PPPTTPPUPRRP 135

QUADRO

QUADRO 9.1 Substéancias isoladas de espécies de Aspidosperma, agrupadas

de acordo com seus esqueletos basicos..........ccccvvvvvviiiiieenennn. 59



ANCC

APM

AQ
COSY

dd
ddd
ol
DEPT
FID
FT
HMBC
HSQC

MDL
MRI
NOE
NOESY
NS
g-NMR
r.f.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Casca do Caule de Aspidosperma nitidum
Madeira de Asidosperma pyrifolium
Tempo de Aquisicao

COrrelated SpectroscopY

Dupleto e distancia

Duplo-dupleto

Duplo-duplo-dupleto

Duplo-tripleto

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Free Induction Decay

Transformada de Fourier

Heteronuclear Multiple Bond Coherence
Heteronuclear Single Quantum Coherence

Hertz

Concentracao de Inibicédo

indice de seletividade

Integral

Constante de Acoplamento

Line Broadening; Parametro Empregado no Ajuste das Funcdes
Exponencial e Lorentziana

Multipleto

Momento Magnético Nuclear

Dose Minima Letal

Ressonéancia Magnética de Imagem

Efeito Overhauser Nuclear

Nuclear Overhausar Enhancement SpectroscopY
Numero de Pulsos

Ressonancia Magnética Nuclear Quantitativa

Radiofreqiiéncia



RMN
RMN *H
RMN 3C
Sl

SW

td

ds
ds

Fi, F2

T
Tyq

Ressonancia Magnética Nuclear

Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono treze
Simpleto

Numero de Pontos Utilizados no Processamento do
Espectro

Largura Espectral

Tripleto

Tripleto de dupleto

Volume

LISTA DE SIMBOLOS

Angstrom

Varredura de Onda Continua

Tempo de espera entre aquisicoes

Tempo de mistura

Frequéncia do Equipamento

Dimensdes de Freqiéncia de um Espectro Bidimensional
Tempo de Relaxacao Longitudinal ou Spin-rede
Tempo de Relaxacao Transversal ou Spin-spin
Tempo de Espera entre os Ciclos de Pulso, Tempo de
Reciclagem

Tempo de evolucao

Deslocamento Quimico

Angulo Diedro



SUMARIO

LN ERI0] 510 [07.Y 0 IR 23

(000 ][0 [T = Toto TR 1= T 23

REVISAO DE LITERATURA: Técnica de RMN, Maléaria, Género Aspidosperma e

Alcaloides Indélicos.

REVISAO DE LITERATURA

1.

Importancia da técnica de RMN...........oviiiiiiiiiiiieieceeeceeee e 25
1.1.  Areas de APlICAGCHES ........cccoviveeeeiieece e e 25
Técnica de RMN MOAEINA.........cccceeieiiiiiicic ittt ee e e e e e e e e e e e 25
2.1. Espectroscopia de RMN de 3C.......cccooveviviviviieecceeeeeee 28
2.1.1. ESPectros de 2 C DEPTS......ccocioeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
V2 O 15 SRR 31
2.3, HSQC ... e 31
2.4, HMBC ... o e 31
2.5, J-1€SOIVIAO....cce i 32
AV = 1= U - TSSOSO 33
3.1. O tratamento da maléria com o uso plantas medicinais ............ 35
Familia APOCYNACEAE. ..........cccceeieiieiie ettt 37

O Geénero Aspidosperma: etnofarmacologia, atividade biolégica e

alcaloides INAOIICOS. ........ccooiiieieeee e e 38
AsPIdoSpermMa NItIAUM . .......oooiiiiiii e 46
Aspidosperma pyrifolium.............oooiiiiiiiiiiciee e 48
Y (o= 1 o] [0 [ S 50
S R O Tolo 11 =] o (o1 - VPP 50
8.2.  Alcaloides iINdOHCOS...........ccooieiiiiiiiiiiiiieee et 52
8.2.1. Alcaloides indolicos SIMPIES..........coevvvviiiiiiiiiiiiiiiis 52
8.2.2. Alcaloides B-carbolinicos simples........ccccccccceeviiiiiiiininnnns 53

8.2.3. Alcaloides indolicos monoterpénicos........ccccceeeeeeeiiiiiennne 53



Dados de RMN **C descritos da literatura para alcaloides isolados de espécies

do género Aspidosperma

9. Dados de RMN **C descritos da literatura para alcaloides isolados de

espécies do género ASPIdOSPEIMA.........cceuuuuuuiiiiiiieeeeeeeeeeeereeeresaannaaaans 57
OBUJIETIVOS ..oieiiiiei ittt sttt e e e e e sttt e e e e s s bt ee e e e ennnbbeeaeeeesnnnsneeaeeeanns 62
10.  ODBJEUIVO GEIAI .....uuiiiiiiiiiiiiiie et e e 62

10.1 ODbjetivos ESPECIfiCOS. ......coiiuuiiiiiiiiiiiiiiie e 62

MATERIAIS E METODOS ......coeieieeiite ettt ste et ee e eee e e stestesae e etestesaeseeesesaeneenes 63
11, Material Vegetal ..........ooovveiiiiiciieei e 63

11.1. Aspidosperma Nitidum.............oooeviiiiiiiiiiiiiie e 63

11.2. Aspidosperma pYrifolium........ccccceeeeeiiiiiiiiieeee e, 63

12. Testes de Atividade AntiMalarica............ccoeeeeviiiiiiiiiiieeeee e 64

13. Experimentos de RMN.......ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeie e 64

13.1 Parametros de aquisicdo e processamento dos dados de

RIMIN L e 65
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....coviiiieieieieee sttt s 68
14. Avaliacdo da atividade antimalarica...............ccccccccieiiiiiee e, 68

15. Identificacédo dos alcaloides com a aplicacdo da técnica de RMN....... 69

15.1 Determinacédo estrutural de alcaloides isolados de Aspidosperma

0110 18T o PSRRI 69

15.1.1 Alcaloide presente na subfracdo ANCC-5/1................... 69

15.1.2 Alcaloide presente na subfragdo ANCC-5/2................... 87

15.2 Determinacdo estrutural de alcaloides isolados de Aspidosperma

03711 (0] 1V o ¢ RSP 105

23.2.1 Alcaloide presente na subracdo APM-5/3.................... 105

23.2.2. Alcaloide presente na subracdo APM-5/4.................... 120

CONGCLUSAOD. ......outitiieteieieee ettt ettt ettt st s e 136
PERSPECTIV AS . ...t e e e e e e et e e et e e et eeeaaeeeean 137

REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt es et te et seeaenen, 138



23

INTRODUCAO

Consideracfes Gerais

A completa elucidagdo de sistemas quimicos ao nivel molecular exige
normalmente o emprego de varias técnicas, no entanto € possivel afirmar que a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) constitui uma das
técnicas fisicas mais importantes no estudo quimico e fisico-quimico de compostos
com interesse farmacolégico, medicinal e industrial, obtidos a partir de extratos de
plantas ou através de processos sintéticos.

O ponto chave para a caracterizacao esta na poténcia do campo magnético do
espectrometro, visto que a separacdo dos sinais é proporcional a esta poténcia de
campo magnético .

O presente trabalho consiste na aplicacdo da Ressonéancia Magnética Nuclear
no estudo quimico de substancias isoladas a partir de espécies do género
Aspidosperma, da familia Apocynaceae.

A familia Apocynaceae caracteriza-se quimicamente pela ocorréncia frequente
de estruturas alcaloidicas. No caso de espécies de Aspidosperma como, A. nitidum
e A. pyrifolium, h&, predominantemente, a ocorréncia de alcaloides inddlicos de
consideravel diversidade estrutural 2.

A Aspidosperma nitidum, popularmente conhecida como carapanalba, possui
um vasto uso na medicina popular, como anticonceptiva, no tratamento de
inflamacdes de utero e de ovario, em diabetes, em problemas estomacais, contra
cancer, febre e reumatismo. Nativos da Regido Amazonica utilizam as cascas dessa
espécie para a cura da malaria .

A espécie Aspidosperma pyrifolium conhecida como pereiro, € uma planta
nativa do semiarido, bioma presente no nordeste brasileiro . Esta espécie é
caracterizada pelo uso de sua madeira na construcdo civil e pelo constante uso na
medicina popular no combate da febre e problemas estomacais, além de apresentar

atividade antimalarica.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Importancia da técnica de RMN

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € bastante
empregada na confirmacéo estrutural de substancias obtidas pelo processo de
sintese, na elucidacdo de estruturas por meio da andlise de espectros obtidos a
partir de produtos naturais, em estudos conformacionais, troca quimica e estudos de
cinética quimica.

A RMN é uma técnica que permite elucidar ao mesmo tempo detalhes a nivel

atémico e propriedades dinamicas de macromoléculas bioldgicas .

1.1 Areas de Aplicacbes

A técnica de RMN é aplicada em diversas areas como: na industria
farmacéutica, no controle de qualidade de farmacos (q-NMR); no setor ambiental,
para analise de fertilizantes, pesticidas, determinacédo (quantitativa e/ou qualitativa)
de metais pesados e elementos-traco; na industria petrolifera, para analise de
combustiveis (qualitativa ou quantitativa) na determinacdo de composi¢ao organica
ou inorganica, andlise de 6leos, biodiesel e polimeros; na area de biologia estrutural,
aplicada no estudo de estruturas de proteinas e peptideos, nas interacdes entre
proteinas e DNA ou RNA, e entre proteinas e membranas; em Metabolémica, na
obtencédo do perfil completo e quantificacdo dos metabdlitos presentes em
plantas e em amostras biol6gicas; na area de medicina, com o uso da Ressonancia
Magnética de Imagem (MRI) para exames conclusivos no diagnostico de muitas

doencas; na inddstria de alimentos, com RMN de baixo campo, entre outras areas ™
6]

2. Técnica de RMN moderna

A RMN com transformada de Fourier (FT) trouxe um grande aumento na

sensitividade dos experimentos e possibilitou o estudo de fenébmenos dependentes
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do tempo, como troca quimica e relaxacdo, antes impossibilitados pela propria
natureza da excitagdo por onda continua (CW). Uma terceira vantagem foi revelada
por Jeener, em 1971, descrevendo um novo experimento onde um sistema de spins
acoplados foi excitado por uma sequéncia de dois pulsos separados por um intervalo
de tempo variavel t;. Jeener imaginou que se t; fosse variado em valores pequenos
em uma série de experimentos, isso deveria construir uma nova dimensdo, em
funcdo de t;. A esse intervalo chamou-se “tempo de evolugdo”. Através desse
procedimento obteve-se duas dimensdes temporais independentes, com matriz S(t,
t2) cuja FT gera duas dimensfes de frequéncias independentes de matriz S(fy, 1),
com intensidade S.

As técnicas criadas a partir das modificacdes propostas por Jeener passaram
a ser classificadas como técnicas bidimensionais ou 2D, e subdivididas em
homonucleares (mesmo nudcleo) e heteronucleares (diferentes ndcleos). A partir da
técnica homonuclear *H-'H COSY (correlation spectroscopy), proposta por Jeener,
em 1971, diversas outras foram sugeridas.

Em 1979, Jeener propds o experimento *H-'‘H NOESY (nuclear overhauser
enhancement spectroscopy) apos estudos de relaxacdo cruzada dipolar. No
experimento NOESY ¢é observado a interacdo espacial entre 0s nucleos,
caracteristica do efeito Overhauser nuclear (NOE) ",

A distancia maxima observavel entre hidrogénios, a partir do rapido
decaimento do sinal do NOE é de aproximadamente 5.0 A. Baseado nas
intensidades dos sinais originados a partir do efeito Overhauser, € possivel se
derivar distancias internucleares. O célculo das distancias pode ser feito através da

equacao abaixo !
Vnor % dySe (Equacdo. 2.1)

Sendo Vy g 0 volume do pico fora da diagonal, e dyy a distancia internuclear, onde
o volume é dado pela integracdo numérica de cada pico. A partir destas integracoes,
e utilizando uma distancia conhecida como referéncia, um conjunto de distancias

internucleares pode ser obtido, com base na equacgao 2.2:
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Iyog die - I1=k. = (Equacéo. 2.2)

Esta distancia fixa conhecida pode ser, por exemplo:

d=1.8A, entre hidrogénios metilénicos.

d=25A entre hidrogénios vizinhos no anel benzénico.

O desenvolvimento de novas sequéncias de pulsos (programas que controlam
como o espectrOmetro deve proceder para realizar o experimento desejado) e das
sondas de deteccdo proporcionou um aumento na sensibilidade das técnicas
bidimensionais. Uma nova técnica de deteccdo, denominada genericamente de
“deteccédo inversa”, favorecida pela disponibilidade comercial de sondas especificas,
trouxe a tona um conceito ja existente na época de Jeener, mas ndo aproveitado: a
possibilidade de ganhar sensitividade em técnicas 2D pela observacéo indireta dos
ndcleos de interesse, através dos efeitos que os nucleos de alta sensitividade,
normalmente 'H, exercem sobre eles.

Um grande numero de sequéncias de pulsos vem sendo propostas utilizando
esse tipo de deteccdo. Técnicas como HETCOR e COLOC puderam ser substituidas
por técnicas mais sensiveis, como *H-*C HSQC (heteronuclear single quantum
coherence) ¥ e H-1*C HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) ™,

Enquanto as técnicas “diretas” sao limitadas pela quantidade de amostra
disponivel, as técnicas “inversas” sdo, na maioria, de facil aquisi¢cao. Isso se deve ao
fato que em sondas especificamente preparadas para a deteccdo inversa, as
bobinas de deteccdo de hidrogénio encontram-se mais proximas do centro da
sonda, portanto mais proximas da amostra, que as bobinas para deteccéo de outros
ndcleos. Essa mudanca de configuragdo no hardware possibilita uma maior
facilidade na deteccdo do sinal, até quatro vezes maior que nas sondas de deteccéo
direta.

Atualmente, a rotina de laboratérios de RMN voltados a Quimica de Produtos
Naturais envolve o uso de algumas técnicas, de onde se pode obter praticamente
toda a informagdo necessaria para a elucidagdo estrutural desses tipos de
compostos. Normalmente essa rotina inicia-se com técnicas classicas 1D como RMN

'H e *3C. Além disso, empregam-se técnicas modernas 2D como COSY, J-resolvido,
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HSQC e HMBC. Em casos onde seja necessaria a determinagédo da estereoquimica
relativa da molécula, ou para estudos que envolvam dindmica molecular, o
experimento NOESY € o mais empregado.

Um novo ganho de sensitividade pode ser obtido pela introducéo de gradiente
de campo pulsado, do inglés “pulsed field gradient” (PFG) nas técnicas ja utilizadas,
substituindo-se a modulacao de fase (phase cycling). A modulacdo de fase faz-se
necessaria para a perfeita coeréncia de ordem quantica e cancelamento das ordens
nao desejadas. O PFG conduz a uma selecdo quantica muito mais eficiente e em
um tempo muito menor. Dessa forma, espectros 2D com PFG possuem ruidos muito
menores que aqueles obtidos com modulacdo de fase 2. Além disso, observa-se
ainda uma diminuicdo no tempo experimental, reducdo do ruido de t; em 2D e
eficiente supressdo de magnetizacdo indesejada (*H-'?C,...) em experimentos por
deteccéo de hidrogénio 3,

Nesse trabalho introduzimos experimentos recentes de RMN, como o NOESY
descrito anteriormente, em adicdo as técnicas de rotina utilizadas na analise
estrutural de produtos naturais, por sua aplicacdo, qualidade dos espectros obtidos e

reducdo do tempo de andlise. Essas técnicas encontram-se descritas a seguir.

2.1. Espectroscopia de RMN de **C

A RMN de **C foi estudada pela primeira vez em 1957, mas s6 a partir de
1970 teve seu uso generalizado. Durante esse periodo ocorreu o desenvolvimento
de instrumentos sensiveis o suficiente para detectar sinais fracos de RMN de *3C. A
baixa intensidade dos sinais de *C deve-se a baixa abundancia natural do is6topo
(1,1%) e a pequena raz&o giromagnética, que é cerca de 0,25 vezes a do *H.

A RMN de C possui varias vantagens sobre a RMN de 'H, no que diz
respeito a sua poténcia para elucidar estruturas organicas e bioguimicas. O intervalo
de deslocamentos quimicos de **C em compostos organicos é cerca de 200 ppm,
comparado a 10-15 ppm para ‘H. Como resultado, h4 menos superposicées de
picos nos espectros de *C do que nos espectros de *H .

Um aspecto dos espectros de *C que simplifica muito o processo de
interpretacdo € que cada tipo de atomo de carbono em uma molécula orgéanica

comum produz apenas um pico. No entanto, os atomos de hidrogénios ligados a
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carbono podem desdobrar os sinais de *C em picos multiplos, mas, é possivel
eliminar esse desdobramento de sinal causado pelo acoplamento *H-'3C,
selecionando o0s parametros instrumentais do espectrdmetro de RMN que
desacoplam a interacdo hidrogénio-carbono. Um espectro de **C cujas interacdes
com 'H foram eliminadas é chamado completamente desacoplado dos *H
(desacoplamento em banda larga, BB). Assim, em um espectro tipico de *C
completamente desacoplado, cada tipo de atomo de carbono fornece apenas um
pico (Figura. 2.1) [*%,

CH
t3C RMN ’
¢,
CH;CH-CH;CH,
2-METILBUTANO CH, CH,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 G0 40 20 o
CO5-05-606 [

FIGURA 2.1 - Espectro de RMN 3¢ para o 2-metilbutano. (Fonte: M@ Selma Arias Pérez,

determinacion estructural, ppt).

2.1.1. Espectros de *C DEPTs

Atualmente é possivel obter espectros de *C muito mais simples para
interpretar no que diz respeito ao tipo de carbono. Um desses espectros é
denominado espectro de *C DEPT.

O experimento DEPT é utilizado na determinacdo do padrao de hidrogenacéo
de um atomo de carbono. Existem trés tipos de espectros **C DEPT:

O espectro DEPT 45 - é obtido ajustando o angulo de nutacédo (®) do pulso de
hidrogénios para 45°. Fornece todos o0s sinais para carbonos hidrogenados (CH,
CHy, CHa).
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O espectro DEPT 90 - é obtido ajustando o angulo de nutacdo (®) do pulso de
hidrogénios para 90°. Fornece somente sinais para carbonos monohidrogenados

(CH — metinicos).

O espectro DEPT 135 — € obtido ajustando o angulo de nutacdo (®) do pulso de
hidrogénios para 135°. Apresenta sinais para carbonos monohidrogenados (CH —
metinicos) e triidrogenados (CH3z — metilicos) com mesmo sinal de amplitude, em
oposicao a amplitude dos carbonos diidrogenados (CH, — metilénicos) (Figura. 2.2).

Os sinais de carbonos quaternarios ndo sao detectados nos subespectros
DEPT (Figura. 2.3) 11617

intensidade

— CH,; + * -
\ / CH} * ) *

FIGURA 2.2 — Diagrama da modulacdo da amplitude dos carbonos em fun¢do do angulo de nutagao

(®) e do padréo de hidrogenacdo dos mesmos. (Fonte: Autora)

-
"1
s

=
1‘—:":LnJ

DEPT 135

! ! I

DEPT 20

DEPT 45 |

FIGURA 2.3 — Espectros de 3C, DEPT 45, 90 e 135 para o etilbenzeno, dispostos de baixo para

cima. (Fonte: http://www.azom.com/images/Article_Images/ImageForArticle_11529.jpg, em 2016)


http://www.azom.com/images/Article_Images/ImageForArticle_11529.jpg

31

2.2. COSY

O espectro COSY evidencia a correlacdo homonuclear, acoplamento *H-'H,
este acoplamento ocorre através de duas até trés ligacdes (Figura 2.4). E uma das
técnicas mais empregadas na determinacdo da correlacdo principalmente entre
hidrogénios vicinais e geminais. No espectro COSY, os picos fora da diagonal, ou
picos cruzados, tém origem na interacao entre todos os hidrogénios que apresentam

acoplamento spin-spin significativo 271,

FIGURA 2.4 — Possiveis acoplamentos que ocorrem no experimento COSY. (Fonte: Autora)
2.3. HSQC

O experimento de RMN HSQC é uma classe de sequéncias de pulsos de
correlacdo heteronuclear. O espectro HSQC mostra a correlacdo direta entre os
nicleos *H e '3C (Figura. 2.5). Logo, é possivel detectar quais carbonos estéo

diretamente ligados aos hidrogénios presentes numa molécula 7.

1 \;T \T 0 H
- Tl - al Fal ¥l
)~ ) - |

FIGURA 2.5 — Acoplamento direto observado no experimento HSQC. (Fonte: Autora)

24. HMBC

O experimento de RMN HMBC é um método de detec¢do inversa, que revela

a correlagdo heteronuclear a longa distancia (duas ou mais ligagdes) (Figura. 2.6)
[17]



FIGURA 2.6 — Acoplamento a longa distancia, observado no experimento HMBC. (Fonte: Autora)

2.5. J-resolvido
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O experimento J-resolvido permite separar os delocamentos quimicos dos

acoplamentos escalares, de modo que se possa examinar um parametro sem as

complicacdes decorrentes de outro. Por exemplo, a andlise de espectros de 'H é

muitas vezes complicada pela sobreposicdo de multipletos vizinhos, tornando a

verificagdo das constantes de acoplamento ou a medicdo precisa dos

deslocamentos quimicos dificil ou mesmo impossive

| (281,

O espectro J-resolvido pode ser obtido como resultado de um experimento

homo e/ou heteronuclear (Figura. 2.7), apresentando numa dimenséao informacdes a

respeito dos deslocamentos quimicos, enquanto que na outra as informacdes sobre

0s acoplamentos escalares entre 0s ndcleos.

T A — — 15
-10
J= J=THe
8.4 Hz
-5
J=7.1Hz
J=159 Hz
0 i 0
J=159Hz
-9
10
. . \ \ : \ . . T ‘ - 15

9 8 7 6 5 4 3 2
2 (ppm)

1 (Hz)

FIGURA 2.7 - Espectro de RMN J-resolvido. (Fonte:

content/uploads/2015/09/pMeOethylcinnamate_8scans_32pts_spectruml.png, em 2016)

http://nanalysis.com/wp/wordpress-



33

3. Maléria

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda, cujos agentes etiol0gicos sao
protozoarios transmitidos por vetores. Atualmente, reveste-se de importancia
epidemiolodgica pela sua elevada incidéncia no mundo e potencial gravidade clinica,
causando consideraveis perdas sociais e econdmicas na populacdo sob risco,
principalmente aquela que vive em condi¢des precarias de habitacdo e saneamento
[19].

Na Africa, uma em cada quatro criangas morrem devido a doenca, além disso,
esta enfermidade é a causa da morte de mais de 10 mil gravidas e por volta de 200
mil infantes no continente. Nas Ameéricas, a transmissao de malaria ocorre em 21
paises, sendo o Plasmodium vivax responsavel por 77% do total dos casos. No
entanto, em paises como Haiti e Republica Dominicana o P. falciparum ainda
domina as estatisticas com 100% dos casos °!,

No Brasil, mesmo com a reducdo no numero de notificagcbes nos ultimos
anos, a doenca ainda apresenta elevado risco de incidéncia e transmissdo na
Amazonia Brasileira, sendo esta considerada a regido endémica do pais. De acordo
com o Ministério da Saude, a regido Amazodnica concentra 99,7% dos casos de
malaria do pais e abrange os estados do Amazonas, Amapa, Acre, Para, Rondbnia,
Roraima e Tocantins, além de Mato Grosso e Maranhdo. A maioria dos casos ocorre
em areas rurais, mas ha registro da doenca também em areas urbanas em cerca de
15% [21].

A doenca € causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida
pelas fémeas dos mosquitos do género Anopheles, durante o repasto sanguineo.
Além disso, a malaria pode ser transmitida de forma induzida, através de transfuséo
sanguinea com sangue contaminado, ou com utilizacdo de seringas com agulhas
contaminadas. Existem cerca de 150 espécies de parasitas causadoras desta
enfermidade em diferentes hospedeiros vertebrados, sendo quatro delas capazes de
transmitir a doenca em humanos: Plasmodium vivax, P. malariae, P. ovale (este
ocorre apenas em regides restritas do continente africano) e P. falciparum, sendo
este ultimo capaz de desencadear as formas graves da doenca 2.

O Plasmodium knowlesi, causador de malaria em macacos no sudeste

7

asiatico, € também causador de um tipo especifico de malaria em humanos.



34

Pesquisadores da Malasia estudam a apresentacdo clinica deste parasita para
definicdo de sua evolugéo nos homens 223,

O inicio da infeccédo ocorre quando esporozoitos infectantes sdo inoculados
nos seres humanos pelo mosquito durante o repasto sanguineo. Uma vez alcancada
a corrente sanguinea, 0s esporozoitos migram pelo corpo até atingirem o0s
hepatécitos, onde se processa o desenvolvimento parasitério, cerca de 30 minutos
apos a infeccao.

Os sintomas tipicos da maléaria sédo: mal-estar, cefaleia, cansago e mialgia, 0s
quais geralmente precedem a febre. O acesso malarico (ataque paroxistico agudo)
que coincide com a ruptura das hemécias, € geralmente acompanhado de calafrio,
sudorese e fraqueza intensa, que tendem a desaparecer apés algumas horas <.

Além dos sintomas classicos descritos acima, a malaria comumente acarreta
o desenvolvimento de anemia, que apesar de frequente, apresenta-se em graus
variaveis, sendo mais intensa nas infec¢des por P. falciparum. Em areas endémicas,
podem surgir manifestacdes crbnicas, como a sindrome da esplenomegalia aguda,
gue consiste nos seguintes sintomas: esplenomegalia, hepatomegalia, anemia,
leucopenia e plaquetopenia. Ainda podem ocorrer proteindria, hipoalbuminemia e
edema em casos de malarias néo tratadas causadas por P. malariae. %

No caso da infec¢cdo causada pelo P. falciparum, pode ocorrer manifestacdes
mais graves da doenca, que podem chegar a ser fatais. Sintomas como convulsdes,
vomitos repetidos, hiperpirexia, ictericia e distirbio da consciéncia, sdo indicadores
desta situacéo e podem preceder o quadro grave. Dentre as diversas manifestacoes
graves da malaria, podemos destacar a malaria cerebral. Esta consiste de um
quadro de forte cefaléia, hipertermia, vomitos e sonoléncia, além de convulsées em
criancas. Este quadro tende a evoluir para o coma 9.

O tratamento e o controle da malaria tornaram-se mais dificeis com a
crescente expansdo dos casos de parasitas resistentes aos farmacos amplamente
utilizados ¥ e de vetores resistentes aos inseticidas usuais ?%. A toxicidade dos
farmacos utilizados na terapéutica também limita os seus usos. Por estas razbes, é
premente a necessidade de busca de novas e mais eficazes alternativas
terapéuticas para combater as cepas de P. falciparum resistentes, promovendo a
cura em tempo razoavel (3 dias) para garantir adesao ao tratamento, sejam seguros

e de baixo custo 2,
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Neste contexto, as plantas tém dado importante contribuicdo, e produtos
isolados a partir do extrato destas fontes naturais continuam a representar uma
importante fonte para a obtencdo de protétipos candidatos a novos farmacos
antimalaricos %!,

A atividade antimalarica de alcaloides de origem vegetal tem sido amplamente
relatada na literatura, sendo que no periodo de 1990 a 2000 mais de uma centena
de substancias ativas desta classe foram descritas, algumas até mais potentes que

a cloroquina ™),

3.1. O tratamento da malaria com o uso plantas medicinais

A pesquisa de plantas utilizadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas enfermidades, bem como a identificacdo e o isolamento dos principais
componentes quimicos, tem se tornado o foco mais importante na busca de novas
substancias farmacologicamente ativas.

Estima-se que 65% da populacdo mundial utilizam plantas medicinais como
fonte principal de terapia devido a dificuldade de acesso a outras formas de
tratamento ®®. Além disso, foi relatado que sé se conheca entre 5 e 15% da
composi¢do quimica de 250.000 a 750.000 espécies de plantas superiores desse
planeta e que nada se conhece sobre a composicdo de mais de 99% da flora

brasileira

, Situacdo esta agravada pela perda de espécies vegetais devido a
intensa ocupac¢ao humana e destruicdo dos ecossistemas.

O tratamento para malaria humana visa, principalmente, interromper a
esquizogonia sanguinea, que é a causa da patogénese e dos sintomas clinicos da
doenca. O tratamento oral previne a progressao da doenca para estados severos, ou
seja, se os farmacos forem administradas corretamente, ocorre a diminuicdo da
morbidade e mortalidade causada pela doenca 7.

Para que uma substancia de origem vegetal de fato se torne uma droga
antimalérica, sugere-se que sejam seguidos alguns critérios de selecdo para as
substancias candidatas, como: apresentar atividade antiplasmodica potente, tanto
em cepas de P. falciparum resistentes, como as nao resistentes a cloroquina; ser
seletivamente toxica aos parasitas da malaria; erradicar parasitas da malaria em

camundongos, sem apresentar toxicidade; ser ativa quando utilizadas por via oral.
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O primeiro farmaco antimalarico foi a quinina, uma substancia isolada pela
primeira vez em 1820 da casca de Chinchona spp. A estrutura da quinina foi
estabelecida por Rabe em 1908, e sua sintese foi concluida em 1944 por Wooward
e Doering, porém, sua producdo em escala industrial mostrou ser muito onerosa, 0
que restringiu seu uso. A quinina é atualmente isolada de arvores Chinchona spp.
que crescem na América do Sul B,

A Cloroquina foi sintetizada a partir da quinina e, até pouco tempo atras, uma
das Unicas drogas disponiveis para o combate a malaria. Porém, nos ultimos trinta
anos, a situacao ficou pior com a multiplicacdo das cepas de Plasmodium falciparum
resistentes a cloroquina, o que causou 0 aumento na mortalidade, principalmente
nos paises do continente africano B

Apesar dos esforcos para a producdo de novos farmacos antimalaricos
sintéticos, a contribuicdo mais relevante foram as pesquisas com plantas medicinais
gue contém artemisinina. Esta substancia foi isolada em 1972 da Artemia annua,
uma espécie de uso tradicional da China. Os derivados semissintéticos desse
composto vém sendo usados de maneira crescente. Embora eles sejam efetivos
contra P. falciparum resistentes a cloroquina, o tratamento combinado com outra
droga é recomendado, a fim de se evitar o desenvolvimento de resisténcia .

Embora muitos extratos de plantas com atividade antimalarica tenham sido
reportados na literatura, os resultados muitas vezes mostram apenas modesta
atividade in vitro contra os parasitas ou contra a malaria experimental em
camundongos, sugerindo que a espécie em questdo provavelmente tem apenas um
limitado efeito no homem e que a cura da doenca é improvavel. No entanto, isso
pode néo significar necessariamente que medicamentos elaborados a partir destas
espécies ndo tenham valor, jA que os tratamentos podem ser benéficos nos casos
em que o curso da doenca é reduzido, por exemplo, pela redu¢do da anemia e
outras complicacfes decorrentes desta anemia, até mesmo o risco de morte. Além
disso, os beneficios podem incluir o alivio dos sintomas, como dor, febre e
imunomodulacéo, levando a um aumento da imunidade B*.

Finalmente, € importante ressaltar que os extratos de plantas também podem
ser eficazes contra o parasita na fase hepatica. Conforme comentado anteriormente,
o desenvolvimento de derivados de artemisina reafirmou o potencial de diferentes

espécies de plantas em fornecer medicamentos eficazes no tratamento da malaria.
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Dentre 0s inumeros espécimes vegetais que sdo utilizados tradicionalmente
na Regido Amazonica, as espécies da familia Apocynaceae destacam-se por suas

diferentes propriedades medicinais %

. As Apocynaceaes também sao ricas em
alcaloides indolicos, uma classe quimica de variada atividade biolégica nas quais

certas substancias ja demonstraram potencial antimalarico 2.

4. Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pertence a ordem Gentianales, subclasse Asteridae
B4 e compreende cerca de 2000 espécies distribuidas em aproximadamente 200
géneros de habitat marcadamente tropical e subtropical em todo mundo . No
Brasil ocorrem cerca de 400 espécies subordinadas a 41 géneros ¢, Sao plantas de
grandes variedades, ervas, arbustos, arvores, com ocorréncia tanto nos campos
quanto nas matas. S&o caracterizadas pela presenca de latex, folhnas geralmente
opostas, inteiras, flores pentameras, estiletes unidos no apice, formando uma
cabeca ampliada, frutos usualmente bifoliculares e sementes geralmente carnosas
[35].

Apesar das muitas aplicacfes e usos das espécies de Apocynaceae, elas se
destacam especialmente por serem reconhecidamente produtoras de substancias
bioativas como iridoides, glicosideos cardioativos e alcaloides, especialmente os
alcaloides indélicos 7.

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes
fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina moderna. Varias
substancias tém sido isoladas a partir de espécies dessa familia, e muitas dessas
espécies representam protétipos de classes farmacolégicas distintas de drogas e
fazem parte da historia da farmacologia e da terapéutica **. Deve-se destacar,
contudo, que essa familia inclui um grande nimero de espécies toxicas, tanto para

animais como para a espécie humana 343°!,
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5. O Geénero Aspidosperma: etnofarmacologia, atividade biolégica e
alcaloides inddlicos

O género Aspidosperma compreende cerca de 260 espécies arbdreas %, que
ocorrem apenas na América, principalmente entre o México e a Argentina. No Brasil
encontram-se representantes desse género em praticamente todos os ecossistemas
[39].

As espécies do género Aspidosperma sdo conhecidas popularmente como
perobas, guatambus, pau-pereiro, carapanauba, pequid, quina, taroba e amargoso
[0l 530 arvores de grande porte de 2 a 60 m de altura, fornecedoras de madeira de
lei, muitas utilizadas na construcdo civil e naval, em cabos de ferramentas e de
instrumentos agricolas, na marcenaria, carpintaria e pecas flexiveis 2947,

As folhas de Aspidosperma geralmente auxiliam na classificacdo e divisdo
das espécies em séries, sdo alternas, espiraladas, ndo agrupadas no apice dos

ramos %81,

Possuem flores pequenas dispostas em cimeiras Vverticiladas ou
racemocorimbiformes, geralmente brancas, castanho-escuro ou amarela.
Apresentam frutos capsula lenhosa, orbiculares, ovais ou eliticos, chatos, verdes
pardacentos e pubescentes no exterior, e amarelentos no interior, normalmente 7-9
cm de comprimento, 5-6 cm de largura e 1-2 cm de espessura com 8-16 sementes
aladas e asas membranéaceas mais ou menos circulares 7.

Além da importancia econémica do género Aspidosperma por seu valor
comercial como fornecedor de matéria-prima para os varios setores industriais que
empregam madeira, apresenta grande relevancia como produtor de uma importante
classe de substancias do metabolismo secundario, os alcaloides.

Em 1951 o género Aspidosperma sofreu uma revisdo sisteméatica, haja vista
que espécies distintas vinham sendo classificadas com 0 mesmo nome. Esta revisdo
agrupou 52 espécies em nove séries, Macrocarpa, Ramiflora, Pyricolla, Polyneura,
Rigida, Nitida, Stegomeria, Quebrachines e Nobile, levando em consideracdo suas

caracteristicas morfoldgicas 8

. Entretanto, ainda existiam controvérsias quanto ao
namero exato de espécies que constituiam este género. Entdo, em 1987 Bolzani
propdés uma nova classificacdo das espécies deste género, compreendendo 48
espécies em 8 séries, Rigida, Nitida, Quebrachines, Polyneura, Pyricolla, Nobile,
Macrocarpa e Tomentosa, levando em consideracdo 0S  aspectos

quimiotaxondmicos 2.
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O grande numero de alcaloides indolicos encontrados nas espécies de
Aspidosperma, cerca de 247 ¥ confirmam a grande importancia dessa classe de
substancias, no que tange a classificacédo, e divisdo de espécies do género em trés
grupos, de acordo com as semelhancas quimicas das estruturas alcaloidicas %842,
fato este, que coloca os alcaloides ind6licos como marcadores quimiotaxonémicos

das espécies do género Aspidosperma 4.

Neste género ocorrem
predominantemente alcaloides inddlicos contendo esqueleto B-carbolinico simples,
com sistemas triciclicos de anéis pirido-indélicos ?, com a parte indédlica originada
biossinteticamente do triptofano e a parte ndo inddlica, provavelmente de hidratos de
carbono, pela via chiquimato *°!.

Le Men e Taylor (1965) propuseram um sistema de numeracao para essas
substancias baseadas na sua biogénese sendo, hoje em dia, o sistema de
numeracao aceito. A numeracdo baseia-se no esqueleto do alcaloide ioimbina

(Figura 5.1).
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FIGURA 5.1 — Férmula estrutural da ioimbina com numeracédo proposta por Le Men e Taylor (1965).

Gilbert (1966) estudou 33 espécies de Aspidosperma de ocorréncia no Brasil,
resultando no isolamento de mais de 100 alcaloides inddlicos, o que levou mais uma
vez a concluséo da predominéncia desta classe de alcaloides neste género.

Del Vitto et al. (1997) realizaram a catalogacdo de 273 espécies de uso
popular como medicamento na Argentina, das quais a Aspidosperma quebracho
blanco relatada como antidisnéico, antiasmatico, cicatrizante e febrifugo. Desta
espécie ja foram isolados e identificados cerca de 34 alcaloides, dentre os quais a
aspidospermina (Figura 5.2), um alcaloide inddlico com atividade sobre uma
linhagem de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina.

O extrato de A. quebracho blanco é usado para o tratamento da disfuncao

erétil, e este efeito tem sido atribuido ao seu conteudo de ioimbina, que € um inibidor
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seletivo dos receptores aj-adrenérgicos, um agente simpatolitico cujo efeito mais

pronunciado é a vasodilatacéo periférica 2.
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FIGURA 5.2 — Formula estrutural da aspidospermina, alcaloide de Aspidosperma quebracho blanco.
(Fonte: Sperling et al., 2002).

Extratos etandlicos de folhas, raizes e caules de Aspidosperma polineuron
(peroba rosa) foram avaliados quanto a atividade antifungica contra Clasdosporium
herbarum, Aspergillus niger, Penicilium chrysogenum, Candida albicans,
Trichoderma harzianum, Rhizoctonia sp, para que houvesse justificativas biol6gicas
gue embasasse seu estudo fitoquimico. Dessa forma foram testados os extratos
etandlicos das folhas, raizes e caules dessa espécie, mas apenas o extrato etanélico
do caule foi capaz de inibir o crescimento de C. herbarum 9.

Estudos semelhantes foram conduzidos por Granato et al. (2005) que
testaram o extrato etanodlico de rejeitos de industria madeireira de A. polineuron,
resultando em atividade positiva contra Pseudomonas mirabilis, neste caso, foram
obtidos dados de espectroscopia de ultravioleta os quais demonstraram grande
similaridade com valores descritos na literatura para o alcaloide polineuridina (Figura
5.3), o principal alcaloide inddlico isolado das cascas e das folhas de A. polineuron

B espécie reconhecida também por apresentar alcaloides quaternarios nas raizes
[52]

HO \\%O

FIGURA 5.3 — Formula estrutural da polineuridina, alcaloide de Aspidosperma polineuron. (Fonte:
Marques, 1988).
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A atividade antibacteriana de extratos etandlicos das espécies de
Aspidosperma, como A. dispermum, A. olivaceum, A. pyrifolium, A. pyricollum, A.
polyneuron e A. ramiflorum foi observada em bactérias Gram positivas e negativas
[53].

Um total de 114 extratos de 88 espécies de plantas diferentes ocorrentes na
Mata Atlantica no Estado de Sao Paulo, somente os extratos de folhas e cascas do
caule de A. ramiflorum (guatambu) mostraram atividade antibacteriana contra E. coli
[54].

Tanaka et al. (2006), demonstraram que o0s extratos metandlicos de
Aspidosperma ramiflorum, tiveram acdo contra bactérias gram-positivas enquanto
que as fracdes alcaloidicas desta espécie foram mais eficazes contra bactérias
gram-negativas.

Data de 1988 o primeiro trabalho de isolamento e identificagéo de alcaloides
de A. ramiflorum, onde foram descritos os alcaloides B-ioimbina (OH-17 em p)
(Figura 5.1), 10-metoxigeissoschizol (Figura 5.4B) presentes nas cascas do caule e
sementes com estruturas ja relatadas em outras espécies, e ramiflorina (Figura
5.4A), presentes nas cascas do caule B, Somente dez anos depois um novo

alcaloide foi isolado, a isositsiriquina (Figura 5.4C) ®%!,

FIGURA 5.4 — Alcaloides de Aspidosperma ramiflorum. (Fonte: Marques, 1988 e Oliveira, 1999).

Campos et al. (2006) observaram o efeito pro-erétil de uma fracéo rica em
alcaloides de cascas da raiz de Aspidosperma ulei (piquid) comparado ao padrdo
ioimbina como controle positivo mediado por mecanismos dopaminérgicos,
noradrenérgicos e nitrérgicos. A Aspidosperma ulei possui pelo menos cinco

alcaloides inddlicos isolados e identificados: 1,2-dihidroolivacina (Figura 5.5A), 1,2-
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dihidroelipticina (Figura 5.5B), N-metil-tetrahidro-elipticina (Figura 5.5C), (D)-

guatambuina (Figura 5.5D) e uleina (Figura 5.5E) Y.
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FIGURA 5.5 - Alcaloides de Aspidosperma ulei. (Fonte: Marques, 1988).

A Aspidosperma marcgravianum € uma espécie com indicacdes populares
para tratamento da maléria, além do diabetes e cancer, da qual sdo utilizadas suas
cascas 7. De A. marcgravianum ja s&o conhecidos cerca de 50 alcaloides indélicos,
dentre os quais a reserpinina (Figura 5.6A), reserpilina (Figura 5.6B), aspidoscarpina
(Figura 5.6C), e aspidolimidina (Figura 5.6D) !
toxica preliminar dos extratos desta espécie nos ensaios com larvas de Artemia

, que podem justificar a atividade

franciscana " e atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa, C. albicans,

A. niger, entre outros 2.
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FIGURA 5.6 — Alcaloides de Aspidosperma marcgravianum. (Fonte: Marques, 1988).
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Aspidosperma  subicanum (guatambu) foi submetida as analises
macroscopicas e microscépicas das cascas, analise microscopica do p6 da casca,
prospeccao fitoquimica e testes de pureza a fim de se obter dados padronizados a
respeito das partes da planta que sao aplicados por populares como medicamentos
para tratamento de diabete e da hipercolesterolemia. De A. subicanum foram
isolados e identificados a partir das cascas, dez alcaloides inddlicos, dentre os quais,
N-metil-tetraidro-elipticina (Figura 5.5C), uleina (Figura 5.5E), 3-epi-dasycarpidona
(Figura 5.7A), 3-epi-uleina (Figura 5.7B), e subincamina (Figura 5.7C) ®*.

FIGURA 5.7 — Alcaloides de Aspidosperma subicanum. (Fonte: Marques, 1988).

Aspidosperma excelsum (sapopema) é uma espécie com grandes aplicacdes
na medicina popular. No Peru é utilizada por indios Shipibo-Conibo, para o
tratamento da hepatite e malaria, e por outros nativos como afrodisiaco,
vasodilatador, antisséptico, antimicrobiano, cicatrizante, aumento da pressdo
sanguinea e bronquite °?. No Brasil, é utilizada como carminativa, estomaquica,
contra bronquite, inflamacéo, febre, diabete, cancer e malaria. Apesar das varias
indicacbes terapéuticas e de sua grande aplicacdo como poderoso agente

antimalarico %

poucas pesquisas biolégicas foram conduzidas com esta espécie.
Os dados que provavelmente sustentam estas indicacfes etnofarmacoldgicas, em
especial a atividade antimalarica, que € comum nas espécies do género, € a
presenca do contetdo alcaloidal, da qual sdo conhecidos cerca de 18 alcaloides
inddlicos, dos quais podemos citar, a ioimbina (Figura 5.1), N-acetilaspidospermidina
(Figura 5.8A), excelsinina (Figura 5.8B) e aspexcina (Figura 5.8C) Y,

A atividade antimicrobiana foi confirmada por Verpoorte et al. (1983)
demonstrando a atividade inibitéria no crescimento de Bacillus subtilis de pelo

menos seis alcaloides desta espécie, tais como a 11-metoxitubotaivina (Figura
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5.8D), ochrolifuanina (Figura 5.8E), e tetraidrosecamina (Figura 5.8F), todos
[51]

presentes nas raizes da planta

FIGURA 5.8 — Alcaloides de Aspidosperma excelsum. (Fonte: Marques, 1988).

Mesquita et al. (2007) testaram os extratos hexanico e etandlico das folhas,
madeira, casca do caule, raizes e cascas das raizes de Aspidosperma macrocarpon
para verificacdo da atividade antimalarica in vitro contra uma linhagem de
Plasmodium falciparum, resistente a cloroquina e citotoxica contra células
pulmonares embrionarias de humanos (MRC-5) e células retiradas dos musculos de
ratos (L-6). O melhor resultado foi obtido com o extrato etandlico das cascas das
raizes para a atividade contra P. falciparum, e ndo foram observados efeitos
citotoxicos para nenhum dos extratos nas células ensaiadas. Das cascas de A.
macrocarpon foram isolados e identificados quatro alcaloides inddlicos, kopsanona
(Figura 5.9A), epi-kopsanal-10-lactama (Figura 5.9B), kopsanol (Figura 5.9C), e epi-
kopsanol (Figura 5.9D), [
Mesquita et al. (2007).

, 0 que poderia justificar os resultados obtidos por
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FIGURA 5.9 — Alcaloides de Aspidosperma macrocarpon. (Fonte: Ferreira-Filho et al., 1966).

Aspidosperma megalocarpon foi avaliada quanto a sua atividade antimalarica
por Weninger et al. (2001), realizando testes in vitro com 0s extratos obtidos em
diclorometano e metanol contra P. falciparum. Mitaine-Offer et al. (2002) testaram
trés dos quatro alcaloides isolados desta espécie, aspidolimidina (Figura 5.6D),
aspidoalbina (Figura 5.10A) e fendlerina (Figura 5.10B) (madeira) *® demonstrando

uma baixa atividade antimalarica ao testar os alcaloides purificados.

OH COEt
A. R=0OCHg; B. R=H

FIGURA 5.10 — Alcaloides de Aspidosperma megalocarpon. (Fonte: Mitaine et al., 1998).
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Gilbert et al. (1965) e Bolzani et al. (1987) realizaram os unicos trabalhos de
isolamento de substancias do metabolismo secundario de Aspidosperma
spruceanum. A partir do extrato etandlico das cascas do caule foram isolados trés
alcaloides, a Aspidoalbina (Figura 5.11A), N-acetil-N-despropionilaspidoalbina (N-
acetilaspidoalbina) (Figura 5.11B) e Des-O-metilaspidolimidina (Figura 5.11C).

A. R]_:RZZOME; R3:OH, R4:COEt
B. R1:R2:OMe; R3:OH, R4:COMe
C. R;=H: R,=R3=OH: R,=COMe

FIGURA 5.11 — Alcaloides de Aspidosperma spruceanum. (Fonte: Gilbert et al. (1965) e Bolzani et al.
(1987)).

6. Aspidosperma nitidum

Aspidosperma nitidum é popularmente conhecida como carapanauba (Figura
6.1). As cascas do caule desta espécie sao utilizadas por mais de 8.000 nativos em
varias partes do Brasil para curar a malaria ¥l. Os indios Makunas e Taiwanos
relatam que o latex desta arvore é eficaz na cura de lesdes provocadas pela
hanseniase ®”. No estado do Amapa, a espécie A. nitidum é utilizada no tratamento
de bronquites e diabetes, e em Manaus ¢é utilizada como anti-inflamatoria,

cicatrizante e contraceptivo 7.
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FIGURA 6.1 — Planta da espécie Aspidosperma nitidum. (Fonte: Julia Penna Coutinho et al. 2013).

Pereira et al. (2006) tomando por base que A. nitidum era utilizada no
tratamento de inflamacdes, realizaram pesquisas para avaliar a atividade
antinociceptiva do extrato etandlico do cerne. Também foi relatado o isolamento e a
identificacdo de um alcaloide inddlico com um sistema 1,2,9-triazabiciclo[7.2.1],
denominado braznitidumina (nome este em homenagem ao Professor Raimundo
Braz-Filho) (Figura 6.2A) 1%,

De A. nitidum j& sdo conhecidos pelo menos treze estruturas de alcaloides
inddlicos, merecendo destaque a ioimbina (Figura 5.1), a aspidospermina (Figura
5.2), a quebrachamina (Figura 6.2B), o acido harmanocarboxilico com esqueleto do
tipo harmano (Figura 6.3) ¥, e o alcaloide indélico 3a,20B-10-Metoxi-18,19-diidro-
corinanteol, com esqueleto do tipo corinanteol ou corinanteano (Figura 6.4), muito

comuns em outros representantes do género, € na sua maioria presentes nas
s [69.70]

cascas, folhas e galho

N

FIGURA 6.2 — Alcaloides de Aspidosperma nitidum. (Fonte: Pereira et al., 2006 e Marques et al.,
1996).
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FIGURA 6.3 — Alcaloide indolico Acido harmanocarboxilico, de Aspidosperma nitidum. (Fonte: Pereira
et al., 2007).

MeO

FIGURA 6.4 - Alcaloide inddlico 3a,203-10-Metoxi-18,19-diidro-corinanteol, de Aspidosperma
nitidum. (Fonte: Arndt et al., 1967).

O estudo de A. nitidum é justificavel tendo em vista a importancia da busca de
alternativas medicamentosas oriundas de produtos naturais, principalmente para a

regido da Amazobnia, onde o acesso a medicina convencional apresenta-se

dificultado por fatores geogréficos e culturais.

7. Aspidosperma pyrifolium

Aspidosperma Pyrifolium é uma espécie de planta popularmente conhecida
como pereiro (Figura 7.1), tipica da caatinga e de grande ocorréncia nas areas
semiaridas do Brasil . Adapta-se facilmente ao clima seco, e apresenta fins
medicinais no tratamento de doencas.

O pereiro é utilizado na medicina popular no tratamento de disturbios

respiratorios, febre e como remédio para o estbmago. Na medicina veterinaria
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7z

popular é utilizado no tratamento de ectoparasitoses dos animais domésticos

(sarnas, piolhos e carrapatos). Sua madeira é bastante utilizada para servicos de
[71]

carpintaria, para fazer carvao, cerca e lenha

FIGURA 7.1 - Planta da espécie Aspidosperma pyrifolium. (Fonte: Dr. José Elias de Paula (UnB),
Sé&o José da Tapera/AL., 10/2001).

A espécie A. pyrifolium foi validada como util no tratamento de inflamag6es do
trato urinario e de dermatites 2. Em relacdo aos efeitos toxicos de plantas do
género, em uma pesquisa direcionada a ocorréncia de toxicidade em animais na
regido do Serid6 Ocidental e Oriental (RN, Brasil), a espécie A. pyrifolium foi citada
como causadora de abortos e de alteracdes nervosas em ovinos, caprinos e bovinos
[73].

Embora varios alcaloides tenham sido isolados das folhas, cascas das raizes
e galhos de A. pyrifolium, como alcaloides inddlicos de esqueleto do tipo
aspidosfractina (Figura 7.2) dentre outros, ndo ha na literatura relatos do estudo

e [74,75]

quimicos da madeira desta espéci . Neste trabalho procuramos identificar

alcaloides inddlicos isolados a partir da madeira de A. pyrifolium.
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FIGURA 7.2 — Alcaloides inddlicos Aspidofractina (A), (+)-Pirifolina (B), 6-Desmetoxipirifolina (C),
Refractidina (D) e (-)-Aspidofilina (E). (Fonte: Craveiro et al.,1983 e Djerassi et al., 1962).

8. Alcaloides

S&o substancias nitrogenadas, na maioria das vezes farmacologicamente
ativas encontradas predominantemente nas Angiospermas ["®.

Os alcaloides contendo um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sao
chamados de alcaloides verdadeiros, ja os alcaloides com o atomo de nitrogénio ndo
pertencente a um sistema heterociclico sdo denominados de protoalcaloides ['®, e
alguns autores ainda classificam em pseudoalcaloides, substancias que apresentam
todas as caracteristicas dos alcaloides verdadeiros, mas ndo sdo derivadas dos
aminoacidos **!. Quase a totalidade dos alcaloides é derivada de aminoacidos e dai
vem sua classificagdo. A partir dos aminoécidos alifaticos, tém-se os alcaloides
pirrolidinicos e tropanicos (Ornitina) e os piperidinicos (Lisina), e dos aminoacidos

aromaticos, tém-se os alcaloides isoquinolinicos (Tirosina) e os inddélicos (Triptofano)
[45]

8.1. Ocorréncia

Os alcaloides séo bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente

em plantas, mas também podem ser encontrados em microrganismos e animais *°!.
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Cerca de 20% das espécies de plantas conhecidas acumulam alcaloides, com
maior frequéncia as dicotiledéneas ). Essas substancias podem ser encontradas
em diferentes partes do vegetal.

Em raizes de Erythrina crista-galli L., encontram-se o0s sedativos,
hipertensivos, laxativos e diuréticos, eritralina (Figura 8.1A) e eritrinina (Figura 8.1B)
[’8]: 'em folhas de Catharantus roseus sdo encontrados os alcaloides indélicos
monoterpénicos, ajmalicina (Figura 8.1C), um anti-hipertensivo, e a serpentina
(Figura 8.1D), um sedativo.

Em geral, os alcaloides sao produzidos em um local da planta e armazenados
em outro, exemplo disto € a nicotina (Figura 8.1E) produzida nas raizes de Nicotiana
tabacum e posteriormente translocadas para as folhas, nas quais é armazenada .

Um alcaloide pode ser encontrado ainda em representantes de diversas
familias vegetais, como é o caso da camptothecina (Figura 8.1F), um importante
agente anticancerigeno, que pode ser encontrado em Camptotheca acuminata
(Nyssaceae), Nothapodytes foetida, Pyrenacantha klaineana (lcocinaceae),
Opbhiorrihiza pumila (Rubiaceae) e Ervatamia Heyneana (Apocynaceae) %,
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FIGURA 8.1 — Alcaloides de raizes, folhas e cascas do caule. (Fonte: Maier et al., 1999 e Peres,
2005).
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8.2. Alcaloides ind6licos

Sao alcaloides derivados do acido aminado triptofano, acido aminado
aromatico que contém um sistema de anel inddlico (Figura 8.2), originado na rota do
acido chiquimico via acido antranilico. Ele atua ainda como o precursor de uma
grande variedade de outros alcaloides além dos inddlicos, e pode sofrer rearranjos

que promovem a converséo do sistema de anel inddlico em quinolinico .

R4
R R
5 — | | v 3
y AN
Rg N R
R, Ry

FIGURA 8.2 — O nucleo Inddlico. (Fonte: Autora)
8.2.1. Alcaloides inddlicos simples

Este tipo de alcaloide é formado por modificagdo simples do L-triptofano,
dando origem a triptamina por reacdo catalisada pela enzima
triptofanodescarboxilase e aos derivados N-metil e N,N-dimetil, largamente
distribuidos em muitos vegetais, como, por exemplo, derivados hidroxilados, como o
5-hidroxitriptamina (serotonina) (Figura 8. 3A), encontrado em tecidos de mamiferos
onde age como neurotransmissor no sistema nervoso central. Uma série de reacdes
de descarboxilacdo e hidroxilacdo do L-triptofano da origem a psilocina (Figura 8.3B)
e psilocibina (Figura 8.3C) substancias responsaveis por propriedades alucindégenas.
Uma via biossintética que cliva dois &tomos de carbono produz ainda o alcaloide
gramina (Figura 8.3D) 8,

OH ClJP (|3H
HO
| - T e, T
NH, X | N | NMe, NS N NMe; N N
| |
4 H H

|
H

A B c D

FIGURA 8.3 — Alcaloides indélicos simples. (Fonte: Mustich, 2003)
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8.2.2. Alcaloides B-carbolinicos simples

Esta classe de alcaloides € gerada pela reacdo da cadeia lateral etilamina da
triptamina com um aldeido ou cetoacido de acordo com a complexidade do
substrato.

Propriedades psicoativas sédo relatadas nas plantas Pegamum harmaia e
Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae) atribuidos aos alcaloides p-carbolinicos
simples, harmina (Figura 8.4A), harmalina (Figura 8.4B) e tetraidroharmina (Figura
8.4C) 181,

) W 9w
N VNN~ e VSN

MeO m MeO H | MeO N |
Me M

© H
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FIGURA 8.4 — Alcaloides B-carbolinicos simples. (Fonte: Mustich, 2003)
8.2.3. Alcaloides inddlicos monoterpénicos

Os alcaloides indolicos monoterpénicos constituem o maior grupo de
alcaloides em plantas, podendo ser encontrados em cerca de oito familias, dentre as
quais a Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae.

Esta classe de alcaloides possui uma origem biossintética comum, o

precursor estrictosidina, glicosideo formado a partir da condensacdo da triptamina

com o aldeido monoterpénico secologanina (Figura 8.5). Esta reacdo € catalisada
82]

pela enzima estrictosidina sintase |

Triptamina Secologanina Estrictosidina
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FIGURA 8.5 — Reacdo de obtencéo da estrictosidina. (Fonte: Bruneton, 1999)

Rearranjos na parte terpendidica da estrictosidina leva a formacdo de

subclasses (Figura 8.6) 18223

| - Alcaloides em que a unidade monoterpénica nao sofreu rearranjos [esqueletos
corinanteano (a) ou estricnano (b)];

I - Alcaloides com rearranjo nos carbonos C-17 e C-20 da unidade
monoterpendidica (esqueleto aspidospermano);

Il - Alcaloides com rearranjo nos carbonos C-17 e C-14 da unidade

monoterpendidica (esqueleto ibogano).

la - CORINANTEANO
g 3 21 Ib - ESTRICNANO

e
\OPP 14&5 S

17 —7 17 =14
3 21

Il - ASPIDOSPERMANO Il - IBOGANO

FIGURA 8.6 — Esquema das reacdes na cadeia terpendidica. (Fonte: Bruneton, 1999 e Zenk, 1980).

Estas subclasses sdo ainda subdivididas em 9 tipos principais, as quais se

adicionam os bis-ind6licos que sé&o alcaloides diméricos (Figura 8.7).
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FIGURA 8.7 — Esqueletos basicos dos alcaloides ind6licos monoterpénicos. (Fonte: Bruneton, 1999 e
Zenk, 1980).
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Dados de RMN *C descritos da literatura para alcaloides isolados de espécies

do género Aspidosperma
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9. Dados de RMN '3C descritos da literatura para alcaloides isolados de
espécies do género Aspidosperma

Em alcaloides indodlicos, as posi¢cdes 2 e 7 do nucleo inddlico (Figura 9.1) séo
normalmente substituidas levando a formagdo de estruturas bastantes
diversificadas, enquanto as posi¢des 9-12 podem, ocasionalmente, apresentar
substituicGes como grupos hidroxila ou metoxila. Substituicbes no nitrogénio indolico

sd0 menos comuns, ocorrendo principalmente na forma de lactonas ou lactamas 4.

10

11 13\&1 2

12 |
H

FIGURA 9.1 — Ndcleo Inddlico com carbonos enumerados. (Fonte: Morales-Rios et al., 1987)

7z

A determinagdo estrutural desses compostos é realizada utlizando-se
principalmente *C, o que motivou a busca de dados de '*C na literatura que
possibilitassem a compara¢do com 0s compostos isolados.

A Tabela 9.1, apresenta algumas espécies do género Aspidosperma
estudadas anteriormente, indicando a parte estudada e os compostos isolados
enquanto o Quadro 9.1, contém as estruturas desses compostos, dispostos pela
semelhanca entre suas estruturas. A numeracao utilizada para os compostos levou
em consideracdo a numeracao mais comumente adotada na literatura para cada tipo
de esqueleto de alcaloide inddlico, onde geralmente a contagem inicia no nitrogénio
do ndcleo inddlico.

As Tabelas 9.2 e 9.3, contem os dados de RMN *3C para os compostos do
Quadro 9.1, quando disponivel na literatura, e identificando o solvente utilizado na
obtencéo dos dados.
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TABELA 9.1 - Espécies do género Aspidosperma, em ordem alfabética, parte estudada e

substancias isoladas. (Fonte: Autora).

Espécie Parte Estudada Alcaloide Estrutura Referéncia
A. macrocarpon Sementes ervinceina 1* [85]
[85]
(-)-vincadiformina 2
[86]
A. nitidum casca do caule Braznitidumina 3 [68]
A. pruinosum casca da raiz L10-metoxi-di- 4 [87]
hidrocorinanteol
10-metoxi-geissosquizol 5 [87]
A. pyrifolium casca do caule aspidospermidina 6 [85]
10- metoxi- 7 [85]
aspidospermidina
N-formil-aspidospermidina 8* [85]
(-)-aspidospermina o9* [85]
desmetoxiaspidospermina 10 [85]
palosina 11 [85]
O-desmetil-palosina 12* [85]
Valesina 13* [85]
[85]
(-)-vincadiformina 2
[86]
. cultura de . :
A. ramiflorum , 10-metoxi-geissosquizol 5 [88]
células
sementes 10-metoxi-geissosquizol 5 [69]

* Sem dados de RMN “°C na literatura. Estrutura determinada por RMN "H, E. M e/ou modificacdes

quimicas.
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QUADRO 9.1 - Substancias isoladas de espécies de Aspidosperma, agrupadas de acordo com seus
esqueletos basicos. (Fonte: Autora).

8 6 R:R1:R2: H
7 7 R=R2=H R1=OCH3
. 8. R=CHO R;=R,=H

S 9 R:COZCHS R]_:H RZZOCH3
20

10. R=C0O,CH3; R;=R,=H

4 121 11. R=COCH,CHs R;=H R,=OCHs
12. R=COCH,CH; R;=H R,=0OH
13. R=CHO R;=H R,=0CHj
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TABELA 9.2 — Dados de RMN **C (8¢ em ppm) de alcaloides de espécies do género Aspidosperma,

agrupadas de acordo com seus esqueletos basicos. Dados obtidos em CDCl;, exceto quando

especificados o contrario. (Fonte: Autora).

’ Composto 2 | Composto 3! ) Composto4  Composto 5
Atomo 8 Atomo S Atomo 5 8
2 167.7 3 32.3 2 60.1 54.1
3 92.6 4 64.0 2a 135.8 135.3
4 25.6 4a 123.3 3a 131.2 130.9
5 38.2 5a 130.8 4 110.6 110.8
6 32.9 6 95.4 5 111.4 111.5
7 22.1 7 145.9 6 153.6 153.7
8 51.7 8 144.6 7 100.3 100.2
10 50.6 9 101.1 7a 127.3 127.8
11 45.3 9a 118.2 7b 107.2 107.0
12 55.5 9b 102.1 8 21.6 18.4
13 137.9 10 17.8 9 52.9 53.3
14 121.0 11 54.3 10 59.8 51.2
15 120.5 12a 35.7 11 41.5 136.8
16 127.4 13 71.3 12 37.0 31.8
17 109.3 15 155.0 13 354 32.7
18 143.3 16 107.6 14 35.1 36.1
19 72.6 16a 27.6 15 59.8 61.3
20 29.3 17 61.4 16 29.3 120.2
21 7.1 18 166.4 17 11.0 13.0
22 169.1 Me-13 17.9 MeO-6 58.8 55.9
MeO-22 50.9 MeO-4 49.6 - - -

- - MeO-7 56.1 - - -

- - MeO-8 55.8 - - -

- - MeO-18 51.1 - - -
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TABELA 9.3 - Dados de RMN **C (8¢ em ppm) de alcaloides de espécies do género Aspidosperma,
agrupadas de acordo com seus esqueletos basicos. Dados obtidos em CDCl;. CONTINUAGAO.

(Fonte: Autora).

Composto 6 Composto 7 Composto 10 Composto 11

Atomo 5 5 & oc
2 65.9 66.0 69.5 69.4
3 28.3 28.2 24.9 24.4
4 23.2 23.2 23.2 231
5 35.9 35.6 35.6 355
6 34.7 345 34.3 34.2
7 21.9 21.8 21.7 21.6
8 54.1 53.7 53.7 53.6
10 53.2 53.0 52.5 52.5
11 39.0 38.4 38.1 37.9
12 53.6 54.1 53.7 53.7
13 135.9 136.6 110.9 125.9
14 119.2 115.3 125.9 1154
15 110.6 146.0 115.3 125.9
16 127.3 108.8 129.2 111.2
17 123.0 119.5 143.6 Nd
18 149.6 138.3 149.2 Nd
19 71.5 71.3 71.1 71.1
20 30.2 29.9 30.2 30.1
21 7.0 6.8 7.0 6.6
22 - - 171.3 161.4
23 - - - 28.1
24 - - - 10.1
MeO-15 - 55.2 - -
MeO-17 - - - 55.6
MeO-22 - - 55.5 -

nd - significa valores ndo disponiveis
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OBJETIVOS

10. Objetivo Geral

Aplicar a técnica de ressonancia magnética nuclear na elucidacao estrutural
de alcaloides inddlicos obtidos de extratos etanolicos das espécies Aspidosperma
nitidum e Aspidosperma pyrifolium, e ampliar o conhecimento do potencial biol6gico

do género Aspidosperma.

10.1 Objetivos Especificos

¢ Identificar através da técnica de RMN, os alcaloides inddlicos presentes nas
subfracbes obtidas de plantas das espécies Aspidosperma nitidum e
Aspidosperma pyrifolium;

e Contribuir para o conhecimento quimico de espécies de Aspidospermas

nativas do Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

11. Material vegetal

11.1. Aspidosperma nitidum

O material vegetal de Aspidosperma nitidum foi coletado na fazenda da
Universidade Federal do Amazonas, Campus em Manaus, Rodovia BR-174 (Manaus
- Presidente Figueiredo), km 38, em fevereiro de 2001. Um espécime comprovante
foi depositado no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA),
sob o cédigo 181832.

Apenas a casca do caule de A. nitidum foi usada nos estudos fitoquimicos por
ser esta, a parte da planta utilizada como remédio pela populagcdo amazénica.

O extrato bruto e as fracdes de A. nitidum foram cedidos pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou, da
Fundacgdo Oswaldo Cruz localizado em Minas Gerais, sob a coordenacdo da prof2.
Dr2. Antoniana Ursine Krettli.

As amostras de A. nitidum foram codificadas da seguinte forma: ANCC-1 -
Extrato etandlico bruto, ANCC-2 - Fracdo em acetato de etila, ANCC-3 - Fracéo
aguosa, ANCC-4 - Fracdo cloroférmica e ANCC-5 - Fracdo alcaloidica em
cloroférmio. Desta ultima, foram obtidas cinco subfracdes: ANCC-5/1 (Hex:AcOEt
20%), ANCC-5/2 (AcOEt), ANCC-5/3 e ANCC-5/4 (AcOEt:MeOH), e ANCC-5/5
(MeOH).

11.2. Aspidosperma pyrifolium

O material vegetal de Aspidosperma pyrifolium foi coletado pelo Botanico
José Elias de Paula da Universidade de Brasilia, em outubro de 2001, em S&o José
da Tapera (AL). A exsicata JEP 3686 (UnB) foi depositada no herbario da UnB.

O material da planta de A. pyrifolium utilizado foi a madeira, por ser a parte
ativa da planta (segundo testes realizados por Krettli e colaboradores) e por néao

apresentar na literatura relatos do seu estudo quimico.
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O estudo fitoquimico da madeira, bem como a obtencdo das subfracdes
oriundas de A. pyrifolium, foram realizados com a colaboracgéo direta do doutorando
Pedro Gregodrio Vieira Aquino do grupo de pesquisa do Laboratério de Pesquisa em
Recursos Naturais (LPgRN), do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sob a coordenacao do prof. Dr. Antonio
Euzébio Goulart Sant’Ana.

As amostras de A. pyrifolium foram codificadas da seguinte forma: APM-1 -
Extrato etandlico bruto, APM-2 - Fracdo em acetato de etila, APM-3 - Fracao
aquosa, APM-4 - Fracgdo cloroférmica e APM-5 - Fragdo alcaloidica em cloroférmio.
Desta ultima, foram obtidas seis subfragcées: APM-5/1 (Hex:AcOEt 20%), APM-5/2
(Hex:AcOEt), APM-5/3 (AcOEt), APM-5/4, APM-5/5 e APM-5/6 (MeOH).

12. Testes de Atividade Antimalérica

Os extratos e fragOes de A. nitidum e A. pyrifolium foram submetidos a testes
de atividade antimalérica, realizados no Laboratério de Malaria do Centro de
Pesquisas René Rachou da Fundacdo Oswaldo Cruz (MG) pela prof2. Dra.
Antoniana Ursine Krettli e colaboradores.

O procedimento de analise e validagdo de drogas antimalaricas é
relativamante demorado e complicado. A primeira fase da avaliacdo da droga
consiste normalmente em duas subfases. A primeira abrange o uso de ensaios
“‘whole-cell” (células totais) para a determinacdo do efeito do composto no
crescimento do parasito humano Plasmodium falciparum in vitro. A segunda fase
abrange a analise da eficiéncia in vivo de drogas selecionadas de malaria em
pequenos modelos animais, utilizando principalmente os parasitos Plasmodim

berghei de roedores, em camundongos de laboratério.

13. Experimentos de RMN

Todos os experimentos de RMN foram realizados em espectrometro Bruker

de 9,4 Tesla, modelo Avance 400 (400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio e

100,03 MHz para carbono), localizado no Laboratorio de RMN do Instituto de
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Quimica e Biotecnologia da UFAL, utilizando sonda com deteccéo inversa (BBI) para
tubos de RMN de 5,0 mm de didmetro externo e bobinas geradoras de gradiente de
campo na coordenada z.

Os deslocamentos quimicos (&) foram referenciados pelos sinais do solvente
e foram obtidos em parte por milh&o (ppm), enquanto as constantes de acoplamento
(J) foram obtidas em Hertz (Hz).

Para a realizacao dos experimentos de RMN, 18,0 mg de cada amostra foram
solubilizados em 0,6 mL de metanol deuterado (MeOD).

O processamento dos espectros de RMN foi realizado utilizando-se o
programa TOPSPIN (Bruker), versbes 1.3 e 2.1.

As estruturas quimicas foram desenhadas com o0 uso do programa
ChembDraw Ultra 6.0, enquanto os valores tedricos das distancias internucleares e a
otimizacdo das estruturas quimicas foram determinados através do programa
Chem3D Ultra 6.0.

13.1 Parametros de aquisicéo e processamento dos dados de RMN

A sequéncia de pulsos convencional de *H utilizada para os experimentos foi
a zg30, com a aplicacdo de pulsos de 30° visando uma recuperacio rapida da
magnetiza¢do do nucleo. Foram realizadas 32 varreduras (NS = Numero de Pulsos),
com tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 1 s, tempo de aquisi¢cdo (AQ) de
4.5351 s com 64k pontos durante a aquisicao (TD) (1K corresponde a 1024 pontos),
32k pontos para o processamento (Sl), utilizando uma multiplicacdo exponencial
com |b = 0.3 Hz (LB = Line Broadening) e correcao automatica de linha de base.

Para a elucidacdo das estruturas dos compostos foram utilizados os
experimentos de RMN de *H, *C, DEPTs 90 e 135, HSQC, HMBC, COSY, NOESY
e J-resolvido. Os experimentos de *3C foram realizados com o programa de pulsos
zgpg30, com 16k varreduras (NS), com tempo de aquisicdo (AQ) de 1.366 s, com
tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 2.0 s e niumero de pontos na
aquisicao (TD) de 64k. O processamento foi realizado com 32k pontos (SI),
utilizando-se uma multiplicacdo exponencial com um Ib = 2 Hz.

Os experimentos DEPT 90 foram realizados com o programa de pulsos
dept90, com 12k varreduras (NS), com tempo de aquisicdo (AQ) de 1.366 s, com

tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 2.0 s e numero de pontos na
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aquisicdo (TD) de 64k. O processamento foi realizado com 32k pontos (Sl),
utilizando-se uma multiplicacdo exponencial com um Ib = 2 Hz.

Os experimentos DEPT 135 foram realizados com o programa de pulsos
deptl135, com 13k varreduras (NS), com tempo de aquisicdo (AQ) de 1.366 s, com
tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 2.0 s e numero de pontos na
aquisicdo (TD) de 64k. O processamento foi realizado com 32k pontos (Sl),
utilizando-se uma multiplicacdo exponencial com um Ib = 2 Hz.

Os experimentos bidimensionais HSQC foram realizados com o programa de
pulsos hsqcetgpsi, com largura espectral em F2 (SWF2) de 5341.88 Hz e em F1
(SWF1) 20127.88 Hz, com 16 varreduras (NS), com tempo de aquisicdo (AQ) de
0.383 s, tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 1.5 s e nUmero de pontos na
aquisicao de 4k em F2 (TDF2) e 1k em F1 (TDF1), ou seja, foram acumulados 1024
FIDs. No processamento foram utilizados 1k pontos em F2 (S12) e F1 (SI1).

Os experimentos bidimensionais HMBC foram realizados com o programa de
pulsos hmbcgplpndgf, com largura espectral em F2 (SWF2) de 5208.33 Hz e em F1
(SWF1) 22351.74 Hz, com 16 varreduras (NS), com tempo de aquisicdo (AQ) de
0.393 s, tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 1.5 s, tempo de espera de
observacéo a longa distancia (d6) de 65.0 ms e numero de pontos na aquisi¢cdo de
4k em F2 (TDF2) e 1k em F1 (TDF1). No processamento foram utilizados 2k pontos
em F2 (S12) e 1k pontos em F1 (SI1).

Os experimentos bidimensionais COSY foram realizados com o programa de
pulsos cosygpqf, com largura espectral em F2 (SWF2) de 5341.88 Hz e em F1
(SWF1) 5342.815 Hz, com 16 varreduras (NS), com tempo de aquisicdo (AQ) de
0.191 s, tempo de espera entre cada aquisi¢cdo (d1) de 1.48 s e numero de pontos
na aquisicdo de 2k em F2 (TDF2) e 512 em F1 (TDF1). No processamento foram
utilizados 1k pontos em F2 (S12) e em F1 (SI1).

Os experimentos bidimensionais NOESY foram realizados com o programa
de pulsos noesyph, com largura espectral em F2 (SWF2) de 4084.96 Hz e em F1
(SWF1) 4085.68 Hz, com 8 varreduras (NS), com tempo de aquisi¢do (AQ) de 0.501
s, tempo de espera entre cada aquisicdo (d1) de 2.0 s, numero de pontos na
aquisicao de 4k em F2 (TDF2) e 1k em F1 (TDF1) e tempo de mistura (d8) de 500
ms. No processamento foram utilizados 1k pontos em F2 (S12) e em F1 (SI1).

Os experimentos bidimensionais J-resolvido foram realizados com o programa

de pulsos jresgpprgf, com largura espectral em F2 (SWF2) de 8012.82 Hz, com 16
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varreduras (NS), tempo de aquisicao (AQ) de 1.27 s, com tempo de espera entre
cada aquisicdo (d1) de 2.0 s, nUmero de pontos na aquisi¢cdo de 2k em F2 (TDF2) e
256 em F1 (TDF1) e tempo de mistura (d8) de 500 ms. No processamento foram
utilizados 1k pontos em F2 (SI2) e em F1 (SI1).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

14. Avaliacéo da atividade antimalarica

As amostras foram preparadas e avaliadas em ensaios biolégicos frente ao
Plasmodium falciparum e camundongos infectados com o Plasmodium berghei.

As amostras de Aspidospema nitidum que apresentaram atividade bioldgica
esperada foram aquelas codificadas como ANCC-1, ANCC-2 e ANCC-5.

O extrato etandlico da casca do caule (ANCC-1) foi capaz de reduzir a
parasitemia em camundongos infectados pelo P. berghei em 55%, a fracdo em
acetato de etila (ANCC-2) reduziu em 39% e a fracdo alcaloidica em cloroférmio
(ANCC-5) reduziu significativamente em 63%, apresentando melhor atividade
antimalérica in vivo. Nos 0s ensaios in vitro frente ao P. Falciparum, as amostras se
comportaram de forma similar ou ainda melhor quando testadas em células normais.

As amostras de Aspidospema pyrifolium que apresentaram atividade biolégica
esperada foram aquelas codificadas como APM-2 (fracdo em acetato de etila) e
APM-5 (fracdo alcaloidica em cloroformio).

Os resultados dos testes in vitro contra o P. Falciparum, mostraram que a

fracdo APM-5 foi mais ativa que a fracdo APM-2.
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15. Identificacdo dos alcaloides com a aplicacdo da técnica de RMN

15.1 Determinacdo estrutural de alcaloides isolados de Aspidosperma

nitidum

A fracdo ANCC-5 biologicamente ativa e suas subfragdes foram submetidas a
técnica de RMN-'H, e os seus respectivos espectros estéo dispostos na Figura 15.1.
Para o estudo quimico desse material, optou-se por investigar os constituintes
presentes nas subfragbes ANCC-5/1 e ANCC-5/2. A escolha foi baseada na maior
diferenciacdo e separacdo dos sinais no espectro, devido ao grau de pureza das

fracOes.
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FIGURA 15.1 - Espectros de RMN- 'H da fracdo ANCC-5 e das suas respectivas subfracdes,

dispostos de baixo para cima de acordo com o aumento da polaridade dos eluentes. (Fonte: Autora).
15.1.1.Alcaloide presente na subfragdo ANCC-5/1

O espectro de RMN *H da subfracdo ANCC-5/1 (Figura 15.2 e Tabelas 15.1 e
15.2) apresentou sinais com deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de
grupos metila, metoxila, hidrogénios aromaticos, grupos metinicos, metilénicos e
hidrogénio ligado a nitrogénio provavelmente pertencente a grupamento amina. A
integracdo dos sinais no espectro de RMN *H indicou a presenca de trinta e dois

atomos de hidrogénios. O espectro foi calibrado com base nos deslocamentos
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quimicos dos sinais do solvente MeOD, representado por um sinal simples em &y
4.89 e um quinteto em oy 3.31.

Na anélise do espectro de RMN *H, observaram-se dois sinais simples em &y
3.79 e 6y 3.78, cada um integrado para trés hidrogénios, caracteristicos de grupos
metoxilas provavelmente ligados a um anel benzénico; dois sinais duplos centrados
em oy 7.17 e 8y 6.86 (Figura 15.2), caracteristicos de hidrogénios aromaticos, cada
um integrado para um hidrogénio, acoplando entre si em para (d, J 1.6 Hz), um
acoplamento spin-spin fraco com °J em W %% sygerindo a presenca de um
ndcleo indélico cujo o anel benzénico apresenta dois substituintes em posicdes para,
provavelmente os grupos metoxilas citados anteriormente.

Observou-se no espectro um sinal simples integrado para um hidrogénio em
dy 10.21, o qual foi atribuido a um hidrogénio ligado ao &tomo de nitrogénio do
ndcleo indolico, sendo posteriormente confirmado pelas correlagbes a longa
distancia observadas no espectro HMBC (Figura 15.8 e Tabela 15.1). O
deslocamento quimico para o H-N inddlico pode ser explicado devido a proximidade
com um atomo de oxigénio por exemplo, pertencente a um grupo metoxila, podendo
levar & formacdo de uma ligacdo de hidrogénio. O sinal caracteristico para esta
metoxila apresenta-se como sinal simples com deslocamento quimico em &y 3.65.

Foi possivel observar ainda, um duplo dupleto em 64 4.21 (dd, J 6.5 e 2.2 Hz)
integrado para um hidrogénio (Figura 15.3), acoplando com hidrogénios metilénicos
em &4 2.69 (3J = 6.5 Hz), e apresentando ainda um acoplamento “J spin-spin fraco
com um hidrogénio de grupo amina em oy 1.97. Os hidrogénios metilénicos em dy
2.69, por sua vez, apresentaram como sinal caracteristico um dupleto largo,
originado do acoplamento também com um hidrogénio de grupo amina, onde era de
se esperar um duplo-duplo-dupleto (ddd) para este sistema de spin, e observou-se
um multipleto largo que foi atribuido ao hidrogénio do grupo amina.

O espectro evidenciou sinais para hidrogénios de dois grupos metilénicos com
deslocamentos quimicos em 6y 3.10 e 6y 3.94, acoplando-se entre si (J 12 e 6 Hz) e
apresentando duplos-dupletos como sinais (Figura 15.3). Apresentou também, um
dupleto em 84 1.51 com J = 6.2 Hz, integrado para trés hidrogénios, condizente com
um grupo metila acoplando com o hidrogénio metinico em 8y 4.47, de sinal duplo-
quarteto com J = 10.4 e 6.2 Hz (Figura 15.3). Este ultimo, por sua vez acopla

também com outro hidrogénio metinico em &y 1.68, justificando, portanto a
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multiplicidade do sinal. O deslocamento quimico do hidrogénio em oy 4.47, deve-se
possivelmente a desblindagem causada pela proximidade com um heteroatomo.

O espectro revelou um simpleto em &y 7.57, integrado para um hidrogénio,
provavelmente ligado a um carbono sp? préximo a um heteroatomo, causando a
desblindagem observada. Evidenciou-se ainda, um dupleto com deslocamento
quimico em &y 2.78 (d, J 4.5 Hz) atribuido a um hidrogénio metinico, acoplando com
outro hidrogénio em &y 1.68, cujo sinal relativo € um multipleto devido ao
acoplamento simultdneo com os hidrogénios em 6y 4.47, 6y 2.78 € &y 3.76, € um
sinal simples largo em &y 3.76 atribuido a hidrogénios metilénicos, originado do
acoplamento spin-spin fraco com o hidrogénio em dy 1.68, que so foi detectado pelo
experimento *H-'H COSY, possivelmente devido a um acoplamento W (*J) [5:9394,

Observou-se também, a presenca de um sinal simples integrado para trés
hidrogénios em &y 3.74, caracteristico de metoxila, sendo esta, posteriormente
atribuida a um grupo carbometoxi, pelas correlagdes a longa distancia (Figura 15.8 e
Tabela 15.1).

107

T.5T26
74729

5.8574
? — 68674
4.4T18
3. 7432
38535
i
210132
2.7846
Z.6944
]
1

10.:

4 0000 I:-
“6.5408
‘ 6.9408
2 .BE24 {;
é

(=1 E [ 0] |e=| |mjec || "S L5} o=

=4 (=3 Pl || |3 L Iy (] =

2 o | @ (2 | Eg Cr s

e |@ o (@ ofdds @ |dm = ]

— - |q, = e p Dq L —r - =l

T T T T T T T T | T T T T |I T
10 g g 4 2 [ppm]

FIGURA 15.2 — Espectro de RMN 'H para a subfracdo ANCC-5/1, em MeOD, com intensificacdo

(32x) do sinal duplo para um hidrogénio aromatico. (Fonte: Autora).
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FIGURA 15.3 — Expans®es e intensificacdes (64x) dos sinais de hidrogénios. (Fonte: Autora).

O espectro de RMN *3C da subfracdo ANCC-5/1 (Figura 15.4 e Tabela 15.1)
apresentou um total de vinte e quatro sinais, e foi calibrado com base no
deslocamento quimico do sinal do solvente MeOD, representado por um septeto em
0c49.17.

A andlise conjunta dos espectros de RMN *C, DEPT 135 (Figura 15.5) e
DEPT 90 (Figura 15.6) permitiu a observacdo de quatro sinais em &¢c 61.98, 6¢ 51.98,
d¢c 51.84 e d¢ 56.43, condizentes com carbonos de grupos metoxilas, e um sinal em
d¢ 19.04, caracteristico de carbono de grupo metila.

Observou-se também, oito sinais relativos a carbonos ndo hidrogenados
(quaternérios), destes, seis com deslocamentos quimicos em d¢ 155.56, dc 155.27,
dc 133.47, 6c 130.54, 5c 128.67 e 6c 107.93 pertencem ao nucleo inddlico, atribuicdes
confirmadas posteriormente com o experimento HMBC (Figura 15.8 e Tabela 15.1).

Evidenciou-se ainda, a presenca de um grupo carbometoxi, com o carbono de
carbonila em 8¢ 169.75, ligado a um &tomo de carbono nédo hidrogenado em &¢

110.92 [(sp? comum no esqueleto para alcaloides do tipo corinanteano] °°.
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FIGURA 15.4 — Espectro de RMN *3C para a subfracdo ANCC-5/1, em MeOD. Fonte: Autora).

A analise do espectro DEPT 135, forneceu evidéncias a presenca de sete
sinais para carbonos metinicos, destes, dois com deslocamentos quimicos em &¢
112.86 e ¢ 101.12 pertencem ao anel aromatico do nucleo indélico, atribuidos com
base nas correlacdes diretas com os hidrogénios aromaticos, observadas no
espectro HSQC (Figura 15.7) e quatro em 6¢ 157.19, 6¢ 73.58, d¢c 39.86, e d¢ 32.65.

O espectro revelou quatro sinais de carbonos metilénicos em fase oposta,
com deslocamentos quimicos em d¢c 66.37, 6c 56.87, 6¢c 34.64 e d¢c 22.40, onde o
carbono em &¢ 66.37, faz parte de um sistema imidazolidina localizado entre dois
atomos de nitrogénios, apresentando-se bem mais desblindado que os demais. Os

cinco sinais para carbonos metilicos foram descritos anteriormente.
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FIGURA 15.5 — Espectro de RMN DEPT 135 para a subfragcdo ANCC-5/1, em MeOD. (Fonte: Autora).
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O espectro de RMN DEPT 90 (Figura 15.6) revelou apenas sete sinais
referentes aos carbonos metinicos, estes foram descritos anteriormente, e estao

apresentados na Tabela 15.1.
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FIGURA 15.6 — Espectro de RMN DEPT 90 para a subfragcdo ANCC-5/1, em MeOD. (Fonte: Autora).

O espectro HSQC (Figura 15.7) apresentou os sinais de correlacdo direta
entre os atomos de carbonos e hidrogénios e permitiu conectar de forma inequivoca
cada hidrogénio ao seu respectivo carbono.

Observaram-se no espectro HSQC as correlagdes entre os atomos com 0s
seguintes deslocamentos quimicos: para grupos metinicos — o carbono em d&¢
112.86 e o hidrogénio em 8y 7.17, 6c 101.12 e 64 6.86 (aromaticos), 6c 157.19 e oy
7.59, 6c 73.58 e 6y 4.47, ¢ 70.67 e oy 4.21, d¢ 39.86 e &y 1.68, dc 32.65 e oy 2.78;
para grupos metilénicos — o carbono em ¢ 66.37 e os hidrogénios em oy 3.76, oc
56.87 e oy 3.94, d¢c 22.40 e 6y 3.10, 6c 34.64 e dy 2.69; para grupo metilico — o
carbono em 8¢ 19.04 e os hidrogénios em &y 1.51; para grupos metoxilicos — o
carbono em 3¢ 61.98 e os hidrogénios em 6y 3.78, 6c 56.43 e 6y 3.79, 6c 51.98 e oy
3.74, 8¢ 51.84 e &y 3.65 (Tabela 15.1).
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FIGURA 15.7 — Espectro de RMN HSQC para a subfragdo ANCC-5/1, em MeOD, com os sinais de

correlacao direta "H-">C para os aromaticos em evidéncia. (Fonte: Autora).

Uma vez definidas as correlagdes heteronucleares diretas (visualizadas no
espectro HSQC), foi possivel localizar através do experimento de RMN HMBC
[correlacdo heteronuclear & longa distancia (*H-*C)] as posices relativas para os
carbonos, e montar uma proposta de esqueleto para o composto em estudo.

A analise do espectro HMBC (Figura 15.8 e Tabela 15.1) permitiu confirmar
as correlacdes a longa distancia entre o carbono com deslocamento quimico em 8¢
155.56 e os hidrogénios em &y 3.78 (*Jcn) e 84 6.86 (*Jcn); entre o carbono em 8¢
155.27 e os hidrogénios em &y 3.79 (3Jch) e 84 7.17 ((Jcn) e entre o hidrogénio em &y
7.17 e os carbonos em &8¢ 101.12, 107.93, 133.47, e 155.56. Foram observadas
correlacdes entre o hidrogénio em oy 6,86 e os carbonos em 6¢c 112.86, 128.67, e
155.27, e entre os hidrogénios em 6y 3.78 e 3.79, de grupos metoxilas e os carbonos
em oc 101.12, 112.86, 155.27, e 155.56 (Figura 15.9). Estas ultimas indicam
correlacdes entre a porcédo fenil do nucleo indélico, e dois substituintes metoxilas em
posicdo orto, um em relacdo ao outro.

O padrédo de substituicdo para do anel benzénico, foi confirmado através das
correlagdes a longa distancia entre o carbono em 3¢ 155.56 e o hidrogénio oy 7.17
(Jcn), e entre 8¢ 155.27 e &4 6.86 (*Jcn), observadas no espectro HMBC (Figura
15.8 e Tabela 15.1). O hidrogénio em &4 10.21 ligado ao atomo de nitrogénio do
nacleo inddlico apresentou correlagbes a longa distancia com os carbonos em &¢
128.67 e 8¢ 107.93 através de 3Jcy, € com os carbonos em 8¢ 133.47 e 8¢ 130.54

através de 2Jc.
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A conectividade do nucleo inddlico com o resto da molécula foi deduzida a
partir das sequéncias de correlacdes: do hidrogénio em &y 3.10 com o carbono em
8¢ 107.93 através de 2Jcy, € com os carbonos em 8¢ 130.54 e 8¢ 128.67 através de
3Jch; do hidrogénio em &y 3.94 com o carbono em 8¢ 107.93 através de 3Jcy; do
hidrogénio em 84 4,21 com os carbonos em 8¢ 107.93 através de 3Jcp, e 8¢ 130.54
através de “Jcp.

Correlacbes a longa distancias 2Jcy e 3Jcy foram observadas para os
hidrogénios em &y 3.94 e 6y 3.65 com os carbonos em &c 22.40 e &c 70.67,
respectivamente.

A localizacdo de um grupo carbometoxi foi confirmada através das
correlacdes entre o carbono em 6¢c 169.76 e os hidrogénios em oy 3.74 e o4 7.57
(Jcn); a localizagdo de um grupo metila com hidrogénios em &y 1.51 foi confirmada
através das correlacdes a longa distancia com os carbonos em 8¢ 73.58 (Jch) € 8¢
39.86 (*Jcu), do sistema fundido de imidazolidina-pirano (Figura 15.10),
apresentadas no espectro HMBC. Outras correlacfes a longa distancia dos demais

atomos de carbonos encontram-se sumarizadas na Tabela 15.1.
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FIGURA 15.8 — Espectro de RMN HMBC para a subfracdo ANCC-5/1, em MeOD, com o sinal de
correlacdo & longa distancia 'H-*C entre os atomos em &c 128.67 e &, 7.17 (*Jci), em expansao.

(Fonte: Autora).
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TABELA 15.1 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e **C (100 MHz) (incluindo correlagdes *H-*C HSQC e

'H-3C HMBC) para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

HSQC HMBC
Atomo
¢ S “Jon *Jen en

2 - 1.97 - - -
3 34.64 2.69 H-4 - -
4 70.67 421 H-3 MeO-4 -
4a 130.54 - H-4; H-5 H-10 -
5 - 10.21 - - -
5a 133.47 - H-6; H-5 H-9 -
6 101.12 6.86 - - H-9; MeO-7
7 155.56 - H-6 H-9; MeO-7 -
8 155.27 - H-9 H-6; MeO-8 -
9 112.86 7.17 - - H-6; MeO-8
9a 128.67 - H-9 H-5; H-6; H-10 -
9 107.93 - H-10 H-5; H-9; H-4; H-11 -
10 22.40 3.10 H-11 - -
11 56.87 3.94 H-10 H-12a; H-17 -
12a 39.86 1.68 H-13; H-16a Me-13; H-17 -
13 73.58 4.47 H-12a Me-13 H-16a -
15 157.19 7.57 - H-16a -
16 110.92 - H-15; H-16a H-12a -
16a 32.65 2.78 H-12a H-13; H-17 -
17 66.37 3.76 - H-11; H-12a; H-16a -
18 169.75 - - H-15; H-16a; MeO-18; -
Me-13 19.04 1.51 H-13 H-12a -
MeO-4 51.84 3.65 - H-4 -
MeO-7 61.98 3.78 - - -




78

MeO-8 56.43 3.79

MeO-18 51.98 3.74

FIGURA 15.9 — Correla¢des importantes 'H-3C observadas no espectro HMBC (via 3% e *J) para o

fragmento inddlico. (Fonte: Autora).

FIGURA 15.10 — Fragmento de sistema fundido imidazolidina-pirano do composto em estudo, e
correlacdes 'H-C HMBC. (Fonte: Autora).
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O espectro de RMN COSY (Figura 15.11 e Tabela 15.2) apresenta sinais de
acoplamento spin-spin homonuclear (*H-'H) entre os &tomos de hidrogénios
pertencentes ao composto em estudo.

O sinal de acoplamento do hidrogénio do grupo amina em 6y 1.97 (H-2) com
os hidrogénios metilénicos em &y 2.69 (2H-3), ocorre com Juy, € foi revelado pelo
experimento COSY.

No espectro COSY observou-se o acoplamento spin-spin entre o hidrogénio
metinico em 8y 2.78 (H-16a) e o hidrogénio em &y 1.68 (H -12a), com 3Jun (Tabela
15.2). O hidrogénio H-12a acopla fracamente com H-17 e s6 é detectado pelo
experimento COSY, possivelmente devido a um acoplamento em W “J,41. O espectro
apresentou ainda, um sinal referente ao acoplamento de hidrogénios da metila em dy
1.51 (Me-13) com &y 4.47 (H-13), via 3Juy (Figura 15.12). Outros acoplamentos spin-
spin homonucleares dos demais 4tomos de hidrogénios encontram-se sumarizados

na Tabela 15.2.
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FIGURA 15.11 — Espectro de RMN COSY para a subfracdo ANCC-5/1, em MeOD, com sinais de
correlacdo 'H-'H fora da diagonal, e sinais em expansado para os hidrogénios aromaticos H-9 e H-6

que acoplam entre si. (Fonte: Autora).
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FIGURA 15.12 — Estrutura para o composto em estudo e acoplamentos spin-spin ‘H-'H COSY.

(Fonte: Autora).

As estereoquimicas relativas dos hidrogénios H-4, H-16a, H-12a, H-13 e do
grupo Me-13 foram definidas com base nas constantes de acoplamento.

A relacao trans entre os hidrogénios H-13 e H-12a foi deduzida com base na
constante de acoplamento dos mesmos. Portanto, o valor de J = 10.4 Hz entre H-13
e H-12a, apresentados no espectro de RMN *H, é consistente para relacées trans do
tipo axial-axial entre hidrogénios vicinais, em anéis de seis membros °, com angulo
diedro de 180° .

O espectro de RMN NOESY (Figura 15.13 e Tabela 15.2) apresenta sinais
referentes as interacdes espaciais (*H-"H) entre &tomos de hidrogénios.

Observou-se no espectro NOESY que nado houve correlagdo espacial entre o
hidrogénio em 6y 1.68 (H-12a) e o hidrogénio em &4 2.78 (H-16a). A correlacdo de
H-12a com Me-13 mostra que eles estdo no mesmo lado da molécula, e também, se
correlaciona de forma similar com MeO-4. Assim, a configuracdo de H-12a é
estabelecida relativamente aos grupos na molécula. No entanto, nada se pode
deduzir para a configuracdo de H-16a com base somente no espectro NOESY,
porque a unica correlagdo observada € com o hidrogénio H-2 (Figura 15.14).
Podendo, H-16a ser cis ou trans em relacdo ao hidrogénio H-12a. Porém, com base
no valor da constante de acoplamento J = 4.5 Hz (observada no espectro de RMN
'H) é mais provavel que ocorra uma relacao cis entre os hidrogénios H-12a e H-16a,
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permitindo afirmar a relacdo axial-equatorial entre os hidrogénios, com angulo diedro

definido pelo diagrama de Karplus, de aproximadamente 60° ™.
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FIGURA 15.13 — Espectro de RMN NOESY para a subfracdo ANCC-5/1, em MeOD, com sinais de
correlacdo espacial 'H-'H fora da diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-16a e H-2

que interagem entre si. (Fonte: Autora).
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TABELA 15.2 — Dados de RMN 'H (400 MHz) (incluindo correlacdes ‘H-'H COSY e 'H-'H NOESY)

para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

Atomo Sy (multiplicidade) 'H-'H cosy 'H-"H NOESY

2 1.97 (m) H-3; H-4 H-16a

3 2.69 (dl, J 13 Hz) H-2; H-4 H-4; H-5; H-10

4 4.21 (dd, J 6.5 e 2.2 Hz) H-2; H-3 H-3; H-5; MeO-4; MeO-18
5 10.21 (s) - H-3; H-4; H-6; MeO-18
6 6.86 (d, J 1.6 Hz) H-9 H-5; MeO-7; MeO-18
9 7.17 (d, J 1.6 Hz) H-6 MeO-8

10 3.10 (dd, J 12 e 6.0Hz) H-11 H-3

11 3.94 (dd, J 12 e 6.0Hz) H-10 Me-13

12a 1.68 (m) H-13; H-16a; H-17 Me-13; MeO-4

13 4.47 (dg, J 10.4 € 6.2 Hz) H-12a; Me-13 Me-13; MeO-18

15 7.57 (s) - MeO-18

16a 2.78 (d, J 4.5 Hz) H-12a H-2

17 3.76 (s) H-12a MeO-4

Me-13 1.51 (d, J 6.2 Hz) H-13 H-12a; H-11; H-13
MeO-4 3.65 (s) - H-4; H-12a
MeO-7 3.78 (s) - H-6

MeO-8 3.79 (s) - H-9

MeO-18 3.74 (s) - H-4; H-5; H-6; H-13; H-15

Nenhuma correlagdo foi

observada em experimentos de RMN via

acoplamento escalar heteronuclear ou spin-spin homonuclear (HMBC, COSY) de

atomos do sistema imidazolidina-pirano com atomos do nucleo inddlico. No entanto,

a estrutura proposta foi confirmada por interacdes dipolarares devido a proximidade

espacial observada nas correlacdes *H-"H no experimento NOESY (Tabela 15.3).
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FIGURA 15.14 - Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais principais 'H-'H
NOESY. (Fonte: Autora).

As correlacdes dos hidrogénios MeO-18 com os hidrogénios H-4, H-5 e H-6,
bem como a correlacédo dos hidrogénios Me-13 com H-11 indicam sua proximidade
espacial, o que poderia ser explicado se a estrutura para o composto em estudo
apresentar uma conformacdo dobrada °®, devido a rotacdo das ligacdes simples

desta molécula.

No experimento de RMN NOESY, quanto mais intenso for o efeito overhauser
nuclear menor a distancia interatbmica. Esta descricdo foi comprovada
experimentalmente e os valores das distancias comparados com os dados tedéricos
(Tabela. 15.3). Os sinais revelados no espectro NOESY foram integrados para
célculos de distancias interatdmicas ‘H-'H, a partir da Equacdo 2.1, utilizando a
distancia fixa d = 2.5 A, entre os hidrogénios vizinhos no anel benzénico como

referéncia para a derivagédo das demais distancias.
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TABELA 15.3 — Dados de correlacdo espacial 'H-'H extraidos do espectro de RMN NOESY do
composto em estudo, integrais, valores experimentais de distancias interatdmicas e dados tedricos de

distancias interatdmicas. (Fonte: Autora).

91 & Integraly o Exp:ri(ézental Tgé(;&i\ga
1.97 (H-2) 2.78 (H-16a) 0.0726 3.87 3.92
2.69 (H-3) 4.21 (H-4) 1.7379 2.28 2.30
2.69 (H-3) 10.21 (H-5) 0.0402 4.27 4.44
2.69 (H-3) 3.10 (H-10) 0.0803 3.80 3.91
4.21 (H-4) 10.21 (H-5) 0,2459 3.16 3.16
4.21 (H-4) 3.65 (MeO-4) 0.6741 2.67 2.65
4.21 (H-4) 3.74 (MeO-18) 5.7093 1.87 2.00
10.21 (H-5) 6.86 (H-6) 0.6131 2.71 2.83
10.21 (H-5) 3.74 (MeO-18) 1.0000 2.50 2.52
6.86 (H-6) 3.78 (MeO-7) 0.0658 3.93 4.26
6.86 (H-6) 3.74 (MeO-18) 0.0441 4.21 4.32
7.17 (H-9) 3.79 (MeO-8) 0.6521 2.68 2.65
3.94 (H-11) 1.51 (Me-13) 0.1714 3.35 3.31

1.68 (H-12a) 1.51 (Me-13) 0.9356 2.53 2.48
1.68 (H-12a) 3.65 (MeO-4) 0.0029 6.62 7.01
4.47 (H-13) 1.51 (Me-13) 0.8934 2.55 2.46
4.47 (H-13) 3.74 (MeO-18) 0.0396 4.30 4.65
7.57 (H-15) 3.74 (MeO-18) 0.0398 4.28 4.46
3.76 (H-17) 3.65 (MeO-4) 0.0803 3.80 3.92

Para as distancias experimentais interatomicas dos hidrogénios (Figura 15.15
e Tabela 23.3): MeO-18/H-4 = 1.87 A; MeO-18/H-5 = 2.50 A; MeO-18/H-6 = 4.21 A,
MeO-4/H-17 = 3.80 A, uma configurac&o trans é mais provavel 8.
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FIGURA 15.15 - Estrutura para o0 composto em estudo, com geometria otimizada. (Fonte: Autora)

Os dados espectrais de RMN permitiram o assinalamento inequivoco da
estrutura de um alcaloide com nucleo inddlico (Figura 15.16), contendo um sistema
1,2,9-triazabiciclo[7.2.1], denominado braznitidumina, isolado anteriormente da
casca do caule de A. nitidum ¥

Me

5
’|\I
H

FIGURA 15.16 — Alcaloide inddlico braznitidumina. (Fonte: Autora).

Os dados apresentados para o alcaloide indolico Braznitidumina foram
comparados (Tabela 15.4), e estdo de acordo com os dados descritos na literatura
%81 & Gnica diferenca observada é a leve protecdo para todos os carbonos da
Braznitidumina em DMSO-d6 (dados da literatura para o composto 3 do Quadro 9.1)
%81 comprovando assim a proposta estrutural para o alcaloide Braznitidumina com
férmula molecular C,4H3,N4Og, isolado a partir do extrato etanélico da casca do

caule de A. nitidum.
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TABELA 15.4 — Dados de RMN “C (8c em ppm) para o alcaloide indélico Braznitidumina, em MeOD,

em comparacado com dados da literatura. (Fonte: Autora).

Braznitidumina Composto 3

Atomo em MeOD em DMSO-d,
3 34.6 32.3
4 70.7 64.0
4a 130.5 123.3
5a 1335 130.8
6 101.1 95.4
7 155.5 145.9
8 155.3 144.6
9 112.8 101.1
%a 128.7 118.2
9b 107.9 102.1
10 22.4 17.8
11 56.9 54.3
12a 39.8 35.7
13 73.6 71.3
15 157.2 155.0
16 110.9 107.6
16a 32.6 27.6
17 66.4 61.4
18 169.7 166.4
Me-13 19.0 17.9
MeO-4 51.8 49.6
MeO-7 61.9 56.1
MeO-8 56.4 55.8

MeO-18 51.9 51.1
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Braznitidumina foi o primeiro alcaloide inddlico identificado neste trabalho, e o
conhecimento de seus dados espectroscopicos foi de grande importancia na

elucidacao estrutural dos alcaloides posteriormente identificados.

15.1.2 Alcaloide presente na subfracdao ANCC-5/2

O espectro de RMN H da subfracdo ANCC-5/2 (Figura 15.17 e Tabela 15.6)
apresentou sinais com deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de
grupamento etila, hidroxila, hidrogénios arométicos, grupos metinicos, metilénicos e
hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento amina. A integracao dos sinais
no espectro de RMN *H indicou a presenca de vinte e oito 4&tomos de hidrogénio. O
espectro foi calibrado utilizando como referéncia os sinais do solvente MeOD.

O espectro de RMN de 'H apresentou quatro sinais com deslocamentos
guimicos caracteristicos de hidrogénios aromaticos, acoplados entre si. Dois sinais
em &y 7.38 e 8 7.29 (dt, 2Jy 7,5 Hz; “J4 1,2 Hz e °Jy 1,0 Hz), apresentam feicdo de
duplos-tripletos devido a coalescéncia de sinais do tipo duplo-duplo-dupletos (ddd),
originados do acoplamento orto entre os hidrogénios em &y 7.38 e 6y 6.97, e entre
os hidrogénios em & 7.29 e &y 7.03 (*J4 7,5 Hz); do acoplamento meta entre os
hidrogénios em &y 7.38 e &y 7.03, e entre os hidrogénios em &y 7.29 e 6.97 (“Jy 1,2
Hz); e do acoplamento para entre os hidrogénios em &y 7.38 e &y 7.29 (°Jy 1,0 Hz).
Os outros dois sinais séo triplos-dupletos, com deslocamentos quimicos em &y 7.03
e &y 6.97 (td, %Jy 7,5 Hz e *Jy 1,2 Hz), originados do acoplamento orto entre o
hidrogénio em 6y 6.97 e os hidrogénios em &y 7.38 e 6y 7.03, e entre o hidrogénio
em &y 7.03 e os hidrogénios em &4 6.97 e 84 7.29 (*J4 7,5 Hz); e do acoplamento
meta entre os hidrogénios em 3y 6.97 e 6y 7.29, e entre os hidrogénios em &y 7.03 e
84 7.38 (“J4 1,2 Hz), indicando possivelmente, que o anel aroméatico de um nucleo
indolico encontra-se livre de substituintes.

O espectro evidenciou a presenca de um sinal simples integrado para um
hidrogénio em 6y 10.10, o qual foi atribuido a um hidrogénio ligado ao atomo de
nitrogénio do nucleo inddlico, sendo posteriormente confirmado pelas correlagcbes a
longa distancia observadas no espectro HMBC (Figura 15.23 e Tabela 15.5) e quatro
multipletos com deslocamentos quimicos em &y 2.99, oy 2.74, o4 3.15 e oy 2.62,

condizentes com hidrogénios de grupos metilénicos. Apresentou ainda, dois duplos-



88

dupletos em &y 3.11 e oy 2.18 (Figura 15.18), com valor da constante de
acoplamento 2J, = 11.4 Hz, caracteristico de acoplamento geminal, e 3J, = 2.8 Hz
caracteristico de acoplamento vicinal, devido ao acoplamento com um hidrogénio em
oy 1.48. Este ultimo hidrogénio apresenta como sinal um multipleto, gerado do
acoplamento também com os hidrogénios em 6y 1.23, e com o hidrogénio em dy
1.47 que por sua vez, também acopla com os hidrogénios em &y 1.28, e com 0s
hidrogénios em 6y 2.48 e &4 1.27, tendo como sinal caracteristico um multipleto (em
dy 1.47).

Observaram-se também, dois duplos-tripletos em &4 2.48 e &4 1.27, com
constantes de acoplamento 2Jy = 13 Hz, devido ao acoplamento geminal entre eles,
e 3J4 = 5.5 Hz, devido ao acoplamento vicinal com os hidrogénios em & 1.47, e em
oy 3.30. O sinal referente ao hidrogénio em &y 3.30 revelou um tripleto devido ao
acoplamento com os hidrogénios em & 2.48 e & 1.27, com 3J 5.5 Hz.

O espectro revelou multipletos em &4 1.28 e oy 1.29, que se apresentam
sobrepostos e foram atribuidos a hidrogénios metilénicos, devido ao valor da area de
integracdo. Foram revelados ainda: um tripleto para os hidrogénios em &y 3.69
devido ao acoplamento vicinal *J4 = 5 Hz com os hidrogénios em &y 1.29 onde, o
deslocamento quimico em campo mais baixo para o sinal em 6y 3.69 é devido
provavelmente, a sua proximidade com um elemento eletronegativo; um sinal
simples para um hidrogénio em & 2.0; um tripleto em &y 0.96 (3Jy 7.6 Hz) (Figura
15.18), integrado para trés hidrogénios, caracteristicos de hidrogénios metilicos,
acoplando com hidrogénios metilénicos em oy 1.23. Os hidrogénios em oy 1.23
apresentaram como sinal um multipleto, por também acoplarem com o hidrogénio
em oy 1.48.
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FIGURA 15.17 — Espectro de RMN "H para a subfragdo ANCC-5/2, em MeOD, com intensificacdes

(32x) dos sinais de hidrogénios aromaticos. (Fonte: Autora).
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FIGURA 15.18 — Expansdes e intensificaces (64x) dos sinais em 8H 3.11, 2.48 e 0.96. (Fonte:

Autora).

O espectro de RMN *3C da subfracdo ANCC-5/2 (Figura 15.19 e Tabela 15.5)
apresentou um total de vinte sinais referentes aos atomos de carbonos presentes no
composto em estudo, e foi calibrado usando como referéncia o sinal do solvente
MeOD.

A andlise conjunta dos espectros de RMN **C, DEPT 135 (Figura 15.20) e
DEPT 90 (Figura 15.21) permitiu a observagcdo de sinais com deslocamentos
quimicos em &¢ 118.76, dc 119.98, 6¢ 122.19, 6¢ 112.16, condizentes com carbonos
aromaticos, provavelmente pertencentes ao nudcleo inddlico. O deslocamento
quimico para o carbono em 6c 112.16 pode ser justificado pelo efeito mesomérico do
nitrogénio pertencente ao ndcleo inddlico, tornando esse carbono mais blindado do

gue o esperado.
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O espectro de RMN **C apresentou quatro sinais relativos a carbonos néo
hidrogenados (quaternarios), com deslocamentos quimicos em ¢ 138.26, d¢ 135.57,
dc 128.45 e o¢ 107.80 caracteristicos do nucleo indolico. Forneceu também,
evidéncias para a presenca de um grupo metila em 6¢ 11.39, ligado a um carbono
metilénico em &¢c 24.60, formando um grupamento etila; e para um grupamento
propanol ligado ao carbono com deslocamento quimico em ¢ 42.4, com evidéncias
confirmadas através de correlagcdes a longa distancia observadas no espectro
HMBC (Figura 15.23 e Tabela 15.5).
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FIGURA 15.19 — Espectro de RMN B3¢ para a subfracdo ANCC-5/2, em MeOD. (Fonte: Autora).

O espectro DEPT 135 (Figura 15.20 e Tabela 15.5) forneceu evidencias para
a presenca de sete sinais para carbonos metinicos, destes, quatro com
deslocamentos quimicos em d¢ 118.76, 8¢ 119.98, 8¢ 122.19, 8¢ 112.16 pertencentes
ao anel aromatico do nucleo inddlico, e trés em 6¢c 61.80, dc 42.41 e 5c 38.13.

O espectro apresentou oito sinais para carbonos metilénicos, com
deslocamentos quimicos em &¢ 22.35, 6¢c 56.51, 6¢c 61.35, 3¢ 35.77, d¢c 30.91, o¢
36.74, dc 60.75 e d¢c 24.60. Pelos deslocamentos observados para os sinais de
carbonos em &c 56.51, 8¢ 61.35 e &¢c 60.75, € provavel que estejam proximos a
atomos eletronegativos, assim, apresentam-se bem mais desblindados que os
demais. Apresentou também, um sinal em &¢ 11.39, caracteristico de carbono de

grupo metila.
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FIGURA 15.20 — Espectro de RMN DEPT 135 para a subfragdo ANCC-5/2, em MeOD. (Fonte:

Autora).

O espectro DEPT 90 (Figura 15.21) revelou apenas sete sinais referentes aos

carbonos metinicos, descritos anteriormente e relacionados na Tabela 15.5.
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FIGURA 15.21 — Espectro de RMN DEPT 90 para a subfracdo ANCC-5/2, em MeOD. (Autora).

A analise do espectro HSQC (Figura 15.22) permitiu relacionar de forma
inequivoca cada hidrogénio ao seu respectivo carbono,

Observaram-se no espectro HSQC as correlacbes entre os &tomos com os
seguintes deslocamentos quimicos: para grupos metinicos — o carbono em d&¢
112.16 e o hidrogénio em &y 7.29, oc 122.19 e &y 7.03, 6c 119.98 e 64 6.67, oc
118.76 e oy 7.38 (aromaticos), d¢c 61.80 e &4 3.30, d¢c 38.13 e &y 1.48 e entre oc
42.41 e 6y 1.47; para grupos metilénicos — o carbono em 3¢ 22.35 e os hidrogénios
em oy 2.99 e 2.74, o carbono em 8¢ 54.21 e os hidrogénios em &y 3.15 e 2.67, 0

carbono em d¢ 61.35 e os hidrogénios em 6y 3.11 e 2.18, o carbono em ¢ 35.77 e
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os hidrogénios em 6y 2.48 e 1.27, 6¢c 30.91 e 6y 1.28, 6¢c 36.74 e oy 1.29, 6¢c 60.75 e
oy 3.69 e entre d¢c 24.60 e 6y 1.23; para grupo metilico — o carbono em 6¢ 11.39 e os

hidrogénios em 6y 0.96 (Tabela 15.5).
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FIGURA 15.22 — Espectro de RMN HSQC para a subfracdo ANCC-5/2, em MeOD, com os sinais de

correlacéo direta 'H-"*C para os aromaticos em evidéncia. (Fonte: Autora).

Uma vez definidas as correlagcdes heteronucleares diretas (visualizadas no
espectro HSQC), foi possivel localizar através do experimento de RMN HMBC as
posicoes relativas para os carbonos, e montar uma proposta de esqueleto para o
composto em estudo.

A andlise do espectro HMBC (Figura 15.23 e Tabela 15.5) permitiu
estabelecer as correlacdes a longa distancia entre o carbono com deslocamento
quimico em 8¢ 118.76 e os hidrogénios em &y 6.67 (3Jcn) € 8n 7.03 ((Jch), € entre o
carbono em 8¢ 119.98 e os hidrogénios em &y 7.03, 84 7.38 (“Jch) € 8n 7.29 (Ccn),
confirmando que o anel aromatico do nucleo inddlico ndo apresenta grupos
substituintes. Foram observadas ainda correlagbes entre o hidrogénio em 6y 7.38 e
os carbonos em &¢ 138.26 e &c 107.80 através de “Jcn, € entre o carbono em §¢
128.45 e o hidrogénio em &y 7.29 através de 2Jc.

O hidrogénio em dy 10.10 ligado ao atomo de nitrogénio do ndcleo inddlico
apresentou correlacbes a longa distancia com os carbonos em 6¢c 138.26 e o¢
107.80 através de 3JCH, e correlagbes com os carbonos em 6¢c 128.45 e 5¢ 135.57

através de %Jcp.
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A conectividade do nucleo inddlico com o resto da molécula foi deduzida a
partir da sequéncia de correlagdes: os hidrogénios em &y 2.99 e oy 2.74 com 0s
carbonos em &c 107.80 através de 2Jcn, 8¢ 135.57 através de 3Jcy e 8¢ 138.26
através de 3Jcy; os hidrogénios em & 3.15 e 8y 2.64 com o carbono em ¢ 107.80
através de 3Jc e o hidrogénio em &4 3.30 com os carbonos em ¢ 107.80 através de
3Jch, € 8¢ 135.57 através de “Jc.

Correlagdes a longa distancias “Jcy e 3Jcy foram observadas para os
hidrogénios em &4 3.15 e &4 2.64 com o0s carbonos em ¢ 22.23 e d¢c 61.35,
respectivamente.

A localizacdo de um grupamento etila ligado ao a4tomo de carbono em &¢
38.13 foi confirmada através das correlagdes entre o carbono do grupo metila em 6¢
11.39 e os hidrogénios em &y 1.23 (*Jcr) € 8n 1.48 (Pch).

A localizacdo de um grupo propanol ligado ao atomo de carbono com
deslocamento quimico em &¢c 42.41 foi confirmada através das correlagdes a longa
distancia (*Jcn) entre o carbono em ¢ 60.75 e os hidrogénios em & 2.01 e &y 1.29.
Os hidrogénios em &4 1.29 também apresentaram correlacdo (*Jcn) com o carbono
em dc 30.91 e este, com o hidrogénio em &y 1.47 (Figura 15.24). Outras correlacdes
a longa distancia dos demais atomos de carbono encontram-se sumarizadas na
Tabela 15.5.
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FIGURA 15.23 — Espectro de RMN HMBC para a subfragdo ANCC-5/2, em MeOD, com o sinal de
correlagdo a longa distancia 'H-*C entre os atomos em &8¢ 107.80 e &y 7.38 (3JCH) em expansao.

(Fonte: Autora).
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TABELA 15.5 — Dados de RMN 'H (400 MHz) e **C (100 MHz) (incluindo correlagdes *H-*C HSQC e

'H-3C HMBC) para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

HSQC HMBC
Atomo , \
60 §H J CH \] C,H
2 61.80 3.30 H-13a,b H-10a,b; H-9a,b
2a 135.57 - H-2 H-8a,b
3 - 10.10 - -
3a 128.45 - H-3; H-4 H-5
4 112.16 7.29 H-5 H-6
5 122.19 7.03 H-4; H-6 -
6 119.98 6.67 H-5; H-7 -
7 118.76 7.38 H-6 H-5
7a 138.26 - H-7 H-3; H-6; H-8a,b
7b 107.80 - H-8a,b H-3; H-7; H-9a,b
(@) 2.99
8 22.35 H-9a,b -
(b) 2.74
(a) 3.15
9 54.51 H-8a,b -
(b) 2.64
(@) 3.11
10 61.35 H-11 H-9a,b; H-12; H-17
(b) 2.18
11 38.13 1.48 H-10a,b; H-12; H-17 -
12 42.41 1.47 H-11; H-13a,b H-10a,b
(a) 2.48
13 35.77 H-2; H-12 H-11; H-14
(b) 1.27
14 30.91 1.28 H-12; H-15 H-11; H-13a,b
15 36.74 1.29 H-14; H-16 H-12
16 60.75 3.69 H-15; OH-16 H-14
17 24.60 1.23 H-11; Me-17 -
Me-17 11.39 0.96 H-17 H-11
OH-16

2.01
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FIGURA 15.24 — Correlaces importantes "H->C observadas no espectro HMBC (via °J e J) para o

composto em estudo. (Fonte: Autora).

O espectro COSY (Figura 15.25 e Tabela 15.6) apresentou sinais para
acoplamentos spin-spin entre o hidrogénio em oy 3.30 (H-2) e os hidrogénios com
deslocamentos quimicos em &y 2.48 e &y 1.27 (H-13a,b) através de 3Juy, € um sinal
de acoplamento entre os hidrogénios metilicos em 64 0.96 (Me-17) e 6y 1.23 (H-17),
através de 3Jy4. Observou-se ainda um sistema de spin correspondente ao
acoplamento 3J.y entre os atomos de hidrogénios H-8a,b e H-9a,b, indicando a
presenca do fragmento -CCH,-CH;N-.

Foi possivel também visualizar os acoplamentos entre os hidrogénios do anel
aromatico do nucleo inddlico através de 3Juy ,*Jun e 2Jun, sendo este dltimo, para o
acoplamento spin-spin entre os hidrogénios H-7 e H-4 (Figura 15.26). Outros
acoplamentos spin-spin  homonucleares dos demais atomos de hidrogénios

encontram-se sumarizados na Tabela 15.6.
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FIGURA 15.25 — Espectro de RMN COSY para a subfracdo ANCC-5/2, em MeOD, com sinais de
correlacdo '"H-'H fora da diagonal, e sinais em expanséo para os hidrogénios aromaticos H-7 e H-6/H-

5 e H-4 que acoplam entre si. (Fonte: Autora).

FIGURA 15.26 — Estrutura para o composto em estudo e acoplamentos spin-spin 'H-'H cosy.

(Fonte: Autora).

O espectro de RMN J-resolvido (Figura 15.27) evidenciou os valores das
constantes de acoplamento dos sinais relativos aos hidrogénios da molécula, assim

como, a multiplicidade destes sinais. E importante resaltar, que neste experimento
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as regides de sobreposicdes de sinais (RMN *H) apresentam uma melhor resolucéo,

0 que facilita a identificacdo das constantes de acoplamento (Tabela 15.6).

.ﬂNCC—ﬁfg L E Aromaticos | E
B [T [
a - J=75Hz -
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% [ o J=7.5Hz -
— W
@ - i
8 i i
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8 6 4 F2 [ppm] 8.0 7.5 7.0 F2 [ppm]

FIGURA 15.27 — Espectro de RMN J-resolvido para a subfracdo ANCC-5/2, em MeOD, com o0s sinais
de hidrogénios aromaticos evidenciados, e em destaque as constantes de acoplamento. (Fonte:

Autora).

As estereoquimicas relativas dos hidrogénios H-2, H-10a,b, H-11, H-12 e H-
13a,b foram definidas com base nas constantes de acoplamento. Os valores de &y
apresentados pelos hidrogénios H-2 (64 3.30) e H-13b (64 1.27) e valor de J = 5.5 Hz
entre H-2 e H-13b, apresentado no espectro de RMN H, sdo consistentes para
relacdes cis do tipo axial-equatorial entre hidrogénios vicinais em anéis de seis
membros ¥, com angulo diedro de 60°. O acoplamento de H-13b com H-12 ocorre
da mesma forma, e a relacdo € do tipo cis equatorial-axial. J& os valores de &y
apresentados pelos hidrogénios H-10a (64 3.11) e H-11 (64 1.48) e valor de J = 2.8
Hz entre H-10a e H-11 sdo consistentes para relagcdes trans do tipo equatorial-
equatorial, com angulo diedro de 60°. Assim, baseado nos acoplamentos anteriores,

definimos a relacéo cis do tipo axial-equatorial para H-12 e H-11.

O espectro de RMN NOESY (Figura 15.28 e Tabela 15.6) apresentou sinais
referentes as interacdes espaciais entre atomos de hidrogénios que podem ser

visualizadas na Figura 15.29.
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FIGURA 15.28 — Espectro de RMN NOESY para a subfracdo ANCC-5/2, em MeOD, com sinais de
correlacdo espacial 'H-'H fora da diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-16a e H-2

gque interagem entre si. (Fonte: Autora).
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TABELA 15.6 — Dados de RMN *H (400 MHz) (incluindo correlacdes ‘H-'H COSY e *H-'H NOESY)

para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

Atomo S(multiplicidade) 'H-'H cosy 'H-'H NOESY
2 3.30 (t, J 5.5 Hz) H-13a,b H-8a; H-9b; H-10b; H-12; H-13b; Me-17
3 10.10 (s) - H-132
4 7.29 (dt,J 7.5, 1.2 e 1.0 Hz) H-5; H-6; H-7 H-5
5 7.03 (td, J 7.5e 1.2 Hz) H-4; H-6; H-7 H-4; H-6
6 6.97 (td, J 7.5 e 1.2 Hz) H-4;, H-5; H-7 H-5; H-7
7 7.38 (dt, J 7.5, 1.2 e 1.0 Hz) H-4; H-5; H-6 H-6
. (@) 2.99 (m) H-8b; H-9a,b H-2; H-9b

(b) 2.74 (m) H-8a; H-9a,b H-92
o (a) 3.15 (m) H-8a; H-9b H-8b; H-10a

(b) 2.64 (m) H-8a,b; H-9a H-2; H-8a; H-10b
0 (a) 3.11 (dd, J 11.4 e 2.8 Hz) H-10b; H-11 H-9a; H-11

(b) 2.18 (dd, J 11.4 e 2.8 Hz) H-10a; H-11 H-2; H-9b; H-12; H-17; Me-17
11 1.48 (m) H -10a,b; H-12; H-17 H-10a; H-13a; H-14; H-15; H-16
12 1.47 (m) H-11; H-13a,b; H-14 H-2; H-10b; H-13b; H-14; H-17
1 (a) 2.48 (dt, J 13.0 e 5.5 Hz) H-2; H-12; H-13b H-3; H-11; H-13b; H-14; H-16
(b) 1.27 (dt, J 13.0 e 5.5 Hz) H-2; H-12; H-13a H-2; H-12; H-132

14 1.28 (m) H-12; H-15 H-11; H-12; H-13a; H-15
15 1.29 (m) H-14; H-16 H-11; H-14; H-16; OH-16
16 3.69 (t, J 5.0 Hz) H-15 H-11; H-13a; H-15; OH-16
17 1.23 (m) H-11; Me-17 H-10b; H-12; Me-17
Me-17 0.96 (t, J 7.6 Hz) H-17 H-2; H-10b; H-17
OH-16 -

2.01 (s)

H-15; H-16
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FIGURA 15.29 - Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais principais 'H-'H
NOESY. (Fonte: Autora).

A correlagéo entre os hidrogénios H-2 e H-12 mostra que eles estdo no
mesmo lado da molécula, e também, se correlaciona de forma similar com com o
grupamento etila, e as correlacées entre os hidrogénios H-11a e H-10a, H-13a e H-
16, bem como a correlacao entre H-10a e H-9a indicam suas proximidades espaciais
(Figura 15.30).

FIGURA 15.30 — Estrutura para o alcaloide em estudo com geometria otimizada. (Fonte: Autora).
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A estrutura proposta foi confirmada por interagcdes dipolares devido a
proximidade espacial observada nas correlagbes ‘H-'H no experimento NOESY
(Tabela 15.7).

Os sinais revelados no espectro NOESY foram integrados para calculos de
distancias interatémicas 'H-'H e os valores das distancias comparados com o0s
dados tedricos obtidos a partir da Equagédo 2.1, utilizando a distancia fixa d = 2.5 A
entre hidrogénios vizinhos no anel benzénico como referéncia para derivacdo das

demais distancias.

TABELA 15.7 — Dados de correlacéo espacial *H-'H do espectro de RMN NOESY para 0o composto
em estudo, integrais, valores experimentais de distancias interatbmicas e dados teoricos de

distancias interatbmicas. (Fonte: Autora).

01 g2 Integraln.oe. Expgri(ré)ental Tgé(fi\t):a
3.30 (H-2) 2.99 (H-8a) 0.2207 3.22 3.99
3.30 (H-2) 2.64 (H-9b) 0.9958 251 252
3.30 (H-2) 2.18 (H-10b) 1.0000 250 2.30
3.30 (H-2) 1.47 (H-12) 0.9359 253 2.71
3.30 (H-2) 1.27 (H-13b) 0,2459 3.16 3.07
10.10 (H-3) 2.48 (H-13a) 0.3748 2.94 3.31
7.29 (H-4) 7.03 (H-5) 1.0000 250 250
7.03 (H-5) 6.97 (H-6) 1.0000 250 250
2.99 (H-8a) 2.64 (H-9b) 0.9359 253 2.46
2.74 (H-8b) 3.15 (H-9a) 0.2709 3.11 2.94
2.64 (H-9b) 2.18 (H-10b) 0.0939 371 3.05
3.11 (H-10a) 1.48 (H-11) 0.1331 3.50 3.08
2.18 (H-10b) 1.47 (H-12) 0.1529 3.42 3.97
2.18 (H-10b) 1.23 (H-17) 0.1807 3.32 3.06
2.18 (H-10b) 0.96 (Me-17) 0.0658 3.93 3.81
1.48 (H-11) 2.48 (H-13a) 0.1714 3.35 2.88
1.48 (H-11) 1.28 (H-14) 0.8934 255 2.58
1.48 (H-11) 1.29 (H-15) 0.6741 2.67 3.09



1.48 (H-11) 3.69 (H-16) 1.0000 2.50 2.42
1.47 (H-12) 1.27 (H-13b) 0.0803 3.80 3.58
1.47 (H-12) 1.23 (H-17) 0.0726 3.87 3.71
2.48 (H-13a) 1.27 (H-13b) 0.6131 2.71 2.07
2.48 (H-13a) 1.28 (H-14) 0.6131 2.71 2.82
2.48 (H-13a) 3.69 (H-16) 0.1132 3.59 3.98
1.28 (H-14) 1.29 (H-15) 0.5209 2.79 2.65
1.29 (H-15) 3.69 (H-16) 0.1131 3.60 3.09
1.29 (H-15) 2.01 (OH-16) 0.5209 2.79 3.01
3.69 (H-16) 2.01 (OH-16) 0.0441 4.21 3.78
1.23 (H-17) 0.96 (Me-17) 0.1481 3.44 3.11
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Os dados espectrais de RMN permitiram o0 assinalamento inequivoco para a
estrutura de um alcaloide com nucleo indélico (Figura 15.31), os quais foram
comparados com os dados descritos na literatura ¥”) para o alcaloide indélico 10-
metoxi-dihidrocorinanteol (composto 4 do Quadro 9.1), de esqueleto do tipo

corinanteano ou corinanteol %% isolado da casca da raiz de A. pruinosum 7.,

FIGURA 15.31 — Estrutura para o alcaloide inddlico estudado. (Fonte: Autora).
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A diferenga estrutural entre o composto identificado neste trabalho e o
composto 4 estd nos substituintes do carbono C-6 e C-12, enquanto o composto 4
reportado na literatura apresenta um grupo metoxila ligado ao carbono C-6 e um
grupamento etanol ligado ao carbono C-12, o composto estudado neste trabalho
apresenta um grupamento propanol ligado ao carbono C-12 e o carbono C-6 livre de
substituintes, justificando os valores para os deslocamentos quimicos de RMN **C

descritos e comparados na Tabela 15.8.
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TABELA 15.8 — Dados de RMN **C (8¢ em ppm) para o alcaloide indélico estudado, em MeOD, em

comparacao com dados da literatura. (Fonte: Autora).

Alcaloide

Atomo  estudado Cg;]nréo[;sct:c: 4
em MeOD 3

2 61.8 60.1
2a 135.6 135.8
3 128.4 131.2
4 112.2 110.6
5 122.2 111.4
6 119.9 153.6
7 118.7 100.3
7a 138.3 127.3
b 107.8 107.2
8 22.3 21.6
9 545 52.9
10 61.3 59.8
11 38.1 41.5
12 42.4 37.0
13 35.8 354
14 30.9 35.1
15 36.7 59.8
16 60.75 29.3
17 24.6 11.0
Me-17 11.39 -
MeO-6 - 58.8

Comprovou-se a partir dessas evidéncias, a proposta estrutural para um
alcaloide inddlico inédito, com esqueleto do tipo Corinanteol e de formula molecular
C20H2sN-20, isolado a partir do extrato etandlico da casca do caule de A. nitidum.
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15.2 Determinacdo estrutural de alcaloides isolados de Aspidosperma

pyrifolium

A fracdo APM-5 biologicamente ativa e suas subfracfes foram submetidas a
técnica de RMN-'H, e os seus respectivos espectros estdo dispostos na Figura
15.32. Para o estudo quimico desse material, optou-se por investigar os constituintes
presentes nas subfracbes APM-5/3 e APM-5/4. A escolha foi baseada na maior
diferenciacdo e separacdo dos sinais no espectro, devido ao grau de pureza das

fracOes.

APM-5/6 '
: a APM-5/5 | M L
APM-5/4 1
s | P RPM-S/? | NS W._‘MJ.-}L‘M"'- l“"*"’"x«., i
DY ) kel b d A LA |
DY ¥ G U WY WG| VT U |
PSS " ... . ~.Lﬂv-J M’“ wa
8 6 R (ppm

FIGURA 15.32 - Espectros de RMN- 'H da fracdo APM-5 e das suas respectivas subfracoes,

dispostos de baixo para cima de acordo com o aumento da polaridade dos eluentes. (Fonte: Autora).
15.2.1 Alcaloide presente na subfragcdo APM-5/3

O espectro de RMN *H da subfracdo APM-5/3 (Figura 13.33 e Tabela 15.10)
apresentou sinais com deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de grupos
metoxilas, metila, hidrogénios arométicos, grupos metinicos e metilénicos. A
integracdo dos sinais no espectro de RMN *H indicou a presenca de trinta &tomos de
hidrogénios. O espectro foi calibrado com base nos deslocamentos quimicos dos
sinais do solvente MeOD, representado por um sinal simples em &y 4.89 e um

quinteto em &y 3.31.
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A andlise do espectro indicou a presenca de um simpleto em &y 2.08,
integrado para trés hidrogénios, condizente com grupo metila desprotegido,
provavelmente devido a proximidade com um grupo retirador de elétrons, e outros
dois simpletos em &y 3.83 e &y 3.31, caracteristicos de hidrogénios de grupos
metoxilas, onde um deles possivelmente encontra-se ligado a um anel aromatico.

O espectro evidenciou ainda dois duplos-dupletos, centrados em &y 7.13 e oy
6.70 (dd, J 8.0 e 2.5 Hz), cada um integrado para um hidrogénio, caracteristicos de
hidrogénios arométicos, acoplando entre si em meta (J 2.5 Hz), e acoplando em orto
(J 8.0 Hz) com o hidrogénio em &y 7.07 (tripleto), indicando a presenca de um
substituinte ligado ao anel aromatico de um nudcleo inddélico, provavelmente a
metoxila em &y 3.83 citada anteriormente.

Foram observados também, sinais para hidrogénios com deslocamentos
quimicos em campo mais baixo: um simpleto largo em &y 2.97, dois multipletos
largos em &y 3.30 e 6y 3.06, e dois duplos-tripletos em 6y 3.16 e oy 3,03 (J 12 Hz
devido provavelmente a um acoplamento geminal e J 5.0 Hz caracteristico de
acoplamento vicinal). Estes deslocamentos quimicos podem ser resultados, por
exemplo, da proximidade dos hidrogénios com elétrons ndo compartilhados.

Verificou-se que o grupo metoxila em &y 3.31 se posiciona de forma pseudo-
equatorial numa relacdo trans, pois as constantes de acoplamento para um
hidrogénio de grupo metinico com sinal em 6y 2.92 (dd, J 11.2 e 4.5 Hz) indicam que
este hidrogénio posiciona-se a um angulo proximo a 180° (trans axial-axial) em
relacdo a um dos hidrogénios de um grupo metilénico com sinal multipleto em 1.67,
e de aproximadamente 60° do outro hidrogénio do grupo metilénico. Se o grupo
metoxila estivesse na posicdo axial, as constantes de acoplamento entre o
hidrogénio metinico e os metilénicos teriam que estar entre 2.0 e 5.0 Hz. Baseado
nestes resultados, atribuimos que o hidrogénio em 3y 2.92 encontra-se na posicao
axial.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios para os demais
sinais evidenciados no espectro de RMN *H foi feita com base nos parametros

conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénios (Tabela 15.10) .
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FIGURA 15.33 — Espectro de RMN 'H da subfracdo APM-5/3, em MeOD, com intensificagcdes (32x)
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dos sinais duplo-dupleto e tripleto, dos hidrogénios aromaticos. (Fonte: Autora).

O espectro de RMN *°C da subfracdo APM-5/3 (Figura 15.34 e Tabela 15.9)
apresentou um total de vinte e trés sinais e foi calibrado com base no deslocamento
quimico do sinal do solvente MeOD, representado por um septeto em 6¢ 49.17.

A andlise conjunta dos espectros de RMN *C, DEPT 135 (Figura 15.35) e
DEPT 90 (Figura 15.36) permitiu a observacdo de sinais com deslocamentos
quimicos em &¢ 56,12 e 6¢ 57.50, caracteristicos de carbonos de grupos metoxilas, e
em oc 24.92 para deslocamento de carbono de grupo metila. Observou-se também,
a presenca de um sinal com deslocamento quimico em 3¢ 172.96, condizente com
carbono carbonilico, caracteristico de uma funcdo amida.

Evidenciaram-se ainda, sete sinais relativos a carbonos néo hidrogenados,
destes, cinco com deslocamentos quimicos em 8¢ 73.52, 8¢ 59.97, 6¢c 131.23, 6c

147.51 e d¢ 150.95 foram atribuidos a um nucleo inddlico.
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FIGURA 15.34 — Espectro de RMN “*C da subfracdo APM-5/3, em MeOD. (Fonte: Autora).

Na andlise do espectro DEPT 135, evidenciaram-se cinco sinais para
carbonos metinicos, destes, trés com deslocamentos quimicos em d¢c 128.34, &¢
115.35 e o6¢c 112.26 sao caracteristicos para carbonos de anel aromatico,
provavelmente do nucleo inddlico, os outros dois em 6¢c 86.52 e ¢ 70.04, fazem
parte do restante da molécula. Observou-se ainda, oito sinais para carbonos
metilénicos, e trés para carbonos metilicos com deslocamentos quimicos listados na
Tabela 15.9.
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FIGURA 15.35 — Espectro de RMN DEPT 135 para a subfracdo APM-5/3, em MeOD. (Fonte: Autora).

O espectro DEPT 90 (Figura 15.36) revelou apenas cinco sinais referentes a
carbonos metinicos, estes foram descritos anteriormente, e estdo apresentados na
Tabela 15.9.
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FIGURA 15.36 — Espectro de RMN DEPT 90 para a subfracdo APM-5/3, em MeOD. (Fonte: Autora).

O espectro HSQC (Figura 15.37) apresentou os sinais de correlacao direta
entre os atomos de carbonos e hidrogénios e permitiu conectar de forma inequivoca
cada hidrogénio ao seu respectivo carbono.

Observaram-se no espectro HSQC as correlagbes entre os atomos com 0s
seguintes deslocamentos quimicos: para grupos metinicos — o carbono em J¢
128.34 e o hidrogénio em oy 7.13, 6c 115.45 e oy 7.07, 6c 112.26 e &y 6.90
(arométicos), 6c 86.52 e oy 2.92, e entre ¢ 70.04 e 5y 2.97; para grupos metilénicos
— 0 carbono em &8¢ 52.17 e os hidrogénios em &y 3.30 e &y 3.06, 0 carbono em 6&¢
47.25 e os hidrogénios em oy 3.16 e oy 3.03, 8¢ 35.35 e oy 1.40, o¢c 22.03 e o4 1.67,
dc 31,28 e oy 1.92, o carbono em ¢ 29.55 e os hidrogénios em &y 1.69 e 6y 1.35, 0
carbono em &8¢ 23.51 e os hidrogénios em 6y 1.81 e 8y 1.73, e entre o carbono em d¢
26.54 e os hidrogénios em 8y 2.51 e 6y 2.27; para grupo metilico — o carbono em 8¢
24.92 e os hidrogénios em dy 2.08 e para grupos metoxilicos — o carbono em &¢

57.50 e os hidrogénios em &y 3.31 e entre 8¢ 56.12 e &y 3.83 (Tabela 15.9).
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FIGURA 15.37 — Espectro de RMN HSQC para a subfracdo APM-5/3, em MeOD, com os sinais de

correlacéo direta 'H-"*C para os aromaticos em evidéncia. (Fonte: Autora).

Uma vez definidas as correlagdes heteronucleares diretas (visualizadas no
espectro HSQC), foi possivel localizar através do experimento de RMN HMBC as
posicdes relativas para os carbonos, e montar uma proposta de esqueleto para o
composto em estudo.

A analise do espectro HMBC (Figura 15.38 e Tabela 15.9) permitiu confirmar
as correlacdes a longa distancia entre o carbono com deslocamento quimico em &¢
29.55 e os hidrogénios em &y 2.51, 8y 2.27 (3Jcn) € 84 1.92 (%Jch), e entre o carbono
em 8¢ 31.28 e os hidrogénios em &y 2.92, &y 2.97, 84 1.81, 81 1.73 ((Jch), 8n 1.69 e
81 1.35 ((Jch).

Confirmou-se ainda, sinais para as correlacdes a longa distancia entre um
hidrogénio em &y 2.92 e os carbonos em 8¢ 38.47 e &¢c 22.03, através de 2Jch, €
também com os carbonos em 6c 31.28, ¢ 47.25, 6c 70.04 e ¢ 23.51, através de
3Jcu; entre os hidrogénios metoxilicos em &y 3.83 e 0 carbono em &, 112.26, através
de “Jcu, € entre os hidrogénios metilénicos em &y 2.08 e os carbonos em 6¢c 147.51
(“Jcn) e 8¢ 172.96 (Pdch).

O padrdo de substituicdo do anel benzénico foi confirmado através das
correlagdes a longa distancia entre o carbono em ¢ 131.13 e os hidrogénios em oy
7.14 (Pdcn) e 8y 7.07 (CJcn), e entre o carbono em 8¢ 150.95 e os hidrogénios em 8y
6.90 (“Jch) e 8 7.07 (PJcw), observadas no espectro HMBC e na Figura 15.39.

A conectividade do nucleo indolico com o resto da molécula foi deduzida a

partir da sequéncia de correlagdes: os hidrogénios em oy 2.97 e oy 1.40 com o
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carbono em 8¢ 59.97, através de 2Jcy, e entre os hidrogénios em & 2.51, 8 2.27, 8y

1.69 e &4 1.35 com o carbono em 8¢ 73.52, através de 2Jch.

Outras correlacdes a longa distancia para os demais atomos de carbonos

encontram-se sumarizadas na Tabela 15.9.
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FIGURA 15.38 — Espectro de RMN HMBC para a subfragdo APM-5/3, em MeOD, com os sinais de

correlagcdo a longa distancia entre o atomo de carbono em 8¢ 112.26 e os hidrogénios em &, 7.07

(CIch) € 84 7.13 (CJcn), em expansdo. (Fonte: Autora).

TABELA 15.9 — Dados de RMN *H (400 MHz) e *C (100 MHz) (incluindo correla¢des 'H-"*C HSQC e

'H-3C HMBC) para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

HSQC HMBC
Atomo
Sc Sk “Jen *Jen “Jen

2 73.52 - H-3a,b; H-21a,b H-11 -

(a) 1.69
3 29.55 H-4 H-21a,b -

(b) 1.35
4 31.28 1.92 H-3a,b H-6; H-19; H-20a,b -
5 38.47 - H-4; H-6; H-19; H-20a,b H-7 -
6 86.52 2.92 H-7 H-4; H-8a,b; MeO-6; H-19; H-20a,b -
7 22.03 1.67 H-6; H-8a,b - H-4; H-10a,b
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150.95
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23.51

26.54

172.96

24.92

57.50

56.12

(a) 3.16
(b) 3.03
(a) 3.30
(b) 3.06

1.40

7.13
7.07

6.90

2.97
(a) 1.81
(b) 1.73
(a) 2.51
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2.08
3.31

3.83

H-11

H-10a,b
H-11; H-19
H-14
H-15
H-14; H-16
H-15

H-16

H-21a,b

H-20a,b

H-23
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H-8a,b; H-19

H-19
H-3; H-10a,b; H-14; H-21a,b
H-11; H-15; H-19

H-16

H-14
H-15; MeO-17
H-14; H-16,

H-6; H-8a,b; H-10a,b

H-4; H-6; H-19

H-3a,b

H-6

112

H-2; H-7
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FIGURA 15.39 — Correlaces importantes "H->C observadas no espectro HMBC (via °J e J) para o

composto em estudo. (Fonte: Autora).

O espectro COSY (Figura 15.40 e Tabela 15.10) apresenta sinais de
acoplamento spin-spin homonuclear entre os atomos de hidrogénios pertencentes
ao composto em estudo.

Foram revelados no espectro COSY, sinais referentes ao acoplamentos spin-
spin entre o hidrogénio em oy 1.92 (H-4) e os hidrogénios metilénicos em 6y 1.69 e
1.35 (H-3a,b) com 3Ju; entre os hidrogénios em & 2.92 (H-6) e &y 1.67 (H -7) com
3Jun. Permitiu ainda, a observacdo de sinais de acoplamentos entre o hidrogénio em
84 1.40 (H-11) e os hidrogénios metilénicos em &y 3.30 e 3.06 (H-10a,b) com 33,4

Outros acoplamentos spin-spin homonucleares para os demais atomos de
hidrogénios encontram-se sumarizados na Tabela 15.10 e ilustrados na Figura
15.41.
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FIGURA 15.40 — Espectro de RMN COSY para a subfracdo APM-5/3, em MeOD, com sinais de
correlacdo 'H-'H fora da diagonal, e sinais em expansao para os hidrogénios aromaticos H-4 e H-3b

que acoplam entre si. (Fonte: Autora).

FIGURA 15.41 - Estrutura para 0 composto em estudo e acoplamentos spin-spin 'H-'H cosy.

(Fonte: Autora).

O espectro de RMN NOESY (Figura 15.42) apresenta sinais referentes a
interacé@o espacial entre atomos de hidrogénio.

A estrutura proposta foi confirmada com base na literatura 7

e por
interacdes dipolares devido a proximidade espacial observada nas correlagées *H-'H

no experimento NOESY (Tabela 15.10).
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Observou-se no espectro que houve sinais de correlacdo espacial entre os
hidrogénios em 6y 3.31 (MeO-6), 6y 2.97 (H-19) e 64 1.69 (H-3a), mostrando que

eles estdo no mesmo lado da molécula (Figura 15.43).
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FIGURA 15.42 — Espectro de RMN NOESY para a subfracdo APM-5/3, em MeOD, com sinais de
correlacéo espacial 'H-'H fora da diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-10b e H-21b

gue interagem entre si. (Fonte: Autora).
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TABELA 15.10 — Dados de RMN *H (400 MHz) (incluindo correlagdes "H-'H COSY e *H-'H NOESY)

para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

Atomo S (multiplicidade) 'H-'H cosy '"H-"H NOESY
(a) 1.69 (m) H-3b; H-4 H-4; H-19; MeO-6
° (b) 1.35 (m) H-3a; H-4 H-4; H-6; H-20a; H-21b
4 1.92 (dd, J 6.3 Hz) H-3a,b H-3a,b; H-6; H-20b; H-19
6 292 (dd, J11.2 e 4.5Hz) H-7 H-3b; H-4; H-7; H-20a
7 1.67 (m) H-6; H-8a,b H-6; H-8a,b; H-20a,b; MeO-6
(a) 3.16 (dt, J 12 € 5.0 Hz) H-7; H-8b H-7; H-10a
° (b) 3.03 (dt, J 12 e 5.0 Hz) H-7; H-8a H-7; H-10b
(a) 3.30 (m) H-10b; H-11a,b H-8a; H-19
w0 (b) 3.06 (m) H-10a; H-11a,b H-8b; H-20a; H-21b
11 1.40 (m) H-10a,b H-14; H-21a,b
14 7.13(dd, J 8.0 e 2.5 Hz) H-15; H-16 H-11; H-15; H-16
15 7.07 (t, J 8.0 Hz) H-14; H-16 H-14; H-16
16 6.90 (dd, J 8.0 e 2.5 Hz) H-14; H-15 H-14; H-15; MeO-17
19 2.97 (s) - H-3a; H-4; H-10a; MeO-6
(a) 1.81 (m) H-20b; H-21a,b H-3b; H-6, H-10b; H-21b
2 (b) 1.73 (m) H-20a; H-21a,b H-4; H-7; H-21a
(a) 2.51 (m) H-20a,b; H-21b H-11; H-20b; H-23
o (b) 2.27 (m) H-20a,b; H-21a H-3b; H-10b; H-11; H-20a
23 2.08 (s) - H-21a; MeO-17
MeO-6 3.31 (s) - H-3a; H-7; H-19
MeO-17 3.83(s) - H-16; H-23
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FIGURA 15.43 — Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais principais H-'H
NOESY. (Fonte: Autora).

As correlacdes de H-6 com H-3b, H-4, H-7 e H-20a, bem como a correlacéo
de H-11 com H-21 indicam suas proximidades espaciais, 0 que poderia ser
explicado se a estrutura para 0 composto apresentar uma conformacgédo dobrada
(Figura 15.44), facilitada pela rotagdo das ligagBes simples da molécula. Com isso,
pode ser verificado a proximidade espacial entre H-21a e H-23 com 3.59 A, bem
como entre H-21a,b e H-11 com 1.87 A e 2.93 A (Tabela 15.11).

FIGURA 15.44 — Estrutura para o composto em estudo com geometria otimizada. (Fonte: Autora).

No experimento de RMN NOESY, quanto mais intenso for o efeito overhauser

nuclear menor a distancia interatbmica. Esta descricdo foi comprovada
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experimentalmente e os valores das distancias comparados com os dados tedricos
(Tabela. 15.11). Os sinais revelados no espectro NOESY foram integrados para
célculos de distancias interatdmicas ‘H-'H, a partir da Equacéo 2.1, utilizando a
distancia fixa d = 2.5 A, entre os hidrogénios vizinhos no anel benzénico como

referéncia para a derivagdo das demais distancias.

TABELA 15.11 — Dados de correlagéo espacial 'H-"H do espectro de RMN NOESY para o composto
em estudo, integrais, valores experimentais de distancias interatbmicas e dados tedricos de

distancias interatdmicas. (Fonte: Autora).

01 82 Integraln oe. Expgri(ré)ental Tgé(fi\():a
1.69 (H-3a) 1.92 (H-4) 1.0000 2.50 2.45
1.69 (H-3a) 2.97 (H-19) 0.0160 4.98 5.08
1.69 (H-3a) 3.31 (MeO-6) 0.0402 4.27 4.44
1.35 (H-3b) 1.92 (H-4) 0.0803 3.80 3.95
1.35 (H-3b) 2.92 (H-6) 0.0160 4.98 5.04
1.35 (H-3b) 1.81 (H-20a) 0.2459 3.16 3.26
1.35 (H-3b) 2.27(H-21b) 1.7379 2.28 2.42
1.92 (H-4) 2.92 (H-6) 0.6131 2.71 2.54
1.92 (H-4) 1.73 (H-20b) 0.0658 3.93 3.43
1.92 (H-4) 2.97 (H-19) 0.0441 4.21 4.51
2.92 (H-6) 1.67 (H-7) 0.6521 2.68 2.41
2.92 (H-6) 1.81 (H-20a) 0.1714 3.35 3.48
1.67 (H-7) 3.16 (H-8a) 0.9356 2.53 2.42
1.67 (H-7) 3.03 (H-8b) 0.2709 3.11 3.08
1.67 (H-7) 1.81 (H-20a) 0.0396 4.30 4.74
1.67 (H-7) 1.73 (H-20b) 0.0290 451 4.80
1.67 (H-7) 3.31 (MeO-6) 0.1110 3.60 3.80
3.16 (H-8a) 3.30 (H-10a) 0.6741 2.67 2.51
3.03 (H-8b) 3.06 (H-10b) 0.6131 2.71 2.79

3.30 (H-10a) 2.97 (H-19) 0.8934 2.55 2.45
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3.06 (H-10b) 1.81 (H-20a) 0.0396 4.30 4.80
3.06 (H-10b) 2.27 (H-21b) 1.7379 2.28 2.27
1.40 (H-11) 7.13 (H-14) 1.0000 2.50 2.52
1.40 (H-11) 2.51 (H-21a) 5.7093 1.87 2.02
1.40 (H-11) 2.27 (H-21b) 0.3816 2.93 2.95
7.13 (H-14) 7.07 (H-15) 1.0000 2.50 2.49
7.13 (H-14) 6.90 (H-16) 0.0396 4.30 431
7.07 (H-15) 6.90 (H-16) 1.0000 2.50 2.47
6.90 (H-16) 3.83 (MeO-17) 0.0726 3.87 3.76
2.97 (H-19) 3.31 (MeO-6) 0.1132 3.59 3.35
1.81 (H-20a) 2.27 (H-21b) 0.0803 3.80 3.61
1.73 (H-20b) 2.51 (H-21a) 0.0803 3.80 3.65
2.51 (H-21a) 2.08 (H-23) 0.1139 3.59 3.50
2.51 (H-21a) 3.31 (MeO-6) 0.8934 2.55 2.45
2.08 (H-23) 3.83 (MeO-17) 0.0396 4.30 453

Os dados espectrais de RMN permitiram o assinalamento inequivoco da
estrutura de um alcaloide com nucleo inddlico (Figura 15.45) do tipo Aspidosfractina,

[43. 74751 com férmula molecular

denominado Pirifolina (composto B da figura 7.2)
Ca3H30N203, isolado anteriormente de extratos cloroférmicos de Aspidosperma

olivaceum P71,

FIGURA 15.45 — Alcaloide inddlico Pirifolina. (Fonte: Autora).
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15.2.2. Alcaloide presente na subfragcdo APM-5/4

O espectro de RMN 'H da subfracdo APM-5/4 (Figura 13.46 e Tabela 15.13)
apresentou sinais com deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de
hidrogénios arométicos, grupos metinicos, metilénicos e metilicos. A integragédo dos
sinais no espectro indicou a presenca de vinte e seis &tomos de hidrogénios. O
espectro foi calibrado com base nos deslocamentos quimicos dos sinais do solvente
MeOD.

A andlise do espectro indicou a presenca de quatro sinais caracteristicos de
atomos de hidrogénios aromaticos acoplados entre si. Dois sinais em &y 7.29 e oy
6.69 (dt, %y 7,8 Hz, “J4 1,5 Hz e °Jy 0.8 Hz), apresentam feicdo de duplo-tripleto
devido a coalescéncia de sinais duplo-duplo-dupletos (ddd), originados do
acoplamento orto entre os hidrogénios em oy 6.69 e o4 6.76, e entre oy 7.29 e oy
7.05 (*Jy4 7,8 Hz); do acoplamento meta entre &y 6.69 e & 7.05, e entre &y 7.29 e &y
6.76 (“J4 1,5 Hz); e do acoplamento para entre &4 7.29 e &4 6.69 (°J4 0.8 Hz). Os
outros dois sinais séo triplos-dupletos, com deslocamentos quimicos em &y 7.05 e oy
6.76 (td, %Jy 7,8 Hz e *Jy 1,5 Hz), originados do acoplamento orto entre o hidrogénio
em dy 6.76 e os hidrogénios em 6.69 e 5y 7.05, e entre &4 7.05 com 3y 6.76 e oy 7.29
(J4 7,8 Hz); do acoplamento meta entre &y 6.76 e 7.29, e entre &4 7.05 e &y 6.69
(*Ju 1,5 Hz), caracteristicos de nucleo indélico, indicando que o anel encontra-se
livre de substituintes.

O espectro revelou a presenca de dois simpletos, cada um integrado para trés
hidrogénios em 8y 1.93 e 6y 1.54, caracteristicos de metilas. Apresentou também,
um tripleto integrado para um hidrogénio em &y 4.00 (t, J 12 Hz), este acoplamento
(t, J 12 Hz).

Em campo baixo foram observados um simpleto largo em &y 4.14, dois
multipletos largos em &y 3.77 e 6y 3.52, e um duplo-tripleto em 8y 2.01 (J 12 Hz
devido a um acoplamento geminal, e J 6.0 Hz devido a um acoplamento vicinal,
constantes reveladas no experimento J-resolvido) que podem ser justificados, por
exemplo, devido a proximidade com um par de elétrons ndo compartilhados.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos para os hidrogénios metilénicos
restantes da cadeia alifatica, foi feita com base nos parametros conhecidos para

deslocamentos quimicos de hidrogénio (Tabela 15.13) ¢,
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FIGURA 15.46 — Espectro de RMN 'H para a subfracdo APM-5/4, em MeOD, com intensificacéo

(32x) dos sinais duplo-tripleto e triplo-dupleto de hidrogénios aromaticos. (Fonte: Autora).

O espectro de RMN *3C da subfracdo APM-5/4 (Figura 15.47 e Tabela 15.12)
apresentou um total de vinte sinais e foi calibrado com base no deslocamento
quimico do sinal do solvente MeOD.

A andlise conjunta dos espectros de RMN *C, DEPT 135 (Figura 15.48) e
DEPT 90 (Figura 15.49) permitiu a observacdo de sinais com deslocamentos
quimicos em o6c 123.70, 6c 129.53, 6c 121.04 e 6c 112.54, caracteristicos de
carbonos aromaticos, e sinais em 6c 151.86, dc 136.23 e 3¢ 58.19 relativos a
carbonos nao hidrogenados, provavelmente do nucleo indélico. O deslocamento
quimico do carbono em 8¢ 112.54 pode ser justificado pelo efeito mesomérico do
nitrogénio do nucleo inddlico, tornando esse carbono mais blindado do que o
esperado.

O espectro apresentou também sinais em 6c 18.42 e d¢ 24.11, condizentes
com grupos metilas; um sinal em d&¢ 180.16, relativo a um carbono carbonilico,
caracteristico de uma funcdo amida; e ainda, dois sinais em &, 79.39 e d¢c 71.33,

relativos a carbonos de grupos metinicos.
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FIGURA 15.47 — Espectro de RMN B¢ para a subfracdo APM-5/4, em MeOD. (Fonte: Autora).

Na analise do espectro DEPT 135 (Figura 15.48), evidenciaram-se seis sinais
para carbonos metinicos, sete sinais para carbonos metilénicos, e dois para

carbonos metilicos, com deslocamentos quimicos listados na Tabela 15.12.

3881
5989
2585
5092
7508
1806
1974

—— 55.4560
——44.8756
18.4258

120 100 80 60 40 20 [ppm]

FIGURA 15.48 — Espectro de RMN DEPT 135 para a subfracdo APM-5/4, em MeOD. (Fonte: Autora).

O espectro DEPT 90 (Fig. 15.49) revelou a presenca de apenas seis sinais
referentes a carbonos metinicos, estes foram descritos anteriormente, e estdo

apresentados na Tabela 15.12.
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FIGURA 15.49 — Espectro de RMN DEPT 90 para a subfracdo APM-5/4, em MeOD. (Fonte: Autora).

O espectro HSQC (Fig. 23.50) permitiu conectar de forma inequivoca cada
hidrogénio ao seu respectivo carbono.

Observaram-se no espectro HSQC as correlacbes entre os atomos com 0s
seguintes deslocamentos quimicos: para grupos metinicos — o carbono em d&¢
129.53 e 0 hidrogénio em &y 7.05, dc 123.70 e &y 7.29, 6c 121.04 e 64 6.76, Oc
112.54 e 6y 6.69 (aromaticos), d¢c 79.39 e 6y 4.14, e entre 5¢c 71.33 e oy 4.00; para
grupos metilénicos — o carbono em d&¢ 55.45 e os hidrogénios em 6y 3.77 e 64 3.52, 0
carbono em 8¢ 44.87 e os hidrogénios em &y 2.01, o carbono em 8¢ 35.57 e os
hidrogénios em 6y 2.92 e dy 1.71, o carbono em d¢c 32.24 e os hidrogénios em &y
1.79 e 8y 1.48, o carbono em &¢c 31.49 e os hidrogénios em 8y 1.86 e &y 1.59, 6¢
29.74 e &y 1.67, e entre o carbono em &¢c 27.15 e os hidrogénios em &4 2.10 e dy
1.92; para grupos metilicos — o carbono em &¢ 24.11 e os hidrogénios em 6y 1.93 e

entre o carbono em ¢ 18.42 e os hidrogénios em oy 1.54 (Tabela 15.12).
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FIGURA 15.50 — Espectro de RMN HSQC para a subfracdo APM-5/4, em MeOD, com o0s sinais de

correlacao direta "H-">C para os aromaticos em evidéncia. (Fonte: Autora).

Uma vez definidas as correlagdes heteronucleares diretas (visualizadas no
espectro HSQC), foi possivel localizar através do experimento de RMN HMBC as
posicoes relativas para os carbonos, e montar uma proposta de esqueleto para o
composto em estudo.

A analise do espectro HMBC (Figura 15.51 e Tabela 15.12) permitiu
estabelecer as seguintes correlacfes a longa distancia entre os atomos de carbonos
e hidrogénios aromaticos do nucleo inddlico: entre o carbono em &¢c 123.70 e os
hidrogénios em &y 7.05 (*Jcn) € 84 6.76 ((Jch), € entre o carbono em ¢ 129.53 e os
hidrogénios em &y 6.76, 8y 7.29 (3Jch) € 84 6.69 (3Jch), confirmando que o anel ndo
apresenta grupos substituintes.

Observou-se correlacdes a longa distancia entre o carbono em d¢ 58.19 e os
hidrogénios em &y 4.00, &4 2.92, 84 1.71 e 8y 4.14 através de 2Jcp, 0s hidrogénios
em &4 1.67, 843.77, 84 3.52 e 8y 6.69 através de 3Jcy, € com 0 hidrogénio em &y 7.29
através de *Jcn. Estas correlagbes fizeram a conexdo do nucleo indélico com o
restante da molécula. Observou-se também, as correlagdes entre o carbono em ¢
42.43 e os hidrogénios em &y 1.86, oy 1.59, oy 2.10, oy 1.92 64 4.14 e oy 1.54
através de 2Jcy, € com 0s hidrogénios em &y 1.67, 64 1.79 e 64 1.48 através de 3Jch.
A interacdo entre o carbono em &c 42.43 e o hidrogénio em &y 1.54 confirma a
presenca do grupo metila ligado a este carbono sp°.

A andlise do espectro permitiu ainda confirmar as correlacdes entre o carbono

carbonilico em 6¢c 180.16 e os hidrogénios metilicos em 64 1.93 através de 2Jch, €
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com o hidrogénio em &y 4.00 através de *Jcy (Figura 15.52). Outras correlacdes a

longa distancia dos demais atomos de carbonos encontram-se sumarizadas na

Tabela 15.12.

APM_5/4 APM-54 E_E . — | E
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FIGURA 15.51 — Espectro de RMN HMBC para a subfragcdo APM-5/4, em MeOD, com o sinal de

correlagdo a longa distancia entre o atomo de carbono em 6¢ 58.19 e o hidrogénio em &y 7.29 (4JCH),

em expanséo. (Fonte: Autora).

TABELA 15.12 — Dados de RMN *H (400 MHz) e **C (100 MHz) (incluindo correla¢des ‘H-*C HSQC
e 'H-"*C HMBC) para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

HSQC HMBC
Atomo ,
Sc oy I *Jok JeH
2 71.33 4.00 H-3 - -
3 29.74 1.67 H-2; H-4a,b - H-19
(a) 1.86
4 31.49 H-3 H-2; H-19 -
(b) 1.59
5 42.43 - H-4a,b; H-6a,b; H-19; H-20 H-3; H-7a,b H-8
(a) 2.10
6 27.15 H-7a,b H-4a,b; H-8; H-19 -
(b) 1.92
(a) 1.79
7 32.24 H-6a,b; H-8 - H-4a,b

(b) 1.48
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H-6a,b; H-10a,b -

H-8; H-19 H-2

H-2; H-19 -

H-3; H-10a,b; H-14 H-17

H-11a,b; H-15; H-19 H-3

H-15 -
H-16 -

H-4a,b; H-6a,b; H-8 -

H-4a,b; H-6a,b; H-19  H-3

H-2 -

FIGURA 15.52 — Correlacdes importantes *H-">C observadas no espectro HMBC (via 2J, °J e *J) para

0 composto em estudo. (Fonte: Autora).
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O espectro COSY (Figura 15.53 e Tabela 15.13) apresentou sinais de
acoplamento spin-spin homonuclear entre os atomos de hidrogénios.

O sinal de acoplamento entre H-2 em 6y 4.00 e H-3 em dy 1.67, ocorreu
através de 3Juy e foi revelado pelo experimento de RMN COSY. Observou-se
também, o acoplamento spin-spin entre os hidrogénios H-7a,b em 6y 1.79 e 64 1.48
e o0s hidrogénios metilénicos em &y 2.01 (2H-8), e com os hidrogénios em &y 2.10 e
8y 1.92 (H-6a,b), através de Iy

O espectro apresentou ainda sinais de acoplamento entre os hidrogénios
metilénicos H-3 e H-4, através de 3Ju, e revelou sinais de acoplamentos entre todos
os hidrogénios aromaticos (Figura 15.54).

Outros acoplamentos spin-spin homonucleares para os demais atomos de

hidrogénios encontram-se dispostos na Tabela 15.13.

APM-5/4 . @ E APM-5/4 -_E
* L = H-17H-15 -
i I B BT L
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FIGURA 15.53 — Espectro de RMN COSY para a subfracdo APM-5/4, em MeOD, com sinais de
correlagdo "H-'H fora da diagonal, e sinais em expansao para os hidrogénios aromaticos H-17 e H-15

gue acoplam entre si. (Fonte: Autora).
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FIGURA 15.54 — Estrutura para 0o composto em estudo e acoplamentos spin-spin ‘H-'H COSY.

(Fonte: Autora).

O espectro de RMN J-resolvido (Figura 15.55) evidenciou os valores das
constantes de acoplamento dos sinais relativos aos hidrogénios da molécula, assim

como, a multiplicidade destes sinais (Tabela 15.13).
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- .
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e & 4 F2[epm] 72 70 68 66 F2 [ppm]

FIGURA 15.55 — Espectro de RMN J-resolvido para a subfracdo APM-5/4, em MeOD, com 0s sinais

de hidrogénios aromaticos evidenciados, e em destaque as constantes de acoplamento. (Fonte:

Autora).

O espectro NOESY (Figura 15.56 e Tabela 15.13) apresentou sinais

referentes a interacdes espaciais entre os atomos de hidrogénios.
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Observou-se no espectro o sinal de correlagdo espacial entre os hidrogénios
em &y 1.54 (H-20), 6y 4.14 (H-19) e 64 1.59 (H-4b), indicando que eles encontram-se

do mesmo lado na molécula. (Figura 15.57).

:
;

FIGURA 15.56 — Espectro de RMN NOESY para a subfracdo APM-5/4, em MeOD, com sinais de

2 F1[ppm]

3

4

’ H-11H-19
e T I T T T T I T T T T | T T T T I T

I
] 4 F2 [ppm] 4 3 2 F2 [ppm]

correlacdo espacial *H-'H fora da diagonal, e sinais em destaque para os hidrogénios H-11 e H-17

gue interagem entre si. (Fonte: Autora).
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TABELA 15.13 — Dados de RMN *H (400 MHz) (incluindo correla¢des "H-'H COSY e *H-'H NOESY)
para o composto em estudo, em MeOD. (Fonte: Autora).

Atomo Sy (multiplicidade) 'H-'H cosy 'H-'H NOESY
2 4.00 (t, J 12 Hz) H-3 H-3; H-4a; H-11b; H-22
3 1.67 (m) H-2; H-4a,b H-2; H-4a,b
(a) 1.86 (dt, J 11 e 5.5 Hz) H-3, H-4b H-2; H-3; H-6b
) (b) 1.59 (dt, J 11 e 5.5 Hz) H-3; H-4a H-3, H-6a; H-19; H-20
(a) 2.10 (m) H-6b; H-7a,b H-4b; H-7a; H-8; H-19; H-20
° (b) 1.92 (m) H-6a; H-7a,b H-4a; H-7b; H-8
(@) 1.79 (m) H-6a,b; H-7b; H-8 H-6a; H-8
! (b) 1.48 (m) H-6a,b; H-7a; H-8 H-6b; H-8
8 2.01 (dt, J 12 e 6 H2) H-7a,b H-4a,b; H-7a,b; H-10a,b
(a) 3.77 (m) H-10b; H-11a,b H-8; H-11b
w0 (b) 3.52 (m) H-10a; H-11a,b H-8; H-112
(@) 2.92 (m) H-11b; H-10a,b H-10b; H-19
o (b) 1.71 (m) H-11a; H-10a,b H-2; H-102
14 6.69 (dt, J 7.8, 1.5 e 0.8 Hz) H-15; H-16 H-15; H-16
15 6.76 (td, J 7.8 e 1.5 Hz) H-14; H-16; H-17 H-14; H-16; H-17
16 7.05(td,J 7.8 e 1.5 Hz) H-14; H-15; H-17 H-14; H-15; H-17
17 7.29 (dt,J 7.8,1.5e 0.8 Hz) H-15; H-16 H-15; H-16
19 4.14 (s) - H-4b; H-6a; H-11a; H-20
20 1.54 (s) - H-4b; H-6a; H-19
22 1.93 (s) - H-2
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FIGURA 15.57 — Estrutura para o composto em estudo e correlacdes espaciais principais 'H-'H
NOESY. (Fonte: Autora).

As correlagdes espaciais de H-2 com H-3, H-4a, H-11b e H-22, bem como a
correlacdo de H-22 com H-2 indicam suas proximidades espaciais.

As ligacdes simples desta molécula podem rotacionar, com isso, pode ser
verificada uma grande proximidade espacial de 2.28 A entre H-2 e H-11b, bem como
de 2.93 A entre H-19 e H-1la. Apresentados esses valores experimentais de
distancias interatdmicas dos hidrogénios (Tabela 15.14) e em comparagdo com 0s

dados tedricos, foi proposta a estrutura para o composto em estudo (Figura 15.58).

\(,

FIGURA 15.58 — Estrutura para o composto em estudo com geometria otimizada. (Fonte: Autora).
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TABELA 15.14 — Dados de correlagdo espacial *H-"H do espectro de RMN NOESY para o composto
em estudo, integrais, valores experimentais de distancias interatdmicas e dados tedricos de

distancias interatdmicas. (Fonte: Autora).

91 & Integraly o Exp:ri(ézantal Tgé(;&i\ga
4.00 (H-2) 1.67 (H-3) 1.0000 2.50 2.45
4.00 (H-2) 1.86 (H-4a) 0.6131 2.72 2.70
4.00 (H-2) 1.71 (H-11b) 1.7379 2.28 2.38
4.00 (H-2) 1.93 (H-22) 0.8934 2.55 2.54
1.67 (H-3) 1.86 (H-4a) 1.0000 2.50 2.49
1.67 (H-3) 1.59 (H-4b) 0.2459 3.16 3.07
1.86 (H-4a) 1.92 (H-6b) 1.0000 2.50 2.55
1.59 (H-4b) 2.10 (H-6a) 0.6131 2.71 3.01
1.59 (H-4b) 4.14 (H-19) 0.0658 3.93 3.85
1.59 (H-4b) 1.54 (H-20) 0.0939 3.71 3.78
2.10 (H-6a) 1.79 (H-7a) 0.6521 2.68 2.48
2.10 (H-6a) 2.01 (H-8) 0.0658 3.93 3.85
2.10 (H-6a) 4.14 (H-19) 0.0658 3.93 3.82
2.10 (H-6a) 1.54 (H-20) 0.2709 3.11 3.15
1.92 (H-6b) 1.48 (H-7h) 0.9356 2.53 2.43
1.92 (H-6b) 2.01 (H-8) 0.6741 2.67 2.66
1.79 (H-7a) 2.01 (H-8) 1.0000 2.50 2.46
1.48 (H-7b) 2.01 (H-8) 0.6131 2.71 2.54
2.01 (H-8) 3.77 (H-10a) 0.6741 2.67 2.41
2.01 (H-8) 3.52 (H-10b) 0.8934 2.55 2.66

3.77 (H-10a) 1.71 (H-11b) 1.7379 2.28 2.28
3.52 (H-10b) 2.92 (H-11a) 1.7379 2.28 2.28
2.92 (H-11a) 4.14 (H-19) 0.3816 2.93 2.88
6.69 (H-14) 6.76 (H-15) 1.0000 2.50 2.50
6.69 (H-14) 7.05 (H-16) 0.0396 4.30 4.33
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6.76 (H-15) 7.05 (H-16) 1.0000 2.50 2.49
6.76 (H-15) 7.29 (H-17) 0.0396 4.30 4.32
7.05 (H-16) 7.29 (H-17) 1.0000 2.50 2.49
4.14 (H-19) 1.54 (H-20) 0.2207 3.22 3.04

Os dados espectrais de RMN permitiram o assinalamento inequivoco para a
estrutura de um alcaloide com nucleo indélico (Figura 15.59), os quais foram
comparados com os dados descritos na literatura ! para o alcaloide indélico
Desmetoxiaspidospermina (composto 10 do Quadro 9.1), de esqueleto do tipo
Aspidospermina [*¥, isolado da casca do caule de A. pyrifolium ©°,

FIGURA 15.59 — Estrutura para o alcaloide inddlico estudado. (Fonte: Autora).




134

A diferenga estrutural entre o composto identificado neste trabalho e o
composto 10 estd nos substituintes do carbono C-5 e N-1 (do nucleo inddlico),
enquanto o composto 10 reportado na literatura apresenta um grupo etila ligado ao
carbono C-5 e um grupo —COOCH; (carbometoxi) ligado ao N-1, o composto
estudado neste trabalho apresenta um grupo metila ligado ao carbono C-5 e um
grupo —COCHs; ligado ao N-1, justificando os valores para os deslocamentos
quimicos de RMN *3C descritos e comparados na Tabela 15.15.

Comprovou-se a partir dessas evidéncias, a proposta estrutural para um
alcaloide indodlico inédito, com esqueleto do tipo Aspidospermina e de férmula

molecular CyoHosN-0.
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TABELA 15.15 — Dados de RMN **C (8¢ em ppm) para o alcaloide indélico estudado, em MeOD, em

comparacao com dados da literatura. (Fonte: Autora).

Alcaloide

Composto 10

Atomo estl:\;lj:gg em em CDCls
) 71.33 69.5
3 20.74 24.9
4 31.49 23.2
5 42.43 35.6
6 27.15 34.3
. 32.24 21.7
8 44.87 53.7
10 55.45 52.5
11 35.57 38.1
12 58.19 53.7
13 136.23 110.9
14 112.54 125.9
15 121.04 115.3
16 129.53 129.2
17 123.70 143.6
18 151.86 149.2
19 79.39 1
20 18.42 30.2
21 180.16 7.0
99 24.11 171.3
e0.22 ) 55.5
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CONCLUSAO

Os resultados dos testes antimalaricos para os extratos e fracfes das
espécies trabalhadas, mostraram que as fracbes ANCC-5 e APM-5 (fracdo
alcaloidica em cloroférmio) apresentaram melhor atividade antimalarica.

Os experimentos de RMN realizados permitiram-nos fazer a atribuicdo
inequivoca para todos os hidrogénios e carbonos dos alcaloides isolados. Os
estudos por RMN das fracBes oriundas do extrato etandlico da casca do caule de
Aspidosperma nitidum possibilitou a elucidacdo estrutural do alcaloide inddlico
Braznitidumina e de um alcaloide inddlico inédito do tipo Corinanteol. Ja os estudos
das fracdes oriundas do extrato etandlico da madeira de Aspidosperma pyrifolium
permitiram a elucidacédo estrutural do alcaloide inddlico Pirifolina e de um alcaloide
inddlico inédito do tipo Aspidospermina.

Os valores obtidos a partir dos célculos de otimizacao de geometria realizados
para as estruturas dos alcaloides foram comparados e estdo de acordo com o0s
dados de n.O.e obtidos a partir do experimento de RMN NOESY, confirmando

portanto as propostas estruturais.
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PERSPECTIVAS

Os desdobramentos futuros do presente trabalho sédo de verificar a real
influéncia dos alcaloides inddlicos isolados, na acdo antimalarica descrita para as
fragdes ANCC-5 e APM-5, bem como continuar com os estudos de elucidagéo
estrutural dos compostos presentes nas outras subfracfes obtidas das fracOes
ANCC-5 e APM-5.
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