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RESUMO

O estudo fitoquimico das cascas de Smira glaziovii conduziu ao
isolamento e identificacBo dos esterdides sitostenona e estigmastenona do
extrato hexanico; do extrato metanolico foram isolados sitosterol, estigmasterol,
3,4-dimetoxicinamato de metila e dois acadides B-carbolinicos harmana (9H-
pirido[3,4b]indol) e um novo enantibmero da ofiorina B, a (-)ofiorina B. As
estruturas destas substancias naturais foram determinadas com base na andlise
de espectros de IV, RMN e de massas. A reagdo da (-)ofiorina B com
diazometano, forneceu o lialosilato de metila. Este éster metilico foi tratado com
anidrido acético e piridina e forneceu o tetra-O-acetil lialosilato de metila. O
mesmo tratamento da (-)ofiorina B forneceu dois novos derivados acetilados, o
acido pentaacetil liadlosidico e o monoterpeno [-carbolinico, tetraacetil

glicosideo  (1,22-lactamil-lialosideo).



XVi

ABSTRACT

The phytochemical study of the bark of Smira glaziovii (Rubiaceae)
afforded the sitostenone and estigmastenone isolated from hexanic extract and
sitosterol, stigmasterol, methyl dimethoxy cynamate, the harman alkaloid and
the new enantiomer of ophiorine B, (-)ophiorine B from methanolic extract. The
structures of the compounds were established by IR, NMR and mass spectra
analysis of the natural substances and derivatives. The methyl lialosilate of
ophiorone B, after treatment with acetic anhydride and pyridine, yielded the
tetraacetyl derivative. The same treatment of ophiorine B yielded two new acetyl
derivatives, pentaacetyl lyalosidic acid and the [-carboline monoterpene

tetraacetyl glucoside (1,22-lactam-lyaloside).



1. INTRODUCAO GERAL

A pesguisa em produtos naturais tem adquirido grande interesse devido
a ansiedade do homem em explorar a biodiversidade em seu beneficio,
procurando o melhor entendimento dos fendmenos do meio ambiente, como
também a procura de alimentos e medicamentos naturais.

Mais de 600.000 espécies de plantas superiores constituem a flora
mundial e representam um grande desafio para 0s pesquisadores interessados
em ampliar o conhecimento da quimica das espécies vegetais. Um dos
principais objetivos do trabalho dos quimicos de produtos naturais € a busca
de novas substancias que possam ser Uteis para a humanidade'.

A maioria da populacdo dos paises menos desenvolvidos depende da
medicina caseira, utilizando-se de plantas para suas necessidades primarias de
salde. Em muitos casos, a pesquisa nesta area de conhecimento mostra 0s
acertos com que sdo empregadas algumas plantas e permite detectar erros
cometidos pelo emprego de espécies cujas atividades ndo sdo comprovadas.
Neste sentido a quimica de produtos naturais deve continuar contribuindo com
0S processos de investigagdo de plantas usadas tradicionalmente para o
conhecimento do principio ativo das espécies, como também para avaliar 0s

perigos da adog&o de determinados vegetais como medicamentos tradicionais.



O conhecimento das espécies vegetais contribui para a quimica organica
em geral, fornecendo modelos adequados para transformagbes quimicas na
obtencdo de produtos Uteis. Além disso, geram informacOes para outras éreas
de conhecimento, que se beneficiam dos trabalhos dos quimicos de produtos
naturais, como a botanica, agricultura, estudos de ecologia e taxonomia
quimica.

O potencial quimico dos organismos vivos estimula o interesse das
indistrias farmacéuticas pelas plantas como fonte de férmacos como, por
exemplo, a efedrina [I]; como fonte de agroquimicos, fornecendo fungicidas e
inseticidas naturais, como por exemplo, a rotenona [II]; como fonte de
substancias naturais usadas na industria alimenticia, podemos citar o mentol
[I1I] e o &cido benzdico [IV] e como componentes de perfumes naturais, a

canfora [V] e o linalol [VI], que sdo utilizados na indlstria de cosméticos’.

OH
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A eficacia das substancias naturais ja conhecidas e a necessidade de se
resolver problemas atuais da humanidade tém motivado investimentos para a
avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de seus
constituintes. Uma variedade de substancias pertencentes a diversas classes de
contituintes, como flavonoides, alcaloides, terpendides e lignoides, tem sido
objeto de estudos farmacologicos atraves de testes pré-clinicos com animais.
Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de, futuramente, serem
incluidas entre os agentes medicinais existentes®®.

A medicina alopética utiliza drogas com estruturas definidas, que séo
extraidas de plantas superiores. A existéncia de muitas espécies cuja quimica é
desconhecida permite deduzir que muitas substéncias com atividade medicina
possam ser isoladas destes organismos vegetais.

Apesar de uma planta possuir centenas de metabdlitos especiais,
somente 0S COMPOStos presentes em maior concentracdo sdo geralmente

isolados e estudados pela fitoquimica tradicional. A andlise de substancias



ativas € muito mais complexa e longa ja que, na maioria das vezes, 0S
compostos presentes em menor propor¢cdo ha planta sGo 0s que apresentam
melhores efeitos biolégicos. Por isso, emprega-se atuamente o sistema de
estudo monitorado com testes especificos para a andlise dos extratos antes do
fracionamento, e posteriormente, a andlise dos compostos puros. Este tipo de
trabalho tem sido feito por grupos que procuram resultados imediatos com
finalidades especificas e, consequentemente, descartam muitos materiais que
poderiam ser usados para outros estudos cientificos’.

Das inumeras espécies vegetais nativas do Brasil, muitas sdo usadas,
principalmente, como fonte de material para construcdo e carpintarias, para
fabricacdo de celulose, carvdo e para exportacdo de componentes quimicos
com valor comercial atendendo, inclusive, a demanda internacional. Assim,
ocorre um processo desordenado e indiscriminado de devastagdo, destruindo
espécies vegetais, prejudicando o equilibrio ambiental e eliminando um
poderoso laboratdrio vivo de produtos naturais. Muitos deles Uteis para a
manutencdo do sistema ecologico e, as vezes, com potencial para ser
explorado pelo homem de forma racional e solucionar muitos de seus

problemas.



2. A PLANTA.

2.1. A familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae apresenta cerca de 650 géneros e 12000 espécies,
sendo que a maioria dessas espécies, € encontrada nas regifes tropicais e
subtropicais e sdo adaptadas para regifes Umidas®.

Esta vasta familia possui, uma quimica pouco varidvel, mas com um
potencial farmacolégico muito significativo, caracteriza-se pela producdo de
repelentes quimicos tais como iridoides, antraquinonas e varios tipos de
alcaldides, especiamente alcaldides inddlicos, mas também quinolinicos,
isoquinolinicos e purinicos, as vezes, taniferos e proantocianinas’.

O género mais abundante nesta familia € o género Psychotria com cerca
de 700 espécies. Outros géneros bastante conhecidos da familia Rubiaceae séo
o género Cinchona, conhecido como fonte de quinina [VII] e acadides
relacionados, o género Coffea, fonte de cafeina [VIII]] e o género Rubia,
principalmente a espécie R. tinctorium, cuja madeira era utilizada
tradicionalmente como fonte de tinta vermelha, a alizarina [IX], que

atualmente é preparada artificialmente’.



2.2. O Género Simira.

O género Smira engloba 37 espécies distribuidas do México ao Sul do
Brasil e Paraguai. No Brasil ocorrem 16 espécies nos Estados do Amazonas,
Para, Goiés, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina, em formacédo florestal na Mata Atlantica e em mata ciliar™

Este género, da familia Rubiaceae, vem despertando interesse para
estudo devido principalmente as atividades fototoxicas apresentadas por
alguns consgtituintes isolados e pelas informacGes etnomédicas de S. rubescens
cujas cascas Sdo0 usadas no tratamento de manchas dentérias™. Até o momento
apenas as espécies S. maxonii*** S mexicana®™, S salvadorensis’® e S
rubra’®'’ foram estudadas quimicamente. Estes trabalhos revelam a presenca
de policetideos, alcaldides furoquinolinicos e B-carbolinicos os quais tém sido
caracterizados como substancias fotossensibilizantes®. Os acal6ides mais

comuns neste género sdo a harmana (6), maxonina [X]* e estrictosamida

[XI]Y.



VIII




Tabela 1: Algumas espécies do género Simira.

Espécies Substéncias Uso popular Localidade
isoladas
S. maxonii Maxonina [X] Purgativo, Panama
antifebril Costa Rica
S. mexicana Estrictosamida No tratamento de México
[X1] malaria e dengue
Harmana (6)
S. salvadorensis
Harmana (6) Construgio, Belize
corante
S. rubra Harmana (6) - -
S. rubescens* - Clareamento dos Peru
dentes
S. viridiflora Ester metilico da - Sudeste do Brasil
- 18
ofiorina (7b)
S. glaziovii 1,2,.3.4.5,6,7 Construgio, Sudeste do Brasil
arborizagdo
S. tinctoria* - Corante, confecgdo de Amazonia
talheres, construgio
S. samapoiana* - Artesanato, Sudeste do Brasil
arborizagdo,construgio
S. grazielae* - Arborizagio, Sudeste do Brasil
construcao
S. elierezeriana* - Arborizagio, Sudeste do Brasil
construgao

*Espécies ainda ndo estudadas.



2.2.1. Caracteristicas Botanicas:

Inflorescéncias. em paniculas decussadas ou tirsos, longas ou curtas.

Flores: bracteoladas vermelhas, rosadas, amarelas ou esverdeadas,

pentdmeras ou tetrameras, hermafroditas, actinomorfas ou subzigomorfas.

Célice: campanulado ou cupuliforme internamente com ou sem glandulas, as

vezes, aumentado em limbo foliaceo.

Corola: tubulosa, ventricosa ou infundibuliforme, freqlientemente com
membrana circular disposta entre os estames e a fauce; prefloragdo fechada ou

aberta.

Androceu: com 4-5 estames exsertos, geralmente presos na metade inferior
do tubo; filamentos subulados, glabros ou pilosos na base; anteras sagitadas,
dorsifixas; grdo de pdlen globoso, finamente granulado, tricolporado, com 10

a 20 um de diametro. Disco inteiro, as vezes sulcado.

Gineceu: com ovario bicarpelar, bilocular, com muitos O6vulos por |6culo,
horizontalmente bisseriados; estilete exserto, atenuado, cilindrico; estigmas 2,

Crassos, recurvados ou revolutos.
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Fruto: capsula loculicida globosa ou largamente oblonga, bivalvar,

polisperma, lenticelada; valvas inteiras ou bipartidas.

Sementes: aladas, com ndcleo embrion&rio semi-oblongo e abumem
carnoso; embrido grande, obliquo, com cotilédones foliaceos e radicula longa,

cilindrica ou ligeiramente comprimido-clavada.

Folhas. pecioladas, glabras ou pilosas, inteiras, repandas ou sinuadas,
congestas no apice dos ramos, padrdo de nervacdo broquidédromo,
frequentemente com doméceas de tipos variados na axila das nervuras
secundarias; estbmatos na epiderme inferior dos tipos paracitico e

anomaocitico; estipulas interpeciolares, glandulosas na face interna, na base.

Porte: arvores de pequeno ou grande porte, com coOrtex crasso, muitas vezes

suberoso, cinéreo.

Madeira: Ceme marrom ou acinzentado, aburno amarelado ou acinzentado
quando fresco, geramente adquirindo coloragcdo vermelha, rosea ou violacea
quando exposto ao ar, uniforme ou variegado, tornando-se amarelado em
direcdo a superficie. Brilho meédio ou reduzido; inodoro e com sabor
levemente amargo. Densidade varidvel em diferentes espécies, textura fina,
uniforme. Madeira boa para trabalhos de carpintaria, porém, com baixa

resisténcia a decomposicao®™.



2.2.2. Caracteristicas gerais.

O nome Smira é popular na Guiana No Brasil, as espécies desse
género sdo conhecidas como arariba, arariba-vermelha, arariba-rosa, arariba-
branca, quina-rosa, canela-samambaia, maiate e marfim. As espécies
brasileiras desse género, algumas vezes conhecidas como quineiras tém acéo
tobnica e antifebril, devem conter substéncias amargas e alcaldides afins da
quinina [VII]. Essas espécies tém muitos caracteristicas em comum;
entretanto, 0 que as leva a serena reconhecidas pelo mesmo nome vulgar € o
fato de seu cortex tornar-se vermelho ou rosado quando exposto ao ar®.

A espécie S tinctoria, da Amazobnia, € usada na confeccdo de colheres
e gamelas e, algumas vezes, em construcdo. Essa espécie foi utilizada como
corante nos Estados Unidos durante a primeira guerra mundial. A espécie
S. salvadorensis é utilizada em construcdes e seu corante vermelho é
empregado no tingimento de redes e outros artigos®.

S. maxonii, do Panama e da Costa Rica, é considerada pelos indigenas
como medicinal e utilizada como purgativo e antifebril. S glaziovii, S
sampaioana e S. grazielae destacam-se pela magnitude dos exemplares
arbéreos, inclusive com potencialidades comerciais, tanto do ponto de vista de
producdo de madeira como de aproveitamento medicinal. Estas espécies

ocorrem em mata alta'.
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As espécies do sudeste do Brasil sdo algumas vezes utilizadas em
construcdo interior, como tabuados e tacos, artesanato, tinturaria e arborizacéo
de ruas. Ainda ndo foi feita uma tentativa de cultivo dessas espécies em escala
comercial e nenhuma avaliagdo critica dos componentes quimicos utilizéveis
na industria farmacéutica.

O estudo das espécies do género Simira € relevante, visto que, neste
género, substancias de valor farmacolégico ja foram identificadas e muitas

espécies sdo usadas pelos nativos como produtos de substancias corantes,

antifebris e tonicas®.
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2.3. A Espécie Simira glaziovii.

O nome especifico € uma homenagem ao botéanico francés A. F. M.
Glaziou que, na segunda metade do século XIX, trabalhou como boténico e
paisagista no Brasil, tendo coletado o material que serviu de base para a
descricdo da espécie®.

No Brasil, area de ocorréncia da espécie Smira glaziovii, se resume aos
Estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Os termos arariba
(RJ, ES), quinarosa (MG), arariba-vermelha (RJ, ES, MG) sdo nomes
populares dados a esta espécie, conforme a regido. Esta espécie floresce
predominantemente de dezembro a janeiro e frutifica cerca de seis meses apos
a floracéo™.

A espécie S. glaziovii pertence a um género que apresenta como
caracteristica a presenca de acal6ides B-carbolinicos, que estdo presentes em
plantas conhecidas por afetar o Sistema Nervoso Central. Como exemplo,
pode-se citar as espécies Ailanthus altissima e Passiflora incarnata, cujas
atividades farmacolégicas estdo associadas a wunidade inddlica desses
alcaldides. Outra caracteristica do género Smira € a presenca de substancias
fototdxicas, que funcionam como mecanismo de defesa para a planta,
causando fotodermatites em humanos e animais predadores. A toxicidade

mediante a luz confere vantagem evolutiva as plantas que possuem essas
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substéncias 16. A revisdo bibliogréafica revelou que a espécie Smira glaziovii
ainda ndo havia sido estudada anteriormente. Sendo este, portanto, o primeiro
estudo da espécie que esta sendo realizado pelo Laboratério de Quimica de

Produtos Naturais (LQPN-UFRRJ).

2.3.1. Classificacdo botanica da Espécie

Tabela 2: Classificagdo botanica de Simira glaziovii'®®.

Reino Plantae
Ordem Gentianales
Tribo Rondeletieae
Familia Rubiaceae
Subfamilia Cinchonoideae
Género Smira
Especie Smira glaziovii

Denominacdo Vulgar "Arariba-vermelha"



15

2.3.2. Descricdo botanica da espécie.

Porte: arvore com até 30 m de altura, fuste cilindrico, ereto, com até
18 m de comprimento, didmetro a altura do peito de até 56 cm; ramos
cilindricos, glabros, lenticelados; lenticelas pardacentas, circulares ou

alongadas.

Folhas: largamente obovada, repanda, cartdcea, com 4&pice obtuso a
curtoacuminado e base ligeiramente auriculada; prefoliacdo aberta; nervuras
secundérias, cerca de 20 pares, depressas na face superior e salientes na face
inferior; velas terciarias obligquoas, salientes; terminagbes vasculares

predominantemente simples,; estbmatos anomociticos.

Peciolo: cerca de 1,2 cm de comprimento, crasso, glabro, lenticelado.

Inflorescéncia: em paniculas decussadas terminais, multifloras.

Célice: campanulado com cerca de 0,15 cm de comprimento e 0,25 cm
de largura, denteado, as vezes com um dos lacinios aumentado em limbo

foliaceo.

Corola: ligeiramente infudibuliforme com cerca de 0,6 cm de
comprimento, prefloracdo aberta; dobra membrandcea na face interna da

corola, proxima a fauce.
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Estames. 4, exsertos;, filetes pilosos na base, anteras oblongas,

sagitadas, vermelhas ou, mais raramente, amarelas.
Ovario: infero, bilocular com numerosos 6vulos; estilete glabro, bifido.

Capsula: com cerca de 5,5cm de diametro, levemente comprimida,
lenhosa. Sementes cerca de 45 por fruto, plantas, com 2,3 cm de comprimento
e 0,9 cm de larguras na regido mediana, oblongo-reniformes, embrido reto

com 0,45 cm de comprimento, com cotilédones largamente ovados e &pice

rotundado.
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3. CONSTITUINTES QUIMICOS DE Simira glaziovii.
3.1. Constituintes isolados das cascas:
3.1.1. Extrato hexanico

O fracionamento do extrato hexdnico das cascas de S. glaziovii permitiu
a identificacdo de uma mistura de dois esterdides, sitostenona (1) e
estigmastenona (2). A andise do espectro de infravermelho das demais
fracOes desse extrato, a maioria em pequenas quantidades, revelou a presenca

de material alifético.

3.1.2. Extrato metandlico

O estudo fitoquimico realizado com o extrato metandlico das cascas
desta espécie permitiu o isolamento e a caracterizacdo de dois esterdides,
sitosterol (3) e estigmasterol (4), em mistura com o 3,4-dimetoxicinamato de

metila (5), e dois alcaldides indolicos harmana (6) e ofiorinaB (7).
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3.1.3. Derivados da ofiorina B (7).
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3.2. Constituintes isolados de outras partes da planta.

O estudo quimico do extrato hexanico das folhas de Smira glaziovii
realizado no LQPN (PPGQO-DEQUIM-UFRRJ), permitiu o isolamento e a
identificagdo de triterpenos do tipo eufol [XII] e do tipo butirospermol [XIII],
em mistura.

Do extrato metandlico das folhas foram isolados e identificados
esterdides como o -sitosterol [XIV], B-O-B-D-glicopiranosilsitosterol [XV]

e inositol [XVI]*.

HO_ O
/y& o
HO
H




4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1. Coleta da planta.

O espécime de Smira glaziovii foi coletado na Reserva Florestal de
Tingud, Nova lguagu, RJ, pelo botanico Sebastido José da Silva Neto. A
autenticacdo foi feita através de comparacdo com a excicata depositada no
herbério do Departamento Boténica da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro.

4.2. Elaboracdo dos extratos.

O material vegetal (casca), apOs ser separado e seco naturalmente, foi
reduzido a p6 em moinho de facas. O p6 das cascas (930 g) foi submetido a
extragdes sucessivas em hexano e metanol, através do processo de maceracéo,
fornecendo 600 mg de material do extrato hexanico SGCH (Smira glaziovii,
Casca, Hexano) e 97,5 g de material do extrato metandlico SGCM (Smira

glaziovii, Casca, Metanol), (Esguema 1).



CASCA
l Maceragdo

Ext. hexanico Ext. metandlico
600 mg 95,70 g

Esquema 1. Elaboracéo dos extratos das cascas de Smira glaziovii

4.3. Isolamento e purificagdo de constituintes das cascas

4.3.1. Extrato hexanico

O extrato hexanico foi submetido a fracionamento em cromatografia
circular, Chromatotron, obtendo-se um total de 197 fraces que foram
analisadas através de cromatografia em camada delgada analitica e reveladas
com vapores de iodo (Esgquema 2). A fracdo 7-9 (81,7 mg) foi submetida a
cromatografia em camada delgada preparativa, da qual a fragdo 1 (SGCH-1),
foi analisada através de espectro de RMN 'H e ®C. Com esta analise
identificou-se a mistura de sitostenona (1) e estigmastenona (2). As demais
fracbes foram caracterizadas como sendo constituidas de material alifatico

através da analise por espectrometria de infravermelho.



SGCH

l Chromatroton

1 2-4 5-6 7-9
= - CCDP
I Iv

Mistura de I
substéncias 1 2 3
alifaticas ‘-——I——J

Mistura de

substancias

Esquema 2: Fracionamento cromatogrético do extrato hexanico das cascas
de Smira glaziovii

4.3.2. Extrato metanolico

Apols andlise em cromatografia em camada delgada analitica de silica

gel, o extrato metandlico (SGCM) foi submetido ao fracionamento

cromatografico em coluna de silicagel, obtendo-se 71 fracBes. Atraves de




andlises comparativas em CCDA, as fragcbes semelhantes foram reunidas em
14 grupos.

Da fracdo SGCM-11-13 obtiveram-se cristais brancos (55 mg), cuja
andlise por RMN *'H e “C, permitiu identificar a presenca de uma mistura de
esterdides (estruturas 3 e 4) e um éster organico (5), (Esquema 3).

Inicialmente, suspeitou-se que a fracdo SGCM-11-13, fosse uma
mistura de esterdides (3 e 4) e de um &cido organico. Com objetivo de
confirmar ou ndo a presenca do &cido, foi feita uma extracdo acido-base. A
amostra foi dissolvida em cloroformio e logo apds, tratada com NaOH.
Obtiveram-se duas fases, uma orgéanica e outra aquosa. A fase aquosa (Fagl)
foi acidificada com solucdo de HCl 10% e extraida em cloroférmio. As fases
organicas FOA e FOB foram secas com sulfato de sodio anidro, concentradas
em evaporador rotativo e, posteriormente, analisadas por RMN *'H. A fase
FOB néo revelou a presenca do acido, enquanto que na fase FOA encontrou-
se a mistura dos esterdides (3 e 4) e do éster aromatico (5). Uma andlise
posterior do espectro de RMN **C permitiu confirmar a proposta estrutural dos

componentes da mistura.



SGCM-11-13
l Cristaliza¢do
PP em CHC13
l NaOH
\ 4 A 4
Faql FOA
1.HCl 4
2.CHCL SGCM-1

‘ ] |

Fag2 FOB l
Areide

Esquema 3: Fracionamento cromatogréfico da fracdo SGCM-11-13

As fragcbes SGCM-26-32 (21,7g) foram submetidas ao fracionamento
em coluna de silica gel usando cloroformio e metanol como eluentes e foram
recolhidas 64 fracOes (Esquema 4). A fracdo 7 (278,0 mg), que revelou o
maior grau de pureza, foi submetida a fracionamento através de cromatografia
em camada delgada preparativa e da fragdo SGCM-2, obtendo-se o alcaldide

harmana (6), (50 mg, PF=230 °C).



As fragbes SGCM-36-43 foram dissolvidas em metanol a quente e,

apos o resfriamento da solucdo, obteve-se uma grande quantidade de

precipitado amarelo (3,59, Esquema 4). Este soOlido apresentou resultado

positivo frente ao teste para alcaldides, precipitando com o0s reagentes de

Mayer e Dragendorff* e foi analisado usando os espectros de IV, RMN 'H e

3C e espectrometria de massas FAB e 1Q. A andlise dos espectros e

comparagdo dos dados de RMN 'H e ®C registrados em D.,O, incluindo

experimentos 1D e 2D, permitiu distinguir entre os dois epimeros ofiorinas A

(7a) e B (7), (tabela 7, pag.55) e caracterizar o alcaldide inddlico ofiorina B

como constituinte da amostra SGCM-3.

SGCM

v
|

1-2 3-10 11-13 14-19  20-25 26-32 33-35 36-43 44-47 48-53
v Precipitacio
h 4 Fragdo 7 \ 4
Mistura de
SGCM-3
substancias CCDP v
alifaticas
SGCM-2

54-71

Esquema 4. Fracionamento cromatografico do extrato metandlico das

cascas de Smira glaziovii



A fracdo SGCM-33-35 (14,46g) foi submetida a um fracionamento
usando a marcha para alcaloides (Esquema 5). Apds adicdo de éacido acético
4%, com agitacdo constante, a mistura foi extraida com CHCI, fornecendo
duas fases, uma fase cloroformica acida (FCA-138mg) e uma fase aquosa.
Esta ultima foi alcalinizada com hidréxido de sodio a pH 9-10 em banho de
gelo. Extraiu-se novamente com CHCI,, obtendo-se uma fase cloroférmica
basica (FCB-79,9mg) e uma fase aquosa, que foi extraida com butanol,
obtendo-se uma fase butandlica (FB-278mg) e uma fase aquosa, que foi
rejeitada; A fase FCA apresentou resultado negativo no teste para alcaldides,
enquanto que a FCB apresentou resultado positivo, precipitando com os
reagentes de Mayer e Dragendorff®,

A FCB foi submetida a coluna flash de silica obtendo-se 11 frac0es,
sendo que a SGCM-4 foi analisada através de espectros de RMN 'H e
comparacdo com dados espectrométricos da harmana o que permitiu
identificar este alcalGide nesta funcgéo.

Uma porcdo do grupo de fracbes SGCM-44-53 (246 mg) foi fracionada
por cromatografia em camada preparativa (Esquema 6), obtendo-se 3 fragdes
das quais a fracdo 2 (SGCM-5) apresentou uma unica mancha em CCDA e foi
comparada com o padrdo do alcaldide harmana, usando como eluentes

diclorometano, cloroférmio e acetato de etila. A fracdo SGCM-5 se revelou



idéntica nos trés solventes e foi caracterizada como o alcaldide harmana, que

j& havia sido isolado das cascas de S. glaziovii da fracdo SGM-26-32. A

anadlise por CCDA das fracdes 1 e 3 apresentou vérias manchas, revelando

uma mistura de substancias.

I

SGCM-33-35
1-HAc4%
2 - CHCl,
l FAQ
FCA 1- NaOH l
l 2- CHCLx
Mistura de
substéncias FCB

l CC Silica gel

FAQ

l 1- BuOH

Fragdo 4-5 l
l FAQ
SGCM-4 4
FB
4
Mistura de
substancias

Esquema 5: Marcha para alcaldides.Fracionamento da fracdo SGCM-33-35.
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[ ccr

|
1
CCDA l

Mistura de
substancias
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2

1

3
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substancias

Esquema 6: Fracionamento cromatografico da fragdo SGCM-43-53.

A fracdo SGCM-54-71 (6,70 g) foi submetida ao fracionamento em
coluna de fiorisil (Esquema 7), obtendo-se 48 fracBes que foram eluidas em
cloroférmio e metanol em ordem crescente de polaridade e reunidas através de
analise em cromatografia em camada fina analitica revelada em vapores de
iodo, luz ultravioleta e reagente de Dragendorff #. Desse fracionamento a
fracdo 22-27 (SGCM-6) forneceu um precipitado de cor amarela (70
mg;PF=175 °C). Através das andlises de RMN 'H e *C e DEPT e comparacéo

com os dados do alcaldide ofiorina B, concluiu-se que SGCM-6 corresponde a

este alcal6ide.




A fragdo 28-30 foi submetida a cromatografia em coluna flash de silica
gel, obtendo-se 10 fragbes. A fracdo 1 (108 mg) foi fracionada em
cromatografia em coluna de silica gel, fornecendo 12 fracbes sendo que a
fracdo 2-4 foi fracionada através de cromatografia em camada delgada
preparativa. A fracdo 1 (SGCM-7) foi analisada através de RMN *'H e apos

comparagdo de espectros foi identificado o acal6ide harmana (6) impuro.

SGCM-54 -71

l CC Florisil

A 4 Y
Fracdo 22-27 Fragdo 28-30

CC Silica l
Fragdo 2-4

CCDP l

SGCM-7

Esquema 7: Fracionamento cromatografico da fragdo SGCM-54-71.



4.4 - ReacOes de derivatizacdo
4.4.1. Metilacao

100 mg de 7 foram dissolvidas em metanol e, entdo, adicionou-se
excesso de diazometano. Este reagente foi obtido da destilagdo de uma
solucdo etérea de N-metil-N-nitroso-sulfonamida (Diazald®) tratada com
solucéo etandlica de hidréxido de potéssio. O destilado foi mantido em banho
de gelo (Esquema 9). ApGs a evaporacdo do solvente, fez-se andlise do residuo
com RMN 'H e ®C, que confirmou a formacdo do lialosideo 8 (SGCM-8),

5.2.1., conforme citado na literatura®.

OFIORINA 7
(100 mg)

Diazometano

SGCM-9

Esquema 8: Reacéo de preparacéo dos derivados da ofiorinaB (7).




4.4.2. Acetilacdo

a) Acetilagdo de 7: 100 mg de 7 foram dissolvidas em piridina (2,0 mL)
e adicionado anidrido acético (2,0 mL) e 2 mg de pirrolidinopiridina (PP). A
solucéo foi submetida a refluxo durante 3 horas. Adicionou-se agua gelada
4,0 mL) e extraiu-se com cloroférmio (3 x 10,0 mL). A solucdo organica foi
lavada com HCI (10 %) e com agua. ApOs secagem com sulfato de sdédio
anidro, o solvente foi evaporado e o residuo filtrado em coluna de silicagel,
eluida com CHCI, + MeOH (9:1). A fragdo 7-Ac (71,6 mg) foi fracionada em
camada preparativa de silica gel (acetato de etila 100 %). As fraces 3 (10,3
mg) e 4 (19,5 mg) deste fracionamento revelaram-se puras através de andlise
som CCDA em diferentes eluentes. Estes produtos foram caracterizados como
sendo os derivados acetilados 9 (SGCM-10) e 10 (SGCM-11),

espectivamente (Esquema 9).

b) Acetilacdo de 8. apos purificagdo através de CCDP, 15 mg de 8
Foram dissolvidos em piridina (ImL) e adicionou-se anidrido acético (1mL),
Esquema 8). Essa solucéo ficou em repouso por 24 horas. Adicionou-se agua
gelada e extraiu-se com CHCI,. A solucdo orgéanica foi lavada com HCl para

tirar 0 excesso de piridina e com &gua, seca com sulfato de sodio anidro e o
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solvente evaporado. O produto da reagdo, lialosideo acetilado (8a) foi

analisado através de RMN 'H e "’C (PND ¢ DEPT).

OFIORINA
(100 mg)

1- Pi
2- Anidrido
3- PP

Produto impuro

l CC Silica gel

Fragdo 7-Ac

Esquema 9: Reagdo de acetilagdo do alcaloide 7.
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4.5, Especificacdo dos materiais e equipamentos

Os solventes de grau analitico da Merck, Grupo Quimico e Vetec, apds
destilacdo, foram utilizados para extracOes, particoes e sistemas
cromatogréficos.

Para cromatografia em coluna sob pressdo atmosférica utilizou-se como
adsorvente silica-gel 60 da Merck, particulas 63-210 pum.

Para CCDA (espessura de 0,25 mm) e CCDP (espessura de 1,0 mm)
utilizou-se como adsorvente silica-gel 60 da Merck. As placas analiticas foram
reveladas com vapores de iodo e irradiacdo no UV (254 e 356 nm). As placas
de CCDP foram reveladas com irradiacdo no UV (254 e 356 nm).

Os espectros de RMN 'H (1D) e (2D) foram registrados em

espectrometro Bruker AC-200 (*H: 200 MHz; *C: 50 MHz); e UN-400 (*H:
400 MHz; ®“C:. 100 MHz), utilizando-se como solvente CDCl,, MeOd,,
DMSO-d6 e TMS como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram
medidos em unidades ppm (8) da freqiiéncia aplicada e as areas relativas dos
picos de absorcéo obtidas por integracéo eletronica.

Os espectros de absorcdo na regido do IV foram registrados em
espectrometro Perkin Elmer FT - IR 1600 em pastilhas de KBr. Os valores

para as absor¢es foram medidos em unidades de nimeros de ondas (cm ™) e



0s espectros calibrados com filme de poliestireno de 0,5 cm de espessura,
utilizando a absorcdo em 1601 cm™ como referéncia.
Os espectros de massas foram registrados em um espectrometro VG

Quatro-Gc 8000 Triploquadrupolo/GD/MS-MS - da Fisions Instruments.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo estrutural dos constituintes isolados

5.1.1. Extrato hexanico

5.1.1.1. Determinacao estrutural de 1+ 2

Os compostos 1 e 2 foram obtidos em mistura e identificados através da
andlise dos espectros de RMN e da comparacdo com dados da literatura®*. O
espectro de RMN *'H (fig. 1) revela a presenca de varios sinais em campo alto,
entre 0,6 a 1, 5 ppm, correspondentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos
de esterdides. O multipleto em J,, 5,1 corresponde aos hidrogénios olefinicos
CH-22 e CH-23 de 2 e 0 singleto em 5,69 ao H-4 da enona. Os espectros de
RMN ®C (PND e DEPT), (fig.2-3) revelam a presenca de sinais de um

carbono quaternario olefinico atribuido ao C-5 (8¢ 171,7), um carbono



carbonilico C-3 (&¢ 199,6), um carbono olefinico metinico CH-4 (8¢ 123,7) e
dois adicionais em o¢ 138,1 e o 129,3, correspondentes aos carbonos CH-22 e
CH-23 da estigmastenona (2), (Tabela3). Estes dados e a comparacdo dos

demais valores com os da literatura permitiram identificar a sitostenona (1) e a

estigmastenona (2) como componentes da fracdo analisada®*.
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Tabela 3: Comparagio dos dados de deslocamentos quimicos de 1 e 2

com dados da literatura

C 1 2 Sitostenona Estigmastenona
o d¢ dc Oc
5 171,7 171,0
10 38,5 38,8
13 423 42.4
3 199.6 1989
CH
6 32,9 32,9
8 355 35,7
9 53,7 53,8
14 55.8 55,9
17 55,9 56,1
20 36,0 40,4 35,7 40,5
22 - 138,0 - 138,4
23 - 129,3 - 1293
24 457 51,2 45,0 51,3
25 290 31,3 27,9 22.5
CH,
1 356 35,7
2 33,9 33,9
4 123,7 1236
7 31,9 32,1
11 209 21,0
12 395 394
15 241 24,1
16 28,1 28,1
22 339 - 36,1 -
23 26,9 - 26,0 -
28 229 25,4 23,0 22.8
CH;
18 11,8 12,0
19 17,3 17,4
21 18,6 21,3 18,7 21,1
26 189 21,2 19,1 22,5
27 19,7 19,0 19,0
29 119 12,3




5.1.2. Extrato metanélico

5.1.2.1. Determinacio estruturalde 3+ 4+ 5

39

10
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Os esterdides 3 e 4 foram obtidos numa mistura que pela analise por
CCDA eluida em vérios solventes revelou numa Unica mancha

O espectro de RMN 'H (Fig. 4) revela vérios sinais na regido entre d,
0,6-1,8 correspondentes aos grupos metilicos e metilénicos dos esterdides. O
multipleto em o, 3,5 corresponde ao hidrogénio carbindlico H-3, o singleto
largo em o, 5,4 corresponde ao hidrogénio olefinico H-6 de (3) e (4) e 0
multipleto em torno de &, 5,1 corresponde aos hidrogénios olefinicos dos
carbonos 22 e 23 para o estigmasterol (4), Tabela 4. Estes dados e os sinais de
deslocamento quimico dos carbonos olefinicos, carbindlicos e aliféticos foram
comparados com a literatura®.

Os espectros de RMN “C PND e DEPT (Fig. 5-6) revelam a presenca
de sinais de carbonos olefinicos metinicos atribuidos aos carbonos CH-6 (6
121,7) do sitosterol (3) e estigmasterol (4), CH-22 (6. 138,3) e CH-23 (6.
129,2) do estigmasterol (4), um carbono quaternario olefinico atribuido ao C-
5 (8. 140,7) e um carbono carbindlico metinico CH-3 (8. 71,8) pertencentes

aos dois estergides. Os sinais adicionais no espectro de RMN 'H (fig. 4) da

fracBo contendo 3 e 4 sugerem a presenca de uma unidade aromética na
amostra. Os sinais de dubletos em o, 7,6 (H-7; J=15,9 Hz) e outro em §, 6,3
(H-8; J= 15,9 Hz) formam um sistema AB da unidade cinamoila de (5). Os

sinais de grupos metoxilicos e o valor do deslocamento quimico 6.71,78 do C-



3 de 3 e 4 permitiu descartar a possibilidade de ésteres aromaticos de
esteroides. A adicdo de NaOH na solucdo da mistura em CHCI, e posterior
agitacdo, ndo forneceu substéncia orgénica na fase aguosa, confirmando
assim, a auséncia de &cido ou fenol nesta fracdo. Além dos sinais citado
acima, aparecem multipletos em 6,8 e 7,0 ppm no espectro de RMN 'H que
sdo correspondentes a hidrogénios de anel aromatico H-2, H-5 e H-6. Os
sinais de menor intensidade presentes no espectro de RMN “C (fig. 5), 0.
168 (C-9), 145 (C-7), 123 (C-6), 115,5 (C-2), 115,2 (C-8), 109 e 51,6 (C-10
foram comparados com os dados da literatura 25 (Tabela 4). Os sinais em 9,
3,89, 3,70 e 3,60 permitem sugerir a presenca do 3,4-dimetoxicinamato de

metila (5) como um componente da mistura
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Tabela 4. Comparagdo dos dados de deslocamentos quimicos de 3, 4 € 5 com

dados da literatura®.
5  3,4dimetoxi
C 3 4  Sitosterol Estigmasterol ~ §¢ cmamato
5(; 8(: SC 6(: de metila
, dc
5 140,7 140,7 1155 115,8
10 36,5 36,5 51,3 *
13 423 423 422 ) -
CH
3 71,8 71,8 138,8 1482
6 121,7 121,7 123,2 123,2
8 319 31,9 115,2 114,6
9 50,1 50,1 168.0 166,9
14 56,8 56,8 56,8 - -
17 559 55,9 56,0 55,9 ; ;
20 37,1 40,4 36,1 40,5 - -
2 - 1383 . 1383 . -
23 - 129,2 - 129,2 - -
24 458 51,2 45,0 51,2 - -
25 291 319 291 31,9 ; ;
CH;
1 37,2 372 130,0 125,9
2 31,6 31,6 109,2 11,5
4 422 423 148,3 148,6
7 31,9 31,9 145.0 1454
11 21,0 21,1 55,9 *
12 398 39,8 39,7 55,9 55,1
15 243 243 24.4 - -
16 282 282 289 - -
22 339 - 33,9 - - -
23 259 - 26,0 - - -
28 229 254 23,0 254 - -
CH;
18 11,8 11,9 11,9 12,0 - -
19 19,4 19,4 - -
21 18,9 19,8 18,8 21,1 - -
26 194 19,8 19,8 21,1 - -
27 194 21,0 19,0 - -
29 11,9 12,0 12,3 - -

* Sinais ndo observados



5.1.2.2. Determinagdo estrutural de 6

O espectro de RMN *H de 6 (fig. 7) mostrou sinais de hidrogénios
arométicos que compdem a unidade B-carbolinica. Esta deducdo foi facilitada
pela analise do espectro de RMN 2D [*Hx *H-COSY] (fig. 8), que permitiu
identificar as interacOes de acoplamento entre o tripleto em 7,20 (H-10) com
os sinais em 7,51 (t, H-11) e 8,20 (d, H-9), de 7,51 (H-11) com 7,59 (d, H-12)
e dos dubletos (= 6Hz) em 7,85 (H-6) e 8,25 (H-5), que acoplam entre si.
Estas dedugdes estdo de acordo com a unidade aromatica citada acima. O
singleto em §,, 2,77 corresponde aos hidrogénios metilicos de C-14, cujo
deslocamento quimico no espectro de RMN *C é 20,2 (Fig. 9).

Os sinais de deslocamento quimico de CH, CH, de 6 foram deduzidos
através dos experimentos de RMN *C DEPT (fig. 9), que confirmam a
presenca de 6 x CH e 1 x CH,. O espectro de 'H x “*C-COSY- 'J., (fig. 10)
permitiu a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e

hidrogénio ligados entre si: CH-5 (6. = 138,3 e 6= 8,25), CH-6 (6.=113,4 e
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3, = 7,85), CH-9 (8. = 121,8 e §,, = 8,20), CH-10 (6. = 120,0 e 3, = 7,20), CH-
11 (6, = 128,2 e o, = 7,51) e CH-12 (5,= 111,6 e o, = 7,59). Os deslocamentos
quimicos dos carbonos quaternarios foram confirmados atraves das
correlagbes heteronucleares a longa distancia, (Fig.11), 'Hx®C-COSY, C-3
(6= 141,4; 2y H-14 e 3y H-5); C-13 (5. = 140,8; %, H-9 e H-11); C-2
(dc = 134,7; °Jo: H-14 e H-6); C-7 (6. = 128,3; °Jy: H-5 e H-9); C-8 (8. =
121,8; 3y H-12).

O diciondrio de produtos naturais usa a nomenclatura: 1-metil-9H-
pirido(3,4-b)indol para a harmana 26. Esta seria a numeragdo correta a ser
usada. Entretanto, para facilitar as comparacbes dos valores e as discussdes
posteriores usamos a numeracdo semelhante a empregada pela literatura*®
nos trabalhos relacionados a alcaldides [-carbolinicos como, por exemplo, as

ofiorinas A (7a) e B (7), maxonina [X], entre outros.
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Tabela 5: Comparagdo dos dados de RMN de 'H e ">C de 6 com os valores

descritos na literatura para o alcaléide harmana®.

oH
C Harmana 6 Harmana 6
2 140,5 140,8 - -
3 142.,0 141,4 - -
7 121,1 121,8 - -
8 127,2 1283 - -
13 134,6 1347 - -
CH
5 1373 1383 8,38 8,25 (d,J=5.2)
6 112,2 1134 7,83 7,85 (d,J=5.2)
9 121,2 121,8 8,13 8,20 (s 1)
10 119,0 120,0 7,29 7,20 (s 1)
11 127,5 1282 7,50 7,51 (sD
12 1115 111,6 7,51 759 (1)
HN-1 - - - 10,65 (sl)
CH;3
14 18,4 20,3 - 2,77 (s)




5.1.2.3. Determinacado estrutural de 7

l'
2 OH 19

7: Rj=H ; Rp= COO"
7a: R1=COO™ ;Rp=H

O espectro de IV de 7 (Fig. 12) apresenta bandas de absor¢do em: 3380,
2924, 1631, 1594, 1525 e 1455 cm*, de estiramento O-H, C=C, C-O.

O espectro de RMN *H (Fig. 13) de 7 mostra sinais de seis hidrogénios
arométicos correspondentes a unidade carbolinica. Os sinais de interagdo de
acoplamento presentes no espectro de RMN de 'H (2D, 'Hx'H-COSY),
(Fig.14-14a), permitem confirmar a presenca da unidade aromaética
(B-carbolinica) com seis hidrogénios. Estes sinais revelam as interaces de
acoplamento abaixo quejustificam a proposta desta unidade:

a) o H-10 (6 7,12, t, 8 Hz) acopla com o H-11(d 7,42, t, 8 Hz) e com H-9

(5 8,05, d, 8 Hz).

b) o H-11(5 7,42, t, 8 Hz) acopla com o dubleto em & 7,53 (H-12).



a7

Cc) os sinais em 8,29 (H-6) e em 8,57 (H-5, d, 6 Hz) formam um sistema AB
de dois hidrogénios vizinhos pertencentes a um heterociclo nitrogenado,
(Fig. 144).

d) as observacOes feitas nos itens a e b confirmam a sustentacdo de 4
hidrogénios vizinhos de um mesmo anel aromatico.

Os sinais de interagdo presentes nos espectros RMN “*C com DEPT, 2D
[HMQC (*J) e HMBC (**J.)], (Figs. 16, 17 e 18, respectivamente)
permitiram identificar os deslocamentos quimicos dos carbonos protonados e
dos carbonos quaternarios desta unidade aromatica (C,,H,N,), Tabela 6. A
andlise dos espectros de RMN 'H-x*C-COSY, conduziu as deducBes a seguir:

a) O grupo vinila foi identificado pelos sinais dos carbonos. metinico 6
136,70 (C-18), ligado ao hidrogénio que absorve em & 5,88 (H-18, ddd; 6,4;
10,8 e 17,2 Hz), e metilénico 6 120,08 (C-19) , ligado aos hidrogénios
representados pelos sinais em 5,31 (H-19g; d, 11,2 Hz) e 5,27 (H-19b; d, 18,0
Hz), (Fig. 17a);

b) A unidade de glicose foi proposta através dos sinais o. 98,90 (C-1),
ligado ao hidrogénio que absorve em o 4,24 (d; 8,0 Hz) e dos carbonos
metinicos &. 73,25 (C-2), 76,86 (C-3), 66,95 (C-4'), 77,19 (C-5) e

metilénico 60,70 (C-6). Os sinais de interacdo a uma ligagdo permitiram
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identificar os deslocamentos quimicos dos hidrogénios desta unidade
glicosidica, CH,,0,, (Fig. 17-17a);

c) Apos a identificacdo das unidades descritas acima, fez-se comparacéo
dos dados espectrométricos desta substéncia com valores registrados na

literatura para acaldides B-carbolinicos glicosilados™*

Constatou-se que 0s sinais remanescentes nos espectros de RMN *C
(fig. 15) o, 94,3 (C-21), 89,1 (C-17), 47,2 (C-20), 46,2 (C-16) e 30,8 (C-15) e
um sinal de carboxila em . 170,6 (C-22) sdo semelhantes aos do alcaloide
ofiorina. O sinal do CH,-14 ndo foi detectado no espectro registrado em D.O,
(Fig. 22, tabela 7), mas o valor 24,4 (CH,) detectado no espectro obtido em
DMSO (Fig. 15, tabela 6) foi atribuido a este carbono. O valor do pico
molecular m/z 513 (55%, C,H,,O,N,), revelado pelo espectro de massas-FAB
(Fig.20) estd de acordo com a estrutura desta substancia. A analise
comparativa dos dados obtidos dos espectros de RMN *H e ©*C (Tabelas 7 e 8)
registrados em D,O, incluindo experimentos 1D e 2D, permitiu verificar as
diferencas dos deslocamentos quimicos dos carbonos 20 e 16, confirmando
que o C-16 esta mais protegido que o C-20, e ndo o contrario conforme a
literatura?*® (fig. 25, pag. 119); e dos carbonos 3, 7 e 13 (fig. 18, pag. 111).
Propondo uma atribuicdo inequivoca destes carbonos, uma vez que os valores

dos deslocamentos quimicos da literatura foram atribuidos apenas com base
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em experimentos unidimensionais®?. Estas observagdes permitiram
distinguir entre os dois epimeros ofiorinas A (7a) e B (7) e caracterizar o
alcal6ide indolico 7 como ofiorina B (Tabela 7).

A leitura da rotacdo Optica de 7, [a]p= -13,95 (c=0,043, MeOH),
permitiu postular a configuracdo (-)ofiorina B para 7 e identificala como o
enantibmero da ofiorina B registrado na literatura®, [o]p,= + 18,0. Levando-se
em consideragdo que apenas 0 enantiomero (+)ofiorina B esta registrado na
literatura, pode-se destacar o alcaldide 7 isolado no presente trabalho como
sendo inédito na literatura.

A andlise detalhada dos espectros de massas confirma a facilidade de
fragmentacdo desta substéncia. O espectro obtido com ionizagdo por FAB
(glicerol como matriz - Esquema 10) revela sinais cuja interpretagdo permite
deduzir diferencas significativas de fragmentacdo quando se usa a ionizagdo
quimica (IQ - Esgquema 11, Fig. 19)). Este espectro mostra o pico [M+1] em
m/z 513 (55%), C,H,,O,N,, e 0s picos adicionais observados em m/z 469
[5%, m/z 513 - 44 (CO,), C,H,O,N,], 351 [15%, m/z 513 - 162 (CH,,0,),
C,H,ON,], 307 [27%, m/z 513 - 44(CO,) - 162 (CH, O, €eou m/z 513 -
162 (CH,,0,) — 44(CO,), C,H,;,O,N,], 219 [59%, C,.H,N,], 221 [20%, 307
— C,H:O,], que confirma a perda da unidade aifatica, 182 [60%, C,,H,,N,] e

133 [100%, CH,O,]. Os ions fragmentarios 219 e 221 sfo justificados através
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do rearranjo de McLafferty e perde, respectivamente, CHO e CH, da
unidade terpénica. No espectro com ionizacdo quimica, (Fig. 19) o pico
[M+1] m/z 513 n&o foi observado e 0s picos principais aparecem em m/z 335
[10%, m/z 513 (C,H,,ON,) — 178 (C,H,,0,), m/z 329 [27%, m/z 513 — 184
(CH,0,), C,H,,ON,], 317 [92%, m/z 335 - 18 (H,O), C,H,,O,N,] e 307
[100%, m/z 335 - 28 (CH,=CH,), CH,O,N,]. Estes picos sdo atribuidos a
fragmentos formados através de reacdes relativamente simples, informativas e
previstas pela estrutura. Estas interpretacbes revelam que a técnica |1Q gera
fragmentos diferentes da técnica FAB e, entretanto, 0 uso de valores de ions
fragmentarios para propor estruturas de alcaléides que tenham unidades
adicionais, como terpenoidicas e glicosidicas, ndo pode conduzir a resultados

conclusivos.
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Esquema 10: Proposta de fragmentagdo do alcaldide 7 no espectrometro de

massas usando ionizagdo por FAB (modo positivo, glicerol como matriz).
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Esquema 11: Proposta de fragmentagdo do alcaléide 7 no espectrometro de

massas usando ionizagdo quimica (IQ).



53

Tabela 6 : Dados de RMN 'H (400 MHz) ¢ *C (100 MHz), incluindo
2D[1H,1H-COSY; HMQC ¢ HMBC] de 7 em DMSO.

HMQC

5C
132,8
1388
130,9
118,1
1441
170.6

1333
1158
122,8
1209
130,8
113,3
30,8
46.2
89,0
134,5
472
942
98,9
73.1
76,7
69.9
77.0

243
119,2

60,7

3

oH

8,58 (d,J=6,8)
8,27 (d,J-6.8)
8,07 (d,J=8,0)
7,10 (t,J=8,0)
7,42 (,J=8,0)
7,55 (d,J=-8.0)
3,12 (m)

3,33

6,58 (s 1)

5,88 (dd,J=6,4;10,8;17,2)

2,68 (m)
4,65 (d,J=9,6)
4,24 (d,J=8,8)
2,85 (t,J=8.8)
2,99 (m)
2,83 (m)
2,75 (m)

3,59
3.96

5,25 (d,J=11,2)
5,35 (d,J=18,0)

3,01
3,22

HMBC

‘JCH

3JCH
H-6
H-5,H17
H-5.H9

H-9 H-11
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Tabela 7: Comparagdo dos dados de *C RMN de 7 com os valores descritos

na literatura para as ofiorinas A e B (em D,0)**%".

C 7 A22 B22 A27 B27

| (100MHz) (67.5MHz) (67.5MHz) (67.5MHz) (67.5MHz)
2 134,70 134,80 135,60 135,10 135,20
3 137,81 {4640 16,40 £45 40 14500
7 132,47 140,20 140,40 139,20 138,70
8 119,64 122,10 121,90 120,90 120,30
15 14426 135,80 134,70 134,00 134,30
2 1750 176,90 177,40 176,30 176,00
CH |

5 133,64 136,90 136,80 135,00 133,90
6 117,17 135,90 135,80 118,50 117,50
9 123,36 124,60 124,60 124,60 123,90
10 122,54 119,20 119,20 123,80 122,80
11 13269 125,50 125,50 133,80 133,70
12 11327 115,40 115,30 114,50 113,80
15 31,04 33,00 33,00 32,40 31,40
16 46,59 49,80 47,40 49,00 45,70
17 89,44 91,70 91,50 90,80 90,00
18 13470 134,80 134,80 136,00 135,60
20 47,64 48,80 46,00 47,90 44,30
21 9622 98,20 98,20 97,50 96,70
1’ 9971 101,80 102,20 101,00 107,00
2 713,15 75,40 75,40 74,50 73.70
3 76,19 78,80 78,90 77,50 76,60
£ 70,15 72,20 72,20 71,10 70,50
5 7626 78,40 78.30 78,10 77,60
CH,

14 23,50 26,00 29,10 25,20 28,00
19 120,08 121,90 122,30 121,40 120,60

6 61,06 63,30 63,20 62,40 61,60
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Tabela 8 : Dados de RMN 'H (400 MHz) e °C (100 MHz), incluindo
2D[1H,1H-COSY; HMQC ¢ HMBC] de 7 em D,0.

HMQC HMBC

C 5C SH 2JCH 3JCH

2 134,7 - - H-6

3 137,8 - - H-5,H17
7 132,7 - - H-5,H9
8 119,6 - - H-6,H-10,H-12
13 1443 - - H-9,H-11
22 1752 - H-16 -

CH

5 133,6 8,28 (d,J=6,8) H-6 H-17

6 1172 7,97 (d,J=6.8) H-5 -

9 123.4 7,67 (d,J=8,0) - H-11

10 1225 7,05 (,J=8,0) -

11 132.7 7,41 (t,]=8,0) - -

12 1133 7,16 (d,J=8.0) H-11 H-10

15 314 3,10 (m) -

16 466 3,39 . H-14

17 894 6,48 (s 1) H-16 H-5

18 1347 5,76 (dd,J=6,4;10,8;17,2) 2H-19 -

20 476 2,78 (m) - 2H-19.H-16 H-1
21 962 4,53 (d,J=9,6) - H-17,H-18
1’ 99.7 4,34 (d,J=8.8) H-2’ -

2’ 73,2 2,99 (t,)=8,8) H-3’ -

3’ 76,2 3,17 (m) H-2’ -

4’ 70,2 3,01 (m) H-3’ -

5 76,3 2,90 (m) H-4’ -

CH,

14 235 3,40 - -

19 1201 5,19 (d,J=10,8) - -

5,20 (d,J=172)
6’ 61,1 3,25 (dd,J=2;12) - -

3,20 (dd,J=6;12)




5.2. Determinacéo estrutural dos derivados

5.2.1. Derivado metilado 8

A reacdo de 7 com diazometano forneceu o éster metilico resultante da
perda do H-16 pela acdo da base formando o produto metilado 8. Este produto
€ conhecido como lialosideo, e foi obtido com o0 mesmo procedimento da
literatura para confirmar a proposta estrutural de 7%%%,

A identificacdo de 8 foi conduzida através da andlise dos espectros de
RMN 'H e BC (Fig. 27-29). O espectro de RMN *'Hx'H-COSY, (Fig. 28a)
mostra sinais de interacdo dos hidrogénios de sistema aromatico. O multipleto
em 7,53 ppm com integracdo para 3 hidrogénios, que estdo acoplando com o
H-10 (7,2, m) e com o dubleto do H-12 (7,54, d, 7 Hz), revelando a presenca

do H-11, e o hidrogénio adicional corresponde ao H-17 (7,49, dl) da enona de
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8. Os demais sinais interpretéveis no espectro de RMN 'H em MeOd, estdo de
acordo com os sinais dos hidrogénios do produto. Os sinais mais intensos do
espectro de RMN *C (Fig. 29-31) foram comparados com os deslocamentos
quimicos do lialosideo da literatura e serviu para garantir a formagdo de 8.
Estes sinais sdo, (Tabela 9):
a) 0 sinad de CH em 154,0 do carbono C-17 [-oxigenado da enona (Fig.
29);
b) os sinais de carbonos quaternarios em o. 169,4 (C-22) e 110,1 (C-16)
justifica a enona (Fig. 29);
c) o sinal em 6. 90,6 (C-17) é de pouca intensidade e, revelado
pertencentes aimpureza (original metilado, 7b) e ndo de 8, (Fig. 31).
d) Presenca de apenas dois sinais de CH (sp®) em 34,3 (C-15) e 45,3 (C-
20); o sinal em 31,6 ppm corresponde ao CH-15 de 7b.
€) os demais sinais justificam a formagdo do produto rearranjado (8)
contendo a ofiorinametilada (7b) como impureza, (Fig. 31).
f) o produto 8a forneceu espectros com melhor resolucdo e serviu para

confirmar o produto 8.
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Tabela 9: Dados de RMN PC de 8 ¢ comparagdo com valores descritos na

literatura® .

C 5C SH
Lit(DMSO-ds) 8 (CDCl;)  Lit(DMSO-ds) 8 (CDCly)
2 140,3 142,3 ) ]
3 143.8 145,1 ] ;
7 121,0 122,5 ; ;
8 126,9 124,7 ; ;
13 134,6 135,3 . ;
16 109.,9 110,9 . -
C=0 166,6 169,4 ; ]
CH
5 137,3 137,8 8.45 8,18
6 112,4 114,1 8,05 7.92(d,J=5,2)
9 121,5 120,7 8,40 8,14(d,J=7)
10 119,0 119,2 7 40 7,24(ddd,1=8.6:2)
11 127.,6 129,8 7,70 7,50
12 111,8 112,8 7,75 7,54
15 30,1 343 *
17 151,6 154,0 7.61 7,52(sl)
18 134.0 134,7 5.95 5,85(m)
20 42.9 454 3,05 *
21 95.9 974 5,80 *
ik 98 8 100,1 4,85 *
2 73,1 745 3,05 *
3’ 773 77.9 a *
4 70,1 71,5 *
5° 76,8 78 4 365 *
CH,
19 118,6 119,4 5.10 *
5,30
14 32,1 30,6 3.00 5,71(d,J=6)
3,40
6 61,2 62,7 3,78 *
3,90
COMe 50,6 51,6 3,85 *

* Sinais nao observados
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5.2.2. Derivado acetilado 8a

O produto 8 foi acetilado com anidrido acético e piridina e purificado
através de cromatografia em camada delgada preparativa. Obteve-se 8a,
correspondente ao acetato de lialosideo metilado e serviu para confirmar a
formagdo do produto identificado acima, tetra-O-acetil lialosideo®. A tabela
10 mostra os deslocamentos quimicos revelados nos espectros de RMN 'H e
3C PND e DEPT de 8a, (Fig. 32-34). Foram fundamentais para a confirmag&o
do produto, os sinais da enona o. (Fig. 33): 152,2 (CH-17), 110,17 (C-16),
168,6 (C-22) e os sinais de quatro metilas o,, (Fig. 32): 1,9 (s, 3 x CH,) e 2,0
(s, 1 x CH,) e 6.: 20,5. Além dos sinais de carbono carbolinico em 6. 168,6
(C-22), 170,6, 170,2, 169,3 e 168,8 correspondentes as carbonilas dos acetatos
(Fig. 33). Os demais sinais sdo semelhantes aos do lialosideo descrito na

literatura, (Fig. 33). Os derivados 8 e 8a ja foram descritos na literatura®®.
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Tabela 10: Comparagio dos dados de’>C RMN de com valores descritos na

literatura® para o derivado acetilado 8a.

C C
Lit(DMSO-ds) 8a (CDCL)  Lit(DMSO-ds) 8a (CDCl;)
2 1342 140,4 ; ;
3 1432 143,9 - ;
7 126,7 121,6 ] ;
8 121,0 1286 ] ;
13 140,1 134,5 ; ;
16 110,9 110,6 ; .
C=0 166.5 168,8 . ]
CH
5 137,2 137,0 7.29 8,21
6 112,5 128.1 7.92 7.92(d,J=52)
9 121,6 119,6 8,17 8,14(d,J=7)
10 119,0 120,4 7,20 7,24(ddd,)=8:6;2)
1 127,6 121,6 7,52 748
12 111,8 113,4 7,52 7,50
15 275 352 365 3,20
17 150,7 152,0 7 48 743 (sl)
18 132,8 132,8 5,54 5,59 (m)
20 42,0 44,1 2,86 2,52
21 96,5 96,5 5,23 5.47
ik 95,5 96,7 4,56 4,84
ke 70,2 70,7 3,02 4,99
3’ 71,6 72,1 3,18 a
4 67.9 67.9 3.07
5’ 709 72,4 3,18 5,10
CH,
19 1195 111,9 415489  4,90:5,10
14 31,1 31,9 3,02:3,65  3,63;3.20
6’ 61,7 61,6 3,45:3,60  4,07;4,17
CO,CH; 51,0 51,6 3,55 3,79
HiC-CO  19,820,3; 20,5 (x4) 1,89;1,96  1,90(x 3); 2,01
20,4:20,5 1,98:2,00
HyC-CO  168,5:169,1 168.6; 1693 - ;
169.4:169.9  170,2; 170,6




5.2.3. Derivado acetilado 9

O tratamento de 7 com anidrido acético e piridina, forneceu dois

produtos cuja analise dos dados espectrométricos de RMN 'H e “C permitiu
propor as estruturas dos acetatos 9 e 10 (Tabelas 11 e 12, respectivamente).
Esta identificacéo foi feita através da comparacdo com os dados da substancia
original 7. Os derivados acetilados estdo sendo publicados pela primeira vez
na literatura®.

O produto 9 foi identificado através da andlise dos dados de RMN *H e
3C (PND e DEPT) incluindo HMQC e HMBC. As unidades B-carbolinica e
da glicose foram identificadas através de comparagdes dos valores dos o, € O,

de 7 e interpretacdo dos sinais de acoplamento homonuclear (*H x *H - COSY)
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e acoplamento heteronuclear (*Hx®C - COSY), J.; € **Jo, (Figs. 36, 39 e
40), relacionados na tabela 11.

Os cinco grupos acetatos foram identificados através dos deslocamentos
quimicos dos singletos em §,, 2,36, 2,23, 2,1, 2,08, 2,08 que acoplam a uma
ligagdo (*J.,) com os carbonos em J. 20,9, 20,7 20,6, 20,6, 20,5, (Fig. 39a) e
?Jo; com os carbonos carbolinicos com deslocamento quimico 6. em 170,6,
170,0, 169,7, 169,5, 169,3, (Fig. 40a). O sina em 167,3 corresponde a
carbonila do éster conjugado, pois ndo esta ligado a grupo metila. O sinal de
acoplamento a longa distancia entre C-22 (167,3) e H-17 (6,95, d, 2,8Hz)
confirma a presenca da enona em 9, (fig 40a). Os sinais de interacdo do C-17
com H-21 (Fig. 40b) ligado ao (6. 95,5) que acopla com o C-18 (°J,) do
grupo alila e acopla com C-20 (6. 42,9, ?J.,) (Fig. 40). O espectro 2D NOESY
(Fig. 41) de 9 mostra sinais de interacéo entre H-19 com os hidrogénios 5'e
20. O sinal de nOe entre os hidrogénios da metila em 2,36 e 0 H-20 justifica

os valores atribuidos para a amida em 9, propondo a conformacéo 9a.
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Tabela 11 : Dados de RMN 'H e "°C para o produto acetilado 9.

C
5 S S "Hx'H-
[mult., J(Hz) HMQC] cH o CH o cosy
2 1347 - H-6
3 1443 - H-5
5 143,1 8.56(d;4.8) H-6
6 113,2 7.45(d;4.8) H-5 H-5
7 1334 - H-9:5
8 124,2 - H-10
9 120,8 7.99(d;8.0) H-11 H-10;
10 124,6 7 44(t;8.0) H-12 H-9;H-11
11 130,2 7.61(t;8.0) H-9 H-10;H-12
12 118,5 8.58(d;8.0) H-10 H-11
13 140,7 - H-11;9
14 33,9 2.2(m)
15 34,8 4.50(ddd;4.4;3.2;-) H-20
16 114,6 - H-17;:H20
17 1476 6.95(d;2.8)* H-21
18 131,5 5.42(ddd;16.0;10.0;8.0) H-21 H-19:H-20
19 120,4 5.30(dd;16.0;2.0) H-19
20 42,9 5.04(dd;8.0;2.0)
21 95,5 2.97(dm;6.0) H-15H-18
22 95,8 -
1K 95,8 5.28(d;2.8) H-17
2 70,3 4.96(d:8.0) H-2’
3’ 722 5.04(t;8.0) H-17;H-3°
4 682 5.30(;9.6) H-2’;H-4’
5 72,3 5.13(t;9.0) H-3’;H-5
6’ 61,7 3.8(dm;12.8;2.4) H-4’;H-6
Ho.  20.9:207
=" 20,6 20,5; 4.2(dd;12.8;2.4) H-5’;H-6’
CO
17,8
170,6; 170,0
0CO 169,7; 4.37(dd;12.8;4.8) H-5":H-6’

169,5; 169.3




5.2.4. Derivado acetilado 10

10a o3

O espectro de RMN *H do derivado acetitado 10 mostra seis sinais de
hidrogénios aromaticos da unidade carbolinica, (Fig. 42). As informacdes
presentes nos espectros de RMN “C PND e DEPT, (Fig. 44-45) aliados aos
dados de 2D (HMQC *J., e HMBC 22).), (Fig. 46-47) permitiram a
identificaco dos deslocamentos quimicos dos carbonos protonados o, 142,1
(C-5), 113,9 (C-6), 120,7 (C-9), 12318 (C-10), 130,1 (C-11) e 118,2 (C-12) e
dos carbonos quaternérios o, 137,3 (C-2), 143,7 (C-3), 132,8 (C-7), 123,2 (C-
8), 140,6 (C-13) e 166,3 (C-22) desta unidade aromética, que ndo foi
modificada pela reagdo. As principais diferencas entre o produto acetilado 10
e a substancia original, sdo:

a) O espectro de RMN 'H (Fig. 42c) possui 6 singletos na regido de
metilas de acetato. Entretanto, andlise do espectro de RMN 2D (*Hx*C-

COSY) *J., permite observar os sinais de interacoes de acoplamento e
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deduzir que quatro destes sinais sdo das unidades de acetato. Quatro

metilas possuem sinais de *J,, (Fig. 47b) dos hidrogénios (6, 2,08,

1,88, 2,01, 1,46) com os carbonos dos acetatos (6. 170,4, 169,8, 169,2,

168,7). Sendo assim, 0s outrossinais sdo de impureza;

b) A auséncia do singleto largo em J, 6,6 ppm (H-17) e do sinal em &, 3,3
ppm (H-16) no espectro de RMN 'H (Fig. 42) e a auséncia dos sinais

em J. 89,0 (C-17) e 6. 49,8 (C-16) no espectro de RMN =C (Fig. 44);

c) Além dos demais sinais de o, e d, semelhantes aos do reagente (7),
aparecem sinais em d. 167,3 (C-22), 150,9 (CH-17) e 114,5 (C-16) que
podem ser atribuidos aos carbonos da enamida sustentando o oxigénio
em P e, entdo, justificar o sinal em 7,8 (H-17, d, 2,8Hz; Fig.42a) que, de

acordo com o espectro de HMQC (Fig. 46), esta ligado ao carbono o,

150,9 (CH-17). O vaor J=2,8 Hz corresponde ao acoplamento W deste

hidrogénio com o H-15, (fig 43).

d) O H-21 (6. 5,3) esta ligado ao carbono com &, 96,00 (Fig 46).

As observagbes acima e as atribuicbes de o, e O. dos demais
hidrogénios e carbonos de 10, tabela 11, justificam a proposta deste produto.
O nOe entre os hidrogénios H-1' e H-5 , H-1' e H-19b, H-20 e H-19b
observados no espectro de NOESY (Fig. 48) de 10 permite propor a

configuragdo cis alil/O-glicose (10a) para este produto.
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Tabela 12 : Dados de RMN 'H ¢ °C para o produto acetilado 10.

C 10
5 B [‘}“H‘\‘}ItQ égHZ) Y e HXH-COSY
2 137,3
3 143,7 H*:H-5
5 1419 8.4 (d;5,2) H=6
6 113,8 7.8 (d;5,2) H-5 H-5
7 132.8 H-5
8 123,2 H-10
9 120,6 82 (d:8,0) H-11 H-10
10 123,8 7.4 (t;8,0) H-12 H-9;H-11
11 130,1 7,6 (8,0) H-9 H-10;H-12
12 118,3 8,6 (d;8,0) H-10 H-11
13 140,6 , H-11;H-9
14 31,1 2,2 (s)
15 32,7 3,5 (m) H-17 H-20
16 112,6 H7*-H-17
17 150,9 7,8 (d;2,8) H-21 H-15
18 132,2 H-17 H-19;H-20
19 1212 5,4 (dm;16,8) H-18
5,3 (dm;13,2) H-18
20 453 2,8 (m) H-19a3;19b H-15:H-18;H-21
21 96,0 5,3 (d;6,4) H-17 H-20
22 166,3 H-17
1’ 95,6 4.9 (d:8,0) H-2 H-2’
2 70,4 4,8 (t:8,0) H-3’ H-1";H-3’
3’ 72,0 5,11t,9,6) H-2 H-2>:H-4’
4 67,8 5.0 (£9.6) H-3’ H-3’:H-5’
5 - 721 3,7 (dm;10,0) H-4’; H-6";H-4’
6’ 61,5 4,1 (dm;12,0) H-5’:H-6’
- 4,3(dd;12,0:6,0) H-6>-H-5’
H;C-  20,7;20,5; 2,1;2.0;
CO 20,4199 1,8:15
170,4:169.8 s 4s
0Co 169,2:168.7 H-3"H-4

Obs.: H¥[?; 4.25;5s]
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6. CONSIDERACOESBIOSSINTETICAS

Para o quimico de produtos naturais, 0 conhecimento dos precursores e,
as vezes das etapas necessdrias para a elaboracdo das diferentes classes de
substancias naturais, é a base fundamental de raciocinio para a determinacdo
estrutural das substancias isoladas. A origem biossintética ndo pode ser
discutida em termos gerais, cada grupo de substancias tem uma rota
metabdlica diferente. E importante a apresentacdo de propostas biossintéticas
para as substancias isoladas da planta. Os esquemas 12 e 13 representam as
propostas da rota biossintética dos alcaldides (-)ofiorina B e harmana,
respectivamente; e o esquema 14, a biossintese dos esteroides.

A Dbiossintese dos alcaldides inddlicos monoterpénicos é bastante
conhecida uma vez que vérias foram isoladas e caracterizadas. Estes
alcaldides sdo, quase sempre, produtos de condensacdo da triptamina [XVII]
com 0 secoiridoide, secologanina [XVIII], que é formado a partir do
monoterpeno geraniol [XI1X]. A condensacdo de triptamina com secologanina
é catalisada pela enzima estrictosidina sintase formando estrictosidina [XX],
um alcadide glicosilado considerado o principal intermediario na biossintese
destes alcaldides®®. A transformacdo desse intermedidrio, através de reacdes
ainda ndo caracterizadas totalmente, leva a formagdo dos varios grupos de

alcaldides inddlicos. A partir dessa etapa, pouco se sabe sobre os detalhes das



rotas biossintéticas que levam a formacdo dos varios compostos. Entre eles ha
alguns compostos de grande importancia farmacol6gica, como por exemplo, a
vincristina [XX1] e a vimblastina [XXII], que tiveram as Ultimas etapas da sua

biossintese investigadas™*"

XXI: R=CHO
XXII: R=CH;s



Ofiorina B

Esquema 12: Proposta para a rota biossintética do alcaldide ofiorina B (7).
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1. Formagéo de base de Schiff usando aldeido
2. Reagdo do tipo Mannich{(C-a = Nu)
3. Tautomerismo para restaurar a aromaticidade

Esquema 13: Biossintese do alcaldide harmana.
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7.ENSAIOS BIOLOGICOS

A avaliagdo preliminar com bioensaios é o ponto de partida na
estratégia de procura de substancia biologicamente Uteis.

Substancias bioativas sdo quase sempre toxicas em altas doses. Desta
forma, a letalidade de um organismo animal simples pode ser usado para um
rapido e simples monitoramento da atividade de substancias naturais e
sintéticas. Uma técnica simples capaz de detectar substéncias bioativas é o
Ensaio de Letalidade de Artemia salina Leach (ELAS)®. Esta técnica é facil de
ser realizada, de baixo custo e pode ser feita com pequena quantidade de
material. A finalidade deste método € obter um procedimento basico que pode
servir de indicativo para bioensaios mais especificos, que as vezes sdo de
dificil elaboracdo e geramente sdo realizados apdés o isolamento das
substancias com monitoramento preliminar.

Os resultados do teste com Artemia salina estdo representados na tabela
13 e no grafico abaixo. A fragdo 3 que se apresentou mais toxica (DL,,=129,1
ppm) é a fracdo da qual se isolou o alcaldide (6), a harmana. Em contrapartida,
o alcaldide (7), (-)ofiorina B, foi isolado da fracdo 5 que ndo apresentou

toxidez significativa (DL, = 1272,7 ppm) frente & A. salina.



73

Tabela 13: Resultado do monitoramento frente a Artemia salina.

Amostra DLsy (ppm)
1= Ext. metanolico 616,6
2= SGCM-20-25 1905,5
3= SGCM-26-32 129,1
4= SGCM-32-35 >1272,7
5= SGCM-36-43 1272,7
6= SGCM-44-47 >1272,7
7= SGCM-48-53 955,0
8= SGCM-54-59 1258,9
9= SGCM-60-67 2570,4
10=SGCM-68-71 >945,5

Grafico 1: Resultado do monitoramento frente a Artemia salina.
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Os acadides com estrutura B-carbolinica podem ser o principio ativo
de diversas plantas medicinais que sdo utilizadas tradicionalmente. Por isso, as
plantas que apresentam estes alcaldides sdo de grande interesse da ciéncia
farmacéutica® Estes compostos estdo presentes em plantas conhecidas por
afetar o Sistema Nervoso Central, provocando sedacdo, lentiddo dos
movimentos, prolongacdo do sono. Esta atividade farmacologica esta
associada a unidade indolica destes alcaldides™.

O alcaldide harmana (6) foi isolado pela primeira vez de Peganum
harmala e a literatura relata para esta substancia efeito téxico a Artemia salina
(LC,, = 25 pg/mL) e a Plasmodium falciparum (IC,, = 0,97 mg/mL). Apresenta
também efeito citotoxico e é um agente intercalante®.

Os acaldides ofiorina A (74), ofiorina B (7), &cido lialosidico [XXIII],
5-a-carboxi-estrictosidina [XXIV] foram isolados de Sckingia williamsii.
Esta planta é utilizada popularmente no Peru como analgésico e
antiinflamatério e seus compostos ativos sdo similares aos presentes em
Tabernanthe iboga, que € utilizada no tratamento da dependéncia de drogas,
conduzindo a reducdo do consumo de morfina [XXV] e cocaina [XXVI].
Estudos sobre os alcaldides inddlicos estdo sendo desenvolvidos quanto ao seu

potencial no tratamento de abuso de drogas®.
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Vérios alcaldides inddlicos como a psilocibina [XXVII], lisergida
(LSD) [XXVIII], N,N-dimetiltriptamina [XXIX] e derivados da harmana (6)
possuem marcante atividade alucinégena. A psilocibina € o principio ativo do
cogumelo Psilocybe mexicana e o LSD foi sintetizado a partir do acido
lisergico, por Hoffmann em 1943, e tornou-se uma notéria droga
alucindgena®. No Brasil, um cha extraido do cipd jagube (Banisteropsis
caapi-Malpigiaceae) e da folha chacrona (Psychotria viridis-Rubiaceae),
conhecido como Ayahuasca, apresenta alcal6ides indolicos produzidos por
estas espécies; e € utilizado como aucindgeno em rituais religiosos do Santo
Daime. Os acadides B-carbolinicos simples apresentam efeito inibitorio da
monoamino-oxidase (MAOQO), agdo convulsiva, ansiolitica, antihelmintica,
antitripanossomal e antileishimanial®. Estes compostos podem apresentar
efeitos antioxidantes, uma vez que seus precursores biossintéticos, o triptofano

e a triptamina, apresentam essa atividade”.
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8. CONCLUSAO

O estudo de espécies do género Smira é relevante, visto que apresenta
como caracteristica a presenca de alcalGides [-carbolinicos e substancias
fototoxicas', e que substancias de valor farmacoldgico ja foram identificadas
neste género®. O estudo fitoquimico de Smira glaziovii confirma a presenga
destes alcaldides.

Deste trabalho, obteve-se seis substéncias isoladas pela primeira vez no
género Smira, que Sao:

- quatro esteréides. sitostenona (1), estigmastenona (2), sitosterol (3) e

estigmasterol (4);

- um éster: 3,4-dimetoxicinamato de metila (5);
- um alcalodide: (-)ofiorina B (7).

O acadide harmana (6) ja havia sido isolado de outras espécies do
género Smira e algumas de suas hioatividades ja foram investigadas™-°.

O composto (-)ofiorina B é inédito na literatura, uma vez que, apenas o
enantiomero (+)ofiorina B foi registrado até o momento.

Foram corrigidos o0s erros registrados na literatura para o0s
deslocamentos quimicos dos carbonos (C-3, C-7, C-13, C-16 e C-20) do
alcaloide ofiorina B. Isto foi possivel pela obtencdo de espectros com boa

resolucdo através de tecnicas bidimensionais como HMBC e HMQC,
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enquanto que a literatura registrava apenas dados obtidos através de técnicas
unidimensionais.

Preparou-se os derivados. metilado (8) e acetilados (9) e (10) do
alcaldide (-)ofiorina B (7). A reacdo de acetilacdo forneceu dois produtos
(9 e 10) inéditos na literatura.

O presente trabalho contribui para o estudo fitoquimico de Espécies
Brasileiras e deixa perspectivas para um estudo bioldgico mais detalhado,
visto que iniciamos a investigacdo das atividades antifungica, antibactericida e
espasmolitica.

A avaliacdo do efeito relaxante do alcaldide (7) sobre musculos lisos foi
proposta devido a literatura registrar a atividade espasmolitica de alcal6ides
inddlicos. Até o momento temos um parecer parcial e a proxima etapa sera a
elucidagdo do mecanismo de acdo do alcaldide (-)ofiorina B, e esta etapa

torna-se mais interessante porque se trata de uma substancia inédita.
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Espectro de RMN 'H (200 MHz) de SGCH-1 (1 +2) registrado em CDCl,.

Figura 1
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Figura 2: Espectro de RMN "C de SGCH-1 (1 + 2) registrado em CDCls.
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Figura 3: Espectro de RMN "°C de SGCH-1 (1+2) com DEPT (6 =90 e 135 °) registrado em CDCls.
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'H (200 MHz) de SGCM-1 (3 + 4 + 5) registrado em CDCl.

Espectro de RMN

4

Figura
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Figura 5: Espectro de RMN *C de SGCM-1 (3 + 4+ 5) registrado em CDCl;.
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C de SGCM-1 (3 + 4+ 5) com DEPT (6 =90 e 135 ©) registrado em CDClI;.
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Figura 6: Espectro de RMN
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Figura 7: Espectro de RMN 'H (200 MHz) de SGCM-2 (6) registrado em CDCl;.

89



14

POV
SEEEEAN

EH
: i
¢
i
i
P
¥ ; n

Fr

Figura 8: Espectro de RMN 2D ('H x 'H-COSY) de SGCM-2 (6) registrado em CDCL.




Figura 9: Espectro de RMN PC de SGCM-2 (6) com DEPT (8 =90 e 135 °) registrado em CDCls;.
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Expansdo do espectro de RMN 2D (‘H x *C-COSY,
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92



2301347

3(141.4)
’3)

13140,8)
1 8) T(128
12:(111,6}

T8 (121

6 (1134)

T

HEN Hc3H1
e R TIIIEIE T ER FH) AT ESPEIEK Pt 3 S R : A
ik o NCziEwWo e
' e o e AT
3 ™ it Tl L e
JG-Z/ H-6 : St D
e 13:13 JTCIHA0 e

g ; | SRR 31 C’ISVH"QJ; .

B 2 C6/ S :
. 3Jc-3, -5 k . s
o ( ey = T
; JC-’/:H— L

Figura 11: Expansio do espectro de RMN 2D (*H x *C-COSY, **Jcy) de SGCM-2 (6) registrado em CDCl;.
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Figura 12; Espectro de IV de SGCM-2 (7) em filme de NaCl.
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Figura 13: Espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-3 (7) registrado em DMSO.
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Figura 13a: Expanséo (9,0-6,5 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-3 (7) registrado em DMSO.
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Figura 13b: Expansfo (6,0-4,5 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-3 (7) registrado em DMSO.
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Figura 13¢: Expansédo (4,5-3,5 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-3 (7) registrado em DMSO.
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Figura 13d: Expansdo (3,5-2,5 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-3 (7) registrado em DMSO.
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Figura 19: Espectro de massas de SGCM-3 (7) por ionizagdo quimica.
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Figura 21: Espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-3 (7) registrado em D,0.
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Figura 22: Espectro de RMN ">C PND de SGCM-3 (7) registrado em D,O.
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Figura 23: Espectro de RMN °C de SGCM-3 (7) com DEPT (0 =90 e 135 °) registrado em D;0.
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Figura 24: Expansio do espectro de RMN 2D (‘H x PC-COSY, »’Jcn)-

HMBC de SGCM-3 (7) registrado em D,0.
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Figura 25: Expansio do espectro de RMN 2D (*H x PC-COSY, Jcy)-
HMQC de SGCM-3 (7) registrado em D,0.



116

g

G157

gl
£

#iss
‘ g
B
] = AR B : - = 4 o
}. L HE g :
+  Yonms
SRR : : E i

: =

el

[t
e

1ig $H Fits: R SR 1t}
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HMBC de SGCM-3 (7) registrado em D,0.
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Figura 28a: Expans#o do espectro de RMN 2D (‘H x 'H-COSY) de

SGCM-8 (8) registrado em MeOd,.




Mﬂf‘?%‘%ﬁ ?

A

R

(8]

™
~3
e

Figura 29: Espectro de RMN “C de SGCM-8 (8) registrado em MeOd,,
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Figura 30: Espectro de RMN 'H (200 MHz) de (7b + 8) registrado em MeOd,.
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Figura 31: Espectro de RMN "°C de (7b + 8) com DEPT (8 = 90 e 135 °) registrado em MeOd,.
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Figura 32: Espectro de RMN 'H (200 MHz) de SGCM-9 (8a) registrado em CDClL.
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Figura 33: Espectro de RMN C de SGCM-9 (8a) registrado em CDCl;.
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Figura 34: Espectro de RMN C de SGCM-9 (8a) com DEPT (8 = 90 ¢ 135 °) registrado em CDCl,
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Figura 35: Espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-10 (9) registrado em CDCl;.
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Figura 35a: Expansio (5,5-4,0 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-10 (9) registrado em CDCl;.
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Figura 36: Espectro de RMN 2D (‘H x 'H-COSY) de SGCM-10 (9)
registrado em CDCl;.



129

i ag

s Pt
s

0
O i)
EBSpAG RIS

>3

LS

B

Frrduibeirion

B

Figura 36a: Expansio (5,6-3,4 ppm) do espectro de RMN 2D
(*H x 'H-COSY) de SGCM-10 (9) registrado em CDCl.
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Figura 38: Espectro de RMN BC de SGCM-10 (9) com DEPT (8 = 90 e 135 °) registrado em CDCl;.
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Figura 39: Espectro de RMN 2D ('H x *C-COSY, 'Jcx)}HMQC de
SGCM-10 (9) registrado em CDCls.



133

S

SRR i SRt

i

i
N e
% o e g A
o
15 "-:Z S
T 1
% H i i £ i o b
i

Figura 39a: Expansdo do-espectro de RMN 2D (‘H x P*C-COSY, 'Jcn)-
HMQC de SGCM-10 (9) registrado em CDCl;.
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Figura 40: Espectro de RMN 2D ('Hx *C-COSY, **Jcy)-HMBC de
SGCM-10 (9) registrado em CDCls.
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Figura 40a: Expansio (175-160 ppm) do espectro de RMN 2D
(‘Hx PC-COSY, *’*Jcu)-HMBC de SGCM-10 (9) registrado em CDCl;.
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Figura 40b: Expanséo (150-110 ppm) do espectro de RMN 2D
(‘Hx PC-COSY, *’Jcy) -HMBC de SGCM-10 (9) registrado em CDCls.
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Figura 41: Espectro de RMN NOESY de SGCM-10 (9) registrado
em CDCl;.
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Figura 42: Espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-11 (10) registrado em CDCls.
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Figura 42a: Expansdo (8,7-7,0 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-11 (10) registrado em CDCl,.
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Figura 42b: Expansdo (5,8-3,5 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-11 (10) registrado em CDCl,.
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Figura 42¢: Expanséo (2,8-1,0 ppm) do espectro de RMN 'H (400 MHz) de SGCM-11 (10) registrado em CDCl;.
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registrado em CDCl;.
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Figura 43a: Expansdo (9,0-6,5 ppm) do espectro de RMN 2D (‘Hx'H-COSY)

de SGCM-11 (10) registrado em CDCls.
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Figura 43b: Expansio (6,0-1,0 ppm) do espectro de RMN 2D
(‘Hx'H-COSY) de SGCM-11 (10) registrado em CDCl;.



Figura 44: Espectro de RMN °C PND de SGCM-11 (10) registrado em CDCls.
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Figura 44a: Expansio (170-100 ppm) do espectro de RMN >C PND de SGCM-11 (10) registrado em CDCls.
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Figura 44b: Expanséo (100-20 ppm) do espectro de RMN "C PND de SGCM-11 (10) registrado em CDClL.

147



Figura 45: Espectro de RMN "°C de SGCM-11 (10) com DEPT (8 = 90 e 135 °) registrado em CDCls.
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Figura 46: Espectro de RMN 2D(*H x *C-COSY, Je)-HMQC de

SGCM-11 (10) registrado em CDCls.
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Figura 46a: Expansio (72-44 ppm) do espectro de RMN 2D

(‘'Hx PC-COSY, 'Jcx)-HMQC de SGCM-11 (10) registrado em CDCls.




151

;
- — -

3
1 = S
""""""" = =z B &

e C-1/H2
res o : [ C3H4
19 C GITHID ¥ A3 C20H21

‘ C2/H3

C20H-19

LR 144 128 ERULEIN EEI 1 DR (R VIt S+ S EA R £1
Fl {npm"

Figura 47: Espectro de RMN 2D (*H x *C-COSY, **Jcy)-HMBC de

SGCM-11 (10) registrado em CDCl,,
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Figura 47a: Expanséo (173-162 ppm) do espectro de RMN 2D

('Hx PC-COSY, **Jcu)-HMBC de SGCM-11 (10) registrado em CDCl;.
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Figura 47b: Expanséo (145-100 ppm) do espectro de RMN 2D

('Hx PC-COSY, *’Jcy)}-HMBC de SGCM-11 (10) registrado em CDCls.
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Figura 47¢: Expanséo (140-40 ppm) do espectro de RMN 2D

(‘Hx PC-COSY, **Jcyr)-HMBC de SGCM-11 (18) registrado em CDCls.
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Figura 48: Espectro de RMN NOESY de SGCM-11 (10)
registrado em CDCl;.
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