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RESUMO

GONCALVES, Milena dos Santos. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2011. Constituintes Quimicos de Tabernaemontana
catharinensis (APOCYNACEAE). Professor Orientador: Ivo José Curcino Vieira.

Da espécie Tabernaemontana catharinensis foram isoladas 19 substancias,
sendo elas: oito alcaldides: coronaridina, 12-metoxi-Ny-voachalotina,
isovoacristina, voacristina, voachalotina, ibogamina, 3-oxoisovoacangina e 3-
oxovoacangina; seis esterdides: [-sitosterol, estigmasterol, campesterol,
sitostenona, campestenona e estigmastenona; tres triterpenos: a e B-amirina e
lupeol, 1 fenilpropanoide: éster do acido coniferilico e uma lignana: siringaresinol.
As substancias foram identificadas através dos espectros de 1D e 2D RMN,
massas e comparacdes com dados da literatura.Os alcaldides coronaridina e 12-
metoxi-Np-voachalotina foram submetidos ao teste bioldgico de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Porém, apenas o segundo apresentou um bom resultado com
valor de inibicdo de enzima acetilcolinesterase de 50,5% e um Cls, de 2,33.10-1
uM. A constituicdo quimica da espécie coletada no Cerrado apresentou-se igual a
espécie coletada na Mata Atlantica, com excegao do fenilpropandide e da lignana

isolados pela primeira vez no género Tabernaemontana.



XXVi

ABSTRACT

GONCALVES, Milena dos Santos. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February, 2011. Chemical Constituents from Tabernaemontana
catharinensis (APOCYNACEAE). Professor Advisor: Ivo José Curcino Vieira.

From Tabernaemontana catharinensis were isolated nineteen compounds. eight
alkaloids: coronaridine, 12-methoxy-N,-voachalotine, isovoacristine, voacristine,
voachalotine, ibogamine, 3-oxo-isovoacangine and 3-oxo-oxovoacangine; Six
steroids: B-sitosterol, stigmasterol, campesterol, sitostenone, campestenone and
estigmastenone; three triterpenes: a-amyrin, (-amyrin and lupeol, one
phenylpropanoid: acid coniferilic ester and one lignan: syringaresinol. The
compounds were identified through 1D and 2D NMR, mass spectra and
comparison with literature data. The alkaloids coronaridine and 12-methoxy-N-
voachalotine were submitted to biological test of acetylcholinesterase inhibition.
However, only 12-methoxy-Ny-voachalotine showed a satisfactory result with value
of 50.5% and an ICs of 2,33.10™ MM acetylcholinesterase inhibition. The chemical
composition of specie collected in the Cerrado showed equal to the species

collected in the Atlantic Forest, with the exception of phenylpropanoid and lignan.



1. INTRODUGAO

O isolamento e o estudo de substancias naturais tem sido uma
preocupacao central das ciéncias quimicas e biolégicas por mais de 200 anos.
Neste contexto a quimica de produtos naturais volta-se a investigagdo sobre a
biossintese dos metabdlitos secundarios e é estudada pelos quimicos organicos.
As substancias biossintetizadas por este metabolismo sao caracteristicas de
grupos taxondmicos, tais como familia e género (Braz-Filho, 1994).

Os metabdlitos secundarios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de
uma espécie, pois sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas, tais como,
antimicrobianos, antifungicos para proteger as plantas de agentes patogénicos,
podendo também apresentar atividades antigerminativas ou tdxicas para outras
plantas, como as fitoalexinas.

A quimica de produtos naturais tem sua fundamental importancia para o
desenvolvimento da sociedade. Estima-se que 80% da populagcdo de paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento sdo quase completamente dependentes
da medicina popular, utilizando plantas para suas necessidades de saude (Braz-
Filho, 2010).

Embora a flora brasileira constitua uma das principais fontes de recursos

naturais, os estudos sobre a quimica de substancias secundarias das espécies



que a compdem ainda sao insuficientes. Segundo Braz-Filho (2010), dispomos
de um imenso acervo natural de vegetais nos ambientes aquaticos e terrestres;
um potencial quimico “adormecido”, de uma magnitude desproporcional ao
esforgco relativamente pequeno das pesquisas desenvolvidas para seu

conhecimento e utilizagao.

A biodiversidade das florestas tropicais serve também como foco para
descoberta de novas plantas. A interagdo entre plantas tropicais e seus
predadores naturais pode ser usada como suporte para descoberta de
substancias ativas e, como consequéncia, orientar as investigacdes
farmacoldgicas. A quimica do metabolismo secundario assume importancia
especial pela bioproducdo de diversas substancias organicas destinadas a
manutencdo e sobrevivéncia humana, além de sua importancia na competicéo
quimica existente na vida dos meios ambientes naturais e artificiais produzidos

pela atuagao dos seres humanos (Braz-Filho, 2010).

Nos ultimos anos, a preocupagdo com a manutengao da biodiversidade
no planeta levou as autoridades governamentais a voltar sua ateng¢do para a
manutencado dos refugios naturais que se encontram ameacados, tais como,

Mata Atlantica e Cerrado.

Segundo Klink e Machado, o Cerrado € o nome regional dado as
savanas brasileiras. E a segunda maior formagao vegetal brasileira depois da
Amazbnia, e savana tropical mais rica do mundo em biodiversidade. Localiza-
se principalmente no Planalto Central do Brasil, ocupando 24% de todo
territério nacional, pouco mais de 2 milhdes de Km2. Além disso, o bioma
Cerrado é favorecido pela presenca de diferentes paisagens e de trés das
maiores bacias hidrograficas da América do Sul. Concentra nada menos que
um tergo da biodiversidade nacional e 5% da fauna e flora mundiais (Klink e
Machado, 2005).

Tais diferencas podem ocorrer na bioproducdo dos metabdlitos

secundarios, pois estes apresentam uma interface quimica entre as plantas e o

ambiente circundante, portanto, sua biossintese é frequentemente afetada por

condicdes ambientais (Gobbo-Neto, 2007).

Dentre os principais fatores que podem alterar a taxa de produgao de

metabdlitos secundarios, pode-se citar a sazonalidade, ritmo circadiano e



desenvolvimento. A época em que uma espécie é coletada € um dos fatores de
maior importancia, uma vez que, as vezes, a hatureza dos constituintes ativos néo
€ constante durante todo o ano.

Outro fator relevante é a temperatura. Apesar de cada espécie ter se
adaptado em seu habitat, as plantas sao capazes de existir em uma consideravel
faixa de temperatura. A faixa em que ocorrem as variagées anuais, mensais e
didrias na temperatura € um dos fatores que exerce maior influéncia em seu
desenvolvimento, afetando, com isso, a producdo de metabdlitos secundarios.

Além destes, ha também o fator relacionado a disponibilidade hidrica.
Fatores fisiolégicos criticos, como fotossintese, mobilizacdo de reservas,
expansao foliar e crescimento, podem sofrer alteragdes por estresse hidrico e,
como consequéncia, levar a alteragées no metabolismo secundario (Gobbo-Neto,
2007).

Acrescentando-se a estes, ha outros fatores como radiagao ultravioleta,
nutrientes, poluicdo atmosférica, altitude, ataque de patdgenos, entre outros, que
podem influenciar na bioprodu¢cao dos metabdlitos secundarios.

O presente trabalho propde o estudo fitoquimico da espécie
Tabernaemontana catharinensis da familia Apocynaceae, a qual ja teve sua
constituicdo quimica e atividade biolégica bastante investigada, porém a maioria
dos trabalhos com esta espécie € com individuos coletados em regides da Mata
Atlantica, sendo que também nao existem relatos na literatura sobre o estudo
quimico das sementes desta espécie. Diante desta constatacdo, o trabalho
também propde o estudo fitoquimico das sementes de T. catharinensis, uma vez
que muitos dos alcaléides de espécies de Apocynaceae sdo acumulados em
sementes (Oliveira, 2008; Medeiros, 2003). Na familia Apocynaceae os alcaldides
estao representados na sua maioria por esqueletos inddlicos monoterpénicos, os
quais apresentam diversas atividades biologicas, citando como exemplo a
atividade antiacetilcolinesterasica, cujo teste bioldégico de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase com o objetivo de buscar por inibidores desta enzima também
esta incluido neste trabalho.

Sera realizado também o estudo fitoquimico com as cascas das raizes e
folnas com o objetivo de aumentar o conhecimento da quimica desta espécie,

verificando possiveis diferencas na constituicdo quimica da espécie T.



catharinensis coletada no bioma Cerrado com os trabalhos sobre esta espécie

coletada no bioma Mata Atlantica.



2. OBJETIVOS

O trabalho proposto tem como objetivos:

isolar, identificar (através de métodos fitoquimicos classicos) e caracterizar
(através de métodos espectrométricos e cromatograficos) substancias do
metabolismo secundario, das sementes, cascas das raizes e folhas de
Tabernaemontana catharinensis, familia Apocynaceae, coletada na regiao
do Cerrado;

realizar o teste biolégico de inibicdo da enzima acetilcolinesterase;

o aprendizado de técnicas cromatograficas classicas de isolamento e
purificacdo de substancias organicas bioproduzidas pelo metabolismo
secundario de espécies vegetais;

o aprendizado de técnicas espectroscopicas utilizadas na identificacdo de
substancias bioproduzidas pelo metabolismo secundario de espécies
vegetais;

verificar possiveis diferencas no perfil quimico ou diversidade estrutural
das substancias isoladas da espécie T. catharinensis, coletada no

Cerrado, com dados de literatura existentes de substancias ja identificadas



desta espécie coletada na Mata Atlantica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae esta entre as que apresentam o maior nimero de
espécies do mundo vegetal, com uma diversificagcdo notavel de plantas.
Pertence a ordem Gentianiales, classe Dicotyledoneae, subclasse Asteridae,

divisdo Angiospermae (Mabberley, 1997).

Esta familia esta representada em quase todos os continentes (menos
Antartida), em regides tropicais e temperadas, desde o nivel do mar até as
montanhas mais altas, preferindo solos secos, com mais de 300 géneros e
cerca de 2000 espécies tropicais e subtropicais. No Brasil, sdo encontradas

aproximadamente 380 espécies dentro de 41 géneros (Moreira et al., 2004).

As plantas pertencentes a familia Apocynaceae caracterizam-se pela
presenca de latex, estipulas geralmente ausentes (exceto o gineceu), estiletes
unidos no apice formando uma cabeca ampliada e por frutos usualmente

bifoliculares com sementes geralmente comosas (Rapini, 2000).

Substancias isoladas de espécies da familia Apocynaceae foram usadas

durante séculos na medicina popular, fazendo parte de rituais religiosos e



também como veneno para flechas (Tabernanthe iboga — rituais misticos;
Tabernaemontana crassa — anestésico local e veneno para flechas; entre

outras) (Neuwiger, 1998).

Vérias espécies do género Tabernaemontana, pertencente a familia
Apocynaceae foram largamente estudadas tendo sua composicao quimica
bastante definida, além da realizagdo de diversos testes biolégicos (Hesse, 1981).
Esta familia € muito conhecida por fornecer um grande numero de alcaléides e,
em sua maioria, do tipo inddlico monoterpénico, e estes sdo responsaveis por
uma gama enorme de atividades farmacoldgicas. A titulo de exemplo, pode-se
citar os alcaldides vimblastina e a vincristina produzidos por Catharanthus roseus,
conhecida popularmente como “boa-noite” ou “maria-sem-vergonha”, utilizados
como quimioterapicos na medicina alopatica (Chiang et al, 2004; Vieira et al,
2008; Figueiredo et al., 2010). Os alcaléides vimblastina e a vincristina
contribuiram para alcangar avangos decisivos na cura de dois dos mais mortiferos
tipos de cancer, o mal de Hodgking, que afeta principalmente jovens e adultos, e
a leucemia linfatica aguda, tida como uma verdadeira sentenga de morte para
criangas (Longa, 2002).

Durante séculos, esta espécie foi usada para tratar a diabetes na Europa.
No Hawaii, a planta era fervida para fazer uma pomada com funcdes
hemostaticas. Na China, era utilizada como remédio diurético e contra a tosse
(Simpson, 1986).

MeO

R=CHO: Vimblastina
R=CH3 Vincristina



Outros exemplos sdo a colchicina extraida do acgafrdo (Colchicum
autumnale), assim como a reserpina extraida de Rauvolfia serpentina, sao
comumente usadas como drogas anti-hipertensiva e tranquilizante,

respectivamente (Schmeller, 1998).

OMe
N H o)
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H OH OMe

MeOzC

MeO

Colchicina Reserpina

Sao inumeros o0s usos econdmicos das espécies pertencentes a familia
Apocynaceae, 0s quais pode-se destacar, fonte de fibras para cordas e fios
utilizados em artesanato, ramos fortes e flexiveis usados como vara de pescar,
madeira para a construgao civil, produ¢cao de méveis, para ferramentas (peroba),
borracha e goma de mascar sdo produzidas a partir do latex, além de serem

cultivadas e comercializadas como plantas ornamentais (Rapini, 2000).

3.2 O Género Tabernaemontana

Segundo Lim (2009), o género Tabernaemontana possui cerca de 110
espécies sendo 27 brasileiras. Destas, T. laeta, T. histryx e T. salzmannii fazem
parte do estudo fitoquimico do grupo de pesquisa do Setor de Quimica de
Produtos Naturais da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF),
coordenado pelos professores Ivo José Curcino Vieira e Raimundo Braz-Filho. O
estudo, em questao, volta-se a espécie T. catharinensis.

Entre as espécies desse género que ja foram notificadas, 44 ocorrem na

Ameérica. As espécies identificadas no Brasil pertencem a secdo Peschiera e
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Bonafousia. T. catharinensis € a uUnica espécie conhecida da Argentina e

Paraguai, ocorrendo também no Brasil e na Bolivia (Leeuwenberg, 1994).

3.2.1 Alcalodides

Alcaldéides s&o bases organicas nitrogenadas encontradas principalmente
em plantas, mas também, em menor quantidade em microorganismos e animais.
Um ou mais atomos de nitrogénio estdo presentes, tipicamente como aminas
primarias, secundarias ou terciarias. No entanto, o grau de basicidade varia muito,
dependendo da estrutura da molécula do alcaldide, além da presenca e
localizagdo de outros grupos funcionais. De fato, alguns alcaléides sao
essencialmente neutros, geralmente, sao classificados de acordo com a natureza
de parte da estrutura, a qual contém o nitrogénio, como por exemplo,
pirrolidinicos, piperidinicos, quinolinicos, isoquinolinicos, inddlicos, entre outros. A
complexidade estrutural de alguns desses exemplos rapidamente expande o
numero de subdivisdes (Dewick, 1997).

Historicamente, em 1806, Friedrich Wilhelm Serturner, farmacéutico
alemao, consegue identificar um alcaldide farmacologicamente ativo, a qual
recebeu o nome de morfina (da papoula, Papaver somnniferum) em homenagem
ao Deus grego do sono: Morfeu, com propriedades sedativas. A partir de entao,
novas descobertas foram acontecendo, destacando-se a piperina (da pimenta-do-
reino, Piper nigrum), a cafeina (do café, Coffea arabica), a cocaina (da
Erythroxylon coca), assim como a nicotina (Nicotinia tabaccum), dentre outros,
como pode ser estruturalmente representado a seguir. Os alcaldides sao
encontrados em mais de 4000 espécies de plantas, sendo mais freqlientes em
dicotiledbnias do que em monocotileddneas e gimnospermas. Podem ocorrer em
diferentes partes do vegetal, como raiz (Symphitum spp.), folhas (Passiflora sp.,
Agerantum conyzoides e Phyllanthus spp.), casca do fruto (Punica granatum) e

em sementes (Lupinus albus) (Santos, 2009).
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3.2.1.1 Consideragoes Biossintéticas dos Alcaldides

A biossintese dos alcaldides inclui sempre, pelo menos, um acido aminado.
Sao também incorporadas outras unidades provenientes do acetato, do
chiqguimato, ou da via do fosfato desoxixilulose. Relativamente, poucos
precursores de aminoacidos sao realmente envolvidos na biossintese de
alcaléides, sendo os principais ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, triptofano,
acido antranilico e histidina (Dewick, 2007)

O triptofano € um aminoacido aromatico que contém um sistema de anel
inddlico, tendo sua origem na rota do chiquimato via &acido antranilico. Ele age
como precursor de um vasto niumero de alcaldides inddlicos, mas também ha
provas definidas de que as principais reacdes de rearranjo podem converter o
sistema de anel indol em um anel quinolina, aumentando assim, ainda mais, a
capacidade deste aminoacido de agir como precursor de diversas classes de
alcaléides (Dewick, 1997).

Dentre as varias classes de alcaldides, os inddlicos monoterpénicos
apresentam uma grande variedade estrutural. Uma caracteristica interessante
desta classe de alcaléides é a origem biossintética comum (Figura 1, pag 12).
Todos eles tém o mesmo precursor, a estrictosidina, que € um glicosideo formado

pela condensagédo de uma molécula de triptamina (advinda do triptofano por uma
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reacdo de descarboxilagdo) com um aldeido monoterpénico denominado
secologanina, através da reagcao de Mannich (Bruneton, 1995). Esta reagcao é

catalisada pela enzima estrictosidina sintase.

0 H 0 B H._O |
H —— H — » " OH
— o o X
H HoG ©

10-Oxogeranial Iridodial B H |
CO,Me
H
X
—> HO J—
O
H
OGlu
Loganina

Triptamina

Estrictosidina

Figura 1: Esquema de formacao do alcaldide Estrictosidina.
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Rearranjos na parte terpenoidica da estrictosidina leva a formacéao de
diferentes classes de alcaldides, apresentados na Figura 2 (Bruneton, 1995).
Baseado na biogénese é possivel classificar estes alcaldéides em diferentes
classes:

Classe | — Alcaléides em que a unidade monoterpénica nao sofreu
rearranjos (esqueletos corinanteano e estrichinano);

Classe Il — Alcal6ides com rearranjo nos carbonos C-17—C-20 da unidade
monoterpenoidica (esqueleto aspidospermano);

Classe lll — Alcaldides com rearranjo nos carbonos C-17—C-14 da unidade

monoterpenoidica (esqueleto ibogano).

AN Ajmalicina
o)
N ___
M602C
\ OH cHo”
OGli
, OGI|
MeO,C
) 2 MEOZC
Geraniol L
oganina Secologanina Connanteano

A C%C
N

H Aspidospermatano
Tabersonina

N
H Ibogano

Catarantina

Figura 2: Rearranjos da cadeia terpenoidica da estrictosidina.
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Estas trés classes sdo subdivididas em nove tipos principais:
vincosano, vallesiachotamano, corinanteano, estrichinano, aspidospermatano,
plumerano, eburnano, ibogano e tacamano (Figura 3), e seus subtipos,
dependendo das caracteristicas de seus esqueletos. Muitas das etapas e
mecanismos que levam a formacao destes esqueletos sdo parcialmente
conhecidas, uma vez que muitas enzimas envolvidas neste processo ainda nao

foram isoladas e caracterizadas (Danieli e Palmisano, 1986).

Vincosano i
Valesiacotamano Corinanteano
N N
N
) N
. H H
Estricnano
Aspidospermatano Plumerano
| N
N | N
N
Eburnano Ibogano Tacamano

Figura 3: Esqueletos basicos dos alcalbdides inddlicos monoterpénicos.
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3.3 A Espécie Tabernaemontana catharinensis

Conhecida popularmente como “leiteiro de vaca”, Tabernaemontana
catharinensis (syn. Peschiera catharinensis A. DC.) é uma espécie pertencente a
familia Apocynaceae rica em alcaldides inddlicos. Segundo Leeuwenberg (1994),
esta espécie também é conhecida como T. affinis, T. australis, P. australis, T.
hilariana, T. hybrida, T. acuminata, T. salicifolia e P. albidiflora.

Espécies de Tabernaemontana sao bem conhecidas pela bioprodugéo de
triterpenos (Zhu et al, 1990) e alcaldides inddlicos principalmente os
monoterpénicos. Estes alcaldides do tipo inddlicos monoterpénicos sao
responsaveis pela maioria das atividades farmacoldgicas relacionadas com o
género, das quais pode-se destacar: antileishmaniose; antibacteriana; antitumoral;
hipoglicemiantes, analgésicos, antiacetilcolinesterase, entre outros (Van Beek et
al, 1988; Vieira et al, 2008; Figueiredo, 2005). As fotografias dessa espécie em

estudo encontram-se nas Figuras 4, 5 e 6, a seguir.

Figura 4: Fotografia da espécie Tabernaemontana catharinensis.
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Figura 6: Fotografia dos frutos de Tabernaemontana catharinensis.

Na medicina popular, esta espécie € usada como antidoto para picada

de cobras, para aliviar dor de dente, também como vermifugo e para eliminar
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verrugas (Rates et al, 1993). Os estudos farmacolégicos sobre os extratos brutos
de T. catharinensis tém demonstrado a sua efetiva agdo antitumoral,
antiinflamataria, antileishmania, anticancer, antioxidante e analgésica (Rates et al,
1993).

3.4 Atividade Antiacetilcolinesterasica (Doenc¢a de Alzheimer)

Os alcaldides continuam sendo focos de pesquisa para novos protétipos de
inibidores da acetilcolinesterase, sendo o grupo de substancias mais amplamente
estudado. Uma revisao realizada em 2006 por Barbosa-Filho e colaboradores
consultou 175 referéncias e foram levantadas 309 plantas e 260 substancias
isoladas. Dentre os compostos testados que foram isolados e identificados, 139
pertenciam a classe dos alcaléides. Como a maioria dos inibidores de
acetilcolinesterase apresenta nitrogénio em suas estruturas, a elevada atividade
dos extratos parece estar relacionada com o seu rico conteudo de alcaldides.

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes
fontes vegetais de constituintes quimicos com utilidade terapéutica na medicina
moderna. O género Tabernaemontana apresenta o maior niumero de estudos
realizados com relacdo ao potencial anticolinesterasico (Seidl, 2010).

Vieira e colaboradores (2008) avaliaram o potencial anticolinesterasico de
fragbes e treze alcaldides obtidos de T. laeta e T. hytrix e confirmaram a atividade
para alguns dos alcaldides avaliados. Outras espécies da familia Apocynaceae
também apresentam estudos com relagdo ao potencial anticolinesterasico.
Estudos de triagem também foram realizados com diferentes tipos de alcaldides
inddlicos. Cardoso e colaboradores (2004) avaliaram o potencial
anticolinesterasico e antioxidante de nove alcaldides inddlicos glicosilados da
espécie Chimarrhis turbinata (Rubiaceae) onde os alcaldides turbinatina e
desoxicordifolina apresentaram atividade anticolinesterasica moderada. Orhan e
colaboradores (2007) avaliaram a atividade anticolinesterasica de varios
alcaldides dentre eles os alcaldides do tipo inddlico; ioimbina e vincamina.

Portanto, os alcaldides inddlicos do tipo monoterpénicos vem se tornando
fontes de estudos e pesquisas contra doengas neurodegenerativas como, por

exemplo, a doenca de Alzheimer.
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A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia em pessoas
acima de 65 anos, afetando cerca de 10% das pessoas acima desta faixa etaria e
50% das pessoas acima de 85 anos. E esperado um aumento ainda maior do
numero de pacientes com a doenca com a melhoria da expectativa de vida e
consequente aumento do numero da populagédo idosa. Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, estima-se que 34 milhdes irdo apresentar algum sintoma da
doenca de Alzheimer em 2025 o que a torna um dos problemas de saude publica
mais alarmante nesse século (Seidl, 2010).

Esta doencga foi descrita primeiramente pelo médico patologista aleméao
Alois Alzheimer em 1907. E uma doenca mental complexa, multifatorial,
heterogénea e irreversivel, caracterizada pela perda gradual de memobria,
alteragdes no comportamento e na personalidade e também pelo declinio das
habilidades intelectuais (Seidl, 2010). Sintomas estes que se devem ao fato de
uma grande diminuigdo da acetilcolina na sinapse nervosa.

A acetilcolina € um neurotransmissor liberado pelo terminal nervoso,
quando o corpo necessita de estimulos especificos como, por exemplo, uma
contragdo muscular ou um relaxamento. O terminal nervoso libera a acetilcolina
na fenda sinaptica que, posteriormente, se liga a proteinas de membranas
especiais, chamadas de receptores, ativando-as. Apds esta ativacdo, ocorre a
resposta que, dependendo do receptor ativado, pode ser uma excitacdo ou
inibicdo. Assim que ativa o receptor a acetilcolina rapidamente se desliga dele, e a
acetilcolinesterase aproveita para “quebra-la” em colina e acetato Di (Giovanni et
al., 2008).

Estudos vém tentando mostrar que a doenga de Alzheimer esta
relacionada a diminuicdo da liberacdo desses neurotransmissores e, como
consequéncia, a comunicacao entre um neurbnio e outro fica extremamente
prejudicada. Portanto, como a enzima acetilcolinesterase (AChE) é responsavel
pela diminuigcdo da acetilcolina (neurotransmissor cerebral) na sinapse nervosa,
causando a perda de neurbnios colinérgicos, os quais sao responsaveis pelas
fungdes cognitivas; sugere-se que uma elevacao no nivel da acetilcolina poderia
ser util para melhorar a sintomatologia da doenca de Alzheimer como perda de
memoria e dificuldade de aprendizagem. Com isso, a intensa investigagao para o

descobrimento de inibidores de AChE e respostas positivas do tratamento estao
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contribuindo para o surgimento dos anticolinesterasicos no mercado, tais como,
tacrina, donepezila, galantamina e rivastigmina (Orhan et al., 2006).

A tacrina, (Cognex®) foi a primeira droga aprovada pela US Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento dos niveis leve a moderado da doenca de
Alzheimer em 1993. A tacrina € uma aminoacridina ativa e um inibidor reversivel
de AChE. Possui acado farmacoldgica adicional em niveis monoamina e canais
ibnicos e é quase tao potente quanto a fisostigmina, com 50% de inibicdo da
AChE na concentragdo de 10”7 uM (Orhan et al., 2006; Seidl, 2010).

Fisostigmina

O cloridrato de donepezila (Aricept®), outra droga com uma atividade
anticolinesterasica potente e seletiva, foi aprovado pelo FDA em 1996 e tornou-se
o inibidor de AChE mais prescrito. O donepezila € uma piperidina inibidora
reversivel de AChE. A droga é geralmente bem tolerada, apresentando alguns
efeitos colaterais colinérgicos como nauseas, vémito, constipagdo, diarréia,
tontura e interrupgao do sono (Orhan et al., 2006; Seidl, 2010).

A galantamina € uma das mais novas drogas anticolinesterasicas no
mercado. Foi primeiramente isolada de espécies de Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae), posteriormente também extraida de outras espécies desta
familia como Narcissus sp. e Leucojum sp. Em 1996 foi langada no mercado com
o nome comercial de Nivalin® para o tratamento da doengca de Alzheimer e,
posteriormente, re-nomeada para comercializagdo como Reminyl®. Possui um
modo particular de agdo sendo um inibidor reversivel de AChE. Apresenta alguns
efeitos colaterais como nauseas, vomito e anorexia o que limita o seu uso em
altas doses (Orhan et al., 2006; Seidl, 2010).
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O tartarato de rivastigmina, (Exelon®) é um derivado de carbamatos
inibidor pseudo-irreversivel da AChE. A droga foi aprovada pelo FDA para o
tratamento sintomatico dos niveis leve e moderado da doenca de Alzheimer em
abril de 2000 (Orhan et al., 2006; Seidl, 2010).
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A diversidade estrutural dos anticolinesterasicos ja conhecidos e a
possibilidade de explorar modos de acgao diferentes estimularam estudos
fitoquimicos com diversas espécies de plantas e microorganismos com base no
uso popular ou dados etnobotanicos. A pesquisa de drogas inibidoras de AChE
com acao prolongada, com maior poténcia e com menores riscos de efeitos
colaterais, ainda permanece o foco de diversos pesquisadores (Howes e
Houghton, 2003; Khalid et al., 2004).

Nesse sentido, a biodiversidade brasileira possui um grande arsenal de
substancias ainda para serem descobertas que podem contribuir para a solugao
deste problema (Viegas et al., 2004). Cerca de 50% das drogas introduzidas no
mercado durante os ultimos 20 anos s&o derivadas diretamente ou indiretamente

de moléculas pequenas de origem natural (Newman e Cragg, 2007). O potencial
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terapéutico das plantas medicinais brasileiras também foi demonstrado com
sucesso no campo da doenca de Alzheimer (Barbosa-Filho et al., 2006).

Nos ultimos anos, varios métodos para a determinacdo da atividade
anticolinesterasica foram descritos. Além dos métodos colorimétricos que utilizam
o reagente de Ellman (Ellman et al., 1961) ou o reagente sal Fast Blue B (Marston
et al., 2002) pode-se citar também ensaios fluorimétricos utilizando substratos
fluorogénicos (Rhee et al., 2001), detecgdo potenciométrica ou eletroquimica
(Kaneda et al., 1985). Entretanto, a maioria dos estudos realizados para
determinar a atividade anticolinesterasica de extratos vegetais, fragcbes e
substancias isoladas utiliza a combinagao das duas técnicas baseadas do método
colorimétrico de Ellman (Seidl, 2010).

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método fotométrico
para a determinacdo da atividade anticolinesterasica (Ellman et al.,, 1961). O
método se baseia na medicdo da taxa de producdo de tiocolina a medida que a
acetiltiocolina € hidrolisada pela acetilcolinesterase. Isto ocorre pela continuagao
da reacgédo da tiocolina (I) com reagente de Ellman (ll) (DTNB), produzindo o anion
amarelo (lll) como mostrado no Esquema 1, a seguir. A taxa da producao da
substancia colorida Ill é realizada em espectrofotdbmetro UV/VIS em 412 ou
405nm.
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Esquema 1: Sequéncia de reagdes para deteccdo de atividade
acetilcolinesterasica de substancias naturais pelo método de Ellman.

Rhee e colabordores adaptaram para microescala a metodologia
espectrofotométrica descrita por Ellman e colaboradores (1961) realizando o
monitoramento da producdo da substancia colorida em placas de 96 pocgos
utilizando um leitor de microplaca. Essa adaptacdo contribuiu para a maior
automacéao do sistema e possibilitou a analise mais rapida de um numero ainda
maior de amostras em volumes muito menores. O ensaio em microplaca é mais
sensivel do que o ensaio bioautografico em CCD, ja que seu método de deteccao
permite a identificacdo de inibidores em concentracdes muito menores do que o
teste em CCD (Di Giovanni et al., 2008; Rhee et al., 2001).

Portanto, o método escolhido, neste trabalho, para a determinacao da
atividade anticolinesterasica foi o método quantitativo de Ellman modificado
(1961). Este método, além de colorimétrico, € capaz de quantificar a inibigdo da
enzima acetilcolinesterase a partir das velocidades de reagdo (Vmax), €m um

espectrofotdbmetro de microplacas de 96 pogos.
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3.5 Substancias Isoladas da espécie T. catharinensis.

Na literatura encontra-se registrado, até o presente momento, nesta
espécie, 28 alcaldides inddlicos monoterpénicos (Figuras 7), 16 triterpenos
(Figura 8) e 03 esterdides (Figura 9) e suas estruturas sdo mostradas a seguir
(Cardoso et al, 1998; Pereira et al, 2008; Lemos et al, 1996; Cardoso et al, 1999;
Danieli et al, 1986).
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Figura 7: Alcal6ides inddlicos monoterpénicos isolados de T. catharinensis.
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Figura 8: Triterpenos isolados de T. catharinensis.



R= CH2CHg3 (sitosterol) HO
R= CH3 (campesterol) estigmasterol

Figura 9: Esteroides isolados de T. catharinensis.
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4. MATERIAL E METODOLOGIA

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

As cromatofolhas foram reveladas através de irradiagao com luz na regido do
ultravioleta em comprimento de onda 254 e 365 nm e/ou com reveladores
cromogénicos (Reagente de Dragendorff e solugao de vanilina a 2% em acido
sulfurico concentrado);

A concentracao do extrato foi efetuada sob pressao reduzida em evaporador
rotativo, FISATOM 802;

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados em
espectrémetros: marca Jeol, modelo ECLIPSE, operando a uma freqiéncia de
400 MHz para 'H e 100 MHz para "*C e marca BRUKER, modelo DPX-500,
operando a uma freqiiéncia de 500 MHz para 'H e 125 MHz para *C. O
solvente utilizado para todas as analises foi CDCl3;

Os espectros na regiao do ultravioleta foram registrados no espectrofotometro
modelo UV-1800 e software UV-PROBE da marca SHIMADZU;
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e Espectrobmetro de massas acoplado ao cromatdgrafo gasoso do modelo
CG/EM-QP-5050, marca SHIMADZU, utilizando impacto de elétrons a 70 eV;

e O material vegetal foi reduzido a p6 através de moinho de martelos, da marca
TECNAL;

e Os espectros na regido do infravermelho foram registrados no
espectrofotdmetro Infravermelho, modelo IR AFFINITY, marca SHIMADZU;

e Para realizagao do teste biolégico de inibicao da enzima acetilcolinesterase foi
utilizado o espectrofotdbmetro de microplacas de 96 pocos SPECTRA MAX
250. Programa utilizado SOFTMAX 4.0

4.1.2 Solventes e Reagentes

e Acetato de etila P. A.;

e Metanol P. A;;

e Hexano P. A.;

e Diclorometano P. A.;

o Eter de Petréleo P. A.;

e Cloroférmio deuterado;

¢ Cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 Fs4;

e Silica gel MERCK DARMSTADT 60 (0,063-0,200 mm);

e Solucao de nitrato basico de bismuto || em acido acético diluido com iodeto
de potassio (Reagente de Dragendorff) (MERCK, 1972);

e Solucao de Vanilina a 2% em acido sulfurico concentrado;

e Tampao “A’ - tris-HCL 0,05M (50mM) pH 8,0 em H,O deionizada;

e Tampao "B’ -0,1% de albumina de soro bovino em solugdo Tampao “"A™;

e Tampao "C (tris-HCL 0,05M, pH 7,0, com 200 mM MgCl,.6H,0);

e Enzima acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, 500U da SIGMA
(St. Louis, MO, USA: product n® 3389) 358 U/mg de solido / 497 U/mg de

proteina) na concentracao de 0,226U/mL em solugdo Tampéao "'B™;

e Substrato iodeto de acetiltiocolina (ATCI) da SIGMA (A 5751) a 10 mM;
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e Reagente colorimétrico acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB) da
SIGMA (D 8130) a 5mM;
e Fisostigmina (eserina) da FLUKA N° 45710, na concentragao de 0,1mg/mL.

4.2 Metodologia

4.2.1Coleta da espécie vegetal e classificagdao botanica

O material vegetal de estudo constituido das folhas, sementes e cascas
das raizes de Tabernaemontana catharinensis foi coletado pelo Professor Dr. Ivo
J. Curcino Vieira, na Fazenda Santo Antonio, Triangulo Mineiro, municipio de
Araguari-MG, e classificado botanicamente pela professora Dr. Luiza S. Kinoshita
(UNICAMP). Sua exsicata encontra-se depositada no Herbario da UNICAMP-SP
sob o codigo UEC 117862.

4.2.2 Secagem e moagem

O material vegetal da espécie Tabernaemontana catharinensis constituido
de casca das raizes, sementes e folhas foi seco ao ar livre logo apos a coleta e
moido em moinho de martelos, fornecendo os seguintes pesos de material seco:

casca das raizes (2,8 Kg), sementes (0,9 Kg) e folhas (1,3 Kg).

4.2.3 Preparo dos extratos

A extracdo dos componentes da casca das raizes foi feita a temperatura
ambiente, sucessivamente, utilizando-se metanol como solvente e, posterior,
destilacao a pressao reduzida em evaporador rotativo fornecendo o extrato bruto
com peso 130,4592 g.

Quanto a extragao dos componentes das folhas, foi realizada uma extragao
acido/base, utilizando acido fosférico (4% v/v) e hidroxido de aménio como
solventes. Este extrato posteriormente foi particionado em diclorometano,

fornecendo o extrato com peso de 2,9612 g.
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Ja a extracao dos componentes das sementes foi feita, primeiramente, a
temperatura ambiente, sucessivamente, utilizando hexano como solvente e,
posterior destilagdo a pressdo reduzida em evaporador rotativo fornecendo o
extrato bruto com peso de 12,3584 g. Um segundo extrato foi feito através de
extracdo acido/base, utilizando acido fosfoérico (4% v/v) e hidroxido de aménio
como solventes. Este extrato posteriormente foi particionado em diclorometano,
fornecendo o extrato com peso de 0,930g. Do precipitado da extragdo acido/base
das sementes foi feita uma nova extracao utilizando diclorometano como solvente
e obtendo um terceiro extrato com peso de 3,6582 g.

Os extratos foram submetidos aos procedimentos cromatograficos
descritos a seguir.

Vérias fragdes desses extratos (assinaladas com *) ndo foram trabalhadas,
pois em sua grande maioria se mostraram semelhantes as fragdes vizinhas e

outras se mostraram cromatograficamente dificeis de separacgao.

4.2.4 Descrigcdao experimental do isolamento dos constituintes quimicos das

cascas das raizes da espécie Tabernaemontana catharinensis

4.2.4.1 Andlise do extrato em metanol (63,2587 g)

Inicialmente parte do extrato em metanol (MCR) (63,2587 g) foi submetido
a cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com diclorometano:metanol
em concentragédo crescente de polaridade até 50% (v/v) de metanol, obtendo-se
16 fracoes. A Tabela 1, a seguir, mostra o procedimento cromatografico das
fracoes.
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Tabela 1: Estudo cromatografico da fragcdo MCR.

Fracao Cadigo
Quantidade(g) Substéancias

1 MCR-1 2,1176

2 MCR-2* 5,7544 11 a 13 e 14 a 19 (impuras)
3 MCR-3* 6,5845 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
4 MCR-4 2,7097 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
5 MCR-5* 1,0936 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
6 MCR-6* 0,2145 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
7 MCR-7* 0,1135

8 MCR-8* 6,2485

9 MCR-9* 10,6881

10 MCR-10* 13,5701 2 (impura)

11 MCR-11 21,8015 2 (impura)

12 MCR-12* 6,8984 2 (impura)

13 MCR-13* 2,7669

14 MCR-14* 4,2571

15 MCR-15* 1,1867

16 MCR-16* 0,6783

* Fragdes nao trabalhadas

4.2.4.1.1 Analise cromatografica da Fragao MCR-4 (2,7097g)

A fracdo MCR-4 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, obtendo-se 8 fragdes. A Tabela 2, a

seguir mostra o procedimento cromatografico da fragao.
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Tabela 2: Estudo cromatografico da fragdo MCR-4.

Fracao Caédigo Quantidade(g) Substancias

1 MCR4-1* 0,1087

2 MCR4-2* 0,5102 11 a 13 (impuras)

3 MCR4-3 0,4601 11 a 13 (impuras)

4 MCR4-4 0,2054 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
5 MCR4-5* 0,1204 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
6 MCR4-6* 0,1242 11 a13 e 14 a 19 (impuras)
7 MCR4-7* 0,1037

8 MCR4-8* 0,6252

* Fracbes nao trabalhadas
4.2.4.1.2 Andlise cromatografica da Fragao MCR4-3 (0,4601g)

A fragcdo MCR4-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com hexano:acetato de etila com gradiente crescente de
polaridade até 15% (v/v) de acetato de etila, obtendo-se 3 fragcdes. A Tabela 3

mostra o procedimento cromatografico da fragao.

Tabela 3: Estudo cromatografico da fragdo MCR4-3.

Fragao Cadigo Quantidade(g) Substancias
1 MCR4-3-1 0,0064 11,12e 13
2 MCR4-3-2* 0,0117
3 MCR4-3-3* 0,2802

* Fragdes nao trabalhadas

4.2.4.1.3 Analise cromatografica da Fragao MCR4-4 (0,20549)

A fragdo MCR4-4 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa (placa coberta com gel de silica com 1 mm de espessura), utilizando
como eluente, hexano:acetato de etila 10% (v/v), obtendo-se o isolamento da
mistura das substancias 14, 15 e 16 (0,0131 g) e da mistura das substancias 17,
18 e 19 (0,0082 g).
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4.2.4.1.4 Analise cromatografica da Fragcao MCR11 (8,52369)

Uma parte da fragdo MCR11 foi submetida a uma cromatografia em coluna
com gel de silica, e eluida com diclorometano:metanol em concentragdo
crescente de polaridade até metanol 100% (v/v), obtendo-se 8 fragdes. A Tabela

4 mostra o procedimento cromatografico da fragao.

Tabela 4: Estudo cromatogréfico da fragdo MCR11.

Substancia
Fracoes Cddigo Quantidade (g)

1 MCR11-6-1* 0,0519

2 MCR11-6-2* 0,0606

3 MCR11-6-3* 0,2156 2 (impura)
4 MCR11-6-4 1,3662 2

5 MCR11-6-5* 0,6302 2 (impura)
6 MCR11-6-6* 0,8397 2 (impura)
7 MCR11-6-7* 2,3615 2 (impura)
8 MCR11-6-8% 0,0173

* Fracbes nao trabalhadas

4.2.5 Descrigdao experimental do isolamento dos constituintes quimicos das

sementes da espécie Tabernaemontana catharinensis

4.2.5.1 Analise cromatografica do extrato em hexano (12,3584 g)

Inicialmente, o extrato em hexano (H) (12,3584 ¢g) foi submetido a
cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com hexano:acetato de etila
em concentragdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila,
obtendo-se 7 fragbes. A Tabela 5, a seguir, mostra o procedimento

cromatografico das fragées.
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Tabela 5: Estudo cromatografico da fracéo H.

Fragcao Caédigo

Quantidade(g) Substéancia
1 H1* 0,0116 1 (impura)
2 H2* 0,1485 1 (impura)
3 H3 1,4775 1 (impura)
4 H4* 0,6211 1 (impura)
5 H5* 2,6719 1 (impura)
6 H6* 0,3134 1 (impura)
7 H7* 0,4321 1 (impura)

* Fragdes nao trabalhadas
4.2.5.1.1 Analise cromatografica da fragao H3 (1,47759)

A fragdo H3-5-3 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com hexano:acetato de etila, em concentracdo crescente de
polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fragdes. A Tabela 6

mostra o procedimento cromatografico da fragao.

Tabela 6: Estudo cromatografico da fragdo H3.

Fragcao Caédigo
Quantidade(g) Substéancia
1 H3-1 0,0712 1
2 H3-2* 0,2152 1 (impura)
3 H3-3* 0,5419
4 H3-4* 0,1257

* Fracbes nao trabalhadas

4.2.5.2 Analise do extrato das sementes em diclorometano referente a fase

organica da particao com diclorometano (0,930g)

Inicialmente parte do extrato em diclorometano (S) (0,9309g) foi submetido a
cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com diclorometano:metanol
em concentragao crescente de polaridade até 20% (v/v) de metanol, obtendo 4

fracbes. A Tabela 7 mostra o procedimento cromatografico das fragdes.
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Tabela 7: Estudo cromatografico da fragao S.

Fragcao Caédigo
Quantidade(g) Substéancia
1 S1* 0,0075
2 S2 0,3004 10 (impura)
3 S3* 0,2116
4 S4* 0,2421

* Fragdes nao trabalhadas
4.2.5.2.1 Analise cromatografica da Fragao S2 (0,30049g)

A fracédo S2 foi submetida a uma cromatografia em coluna com gel de
silica, e eluida com diclorometano:metanol, em concentracdo crescente de
polaridade até 15% (v/v) de metanol. Obtiveram-se 2 fragdes. A Tabela 8 mostra

o procedimento cromatografico da fragao.

Tabela 8: Estudo cromatografico da fragdo S2.

Substéncia
Fracoes Cddigo Quantidade(g)
1 S2-1 0,0097 10
2 S2-2 0,0993 10 (impura)

4.2.5.3 Analise do extrato das sementes em diclorometano referente ao

precipitado da extragao acido/base (3,6582 g)

Inicialmente, o extrato em diclorometano (SPD) (3,6582 g) foi submetido a
cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com diclorometano:metanol
em concentragdo crescente de polaridade até 50% (v/v) de metanol, obtendo 9

fragbes. A Tabela 9, a seguir mostra o procedimento cromatografico das fragdes.
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Substancia
Fracoes Cddigo Quantidade(g)

1 SPD-1* 0,1595

2 SPD-2* 0,2152

3 SPD-3* 0,0140

4 SPD-4* 0,0384

5 SPD-5* 0,0127

6 SPD-6* 0,6654

7 SPD-7* 0,2255

8 SPD-8* 0,3428 6 (impura)
9 SPD-9 0,9143 6

* Fragdes nao trabalhadas

4.2.6 Descrigao experimental do isolamento dos constituintes quimicos das

folhas da espécie Tabernaemontana catharinensis

4.2.6.1 Anadlise do extrato em diclorometano referente a fase organica da

particao em diclorometano (2,9612g)

Inicialmente, o extrato em diclorometano (ABF) (2,9612g) foi submetido a

cromatografia em coluna com gel de silica, e eluida com diclorometano:metanol

em concentragao crescente de polaridade até 15% (v/v) de metanol, obtendo-se 5

fracbes. A Tabela 10 mostra o procedimento cromatografico das fragoes.

Tabela 10: Estudo cromatografico da fragdo ABF.

Fragao Caédigo
Quantidade(g) Substancias
1 ABF1* 0,077
2 ABF2 0,2565 7,8 e 9 (impuras)
3 ABF3 0,2337 3,4 e 5 (impuras)
4 ABF4* 0,4715 3,4 e 5 (impuras)
5 ABF5* 1,1916

* Fracbes nao trabalhadas
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4.2.6.1.1 Analise cromatografica da Fragao ABF2 (0,25659)

A fracao ABF2 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa utilizando como eluente, diclorometano:metanol 1% (v/v), obtendo-se

a mistura das substéncias 7, 8 e 9 (0,0082 g)

4.2.6.1.2 Analise cromatografica da Fragao ABF3 (0,4715g)

A fracao ABF3 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa utilizando como eluente diclorometano:metanol 1% (v/v), obtendo-se a

mistura das substancias 3 e 4 (0,0233 g) e a substancia 5 (0,0164 g).

4.2.7 Preparo das amostras para o teste bioldégico de inibicao da enzima

acetilcolinesterase (método quantitativo de Ellman modificado)

O teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi realizado na
Faculdade de Farmacia da UFRJ.

O teste foi realizado apenas com dois alcaldides (1 e 2) dos oito isolados,
pois estes se encontram majoritariamente na espécie em estudo, a T.
catharinensis. Para realizacdo do teste, foram preparadas solucbes na

concentragdo 1mg/mL em EtOH 10% de cada substancia analisada.

4.2.7.1 Preparo das amostras na microplaca de 96 pocos e leitura da

absorbancia

O experimento foi realizado em triplicata. A placa, onde é realizado este
tipo de teste, ndo deve ser utilizada por inteiro, pois nao haveria tempo de aplicar
as amostras em todos 0s pogos sem que a enzima ja reagisse em grandes
proporgcdes nos primeiros pocgos aplicados (Esquema 2, pag. 39).

As amostras foram preparadas, na microplaca, na seguinte sequéncia:

e Adicao 5 uL da enzima a 0,226 U/mL em tampéo B;

e 10 yL de DTNB 5 mM em tampao C (250 yM de DTNB e 5 mM de MgCl,
por pogo);

e 20 pL da amostra teste (diluicao de 1:10);

e 155 L do tampéo B puro;
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e 10 pyL de ATCI 10 mM em agua deionizada (substrato) (500 uM de ATCI
por pogo).

Observacao: o volume total de cada pogo € de 200 pL.

* * * * * * * * *
* * * * * * * * *
* * * * * * * * *

I @ m m O O W >

Esquema 2: Representacao do preparo das amostras na microplaca.

Para a leitura da microplaca foi utilizado o aparelho de espectrofotémetro,
ajustado para leitura de absorbancia a 412 nm e medida a cada 13 s durante 5
min (equivalentes a 22 leituras). Programa-se também, agitacéo antes e entre as

leituras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias Isoladas

O estudo da espécie Tabernaemontana catharinensis levou ao isolamento
e identificacdo de 19 substancias, sendo os alcaldides: coronaridina (1), 12-
metoxi-Np-voachalotina (2), isovoacristina (3), voacristina (4), voachalotina (5),
ibogamina (6), 3-oxoisovoacangina (7) e 3-oxovoacangina (8);0s esteroides: -
sitosterol (14), campesterol (15), estigmasterol (16), sitostenona (17),
campestenona (18) e estigmastenona (19); os triterpenos: a-amirina (11), B-
amirina (12) e lupeol (13), o fenilpropanoide: éster do acido coniferilico (10) e a

lignana: siringaresinol (9).
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MeO

MeO
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MeO
OMe

11 Ry=Me, R=Ry=H
12 R=R=H, R=Me

14. R: bOH; R1: Me 16. R: bOH
15. R: bOH; Rq: H 19.R: =0
17.R: =0; Rq: Me

18.R:=0O; R1: H
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5.2 Determinagao Estrutural das Substancias Isoladas
5.2.1. Alcaléides Inddlicos Monoterpénicos

Para a determinagao estrutural dos alcalbéides indélicos monoterpénicos
isolados de Tabernaemontana catharinensis neste trabalho foram consideradas
informacdes sobre as esteroquimicas de alguns alcaldides, observadas através
da biossintese destes (Dewick, 1997), e também dados de analises
cromatograficas sobre esta classe de substancias que forneceram indicios sobre
os esqueletos carbdnicos das substancias isoladas nesta espécie (Harborne,
1998).

Baseando-se em métodos colorimétricos, utilizados como reagentes
reveladores especificos para substancias nitrogenadas, como por exemplo, o
reagente de Dragendorff, aliado a técnica de extragao acido/base, pdde-se inferir
a presenga de alcaldides nos extratos brutos (Harborne, 1998). O reagente de
Dragendorff utilizado na deteccao de alcaldides fornece um precipitado vermelho-
alaranjado com extratos ou substancias, indicando assim a presenca de
alcaléides (Harborne, 1998).

Como dito anteriormente todos os esqueletos dos alcaldides inddlicos
monoterpénicos sido derivados do alcaldide estrictosidina e a maioria destes
contém um grupo carbometoxila (Danieli e Palmisano, 1986, Van Beek et al.
1988). Uma caracteristica importante no género Tabernaemontana, € que a
maioria dos alcaldides isolados pertence a subclasse com esqueletos do tipo
plumerano, corinanteano (principalmente do subtipo vobasina), ibogano
(principalmente do subtipo coronaridina) sendo este majoritario e caracteristico no
género. Estas informagdes sao de grande valia na identificacdo dos alcaldides de

Tabernaemontana catharinensis realizadas neste trabalho.
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5.2.1.1 Substancia 1

A substéncia 1 foi isolada do extrato bruto em hexano das sementes dos
frutos verdes de T. catharinensis, apresentando-se como um 6leo amarelo-claro,
a qual apresentou teste positivo para alcaléides quando submetida a analise de
cromatografia em camada fina, utilizando como revelador cromogénico o reagente
de Dragendorff (Harborne, 1998).

O espectro na regido do infravermelho da substancia 1 (Figura 10, pag.
51) apresenta absorgdes a 3387 (N-H), 1732 (C=0 de éster) e a 1641 e 748 cm™
(anel benzénico), sugerindo a presenga de um anel aromatico dissubstituido, um
grupo N-H e uma fungao éster (Lambert et al., 1987; Verpoorte, 1986)

O espectro na regiao do ultravioleta da substancia 1 (Figura 11, pag. 52)
apresenta trés bandas em Amax em 230 nm (log € 4,3), Amax €m 285 nm (log ¢ 3,9),
Amax €M 292 nm (log ¢ 3,8), respectivamente, caracteristico de grupo cromaéforo do
tipo indol (Verpoorte, 1986).

A analise do espectro de RMN "*C-APT (Figura 17, pag. 58;Tabela 11,
pag. 49) do alcaldide 1 permitiu reconhecer a presenga de vinte e um atomos de
carbono, sendo dois metilicos (sendo um ligado a um oxigénio, caracteristico de

grupo metilico de éster), seis metilénicos (todos sp>, sendo dois ligados a um
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atomo de nitrogénio), sete metinicos (sendo quatro sp? caracteristicos de
carbonos aromaticos, trés sp®, sendo um ligado a um atomo de nitrogénio) e seis
quaternarios (sendo um sp®, cinco sp?, dos quais um caracteristico de carbono
carbonilico) (Bretmaier e Voelter, 1987; Friebolin, 1993).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de CG/EM (Figura
27, pag. 68), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 338 (100%)
Daltons, permitiram propor a formula molecular Cz1H26N2O2 para o alcaldide 1,
caracterizando um indice de Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) igual a 10.

O espectro de massas (Figura 27, pag. 68) apresenta também fragmentos
em m/z 253 (18%) e 214 (10%) que caracterizam a presenga de um nucleo
inddlico, e um fragmento em m/z 323 (45%) (Esquema 3, pag. 50) caracteristico
da parte alifatica ndo substituida de um alcaléide inddlico com esqueleto tipo
ibogano (Verpoorte, 1986).

O espectro de RMN "H do alcaléide 1 (Figuras 12 a 16, pags. 53 a 57;
Tabela 11, pag. 49) apresentou sinais (dy) correspondentes a grupos metila
(CH3), metoxila de grupo carbometoxila (Me-O), hidrogénios aromaticos, grupos
metilénicos (CH.), grupos metinicos (CH) e um hidrogénio ligado a nitrogénio
referente a grupamento amina (Friebolin, 1993).

O espectro de RMN 'H do alcaléide 1 (Figura 13 e 14, pags. 54 e 55;
Tabela 11, pag. 49) apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos
acoplando entre si em 8y 7,51 (1H, d, J= 8,2 Hz; H-9); 7,18 (1H, t, J= 8,2 Hz; H-
11); 7,12 (1H, t, J= 8,2 Hz; H-10); 7,28 (1H, d, J= 8,2 Hz; H-12) caracteristicos do
anel A benzénico de um nucleo indélico livre de substituintes (Lounasmaa e
Tolvanen, 1986), antes sugerido pelo espectro na regido do ultravioleta. Este
grupo foi confirmado através das correlagdes heteronucleares dos atomos de

carbono metinicos, apresentadas no mapa de correlagdo HSQC (Figura 22, pag.
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63), através das correlagdes a 'Jci entre CH-9 (3¢ 118,4)/H-9 (8 7,51), CH-10 (8¢
119,3)/H-10 (8n 7,12), CH-11 (6¢ 122,0)/H-11 (84 7,18), CH-12 (8¢ 110,4)/H-12 (8n
7,28), que juntamente com a presenga de um sinal singleto largo a o4 7,88,
apresentado no espectro de RMN 'H (Figura 14, pag. 55), referente a um
hidrogénio de um grupo N-H, confirma a presenga de um nucleo inddlico livre de
substituintes (Azoug et al., 1995)

As correlacdes homonucleares apresentadas no mapa de correlacao H-
'H-cOSY (Figura 19, pag. 60) reforcam a proposta da presengca do anel A
benzénico dissubstituido de um nucleo inddlico.

A presenga do nucleo inddlico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figura 24, pag. 65) através das correlacdes >Jcy entre CH-9
(3¢ 118,4)/H-11 (8w 7,51), CH-10 (8¢ 119,3)/H-12 (84 7,12), CH-11 (8¢ 122,0)/H-9
(8w 7,18), CH-12 (6¢ 110,4)/H-10 (1 7,28), C-2 (8¢ 136,6)/2H-6 (3w 3,23 e 3,05) e
C-13 (8¢ 135,5)/H-9 (d4 7,51)/H-11 (84 7,18), as demais correlagdes estao
descritas na Tabela 11, pag. 49.

A presenga de um grupo carbometoxila ligado ao carbono C-16 comum no
esqueleto para alcalbides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980),
foi confirmada pela presenga de um simpleto integrando para trés hidrogénios em
on 3,75, relativo ao grupo MeO-22 (5. 52,6), juntamente com um sinal referente a
um carbono carbonilico em 3. 175,5 ambos apresentados no mapa de correlacao
HSQC (Figura 22, pag. 63). A localizagdo deste grupo foi apoiada nos aspectos
biossintéticos para os alcaldides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk,

1980), e também corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia
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apresentadas no mapa de correlaggo HMBC (Figura 24, pag. 65) através da
correlacédo 2Jcy entre C-22 (8¢ 175,5)/0-Me-22 (84 3,75).

A presenca de quatro sinais multipletos no espectro de RMN H (Figura
15, pag. 56) referentes aos dois grupos metilénicos do nucleo inddlico acoplando
entre si, 2H-5 [(dy 3,25, m, H-5a) e (0y 3,42, m, H-5b)] o« a um atomo de
nitrogénio, com 2H-6 [(64 3,23, m, H-6a) e (64 3,05, H-6b)], juntamente com os
fragmentos com m/z= 253 e m/z= 214 (Esquema 3, pag. 50) confirmam a
proposta de um nucleo inddlico livre de substituintes, e um grupo carbometoxila
ligado ao &atomo de carbono C-16, comum para os alcaldides inddlicos
monoterpénicos (Budzikiewicz et al., 1964; Rastogi et al., 1980).

A presenga de dois sinais duplodupletos largos no espectro de RMN H
(Figura 15, pag. 56) foi inferida aos hidrogénios ligados ao atomo de carbono C-3
ligado ao atomo de nitrogénio em 64 2,94 (H-3a) e 2,84 (H-3b), e um sinal triplo
integrando para trés hidrogénios em 6y 0,94 com J= 7,4 Hz, relativo a um grupo
metila apresentado no espectro de RMN 'H (Figura 16, pag. 57), onde sua
presenca estd corroborada pelo fragmento m/z= 323 no espectro de massas
(Figura 27, pag. 68), indicando a perda de 15 u.m.a., corroboram com a
indicagdo da unidade monoterpénica do alcaléide (Esquema 3, pag. 50.)
(Budzikiewicz et al., 1964)

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 11, pag. 49), foi feita com base
nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio. As
correlagdes observadas no mapa de correlagago HSQC (Tabela 11, pag. 49;
Figura 22, pag. 63) e confirmadas pelo mapa de correlagaéo HMBC (Figura 24,

pag. 65) através das correlacdes a 3Jcn entre CHy-17 (8¢ 36,7)/H-3b (6 2,84),
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CH>-5 (6¢ 52,2)/H-3b (61 2,84)/H-21 (61 3,60), CH2-3 (8¢ 51,6)/H-17a (54 2,60)/H-
21 (dy 3,60), CH-20 (8¢ 39,2)/3H-18 (64 0,94), confirmam os deslocamentos
quimicos propostos para alguns dos hidrogénios metilénicos e metinicos da
cadeia alifatica. As demais correlagdes observadas no mapa de correlagdo HMBC
estdo descritas na Tabela 11, pag. 49.

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto ibogano e propor a
estrutura 1 para o alcaldide isolado. Prova final desta estrutura veio da
comparacéo dos dados de RMN 'H e "*C-APT (Figuras 12 e 17, pags. 53 e 58;
Tabela 11, pag. 49) com dados da literatura para o alcal6ide coronaridina (1),
anteriormente isolada de T. catharinensis e T. laeta (Lounasmaa e Tolvanen,
1986; Medeiros, 2003).

A estereoquimica relativa dos &atomos de carbono estereogénicos
proposta para a coronaridina (1) foi feita com base em dados biogenéticos, visto
que todos os alcaldides com esqueleto do tipo ibogano isolados de espécies do
género Tabernaemontana apresentam as configuragbes dos carbonos
estereogénicos como apresentadas em 1 (Danieli e Palmisano, 1986).

A coronaridina (1) € um dos alcaldides mais abundantes na familia
Apocynaceae, possuindo diversas atividades bioldgicas, tais como, agdo no
sistema nervoso central, propriedades anticolinesterasica (Andrade et al. 2005),

acgao contraceptiva (Meyer et al., 1973) e antimalarica (Lemos et al., 1996).
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Tabela 11: Dados espectrais de RMN "H (400 MHz) e RMN *C (100 MHz) do
alcaldide 1, incluindo os resultados dos experimentos bidimensionais HSQC e
HMBC, em CDCI;. Os valores dos deslocamentos quimicos dy e 8¢ estao em ppm
e as constantes de acoplamento J estdo em Hz.

1

HSQC HMBC

C S¢ Sn “Je *Je

2 136,6 -

7 110,5 - 2H-6

8 128,8 - 2H-5, H-9
13 135,5 - 2H-6, H-10, H-12
16 53,2 - H-9, H-11
22 175,5 - H-17a, MeO-22
CH

9 118,4 7,51 (d, 8,2) H-11

10 119,3 7,12 (t, 8,2) H-12

11 122,0 7,18 (t, 8,2) H-9

12 110,4 7,28 (d, 8,2) H-10

14 27,5 1,93 (sl) H-3b

20 39,2 1,36 (m) 3H-18
21 57,6 3,60 (s) H-5b
CH;

3 51,6 2,94 (dl, 7,2) H-17a, H-21

2,84 (dI, 7,2)
53,2 3,25 (m), 3,42 (m) H-6b
22,2 3,23 (m), 3,05 (m)
15 32,2 1,76 (m), 1,17 (m) H-3b
17 36,7 2,60 (dI, 13,7) H-3b
1,94 (dI, 13,7)

19 26,7 1,60 (m), 1,48 (m) 3H-18
CH;

18 11,8 0,94 (t, 7,4)

MeO-22 52,6 3,75 (s)

HN-1 - 7,88 (sl)




\ 20
CO;Me
CH

2
m/z 323 (45%) 19

C21H2602N;
m/z 338 (100%)

CO,Me

m/z 253 (18%)

C21 H2602 N2
m/z 338 (62%)

5
3
\+ 3 5 +
\4N XN 14
14 —
B — 21 15
2N\ 20
20 WY 19
/2 122 (30% 18
5 ¢ m/z 122 (30%) m/z 122 (30%)
N+ 3
4N
s
PN
19
20 19,
m/z 124
NN
20 19%,

m/z 136 (75%)

Esquema 3: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do alcaldide 1.



Figura 10: Espectro na regi&do do infravermelho do alcaloide 1.
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Figura 11: Espectro na regido do ultravioleta do alcaldide 1.
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Figura 12: Espectro de RMN 'H (400 MHz, em CDCls) do alcaldide 1.
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Figura 13: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) da expansao entre 84 5,0 a 9,0
do alcaldide 1.
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Figura 14: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da expansao entre &, 7,0 a 8,0
do alcaléide 1.
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Figura 15: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) da expansao entre 8y 2,5 a 4,0
do alcaldide 1.
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Figura 16: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) da expansao entre 84 0,5 a 2,0
do alcaldide 1.



Figura 17: Espectro de RMN "*C-APT (100 MHz, CDCls) do alcaldide 1.
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Figura 18: Espectro de RMN "*C-APT (100 MHz, CDCl;) da expansdo entre §¢
10,0 a 135,0 do alcaldide 1.
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Figura 19: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-'"H-COSY (400 MHz, CDCls) do
alcaloide 1.
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Figura 20: Ampliagéo (regido 0,0 a 4,0 ppm) do Mapa de Correlagdo homonuclear
'H-"H-COSY do alcaléide 1.
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Figura 21: Ampliagéo (regido 5,5 a 8,5 ppm) do Mapa de Correlagdo homonuclear
'H-"H-COSY do alcaldide 1.



Figura 22: Mapa de Correlagéo heteronuclear HSQC do alcal6ide 1.
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Figura 23: Ampliacdo (regiao 10,0 a 70,0 ppm) do Mapa de Correlagdao
heteronuclear HSQC do alcaléide 1.



Figura 24: Mapa de Correlac&o heteronuclear HMBC do alcaldide 1.
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Figura 25: Ampliacdo (regiao 10,0 a 60,0 ppm) do Mapa de Correlagdao
heteronuclear HMBC do alcal6ide 1.
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Figura 26: Ampliacédo (regido 100,0 a 180,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMBC do alcaléide 1.



Figura 27: Espectro de massas do alcaloide 1.
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5.2.1.2 Substancia 2

A substancia 2 foi isolada do extrato em metanol das cascas das raizes
de T. catharinensis, apresentando-se como um oleo castanho, a qual apresentou
teste positivo para alcaldéides quando submetida a andlise de cromatografia em
camada fina, utilizando como revelador cromogénico o reagente de Dragendorff
(Harborne, 1998).

O espectro na regidao do infravermelho da substancia 2 (Figura 28, pag.
75) apresenta absorgées a 3385 (O-H), 2951 (N-CH3) 1734 (C=0 de éster) e a
1639 e 732 cm™ (anel benzénico), sugerindo a presenca de um anel aromatico
trissubstituido, um grupo N-CH; e uma funcado éster (Lambert et al.,, 1987;
Verpoorte, 1986).

O espectro na regido do ultravioleta da substancia 2 (Figura 29, pag. 76)
apresenta trés bandas em Amax €m 233,5 nm (log € 4,7), Amax €m 273,5 nm (log ¢
4,1), Amax €m295,5 nm (log ¢ 4,0), respectivamente, caracteristico de grupo
cromaoforo do tipo indol (Verpoorte, 1986).

A analise do espectro de RMN *C (Figura 33, pag. 80; Tabela 12, pag.
73) do alcaldide 2 permitiu reconhecer a presenca de vinte e quatro atomos de
carbono, sendo cinco metilicos (dois ligados a um oxigénio, um caracteristico de
grupo metilico de éster e outro de grupo metoxila ligado a anel aromatico, e outro
ligado a atomo de carbono sp?, outros dois ligados a um atomo de nitrogénio),
carbonos metilénicos (todos sp®, sendo um ligado a um atomo de nitrogénio e um
carbindlico), metinicos (sendo quatro sp?, dos quais trés caracteristicos de

carbonos aromaticos) e quaternarios (sendo sete sp?, dos quais um caracteristico
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de carbono carbonilico de éster em ¢ 172,8) (Bretmaier e Voelter, 1987;
Friebolin, 1993).

Esses dados permitiram postular a férmula molecular C24H31N2O4 para o
alcaldide 2.

O espectro de RMN "H do alcaldide 2 mostrou-se semelhante ao alcaldide
5 (voachalotina) (Figuras 30 a 32, pags. 77 a 79; Tabela 12, pag. 73)
apresentando sinais (dy) correspondentes a grupos metila (CHj3), dois grupos
metoxila, hidrogénios aromaticos, grupos metilénicos (CH;), grupos metinicos
(CH) e dois grupos metila ligado a nitrogénio referente a grupamento N-metila
(Friebolin, 1993).

O espectro de RMN 'H (Figura 32, pag. 79) apresenta trés sinais de
hidrogénios aromaticos acoplando entre si em oy 7,27 (1H, d, 7,0 Hz; H-9), 7,25
(1H, t, 7,0 Hz; H-10) e 6,93 (1H, d, 7,0 Hz, H-11) caracteristicos do anel A
benzénico de um nucleo inddlico com substituinte (Lounasma e Tolvanen, 1986;
Souza, 2006) antes sugerido pelo espectro na regido do ultravioleta. No espectro
de RMN 'H (Figura 30, pag. 77) observou-se um simpleto em &y 4,18,
caracteristicos de metoxila ligada a anel benzénico, correspondente ao sinal em
8. 55,3 no espectro de RMN 'C, sugerindo entdo a presenca de um grupo
metoxila ligado ao anel A.

O mapa de correlagdo HMQC (Figura 36, pag. 83) permitiu confirmar a
presenca deste grupo através da correlagdo, OCH3-12 (6. 55,3)/3H-OCH3-12 (64
4,18, "Jcn), corroborada ainda com a correlagdo, C-12 (8. 147,6)/3H-OCH3-12 (84
4,18, 3Jcn), observada no mapa de correlagdo HMBC (Figura 39, pag. 86; Tabela
12, pag. 73), confirmando a presenga e a localizagdo de um grupo metoxila no
anel A, ligado ao atomo de carbono C-12.

O modo de substituicdo do anel benzénico foi confirmado através das
correlagdes heteronucleares dos atomos de carbono metinicos, apresentadas no
mapa de correlacido HMQC (Figura 36, pag. 83), através das correlacdes a 'Jcn
entre CH-9 (6¢ 111,7)/H-9 (8w 7,27), CH-10 (8¢ 120,9)/H-10 (64 7,25), CH-11 (3¢
103,1)/H-11 (dn 6,93), que juntamente com a presenga de um sinal simpleto em &y
4,18 correlacionando com o sinal em 8¢ 32,9, referente a um grupo CH; de um
grupo N-CHgj, confirma a presenga de um nucleo inddlico substituido com um

grupo metoxila na posicdo 12, e com um grupo metila ligado ao atomo de
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nitrogénio-1 (Lounasmaa e Tolvanen, 1986; Azoug et. al., 1995; Braga &
Reis,1987; Gower et al., 1986; Pereira et al., 2008).

As correlacdes homonucleares apresentadas no mapa de correlagcido H-
'H-COSY (Figura 35, pag. 82) reforcam a proposta da presenca do anel A
benzénico trissubstituido de um nucleo inddlico.

A presenca do nucleo inddlico substituido foi corroborada pelas correlagbes
heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de correlagaéo HMBC
(Figura 39, pag. 86) através das correlacdes >Jey entre CH-9 (8¢ 111,7)/H-11 (84
6,93), CH-11 (8¢ 103,1)/H-9 (8w 7,27), C-12 (¢ 147,6)/H-10 (dy 7,25)/OMe-12 (34
4,18) e C-13 (8¢ 126,9)/H-9 (8n 7,27)/H-11 (8 6,93)/N-Me-1 (34 4,18), as demais
correlacdes estédo descritas na Tabela 12, pag. 73.

A presenga de um grupo carbometoxila ligado ao carbono C-16 comum no
esqueleto para alcaldides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980;
Braga e Reis, 1987; Gower et al., 1986), foi confirmada pela presengca de um
simpleto integrando para trés hidrogénios em &y 3,99, relativo ao grupo MeO-22
(6c 52,3), juntamente com um sinal referente a um carbono carbonilico em &
176,4 ambos apresentados no mapa de correlacdo HMQC (Figura 37, pag. 84). A
localizagéo deste grupo foi apoiada nos aspectos biossintéticos para os alcaldides
inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980; Braga e Reis, 1987), e
também corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia
apresentadas no mapa de correlaggo HMBC (Figura 40, pag. 87) através da
correlagao 3Jey entre C-22 (6c 172,8)/Me0-22 (84 3,99).

A presenca de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp2 pode
ser reconhecida pelo sinal dupleto a 64 1,82 (3H, d, J= 6,4 Hz) e pelo quadupleto
em oy 5,60 (1H, J= 6,4 Hz), referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-19,
respectivamente. A presenca da ligacao dupla, e do grupo metila ligado a esta, foi
corroborada ainda através da correlagdo a longa distancia a >Jcy entre C-20 (8¢
127,6)/3H-18 (64 1,82), observada no mapa de correlagao HMBC (Figura 39, pag.
86; Tabela 12, pag. 73) (Braga e Reis, 1987).

A presenca de um carbono metilénico carbindlico na posi¢cao 17 (Azoug
et al, 1995; Braga & Reis, 1987, Souza, 2006 e Medeiros, 2003) foi confirmada
através do mapa de correlagdo HMQC (Figura 38, pag. 85; Tabela 12, pag. 73)
onde se observa a correlacdo a 'Jey entre CHo-17 (8¢ 62,2)/2H-17 (84 3,78 e

3,13). As demais correlagdes estao descritas na Tabela 12, pag. 73.
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A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 12, pag. 73), foi feita com base
nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio. As
correlagdes observadas no mapa de correlagago HMQC (Tabela 12, pag. 73;
Figura 36, pag. 83) e confirmadas pelo mapa de correlagdo HMBC (Figura 39,
pag. 86) confirmam os deslocamentos quimicos propostos para alguns dos
hidrogénios metilénicos e metinicos da cadeia alifatica. As demais correlacdes
observadas no mapa de correlagdo HMBC estdo descritas na Tabela 12, pag. 73.

A presenca de um sinal simples no espectro de RMN 'H (Figura 31, pag.
78; Tabela 12, pag. 73) em 6y 3,35 sugeriu a presenga de mais um grupo N-Me,
agora ligado ao atomo de nitrogénio 4. A localizagdo do grupo N-Me no atomo de
nitrogénio 4 foi confirmada pelas correlacbes apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figura 39, pag. 86) através das correlacdes a >Jcy entre os
carbonos CH-3 (6¢ 56,5), CH-5 (6¢c 64,2) com um sinal em 6y 3,35, referente aos
hidrogénios do grupo N-Me-4.

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo sapargina
(Braga & Reis, 1987) e propor a estrutura para o alcaldide 2 isolado. A prova final
dessa estrutura adveio da comparacéo dos dados de RMN He ®C (Figuras 30 e
33, pags. 77 e 80; Tabela 12, pag. 73) com os da literatura para o alcaléide 12-
metoxi-Np-voachalotina isolado de T. catharinensis, Peschiera fuchsiaefolia e P.

campestris (Braga e Reis, 1987; Gower et al., 1986; Pereira et al., 2008).
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Tabela 12: Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e RMN *C (100 MHz) do
alcaloide 2, incluindo os resultados dos experimentos bidimensionais HSQC e
HMBC, em comparagdo com dados de literatura para a 12-metoxi-N,-voachalotina
em CDCIs. Os valores dos deslocamentos quimicos 6y e 8¢ estdo em ppm e as
constantes de acoplamento J estdo em Hz.

2
HMQC HMBC
Cc 8¢ S ZJen *Je S
literatura
132,4 - H-6a 132,3
101,4 - 2H-6 H-5; H-9 102,3
126,9 - H-10 127,2
12 147,6 - H-10; MeO-12 148,3
13 126,9 - H-9; H-11; MeN-1 128,0
16 55,0 - H-5; H-15 55,0
20 127,6 - 3H-18 127,6
22 172,8 - H-5; 2H-17; MeO-22 173,2
CH
3 56,5 6,28 (dI, 11,1) MeN-4 58,4
5 64,2 4,96 (d, 6,4) MeN-4 64,9
9 11,7 7,27 (d, 7,0) H-11 111,6
10 120,9 7,25 (t, 7,0) 120,9
11 103,1 6,93 (d, 7,0) H-9 104,2
15 29,4 3,31 H-19 30,1
19 119,9 5,60 (q, 6,4) 3H-18 120,0
CH,
6 19,0 3,96 (m), 3,30 (m) H-5 19,1
14 27,7 2,40 (m), 1,86 (m) 28,4
17 62,2 3,78 (m), 3,13 (m) 62,9
21 64,0 5,31 (dl, 15,8), 3,90 (m) MeN-4 64,8
CH;
18 12,1 1,82 (d, 6,4) 11,8
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MEN-1
MEN-4
MEO-12
MEO-22

32,9
48,7
55,3
52,8

4,18
3,35
4,18
3,99

S

o~ o~ o~ o~
~— ~— ~— ~—

S

32,2
49,1
56,0
53,2




Figura 28: Espectro na regi&do do infravermelho do alcaloide 2.
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Figura 29: Espectro na regido do ultravioleta do alcaldide 2.
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Figura 30: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do alcaloide 2.
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Figura 31: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) da expansao entre 64 1,1 a 4,4
do alcaldide 2.
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Figura 32: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) da expansao entre 6y 4,6 a 7,6
do alcaldide 2.



Figura 33: Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCls) do alcaldide 2.
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Figura 34: Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) da expans3o entre 5¢c 47,0 a
66,0 do alcaldide 2.
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Figura 35: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-'"H-COSY (400 MHz, CDCls) do
alcaloide 2.



Figura 36: Mapa de correlacao heteronuclear HMQC do alcaloide 2.
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Figura 37: Ampliagdo (regido 1,0 a 6,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMQC do alcaléide 2.
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Figura 38: Ampliagdo (regido 3,0 a 7,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMQC do alcaléide 2.



Figura 39: Mapa de correlacao heteronuclear HMBC do alcaloide 2.
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Figura 40: Ampliagdo (regido 2,0 a 5,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMBC do alcaléide 2.
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Figura 41: Ampliacdo (regido 2,0 a 7,0 ppm) do Mapa de Correlagdao
heteronuclear HMBC do alcal6ide 2.
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5.2.1.3 Substancias 3 e 4

A mistura contendo as substancias 3 e 4 foi isolada do extrato acido/base

das folhas de T. catharinensis, apresentando-se como um oleo castanho, a qual
apresentou teste positivo para alcaldéides quando submetida a analise de
cromatografia em camada fina, utilizando como revelador cromogénico o reagente
de Dragendorff (Harborne, 1998).

O espectro na regido do infravermelho da mistura das substancias 3 e 4
(Figura 42, pag. 99) apresenta absorgbes a 3421 (N-H), 1726 (C=0 de éster) e a
1629 cm’ (anel benzénico), sugerindo a presenca de um anel aromatico
trissubstituido, um grupo N-H e uma funcédo éster (Lambert, 1987; Verpoorte,
1986).

O espectro na regiao do ultravioleta das substancias 3 e 4 (Figura 43,
pag. 100) apresenta quatro bandas em Amax em 222,5 nm (log € 4,1), Amax €M
233,5 nm (log € 4,7), Amax €m 284 nm (log ¢ 4,2), respectivamente, caracteristico
de grupo cromoforo do tipo indol com a presenga de um grupo metoxila ligado ao
anel benzénico (Verpoorte, 1986)

A analise do espectro de RMN 'C (Figura 49, pag. 106; Tabela 13, pag.
96) e RMN "*C-APT (Figura 51, pag. 108; Tabela 13, pag. 96) da mistura
contendo os alcaléides 3 e 4 permitiu reconhecer a presenca de atomos de

carbono metilicos (sendo dois ligados a um oxigénio, caracteristicos de grupo
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metilico de éster e de grupo metoxila ligado a anel aromatico), metilénicos (sendo
dois ligados a um atomo de nitrogénio), metinicos (sendo trés sp?® caracteristicos
de carbonos aromaticos, um sp® ligado a um atomo de nitrogénio e um
caracteristico de carbono carbinélico em (8¢ 71,3) e quaternarios (sendo um sp?,
seis sp?, dos quais um caracteristico de carbono carbonilico em &c 175,0)
(Bretmaier e Voelter,1987; Friebolin, 1993) .
Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de CG/EM (Figura

61, pag. 118), o qual apresentou dois picos no cromatograma com tempos de
retengao 20,6 min. (22,2%) e 20,9 min. (56,6%), ambos com a auséncia do ion
molecular, mas apresentando o pico em m/z 366 (66,7%) Daltons, indicando a
perda de 18 unidades de massa, o que permitiram propor a formula molecular
CooHogN,0O4 para a mistura dos alcaldides 3 e 4.

O espectro de massas para a mistura dos alcaldides 3 e 4 (Figuras 61,
pag. 118) apresenta também fragmentos em m/z 244 (4,2%) para o alcaléide 4 e
146 (25%) para o alcaldide 3, que caracterizam a presenga de um nucleo inddlico
com a presencga de 31 unidades de massa a mais do que o alcalbide 1, relativo a
presenca de um grupo metoxila (Esquema 4, pag. 98) (Verpoorte, 1986).

O espectro de RMN "H da mistura dos alcaldides 3 e 4 (Figuras 44 a 48,

pags. 101 a 105; Tabela 13, pag. 96) apresentaram sinais (3y) correspondentes a
grupos metila (CH3), metoxilas de grupo carbometoxila e metoxila ligada a anel
aromatico (Me-O), hidrogénios aromaticos, grupos metilénicos (CH;), grupos
metinicos (CH), hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento amina e um
hidrogénio ligado a um carbono carbindlico (Friebolin, 1993).

O espectro de RMN "H da mistura dos alcaldides 3 e 4 (Figura 48, pag.
105; Tabela 13, pag. 96) apresenta trés sinais relativos a hidrogénios aromaticos

formando um sistema do tipo ABX. Alcaldide 3: o4 7,35 (1H, d, J= 9,7 Hz; H-9);
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6,79 (1H, dd, J= 8,9 e 3,1 Hz; H-10); 6,78 (1H, d, J= 8,9 Hz; H-12); Alcaldide 4: 64
6,94 (1H, d, J= 3,1 Hz; H-9); 6,85 (1H, dd, J= 8,9 e 3,1 Hz; H-11); 7,17 (1H, d, J=
8,9 Hz; H-12), ambos caracteristicos do anel A benzénico de um nucleo inddlico
com substituinte (Lounasmaa e Tolvanen, 1986; Medeiros,2003) antes sugerido
pelo espectro na regido do ultravioleta (Figura 43 pag. 99). Este grupo foi
confirmado através das correlagdes heteronucleares dos atomos de carbono
metinicos, apresentadas no mapa de correlagdo HSQC (Figura 56, pag. 112),
através das correlagdes a 'Jon. Alcaldide 3: CH-9 (6¢c 119,1)/H-9 (84 7,35), CH-10
(6¢ 109,2)/H-10 (64 6,79) e CH-12 (8¢ 94,3)/H-12 (64 6,78) e para o alcaldide 4:
CH-9 (8¢ 110,7)/H-9 (dn 6,94), CH-11 (d¢c 112,3)/H-11 (64 6,85) e CH-12 (6¢c
111,1)/H-12 (64 7,17), que juntamente com a presencga de dois sinais simpletos no
espectro de RMN 'H (Figura 47, pag. 104) em &4 3,85 (3) e 3,87 (4) relativos
grupos metoxila ligados a anel aromatico, e adicionado a esta informagcao a
presenca de sinal simpleto largo em &y 7,88 referente a um hidrogénio de um
grupo N-H para ambos os alcaldides contidos na mistura, confirma a presenga de
um nucleo inddlico com a presenga de um grupo metoxila (Lounasmaa e
Tolvanen, 1986; Medeiros, 2003).

As correlagbes homonucleares apresentadas no mapa de correlagdo 'H-
'H-cOSY (Figura 52, pag. 109) reforcam a proposta da presenga do anel A
benzénico trissubstituido de um nucleo inddlico.

A presenca do nucleo inddlico com um grupo metoxila foi corroborada
pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figura 59, pag. 116) através das correlacdes 2Jcy. Alcaldide 3:

CH-10 (8¢ 109,2)/H-12 (84 6,78), C-11 (5¢ 156,9)/H-9 (54 7,35)/OMe-11 (3 3,85),
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C-13 (8¢ 136,3)/H-9 (dy 7,35); Alcaldide 4: C-10 (5¢c 154,3)/H-12 (64 7,17)/OMe-10
(6w 3,87), descritas na Tabela 13, pag. 96.

A presenca de um grupo carbometoxila, para ambos os alcaldides 3 e 4,
ligado ao carbono C-16 comum no esqueleto para alcaléides inddlicos
monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980), foi confirmada pela presenca de um
simpleto integrando para trés hidrogénios em &y 3,76, relativo ao grupo MeO-22
(8¢ 53,0), juntamente com um sinal referente a um carbono carbonilico em &
175,0 ambos apresentados no mapa de correlagdo HSQC (Figura 56, pag. 113).
A localizagdo deste grupo foi apoiada nos aspectos biossintéticos para os
alcaloides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980), e também
corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no
mapa de correlagdo HMBC (Figura 59, pag. 116) através da correlacéo >Jcy entre
C-22 (8¢ 175,0)/O-Me-22 (o 3,76).

A presenca de quatro sinais multipletos no espectro de RMN H (Figura
44, pag. 101) referentes aos dois grupos metilénicos do nucleo inddlico acoplando
entre si, 2H-5 [(6y4 3,48, m, H-5a) e (64 3,17, m, H-5b)] o« a um atomo de
nitrogénio, com 2H-6 (64 3,17-3,12, m, H-6a e H-6b), juntamente com o fragmento
com m/z= 336 (Esquema 4, pag. 98) confirmam a proposta de um nucleo inddlico
com presenga de um grupo metoxila, e um grupo carbometoxila ligado ao atomo
de carbono C-16, comum para os alcaldides indolicos monoterpénicos
(Budzikiewicz et al., 1964).

A presenca de dois sinais duplodupletos largos no espectro de RMN H
(Figura 46, pag. 103) foi inferida aos hidrogénios ligados ao atomo de carbono C-
3 ligado ao atomo de nitrogénio em 3y 3,04 (H-3a) e 2,84 (H-3b), e um sinal duplo

integrando para trés hidrogénios em 6y 1,13 com J= 6,4 Hz, relativo a um grupo
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metila apresentado no espectro de RMN 'H (Figura 44, pag. 101), juntamente
com um sinal duploquadupleto em &4 4,19 com J= 6,4 Hz, caracteristico de um
hidrogénio carbindlico, corroboram com a indicagdo da unidade monoterpénica do
alcaléide com a presenga de um grupo hidroxila ligado ao atomo de carbono CH-
19 (Medeiros, 2003).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 13, pag. 96), foi feita com base
nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio
(Medeiros, 2003). As correlagbes observadas no mapa de correlagdo HSQC estao
descritas na Tabela 13, pag. 96.

A configuragao relativa do CH-19 (19S) foi estabelecida com base na
anélise dos espectros de RMN "H a 400 MHz (Figura 44, pag. 101) e RMN °C a
100 MHz (Figura 49, pag. 106), envolvendo também a comparacdo com dados
da literatura para o alcaléide modelo heyneanina (IV) e seu epimero, (19R)-
epiheyneanina (V), os quais possuem um grupo hidroxila ligado ao atomo de

carbono CH-19 (Medeiros, 2003), semelhante a mistura dos alcaléides 3 e 4.

A ligacao de hidrogénio formada entre o grupo hidroxila, ligada no atomo

de carbono C-19 e o atomo de nitrogénio N—4 torna o grupo hidroxietila com uma

conformagao mais rigida (estruturas parciais A e B), causando diferengas nos
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deslocamentos quimicos tanto dos atomos de hidrogénio e carbono dos grupos
CH3-18 e CH-19 de A e B. A literatura registra valores de o4 1,11 (3H-18) e 4,12
(H-19) para A e 64 1,27 (3H-18) e 3,92 (H-19) para B (Lemos et al., 1996),
corroborando para as propostas estruturais 3 e 4 para os alcaldides isolados em
mistura de Tabernaemontana catharinensis.

Além disso, os valores dos deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono CH; —15 (8¢ 22,9) e CH-21 (8¢ 59,7) registrados na literatura para A
(Figueiredo, 2005) sao diferentes daqueles relatados para B: 6y 28,6 (CH»-15)
54,7 (CH-21) (Lemos et al., 1996). Estas diferengas sdo explicadas pelo efeito y
de protegdo do grupo metila (CH3-8) sobre o carbono CH,—15 em | (estrutura
parcial A) e sobre o carbono CH-21 em B. Nos alcaldides 3 e 4 o grupo metila
CH3-18 protege o CH>—15 em 5,7 ppm [Adc = 28,6 (B) — 22,9 (A) = 5,7 ppm],
tendo o carbono CH-21, que néao sofre esta protecéo, ¢ 60,0. Em B ocorre o
inverso; o grupo metila CH3;—18 protege o CH-21 em 5,3 ppm [Adc = 60,0 (A) —
54,7 (B) = 5,3 ppm], e neste caso o CH,-15 em &¢ 28,6 néo sofre o efeito de

protecéo y de protegdo do grupo metila CH3—18.

60,0 ppm (59,8 ppm)
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As demais estereoquimicas foram definidas com base nas correlagdes
apresentadas no mapa de correlagdo 'H-"H-NOESY (Figura 55, pag. 112)

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto ibogano e propor
as estruturas 3 e 4 para os alcaloides isolados em mistura. Prova final desta
estrutura veio da comparagao dos dados de RMN 'H e "*C-APT (Figuras 44 e 51,
pags. 101 e 108; Tabela 13, pag. 96) com dados da literatura para os alcaldides
isovoacristina (3) e voacristina (4), anteriormente isolados de T. catharinensis, T.
salzmannii T. laeta (Pereira et al., 2008; Medeiros, 2003; Figueiredo, 2005).

A isovoacristina apresenta inibigdo no crescimento de células de cancer

do ovario (Chaturvedula et al., 2003).
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Tabela 13: Dados espectrais de RMN "H (400 MHz) e RMN *C (100 MHz) da
mistura dos alcaléides 3 e 4, incluindo os resultados dos experimentos
bidimensionais HSQC e HMBC, em CDCI;. Os valores dos deslocamentos
quimicos 6y e 6¢c estdo em ppm e as constantes de acoplamento J estdo em Hz.

3 4
HSQC HMBC
C 8¢ Sy ZJen *Jen 3¢ Sn
2 1341 - 136,3 -
7 109,7 - 109,7 -
8 122,8 - 129,0 -
10 - - 154,3 -
11 156,9 - H-9; MeO-11 - -
13 136,3 - H-9 130,1 -
16 52,3 - 52,3 -
22 175,0 - MeO-22 175,0
C
H
9 1191  7,35(d, 9,7) 110,7 6,94 (d, 3,1)
10 109,2 6,79 H-12 - -
11 - - - - 112,3  6,85(dd, 8,9; 3,1)
12 94,5 6,78 111,1 7,17 (d, 8,9)
14 26,7 2,06 (m) 26,7 2,06 (m)
19 71,3  4,19(dq, 6,4) 3H-18 71,3 4,19 (dq, 6,4)
20 39,6 1,49 (m) 3H-18 39,6 1,49 (m)
21 60,0 3,87 59,8 3,87
CH,
3 51,1 3,04 (m) 51,1 3,04 (m)
2,84 (d, 9,7) 2,84 (d, 9,7)
5 52,3 3,48 (m) 52,3 3,48 (m)
3,17 (m) 3,17 (m)
6 21,4  3,17-3,12 (m) 21,4 3,17-3,12 (m)
15 22,9 1,93 (m) 22,9 1,93 (m)
1,58 (m) 1,58 (m)
17 36,9 2,60 (m) 36,9 2,60 (m)
2,05 (m) 2,05 (m)
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CH;

18 20,4 1,13 (d, 6,4) 20,4 1,13 (d, 6,4)
MeO-10 - - 56,1 3,87 (s)
MeO-11 55,8 3,85 (s) - -
MeO-22 53,0 3,76 (s) 53,0 3,76 (s)

HN-1 - 7,72 (s) - 7,72 (sl)
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Tempo de retengao 20, 9 min. (56.58 %)

m/z 366
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m/z 384 (M].", ausente)
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Esquema 4: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da mistura contendo os alcaldides 3 e 4.



Figura 42: Espectro na regi&do do infravermelho da mistura dos alcaloides 3 e 4.
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Figura 43: Espectro na regi&do do ultravioleta da misturas dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 44: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) da mistura dos alcaldides 3 e
4,
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Figura 45: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) com expans3o entre 8y 1,4 a
2,2 da mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 46: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) com expans3o entre 8y 2,5 a
3,5 da mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 47: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expans&o entre 8y 3,7 a
4,2 da mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 48: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) com expans3o entre 8 6,7 a
7,8 da mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 49: Espectro de RMN C (100 MHz, CDCl3) da mistura dos alcaléides 3 e
4.
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Figura 50: Espectro de RMN '*C (100 MHz, CDCls) com expanséo entre 5c 51,0 a
71,0 da mistura dos alcaloides 3 e 4.



108

Figura 51: Espectro de RMN '*C-APT (100 MHz, CDCl;) da mistura dos
alcaldides 3 e 4.
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Figura 52: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY (400 MHz, CDCl;) da
mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 53: Ampliagéo (regido 6,0 a 8,0 ppm) do Mapa de Correlagdo homonuclear
'H-'H-COSY da mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 54: Ampliagéo (regiao 1,0 a 4,5 ppm) do Mapa de Correlagdo homonuclear
'H-"H-COSY da mistura dos alcaléides 3 e 4.
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Figura 55: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-NOESY (400 MHz, CDCl3) da
mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 56: Mapa de correlagao heteronuclear HSQC (400 MHz, CDCI3) da mistura
dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 57: Ampliagdo (regido 1,0 a 4,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HSQC da mistura dos alcalbides 3 e 4.
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Figura 58: Ampliagdo (regido 55 a 7,5 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HSQC da mistura dos alcalbides 3 e 4.
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Figura 59: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCIs) da
mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 60: Ampliagdo (regido 0,0 a 4,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMBC da mistura dos alcaldides 3 e 4.
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Figura 61: Espectro de massas da mistura de alcaldides 3 e 4.
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5.2.1.4 Substancia 5

A substancia 5 foi isolada do extrato acido/base das folhas de T.
catharinensis, apresentando-se como um 6leo castanho, a qual apresentou teste
positivo para alcaldides quando submetida a analise de cromatografia em camada
fina, utilizando como revelador cromogénico o reagente de Dragendorff
(Harborne, 1998).

O espectro na regidao do infravermelho da substancia 5 (Figura 62, pag.
126) apresenta absorgdes a 3383 (O-H), 2850 (N-CH3) 1728 (C=0 de éster) e a
1643 e 744 cm’ (anel benzénico), sugerindo a presengca de um anel aromatico
dissubstituido, um grupo N-CHs; e uma fungdo éster (Lambert et al., 1987;
Verpoorte, 1986).

O espectro na regido do ultravioleta da substancia 5 (Figura 63, pag.
127) apresenta trés bandas em Amax 261,5 nm (log € 3,7), em Anax293,5 nm (log ¢
3,9), em Amax 438,5 nm (log ¢ 4,5), respectivamente, caracteristico de grupo
cromoforo do tipo indol (Verpoorte, 1986).

A andlise do espectro de RMN "*C-APT (Figura 72, pag. 136; Tabela 14,
pag. 123) do alcaldide 5 permitiu reconhecer a presenga de vinte e dois atomos
de carbono, sendo trés metilicos (um ligado a um oxigénio, caracteristico de
grupo metilico de éster, um ligado a atomo de carbono sp2 e outro ligado a um
atomo de nitrogénio), quatro metilénicos (todos sp>, sendo dois ligados a um
atomo de nitrogénio e carbindlico), oito metinicos (sendo cinco sp? dos quais
quatro caracteristicos de carbonos aromaticos, trés sp>, sendo dois ligados a um
atomo de nitrogénio) e sete quaternarios (sendo um sp®, seis sp?, dos quais um
caracteristico de carbono carbonilico de éster em 6¢c 176,4) (Bretmaier e Voelter,
1987; Friebolin, 1993)
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Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de CG/EM (Figura
80, pag. 144), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 366 (83,3%)
Daltons, permitiram propor a férmula molecular C,,H26N2O3 para o alcaléide 5.

O espectro de massas (Figura 80, pag.144) apresenta também fragmentos
em m/z 183 (100%) e 182 (70,8%) que caracterizam a presenga de um nucleo
inddlico, e os fragmentos em m/z 351 (16,7%), 335 (58,3%) e 307 (20,8%)
(Esquema 5, pag. 125) caracteristico da parte alifatica ndo substituida de um
alcaloide inddlico com esqueleto tipo ibogano (Verpoorte, 1986).

O espectro de RMN 'H do alcaldide 5 (Figuras 64 a 69, pags. 128 a 133;
Tabela 14, pag. 123) apresentou sinais (6y) correspondentes a grupos metila
(CH3), metoxila de grupo carbometoxila (Me-O), hidrogénios aromaticos, grupos
metilénicos (CHy), grupos metinicos (CH) e um grupo metila ligado a nitrogénio
referente a grupamento amina (Friebolin, 1993).

O espectro de RMN 'H do alcaldide 5 (Figura 69, pag. 133; Tabela 14,
pag. 123) apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos acoplando
entre si em &y 7,50 (1H, dl, J= 7,6 Hz; H-9); 7,21 (1H, dt, J= 8,3 e 1,1 Hz; H-11);
7,11 (1H, dt, J= 7,9 e 1,4 Hz; H-10); 7,30 (1H, dI, J= 8,3 Hz; H-12) caracteristicos
do anel A benzénico de um nucleo inddlico livre de substituintes (Lounasmaa e
Tolvanen, 1986), antes sugerido pelo espectro na regido do ultravioleta. Este
grupo foi confirmado através das correlagdes heteronucleares dos atomos de
carbono metinicos, apresentadas no mapa de correlagao HSQC (Figura 76, pag.
140), através das correlacdes a 'Jcy entre CH-9 (8¢ 118,3)/H-9 (84 7,50), CH-10
(¢ 119,0)/H-10 (6n 7,11), CH-11 (¢ 121,2)/H-11 (61 7,21), CH-12 (3¢ 108,9)/H-12
(b4 7,30), que juntamente com a presenga de um sinal simpleto em &4 3,64
correlacionando com o sinal em &¢ 30,3, referente a um CH3; de um grupo N-CHs,
confirma a presenga de um nucleo inddlico livre de substituintes com um grupo
metila ligado ao atomo de nitrogénio-1 (Lounasmaa e Tolvanen, 1986; Azoug et
al., 1995)

As correlagdes homonucleares apresentadas no mapa de correlagdo 'H-
'H-COSY (Figura 73, pag. 137) reforgam a proposta da presenca do anel A
benzénico dissubstituido de um nucleo inddlico.

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlagcbes heteronucleares a longa distadncia apresentadas no mapa de

correlacdo HMBC (Figura 79, pag. 143) através das correlagdes 3Jcy entre CH-9
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(8¢ 118,3)/H-11 (8w 7,21), CH-10 (8¢ 119,0)/H-12 (84 7,30), CH-11 (8¢ 121,2)/H-9
(8w 7,50), CH-12 (3¢ 118,9)/H-10 (6 7,1), C-2 (8¢ 137,4)/N-Me (64 3,64) e C-13
(6¢c 138,0)/H-9 (64 7,50)/N-Me (84 3,64) as demais correlagdes estdo descritas na
Tabela 14, pag. 123.

A presenga de um grupo carbometoxila ligado ao carbono C-16 comum no
esqueleto para alcaldides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980)
foi confirmada pela presenga de um simpleto integrando para trés hidrogénios em
dn 3,76, relativo ao grupo MeO-22 (5. 52,3), juntamente com um sinal referente a
um carbono carbonilico em 3. 176,4 ambos apresentados no mapa de correlagio
HSQC (Figura 76, pag. 140). A localizagédo deste grupo foi apoiada nos aspectos
biossintéticos para os alcaldides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk,
1980), e também corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia
apresentadas no mapa de correlacdo HMBC (Figura 79, pag. 143) através da
correlacdo 2Jcy entre C-22 (8¢ 176,4) MeO-22 (34 3,76) (Braga e Reis, 1987).

A presenca de um grupo metila ligado a um atomo de carbono sp? pode
ser reconhecida pelo sinal dupleto a 64 1,63 (3H, d, J= 7,9 Hz) e pelo triplo
quadupleto a 64 5,34 (1H, J= 6,6 e 2,0 Hz), referentes aos hidrogénios 3H-18 e H-
19, respectivamente. A presenca da ligagado dupla, e do grupo metila ligado a
esta, foi corroborada ainda através da correlacdo a longa distancia a >Jcy entre C-
20 (8¢ 137,5)/3H-18 (64 1,63), observada no mapa de correlacdo HMBC (Figura
79, pag. 143; Tabela 14, pag. 123) (Braga e Reis, 1987).

A presenca de um carbono metilénico carbindlico na posi¢cao 17 (Azoug
et al.,, 1995; Braga e Reis, 1987) foi confirmada através do mapa de correlagcao
HSQC (Figura 76, pag. 140; Tabela 14, pag. 123) onde se observa a correlagao
a 'Jen entre CH»-17 (8¢ 63,1)/2H-17 (81 3,71 e 3,62). As demais correlagdes estéo
descritas na Tabela 14, pag. 123.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 14, pag. 123), foi feita com base
nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio. As
correlagdes observadas no mapa de correlaggo HSQC (Tabela 14, pag. 123;
Figura 76, pag. 140) e confirmadas pelo mapa de correlagdo HMBC (Figura 79,
pag. 143) confirmam os deslocamentos quimicos propostos para alguns dos

hidrogénios metilénicos e metinicos da cadeia alifatica. As demais correlacdes
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observadas no mapa de correlacdo HMBC estdo descritas na Tabela 14, pag.
123.

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo sapargina
(Braga e Reis, 1987) e propor a estrutura para o alcaloide 5 isolado. A prova final
dessa estrutura adveio da comparacdo dos dados de RMN 'H e "*C-APT (Figuras
64 e 72, pags. 128 e 136; Tabela 14, pag. 123) com os da literatura para o
alcaldide voachalotina (Lounasmaa e Tolvanen, 1986; Braga e Reis, 1987).

A estereoquimica relativa dos &atomos de carbono estereogénicos
proposta para a voachalotina (5) foi feita com base nas correlagdes observadas
no mapa de correlacdo 'H-'H-NOESY (Figura 75, pag. 139), e em dados
biogenéticos, visto que todos os alcaldides com esqueleto do tipo ibogano
isolados de espécies do género Tabernaemontana apresentam as configuragoes
dos carbonos estereogénicos como apresentadas em 5 (Danieli e Palmisano,
1986).
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Tabela 14: Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) do
alcaldide 5, incluindo os resultados dos experimentos bidimensionais HSQC e
HMBC, em comparagédo com dados de literatura para a voachalotina (5a) em
CDClIs. Os valores dos deslocamentos quimicos &y € 6¢c estdo em ppm e as
constantes de acoplamento J estdo em Hz.

5 5a
HSQC HMBC
c dc SH *Jen *Jon ¢
2 137.,4 - MeN-1 136,9
7 105,0 - 2H-6 104,8
8 126,0 - H-10 125,9
13 138,0 - H-9; MeN-1 138,1
16 53,4 53,2
20 137,5 - 3H-18 136,2
22 176,4 MeO-22 176,0
CH
3 480 4,22 (dd, 9,9; 4.1) H5 47,7
5 53,8 4,33 (d, 6,0) H-6a 2H-21 53,5
9 1183 7,50 (d, 7.6) H-11 118,0
10 119,0 7,11 (dt, 7,6; 1,4) H-12 118,6
11 121,2 7,21 (td, 8,3; 1,8) H-9 120,7
12 108,9 7,30 (td, 8,3) H-10 108,5
15 29,9 3,25 (i, 3,0) 30,2
19 116,5 5,34 (tq, 6,6; 2,0) 3H-18 115,7
CH;
6 22,3 3,15 (dd, 15,6; 6,3) 22,2
2,99 (dI, 15,6)
14 28,4 2,02 (ddd, 12,6; 9,7, 2,6) 28,2
1,83 (td, 12,6; 3,6)
17 63,1 3,71 (dl, 11,7) 62,9
3,62 (d, 11,7)
21 540 3,60 (m) 55,7
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CH;
18 12,9 1,63 (td, 7,9) 12,7
MeN-1 30,3 3,64 (s) 29,1
51,9

MeO-22 52,3 3,76 (s)
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Ca2Hy6N,05
m/z 366

1 3 N\ <
13 2 4
2 I H 12 | 3
CHj . Y , Me 14
m/z 183 mws—‘l m/z 351
b BN 2
12 |1 3
CH3
m/z 182

Esquema 5: Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do alcaldide 5.
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Figura 62: Espectro na regido do infravermelho do alcaloide 5.
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Figura 63: Espectro na regido do ultravioleta do alcaldide 5.
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Figura 64: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do alcaloide 5.
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Figura 65: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expans&o entre 8 0,8 e
1,7 do alcaldide 5.
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Figura 66: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expans3o entre & 2,6 e
3,3 do alcaldide 5.
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Figura 67: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expans3o entre &y 3,5 e
3,9 do alcaldide 5.
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Figura 68: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) com expansao entre 8 4,2 e
5,4 do alcaldide 5.
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Figura 69: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expansao entre &y 7,1 e
7,8 do alcaldide 5.
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Figura 70: Espectro de RMN '*C (400 MHz, CDCls) do alcaldide 5.
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Figura 71: Espectro de RMN "*C (400 MHz, CDCl3) com expansao entre 5¢ 105,0
e 180,0 do alcaldide 5.
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Figura 72: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCls) do alcaldide 5.
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Figura 73: Mapa de correlacdo homonuclear 'H-'"H-COSY (400 MHz, CDCls;) do
alcaldide 5.
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Figura 74: Ampliagéo (regido 0,0 a 6,0 ppm) do Mapa de Correlagdo homonuclear
'H-"H-COSY do alcaldide 5.
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Figura 75: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-NOESY (400 MHz, CDCl3) do
alcaloide 5.
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Figura 76: Mapa de correlagédo heteronuclear HSQC (400 MHz, CDCI3) do
alcaléide 5.
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Figura 77: Ampliagdo (regido 1,0 a 5,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HSQC do alcaldide 5.
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Figura 78: Ampliagdo (regido 5,0 a 8,0 ppm) do Mapa de Correlagado
heteronuclear HSQC do alcal6ide 5.
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Figura 79: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCIs) do
alcaléide 5.
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Figura 80: Espectro de massas do alcaloide 5.
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5.2.1.5 Substancia 6

A substancia 6 foi isolada do extrato em diclorometano do precipitado da
extragdo acido-base das sementes dos frutos verdes de T. catharinensis, como
um sdlido castanho-claro, a qual apresentou teste positivo para alcaléides quando
submetida a andlise de cromatografia em camada fina, utilizando como revelador
cromogénico o reagente de Dragendorff (Harborne, 1998).

O espectro na regido do infravermelho do alcaléide 6 (Figura 81, pag. 150)
apresenta absorcdes a 3385 (N-H) e a 1643 e 744 cm™ (anel benzénico),
sugerindo a presenca de um anel aromatico dissubstituido, um grupo N-H e uma
funcao éster (Lambert et al., 1987; Verpoorte, 1986).

O espectro na regiao do ultravioleta do alcaldide 6 (Figura 82, pag. 151)
apresenta trés bandas em Amax em 234 nm (log € 4,6), Amax €m 278 nm (log ¢ 4,2),
Amax €M 298 nm (log ¢ 4,2), respectivamente, caracteristico de grupo croméforo do
tipo indol livre de substituintes no anel benzénico (Verpoorte, 1986)

A andlise do espectro de RMN 'C (Figura 88, pag. 157; Tabela 15, pag.
149) do alcaldide (6) permitiu reconhecer a presenca de dezenove atomos de
carbono, sendo um metilico, seis metilénicos (todos sp®, sendo dois ligados a um
atomo de nitrogénio), oito metinicos (sendo quatro sp2, caracteristicos de
carbonos aromaticos, e quatro sp®, sendo que um esta ligado a um atomo de
nitorgénio) e quatro quaternarios (todos sp®) (Lounasmaa e Tolvanen, 1986;
Shamma, 1979).

O espectro de RMN "H do alcaléide 6 (Figuras 83 a 87, pags. 152 & 156;
Tabela 15, pag. 149) apresentou sinais (dy) correspondentes a grupo metila
(CHs3), quatro hidrogénios aromaticos, outros grupos metinicos (CH), grupos
metilénicos (CHz) e um atomo de hidrogénio em &y 7,71, ligado a nitrogénio,

referente a grupamento amina (Lounasmaa e Tolvanen, 1986; Shamma, 1979).
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O espectro de RMN "H do alcaléide (6) (Figura 83, pag. 152; Tabela 15,
pag. 149) apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios aromaticos acoplando
entre si a oy 7,47 (dl, J= 8,8 Hz; H-9); 7,10 (dt; J= 8,8 e 1,2 Hz, H-10); 7,10 (dt; J=
8,8 e 1,2 Hz, H-11); 7,25 (dl, J= 8,8 Hz, H-12) caracteristicos do anel A
(benzénico) de um nucleo inddlico livre de substituintes (Azoug et al., 1995;
Lounasmaa e Tolvanen, 1986), anteriormente identificado no espectro na regiao
do ultravioleta.

As correlacdes homonucleares apresentadas no mapa de correlagcido H-
'H-COSY (Figura 89, pag. 158) reforgam a proposta da presenca do anel A
benzénico de um nucleo inddlico livre de substituintes.

O anel benzénico livre de substituintes foi confirmado através das
correlagcdes heteronucleares dos atomos de carbono metinicos, apresentadas no
mapa de correlagdo HMQC (Figura 91, pag. 160), através das correlacdes a "Jcn
entre CH-9 (6¢ 117,9)/H-9 (8n 7,47), CH-10 (8¢ 119,1)/H-10 (64 7,10), CH-11 (3¢
121,0)/H-11 (64 7,10), CH-12 (6¢ 110,1)/H-12 (34 7,25), que juntamente com a
presenca de um sinal singleto largo a é4 7,71, apresentado no espectro de RMN
'H (Figura 86, pag. 155), referente a um hidrogénio de um grupo N-H, confirma a
presenca de um nucleo inddlico livre de substituintes (Azoug, 1995).

A presenga do nucleo inddlico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figura 92, pag. 161) através das correlagdes °Jcy entre CH-9
(8¢ 117,9)/H-11 (8w 7,10), CH-10 (8¢ 119,2)/H-12 (84 7,25), CH-11 (8¢ 121,0)/H-9
(6w 7,47), CH-12 (8¢ 110,2)/H-10 (61 7,10), C-2 (d¢ 141,5)/2H-6 (61 3,19 e 2,68) e
C-13 (6¢c 134,7)/[H-9 (o4 7,47)/H-11 (64 7,10) as demais correlagbes estao
descritas na Tabela 15, pag. 149.

No alcaldide 6, nota-se a auséncia nos espectros de RMN 'H e °C
(Figuras 83 e 88, pags. 152 e 157) dos sinais referentes ao grupo carbometoxila
ligado ao atomo de carbono C-16, comum no esqueleto para alcaldides inddlicos
monoterpénicos, e apresentados nos outros alcaloides isolados aqui neste
trabalho (Zenk, 1980). Confirmado também pela auséncia do sinal referente ao

grupo carbonila no espectro na regiao do infravermelho (Figura 81, pag. 150).
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A presenca de quatro sinais multipletos relativos aos dois grupos
metilénicos do nucleo inddlico, 2H-5 [(6y 3,39, m, H-5a) e (64 3,16, m, H-5b)] o ao
atomo de nitrogénio, com 2H-6 [(dx 3,19, m, H-6a) e (6 2,68, H-6b)] corroboram
na confirmacgao da proposta de um nucleo inddlico livre de substituintes.

A presenca de um sinal tripleto integrando para trés hidrogénios em &y 0,91
com J= 7,0 Hz relativo a um grupo metila apresentado no espectro de RMN H
(Figura 84, pag. 153; Tabela 15, pag. 149), sugere a presenga de um grupo etila
livre de oxidag&o na cadeia lateral da porgao terpénica do alcaldide 6 (Lounasmaa
e Tolvanen, 1986; Shamma, 1979).

A presenca de dois sinais multipletos no espectro de RMN 'H (Figura 85,
pag. 154) foi inferida aos hidrogénios ligados ao atomo de carbono C-3 ligado ao
atomo de nitrogénio em 6y 3,14 (H-3a) e 3,03 (H-3b), e um sinal triplo integrando
para trés hidrogénios em &4 0,91 com J= 7,0 Hz, relativo a um grupo metila
apresentado no espectro de RMN 'H (Figura 84, pag. 153).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 15, pag. 149), foi feita com base
nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio. As
correlagdes observadas no mapa de correlagado HMQC (Tabela 15, pag. 149;
Figura 91, pag. 160) e confirmadas pelo mapa de correlagdo HMBC (Figura 92,
pag. 161) através das correlacbes a 3Jcy entre CH,-17 (6¢c 34,0)/H-3b (64 3,03),
CH2>-5 (8¢ 49,9)/H-21 (84 2,90), CH2-3 (6¢ 54,3)/H-21 (64 2,90), CH-20 (8¢
4108)/3H-18 (64 0,91), confirmam os deslocamentos quimicos propostos para
alguns dos hidrogénios metilénicos e metinicos da cadeia alifatica. As demais
correlagdes observadas no mapa de correlagcdo HMBC estao descritas na Tabela
15, pag. 149.

O conjunto desses dados permite classificar o alcaléide 6 com um
esqueleto pertencente da classe ibogano, definindo-o como sendo a ibogamina. A
prova final desta proposta adveio da comparag¢ao dos dados espectroscopicos do
alcaloide 6 com os dados de literatura para a ibogamina (Souza, 2006).

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos
proposta para 6 foi feita com base em dados biogenéticos, visto que todos os

alcaléides com esqueleto do tipo ibogano isolados de espécies do género
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Tabernaemontana apresentam as configuragdes dos carbonos estereogénicos
como apresentadas em 6 (Danieli e Palmisano, 1986).
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Tabela 15: Dados de RMN 'H (400 MHz), **C (100 MHz) do alcaléide 6, em CDCl,
em comparagao com dados de literatura para a ibogamina (6a) em CDCIs. Os
deslocamentos quimicos (3) estdo em ppm e a constante de acoplamento (J)

estdao em Hz.

6 6a
HMQC HMBC
(o ¢ On “Jen *Jem Oc
2 141,5 - 2H-6 141,8
7 109,0 - 2H-5; H-9 109,2
8 129,6 - H-10; H-12 129,7
13 134,7 - H-9; H-11 134,7
CH
9 117,9 7,47 (dd) H-11 117,9
10 119,2 7,11 (dt) H-12 119,1
11 121,0 7,00 (dt) H-9 120,9
12 110,2 7,24 (dd) H-10 110,1
14 26,3 H-3b 26,3
16 41,0 41,2
20 41,8 1,60 (m) 3H-18 41,8
21 57,0 2,90 (sl) 57,3
CH;
3 543 3.14 (m); H-21 54.1
3,03 (m)
5 49.9 3,39 (m); H-6b H-21 498
3,16 (m)
6 20,5 3,19 (m); 20,5
2,68 (m)
15 31,8 1,27 (m) H-3b 31,9
17 34,0 1,56 (m) H-3b 34,0
19 27,7 2,05 (m); 27.7
1,64 (m)
CH;
18 11,9 0.9 118
NH-1 - 7,71 (s) -
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Figura 81: Espectro na regi&do do infravermelho do alcaloide 6.
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Figura 82: Espectro na regido do ultravioleta do alcaldide 6.
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Figura 83: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) do alcaldide 6.
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Figura 84: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expans&o entre 8 0,8 e
2,1 do alcaléide 6.



154

Figura 85: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) com expansao entre &y 2,4 e
4,2 do alcaldide 6.



155

Figura 86: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) com expans&o entre & 6,8 e
7,3 do alcaldide 6.
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Figura 87: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCI3) com expansao entre 6y 7,4 €
7,7 do alcaldide 6.
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Figura 88: Espectro de RMN '*C (400 MHz, CDCls) do alcaldide 6.
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Figura 89: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-'"H-COSY (400 MHz, CDCls) do
alcaloide 6.
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Figura 90: Ampliagéo (regido 0,0 a 6,0 ppm) do Mapa de Correlagdo homonuclear
'H-"H-COSY do alcaldide 6.
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Figura 91: Mapa de correlagdo heteronuclear HMQC (400 MHz, CDCI3) do
alcaléide 6.
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Figura 92: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCIs) do
alcaldide 6.
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Figura 93: Ampliagdo (regido 1,0 a 4,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMBC do alcaléide 6.



163

Figura 94: Ampliagdo (regido 1,0 a 8,0 ppm) do Mapa de Correlagado
heteronuclear HMBC do alcaléide 6.
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5.2.1.6 Substancias 7,8 e 9

A mistura contendo as substadncias 7, 8 e 9 foi isolada do extrato

acido/base das folhas de T. catharinensis, apresentando-se como um o&leo
castanho, a qual apresentou teste positivo para alcaléides quando submetida a
analise de cromatografia em camada fina, utilizando como revelador cromogénico

o reagente de Dragendorff (Harborne, 1998).

O espectro na regido do infravermelho da mistura das substéncias 7, 8 e 9
(Figura 97, pag. 175) apresenta absorgdes a 3375 (N-H), 1723 (C=0 de éster) e
a 1656 e 734 cm’’ (anel benzénico), sugerindo a presenga de um anel aromatico
trissubstituido, um grupo N-H e uma funcéao éster (Lambert et al., 1985; Verpoorte,

1986).
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A analise do espectro de RMN '*C (Figura 102, pag. 180; Tabela 16,
pag. 169) e RMN "*C-APT (Figura 105, pag. 183; Tabela 16, pag. 169) da
mistura contendo os alcaldides 7 e 8 permitiu reconhecer a presenca de atomos
de carbono metilicos (sendo dois ligados a um oxigénio, caracteristicos de grupo
metilico de éster e de grupo metoxila ligado a anel aromatico), metilénicos (sendo
um ligado a um atomo de nitrogénio), metinicos (sendo trés sp2 caracteristicos de
carbonos aromaticos, um sp3 ligado a um atomo de nitrogénio) e quaternarios
(sendo um sp3, sete sp2, dos quais dois caracteristicos de carbonos carbonilicos
em 8¢ 172,9 e 176,0) (Bretmaier e Voelter, 1987; Friebolin, 1993).

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de CG/EM (Figura
95, pag. 171), o qual apresentou dois picos no cromatograma com tempos de
retengao 26,028 min. (18,5%) e 26,552 min. (34,2%), ambos com a presen¢a do
ion molecular em m/z 382 (63,2 % e 78,9%) Daltons, o que permitiram propor a
formula molecular C,2H26N2O4 para a mistura dos alcaloides 7 e 8.

O espectro de massas para a mistura dos alcaloides 7 e 8 (Figura 95, pag.
171) apresenta um fragmento em m/z 227 (42,1% e 52,6%), que caracteriza a
presenca de um nucleo inddlico (Esquema 6, pag. 172) (Verpoorte, 1986).

O espectro de RMN 'H da mistura dos alcaldides 7 e 8 (Figuras 98 a 101,
pags. 176 a 179; Tabela 16, pag. 169) apresentaram sinais (3y) correspondentes
a grupos metila (CH3), metoxilas de grupo carbometoxila e metoxila ligada a anel
aromatico (Me-O), hidrogénios aromaticos, grupos metilénicos (CH;), grupos
metinicos (CH), hidrogénio ligado a nitrogénio referente a grupamento amina
(Friebolin, 1993).

O espectro de RMN "H da mistura dos alcaldides 7 e 8 (Figura 98, pag.
176; Tabela 16, pag. 169) apresenta trés sinais relativos a hidrogénios

aromaticos formando um sistema do tipo ABX. Alcaléide 7: 64 7,33 (1H, d, J= 9,0
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Hz; H-9); 6,75 (1H, d, J= 9,0 Hz; H-10); 6,78 (1H, d, J= 9,0 Hz; H-12); Alcaléide 8:
dn 6,93 (1H, d, J= 2,3 Hz; H-9); 6,83 (1H, dd, J= 9,0 e 2,3 Hz; H-11); 7,16 (1H, d,
J= 9,0 Hz; H-12), ambos caracteristicos do anel A benzénico de um nucleo
inddlico com substituinte (Lounasmaa e Tolvanen, 1986; Medeiros, 2003). Este
grupo foi confirmado através das correlagdes heteronucleares dos atomos de
carbono metinicos, apresentadas no mapa de correlagado HSQC (Figura 113,
pag. 191), através das correlaces a 'Jcn. Alcaldide 7: CH-9 (8¢ 119,2)/H-9 (84
7,33), CH-10 (8¢ 109,7)/H-10 (81 6,75) e CH-12 (8¢ 94,5)/H-12 (34 6,78) e para o
alcaldide 8: CH-9 (8¢ 100,6)/H-9 (84 6,93), CH-11 (8¢ 112,7)/H-11 (64 6,83) e CH-
12 (d¢ 111,6)/H-12 (b4 7,16), que juntamente com a presenca de dois sinais
simpletos no espectro de RMN 'H (Figura 98, pag. 176) em &y 3,84 (7) e 3,88 (8)
relativos grupos metoxila ligados a anel aromatico, e adicionado a esta
informacao a presenga de sinal simpleto em 3y 7,85 referente a um hidrogénio de
um grupo N-H para ambos os alcaldides contidos na mistura, confirma a presenca
de um ndcleo inddlico com a presenga de um grupo metoxila (Lounasmaa e
Tolvanen, 1986; Medeiros, 2003).

As correlagdes homonucleares apresentadas no mapa de correlagdo 'H-
'H-cOSY (Figura 110, pag. 188) reforcam a proposta da presenga do anel A
benzénico trissubstituido de um nucleo inddlico.

A presenca do nucleo inddlico com um grupo metoxila foi corroborada
pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no mapa de
correlacdo HMBC (Figura 114, pag. 192) através das correlacdes 2Jcy. Alcaldide
7: C-7 (8¢ 109,0)/H-9 (8n 7,33), C-11 (¢ 156,0)/H-9 (8w 7,33)/OMe-11 (54 3,84), C-
13 (8¢ 135,0)/H-9 (8 7,33); Alcaldide 8: C-10 (8¢ 154,0)/H-12 (84 7,16)/OMe-10

(6n 3,88), descritas na Tabela 16, pag. 169.
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A presenga de um grupo carbometoxila, para ambos os alcaldides 7 e 8,
ligado ao carbono C-16 comum no esqueleto para alcaldides inddlicos
monoterpénicos (Dewick, 199; Zenk, 1980), foi confirmada pela presengca de um
simpleto integrando para trés hidrogénios em oy 3,75, relativo ao grupo MeO-22
(6c 53,0), juntamente com um sinal referente a um carbono carbonilico em &
172,9 ambos apresentados no mapa de correlagdo HSQC (Figura 113, pag. 191).
A localizagdo deste grupo foi apoiada nos aspectos biossintéticos para os
alcaloides inddlicos monoterpénicos (Dewick, 1997; Zenk, 1980), e também
corroborada pelas correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no
mapa de correlacdo HMBC (Figura 114, pag. 192) através da correlagdo >Jcy
entre C-22 (8¢ 172,9)/0-Me-22 (84 3,75).

A presenca de quatro sinais multipletos no espectro de RMN H (Figura
117, pag. 195) referentes aos dois grupos metilénicos do nucleo inddlico
acoplando entre si, 2H-5 [(0y 4,49, m, H-5a) e (o4 3,25, m, H-5b)] o a um atomo
de nitrogénio, com 2H-6 (&4 3,25, m, H-6a e H-6b), confirmam a proposta de um
nucleo inddlico com presenga de um grupo metoxila, € um grupo carbometoxila
ligado ao &atomo de carbono C-16, comum para os alcaldides inddlicos
monoterpénicos (Budzikiewicz et al., 1964).

A auséncia de dois sinais duplodupletos largos no espectro de RMN 'H
(Figura 98, pag. 176) relativos aos hidrogénios ligados ao atomo de carbono C-3
e modificagcdo no deslocamento quimico do H-14, em relacdo ao alcaldide
coronaridina (1), aliado a presenga do pico em m/z 352 Daltons no espectro de
massas (Figura 96, pag. 174), bem como a andlise dos espectros de RMN *C
(Figura 102, pag. 180), HSQC (Figura 113, pag. 191) e HMBC (Figura 114, pag.
192) (vide infra) levou a proposta estrutural para os alcaléides 7 e 8 contidos na

mistura, com a presenga de uma carbonila no atomo de carbono C-3.
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A posigao da carbonila a 6¢c 176,0 no atomo de carbono C-3, formando uma
lactama com N-4, foi confirmada pela suas correlacbes heteronuleares
apresentadas no mapa de correlacadto HMIBC (Figura 114, pag. 192) com os
hidrogénios H-14 (84 2,60) e H-21 (31 4,49).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 16, pag. 169), foi feita com base
nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio
(Medeiros, 2003). As correlagbes observadas no mapa de correlagdao HSQC estao
descritas na Tabela 16, pag. 169.

O conjunto destes dados permitiu definir um esqueleto ibogano e propor
as estruturas 7 e 8 para os alcalbides isolados contidos na mistura. Prova final
desta estrutura veio da comparacdo dos dados de RMN 'H e "*C-APT (Figuras
98 e 105, pags. 176 e 183; Tabela 16, pag. 169) com dados da literatura para os
alcaléides 3-oxoisovoacangina (7) e 3-oxovoacangina (8), anteriormente isolados
de Tabernaemontana fuchsiaefolia e T. laeta (Zocoler et al.,, 2005; Medeiros,

2003).
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Tabela 16: Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e RMN *C (100 MHz) da

mistura dos alcaldéides 7 e 8,

incluindo os resultados dos experimentos

bidimensionais HSQC e HMBC, em CDCI;. Os valores dos deslocamentos
quimicos 6y e 6¢c estdo em ppm e as constantes de acoplamento J estdo em Hz.

7 8
HSQC HMBC HSQC
Cc 8¢ Sn “Jen *Jen dc o
2 136,0 - 136,0 -
3 176,0 H-14 H-21 176,0
7 109,5 - H-9 109,5 -
8 - -
10 - - - - 154 -
11 156,5 - H-9; MeO-11 - -
13 135,0 - H-9 130,0 -
16 56,7 - 56,7 -
22 172,9 - H-17a; MeO-22 172,9
CH
9 119.2 1001 6,93 (d, 2.3)
10 109,7 6,75(dd, 9,0 e - -
2.3)
11 - - - - 112,7 6,83 (dd, 9,0 e
2.3)
12 945 6,78 (d, 2.3) 1116 7,16 (d, 9,0)
14 384 2,60 (m) 38,4 2,60 (m)
20 356  1,75(m)  H-21 3H-18 35,6 1,75 (m)
21 56,1 4,49 (m) 56,1 4,49 (m)
CH,
5 42,7 4,49 (m) 3,25 42,7 4,49 (m)
(m) 3,25 (m)
212 3,25(m) 212 3,25 (m)
15 31,0 2,02 (m) H-21 31,0 2,02 (m)
1,25 (m) 1,25 (m)
17 36,1 2,60 (m)2,15 H-21 36,1 2,60 (m)
(m) 2,15 (m)
19 276 1,58 (m) 1,46 27,6 1,58 (m)
(m) 1,46 (m)
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CH;
18 11,1 1,00 (d, 7,0) 11,1 1,00 (d, 7,0)
MeO-10 - - 56,1 3,88 (s)
MeO-11 55,7 3,84 (s) - -
MeO-22 53,0 3,75 (s) 53,0 3,75 (s)
HN-1 - 7,87 (sl) - 7,89 (sl)
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Esquema 6: Interpretagdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da mistura contendo os alcaldides 7 e 8.

Os dados de RMN 'H, *C e massas, permitiram ainda a identificagdo da
lignana siringaresinol (9) presente em 0,66% na mistura contendo os dois
alcaléides 7 e 8. A lignana siringaresinol (9) foi isolada anteriormente de

Allamanda neriifolia (Abe e Yamauchi, 1988).

OMe

Os dados de RMN 'H e *C (Figuras 98 e 102, pags. 174 e 178),
juntamente com experimentos bidimensionais 'H-'H-COSY, HSQC e HMBC
(Figuras 110, 113 e 114, pags. 186, 189 e 190) estdo descritos na Tabela 17 a

sequir.
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Tabela 17: Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e RMN *C (100 MHz) da
lignana siringaresinol (9) presente em 0,66% na mistura contendo os dois
alcaldides 7 e 8, incluindo os resultados dos experimentos bidimensionais HSQC
e HMBC, em CDCls. Os valores dos deslocamentos quimicos dy € 8¢ estao em
ppm e as constantes de acoplamento J estdo em Hz.

9
HSQC HMBC
C 8¢ Sn ?Jen *Je
1/1 132,1 -
3/3’ - - - -
3/3'15/5° 147,2 H-2/H-6/H- MeO-3/MeO-5/Me0-3/MeO-5’
2'/H-6’
4/4 134,4 - H-2/H-6/H-2'/H-6’
CH
2/2° 102,8 6,61 (s)
5/5’ - - - -
6/6’ 102,8 6,61 (s)
7T 86,6 4,75 (d, 5.6) H-2/H-6/H-2'/H-6’; 2H-9/2H-9’
8/8’ 541 3.15 (m)
CH,
9/9’ 71,8 4,81; 3,98
CH;
(MeQ)4-3/3’ - - - -
(MeO)e- 56,7 3,90 (s)
3/3'15/5°

(HO),-4/4’
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Figura 96: Espectro de massas da lignana siringaresinol (9) presente em 0,66%
na mistura contendo os dois alcaldides 7 e 8.
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Esquema 7: Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da lignana siringaresinol (9).
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Figura 97: Espectro na regido do infravermelho da mistura dos alcaléides 7 e 8 e
da lignana 9.
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Figura 98: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da mistura dos alcaldides 7 e 8
e da lignana 9.
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Figura 99: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da expansao entre &4 0,6 a 2,0
da mistura dos alcal6ides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 100: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da expansao entre &y 2,5 a
3,9 da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 101: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da expansao entre & 4,4 a
7,3 da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 102: Espectro de RMN *C (400 MHz, CDCls) da mistura dos alcaldides 7
e 8 e da lignana 9.
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Figura 103: Espectro de RMN "*C (400 MHz, CDCls) com expansao entre §c 0,0 e
150,0 da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 104: Espectro de RMN *C (400 MHz, CDCl3) com expansdo entre §¢
109,0 e 180,0 da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 105: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCls) da mistura dos
alcaloides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 106: Espectro de RMN "®C-APT (400 MHz, CDCls) com expansao entre ¢
10,0 e 55,0 da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 107: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCl3) com expansao entre S¢
10,0 e 72,0 da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 108: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCl;3) com expansao entre S¢
85,0 e 125,0 da mistura dos alcaloides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 109: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCl3) com expansao entre S¢
70,0 e 147,0 da mistura dos alcalbides 7 e 8 e da lignana 9
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Figura 110: Mapa de correlagdo homonuclear 'H-"H-COSY (400 MHz, CDCl3) da
mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 111: Ampliagdo (regido 0,0 a 5,0 ppm) do Mapa de Correlagdo
homonuclear 'H-"H-COSY da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.



190

Figura 112: Ampliagdo (regido 6,2 a 8,6 ppm) do Mapa de Correlagdo
homonuclear 'H-"H-COSY da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 113: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (400 MHz, CDCl;) da
mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 114: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCl;) da
mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 115: Ampliagcdo (regido 0,0 a 2,8 ppm) do Mapa de Correlagédo
heteronuclear HMBC da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 116: Ampliagcdo (regido 0,0 a 4,0 ppm) do Mapa de Correlagdo
heteronuclear HMBC da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 117: Ampliagcdo (regido 2,0 a 5,0 ppm) do Mapa de Correlagao
heteronuclear HMBC da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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Figura 118: Ampliagcdo (regido 5,4 a 7,9 ppm) do Mapa de Correlagdo
heteronuclear HMBC da mistura dos alcaldides 7 e 8 e da lignana 9.
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5.2.1.7 Substancia 10

MeO

O fenilpropandide 10 foi isolado da extracdo acido/base das sementes
extrato em MeOH das cascas das raizes de T. catharinensis, apresentando-se
como um solido amorfo.

O espectro na regiao do infravermelho da substancia 10 (Figura 119,
pag. 200) apresenta absorg¢des a 3443 (O-H), 2920 (N-CH3) 1728 (C=0 de éster)
e a 1639 cm™ (anel benzénico), sugerindo a presenca de um anel aromatico
trissubstituido e uma funcgao éster (Silverstein et al., 1991).

A analise do espectro de RMN '*C (Figura 121, pag. 202; Tabela 18,
pag. 199) do fenilpropandide 10 permitiu reconhecer a presenga de onze atomos
de carbono, sendo dois metilicos ligados a oxigénio, um caracteristico de grupo
metilico de éster e outro de grupo metoxila ligado a anel aromatico, cinco atomos
de carbono metinicos, sendo todos sp2 e quatro carbonos quaternarios, dos quais
um caracteristico de carbono carbonilico de éster em &c 167,7 (Bretmaier e
Voelter, 1987)

Esses dados, em conjunto com os dados do espectro de CG/EM (Figura
123, pag. 204), o qual apresentou o pico do ion molecular em m/z 208 (100%)
Daltons, permitiram propor a formula molecular C11H12,04 para o fenilpropandide
10.

O espectro de RMN 'H do fenilpropanside 10 (Figura 120, pag. 201;
Tabela 18, pag. 199) apresenta sinais (dy4) correspondentes a grupos metoxila (O-
CHs3), hidrogénios aromaticos, grupos metinicos (CH) (Pouchert, 1983).

O espectro de RMN 'H (Figura 120, pag. 201) apresenta dois sinais
caracteristicos de hidrogénios de uma ligacdo dupla com geometria frans em oy
7,65 (1H, d, J= 15,6 Hz; H-7), 6,31 (1H, d, J= 15,6 Hz; H-8) conjugada com um

anel aromatico, e com um grupo carbometoxila, comprovado pelo sinal no
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espectro de RMN "3C (Figura 121, pag. 202) em ¢ 167,7, caracteristico de um
sistema carbonilico a,B-insaturado de um grupo éster.

A presenca do grupo éster foi corroborada pelo sinal simpleto integrando
para trés hidrogénios em 8y 3,93 no espectro de RMN 'H (Figura 120, pag. 201)
caracteristico de grupo metoxila de éster, e confirmado pelo sinal no espectro de
RMN '*C (Figura 121, pag. 202) em &c 52,3 referente ao carbono do grupo
metoxila.

O modelo 1,3,4-trissubstituido para o anel aromatico foi estabelecido com
base na multiplicidade dos sinais dos hidrogénios aromaticos apresentados no
espectro de RMN H (Figura 120, pag. 201) em 64 7,06 (1H, s, H-2), 6,94 (1H, d,
J= 8,7 Hz, H-5) e 7,09 (1H, d, J= 8,7 Hz, H-6).

O simpleto largo em &4 5,87, integrando para um hidrogénio foi atribuido
ao hidrogénio do grupo hidroxila, e o outro simpleto restante em oy 3,96,
integrando para trés hidrogénios, ambos no espectro de RMN 'H (Figura 120,
pag. 201), caracterizando o grupo metoxila, onde ambos encontram-se ligados
em um anel benzénico, conduzindo assim ao fenilpropandide 10.

Os espectros de RMN 'H e '*C foram comparados com sistemas
semelhantes na literatura (Pouchert, 1983).

O conjunto desses dados permitiu definir um esqueleto do tipo Cs-C3 e
propor a estrutura para o fenilpropandide 10 isolado. A prova final dessa estrutura
adveio da comparacdo dos dados de RMN 'H e °C (Tabela 18, pag. 199) com os
da literatura para o fenilpropandide (Pouchert, 1983).

Pelo melhor do conhecimento, esta é a primeira vez de um relato do

isolamento de um fenilpropandide no género Tabernaemontana.
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Tabela 18: Dados espectrais de RMN "H (400 MHz) e RMN *C (100 MHz) do

fenilpropandide 10, em CDCIs. Os valores dos deslocamentos quimicos o4 € ¢
estdo em ppm e as constantes de acoplamento J estdo em Hz.

C 5¢ SH
1 1271 -
3 146,8 -
4 148,1 -
9 167,7 -
CH
2 115,11 7,06 (s)
5 115,19 6,94 (d, 8,7)
6 123,44 7,09 (d, 8,7)
7 145,02 7,65 (d, 15,6)
8 109,80 6,31 (d, 15,6)
CH;
MeO 56,04 3,96 (s)
MeO-9 52,25 3,83 (s)
HO-3 -

5,87 (sl)
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Figura 119: Espectro na regido do infravermelho do fenilpropandide 10.
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Figura 120: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) do fenilpropandide 10.
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Figura 121: Espectro de RMN "*C (400 MHz, CDCls) do fenilpropandide 10.
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Figura 122: Espectro de RMN BC-APT (400 MHz, CDCls3) do fenilpropandide 10.
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Figura 123: Espectro de massas do fenilpropandide 10.
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5.2.1.8 Substancias 11,12 e 13

11 R;=Me, R=R,=H
12 R=R;=H, Ry=Me

Os triterpenos 11, 12 e 13 foram isolados do extrato metandlico das cascas
das raizes de Tabernaemontana catharinensis, e obtidos como uma mistura que
se apresentava como Unica mancha em CCF utilizando varios eluentes.

Analise dos espectros de RMN 'H (Figura 124, pag. 211) e RMN "*C-APT
(Figura 127, pag. 214), juntamente com a comparagdo dos dados de RMN *C
(Tabela 19, pag. 207) com os da literatura para as substancias modelos o-
amirina, B-amirina, e lupeol (Medeiros, 2003; Olea e Roque, 1990; Ahmad e
Rahman, 1994) permitiram identificar os constituintes da mistura como a a € B-
.amirina (11 e 12) e lupeol (13).

O espectro de RMN 'H (Figura 124, pag. 211), revela varios sinais
protegidos entre oy 0,8 e 1,4 correspondentes a grupos metilicos. O singleto
multipleto em 6y 3,24 corresponde ao hidrogénio H-3, sugerindo que os
grupamentos hidroxila da mistura 11, 12 e 13 estejam ligados aos C-3 na posicao
B (coerentes com o sinal a 6¢c 79,4 no espectro de RMN 13C, comum aos trés
triterpenos da mistura). Os tripletos largos em 64 5,20 e 5,15 correspondem aos
hidrogénios olefinicos H-12 (11 e 12), e os dois singletos largos em 6y 4,71 e 4,62
correspondem aos hidrogénios olefinicos H-29a e H-29b (13).

Os espectros de RMN "*C-APT (Figura 127, pag. 214; Tabela 19, pag.

207) revelaram a presencga de sinais olefinicos metinicos atribuidos ao CH-12 (¢
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124,4 em 11 e 121,6 em 12) e um sinal olefinico metilénico a C-29 (3¢ 109,3 em
13).

Estas atribuicbes feitas juntamente com a comparagdo com os dados de
RMN *C para as substancias modelos a-amirina, B-amirina, e lupeol (Medeiros,
2003; Olea e Roque, 1990; Ahmad e Rahman, 1994), juntamente com espectro
de CG/EM (Esquemas 8, 9 e 10, pags. 209, 209 e 210), o qual foi de
fundamental importancia para permitir confirmar as estruturas dos triterpenos

conhecidos 11, 12 e 13, que sdo comumente encontrados em plantas.
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Tabela 19: Dados de RMN 'C (100 MHz) dos triterpenos 11, 12 e 13 e das
substancias o-amirina, p-amirina, e lupeol, em CDCIl;. Os deslocamentos
quimicos (8) estdo em ppm.

a-amirina 1 B-amirina 12 lupeol 13
oc oc oc oc oc oc
4 38,7 38,8 38,8 38,8 38,8 38,8
40,0 38,7 40,7
10 36,9 37,6 37,1 37,2
13 139,3 140,0 1451 145,3 -
14 42,0 42,2 41,8 42,2 42,7
17 33,7 32,5 429 429
20 36,9 36,7 31,1 31,3 150,8
CH
78,8 79,4 79,0 79,4 78,9 79,4
55,2 55,2 55,3 55,3 55,2 55,2
47,4 47,3 47,7 50,3 50,4
12 124,3 124,6 121,8 121,8 - -
13 - - 38,0 38,1
18 58,9 59,1 47,3 47,3 48,9 48,8
19 39,6 39,7 - 47,9 48,0
20 39,6 39,7 - -
CH,
1 38,7 38,6 38,7 38,6 38,6 38,6
27,2 27,4 27,3 27,4 27,3 27,4
18,3 18,5 18,2
32,9 32,7 32,8 32,7 34,2 34,4
11 17,4 23,6 20,9 20,9
12 - - - - 25,0
15 28,7/26,7 26,6 26,2 26,2 27,4 27,4
16 26,6 27,0 27,1 35,5
19 - 46,9 46,6 -
21 31,2 34,8 34,7 29,8 29,7
22 41,5 41,5 37,2 37,2 39,9 40,0
29 - - 109,3 109,3
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CH;

23 28,1 28,2 28,2 28,2 27,9 28,0
24 15,6 15,6 15,5 15,5 15,3 15,4
25 15,6 15,6 15,6 15,6 16,1 16,1
26 16,8 16,9 16,9 16,9 15,9

27 23,3 23,3 26,0 14,5

28 28,1 28,1 28,0 28,0 17,9 18,0
29 23,3 23,3 33,3 33,3 -

30 21,3 21,4 23,7 23,7 19,2 19,3
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Esquema 8: Interpretagcdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da a-amirina (11); Tempo de retencéo 27,0 (34,23%).
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Esquema 9: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da B-amirina (12); Tempo de retengao 25,6 (19,24 %).
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Esquema 10: Interpretacao mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do lupeol (13); Tempo de retencao 29,1 (7,89 %).
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Figura 124: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) da mistura dos triterpenos 11,
12 e 13.
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Figura 125: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da expansao entre &y 3,0 a
3,4 da mistura dos triterpenos 11, 12 e 13.



213

Figura 126: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da expansao entre &y 5,0 a
5,3 da mistura dos triterpenos 11, 12 e 13.
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Figura 127: Espectro de RMN '*C-APT (400 MHz, CDCls) da mistura dos
triterpenos 11, 12 e 13.
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Figura 128: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCls) da expans3o entre 5¢
12,0 a 36,3 da mistura dos triterpenos 11, 12 e 13.
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Figura 129: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCls) da expans3o entre 5¢
36,3 a 60,0 da mistura dos triterpenos 11, 12 e 13.
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5.2.1.9 Substéncias 14, 15, 16, 17,18 e 19

R+

14. R: B—OH; R1: Me 16. R: p—OH
15.R: B-OH; Rq: H 19.R: =0
17. R: =0; R1: Me

18. R: =0O; R1: H

Os esterdides 14, 15, 16, 17, 18 e 19 foram isolados do extrato metandlico
das cascas das raizes de Tabernaemontana catharinensis, sendo que as duas
fracbes distintas contendo a mistura dos esterdides 14, 15 e 16, e a outra fracao
contendo a mistura dos esterdides 17, 18 e 19 ambas se apresentavam como
unica mancha em CCF utilizando varios eluentes.

Os esterdides sao freqluientemente encontrados no reino vegetal, sendo
que os mais comuns desta classe de substancias s&o o p-sitosterol (14),
campesterol (15) e o estigmasterol (16).

No entanto, quase sempre estas substancias ocorrem em misturas devido
as suas semelhancas estruturais dificultando suas separacbes, por isso na

maioria das vezes, suas identificacdes sdo feitas em misturas, principalmente
através de CG/EM e RMN 13C.

A analise dos espectros de RMN 1H (Figura 132, pag. 226) da mistura dos
esterdides 14, 15 e 16 apresentou um dupleto de linhas largas em 6y 5,37, relativo
ao hidrogénio H-6; um septeto em 6y 3,55 relativo ao hidrogénio H-3 e ainda um
grande acumulo de sinais intensos na regidao de &4 2,34 a 0,70 do espectro,
relativos aos varios grupos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos dos
esqueletos esteroidais.

Através da analise do espectro de RMN 1H (Figura 132, pag. 226) da

mistura, pode-se ainda confirmar a presenga do estigmasterol (16) notado pelas
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absorgdes dos hidrogénios vinilicos da cadeia lateral em 6y 5,04 (dd, J = 15,9 e
7,2 Hz, H-22) € 5,18 (dd, J = 15,9 e 7,2 Hz, H-23).
A distingdo entre o B-sitosterol (14), campesterol (15) (Vieira, 1995) e o

estigmasterol (16), pode ainda ser confirmada pelos sinais no espectro de RMN

13C (Figura 134, pag. 228) em o6c 121,7 e 141,1 (C-6 e C-5) presentes nos trés
esterodides, e 6¢c 129,2 e 138,2 (C-23 e C-22), presentes apenas no estigmasterol
(16).

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN 1H e RMN 13C, permitiram
uma completa atribuicdo dos sinais de cada esterdide com bastante coeréncia,
além de comparagao com os dados relatados na literatura para os dois esteréides
(Breitemeier et al., 1987), o que colaborou para a confirmagao das propostas
estruturais apresentadas.

A confirmagao final dos esterdides foi feita através da andlise de CG/EM
(Esquemas 11, 12 e 13, pags. 220, 221 e 221; Figura 130, pag. 220).
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Tabela 20: Dados de RMN C (100 MHz) dos esterdides 14, 15 e 16 e das

substancias p-sitosterol, campesterol e estigmasterol, em CDCl;. Os
deslocamentos quimicos (3) estdo em ppm.

B-sitosterol 14 campesterol 15 estigmasterol 16
C Oc Oc Oc Oc Oc Oc
1 37,3 37,1 37,3 32,1 37,3 32,1
2 31,9 31,4 31,9 31,4 31,9 31,4
3 71,8 711 71,8 711 71,8 71,1
4 42,2 42,5 42,2 42,5 42,2 42,5
5 104,7 141,0 140,7 141,0 140,7 141,0
6 121,7 1221 121,7 122,1 121,7 122,1
7 33,9 33,9 33,9 33,9 33,9 33,9
8 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,0 50,1 50,0 50,1 50,0
10 36,1 36,0 36,1 36,0 36,1 36,0
11 21,2 21,4 21,2 21,4 21,1 21,4
12 39,8 39,6 39,8 39,6 39,8 39,6
13 42,3 42,5 42,3 42,5 42,3 42,5
14 56,8 56,9 56,8 56,9 56,8 56,9
15 24,3 243 24,3 243 24,3 24,3
16 28,9 28,6 28,9 28,6 28,9 28,6
17 56,0 56,4 56,0 56,4 56,0 56,4
18 12,3 12,3 12,3
19 19,4 19,3 19,4 19,3 19,4 19,3
20 39,8 39,7 37,3 39,7 39,8 39,7
21 18,8 14,1 20,5
22 32,0 32,0 138,3 138,2
23 26,0 26,1 31,6 129,3 129,3
24 45,8 45,8 45,8 45,8 51,2 51,8
25 29,0 31,9 31,9
26 19,8 19,8 21,2 21,4 21,2 21,4
27 19,8 19,8 20,2 19,8 19,8
28 23,0 23,3 18,2 254 25,5
29 11,8 11,8 - - 11,9 11,8
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Figura 130: Cromatograma da mistura de esterdides 14, 15 e 16.
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Esquema 11: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da B-sitosterol (14); Tempo de retengéo 31,7 (37,66 %).
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Esquema 12: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do campesterol (15); Tempo de retengéo 29,5 (29,37%).
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Esquema 13: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do stigmasterol (16); Tempo de retengéo 30,1 (30,55%).
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O espectro de RMN 'H (Figura 138, pag. 232) da outra mistura contendo
os esterdides sitostenona (17), campestenona (18) e estigmastenona (19)
mostrou a auséncia do sinal septeto em torno de &4 3,55 relativo ao hidrogénio H-
3, mostrando agora um sinal multiplo em &y 32,42 relativo aos hidrogénios 2H-2,
caracteristicos de hidrogénios o-carbonilicos (Vieira, 1995). A prova final da
confirmagao dos esteréides sitostenona (17), campestenona (18) e
estigmastenona (19) contidos na mistura foi através do CG/EM (Figura 131, pag.

222; Esquemas 14, 15 e 16, pags. 223, 224 e 225) descritos a seguir.
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Figura 131: Cromatograma da mistura dos esteréides 17, 18 e 19.
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Esquema 14: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da sitostenona (17); Tempo de retengao 28,6 (30,88 %).
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Esquema 15: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do campestenona (18); Tempo de retencao 26,1 (26,63%).
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Esquema 16: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do stigmastenona (19); Tempo de retengao 26,7 (16,82%).
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Figura 132: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da mistura dos esterdides 14,
15 e 16.
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Figura 133: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da expansao entre &y 2,0 a
3,6 da mistura dos esteroides 14, 15 e 16.



228

Figura 134: Espectro de RMN 'C (400 MHz, CDCls) da mistura dos esterdides
14,15 ¢ 16.
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Figura 135: Espectro de RMN "*C (400 MHz, CDCls) da expansao entre §c 0,0 a
60,0 da mistura dos esterdides 14, 15 e 16.
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Figura 136: Espectro de RMN '*C-APT (400 MHz, CDCls) da mistura dos
esterodides 14, 15 e 16.
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Figura 137: Espectro de RMN "*C-APT (400 MHz, CDCls) da expans3o entre 5¢
10,0 a 80,0 da mistura dos esterdides 14, 15 e 16.
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Figura 138: Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da mistura dos esterdides 17,
18 e 19.
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5.3 Teste biologico de inibigcdo de enzima acetilcolinesterase

Os resultados do ensaio em microplaca da amostra 2 pelo método de

Ellman modificado encontram-se apresentados na Tabela 21, a seguir.

Tabela 21: Ensaio em microplaca da amostra 2 pelo método de Eliman

modificado

Massa da Pocos Valor de Média Desvio
amostra (mg) Absorbancia Padrao
A7 41,558
1,01 B7 40,519 41,403 0,816
C7 42,130

Os valores médios de absorbancia para o controle negativo e positivo
(fisostigmina) foram, respectivamente, 126,364 + 10,311 e 1,368 + 0,364,
correspondendo a 0 e 100% de inibigao.

O valor médio da absorbancia de 41,403 equivale ao valor da inibicao
efetiva da enzima pela amostra 2 de 50,49%.

Para a construgdo da curva de calibracdo (Figura 139, pag. 234), a
amostra 2 foi diluida nas concentragoes: 2,0; 0,5; 0,250; 0,125; 0,0625 e 0,0313
mg/mL (Anexo 1). A partir das concentracdes foi obtida a curva plotando a % de
inibicdo efetiva versus o logaritmo da concentragdo do inibidor presentes nas
solugdes do ensaio. Foram também utilizados, para construcdo desta curva, o

controle negativo, o padrdo fisostigmina e o etanol 10%.
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Figura 139: Curva de inibigdo da acetilcolinesterase pela amostra 2

O valor de Clsg (concentragdo da amostra capaz de inibir 50% da atividade
da enzima) obtido para o alcaléide 12-metdxi-N,-voachalotina foi de 2,33 x 10
MM, podendo ser considerado significativo por caracterizar uma droga potente,
uma vez que este valor se encontra inferior ao intervalo de valores de Clsg
encontrado na literatura para a galantamina (0,39 a 1,5 uM), uma substancia de
origem natural utilizada para o tratamento da doenga de Alzheimer (Seidl, 2010).

Em comparagédo com o padrao, fisostigmina, a capacidade inibitéria ainda é
muito baixa, mas os resultados s&do validos devido a busca de novos farmacos
que apresentem menores efeitos adversos e maior tempo de meia-vida. Uma
droga, para ser utilizada como farmaco inibidor da acetilcolinesterase, precisa ter
uma atividade inibitéria menor que 100%, ser reversivel, apresentar o minimo de
efeitos colaterais possiveis, além de uma biodisponibilidade razoavel (Mukherjee
et al., 2007; Schulz, 2003; Melzer, 1998).

Ainda sao necessarios testes complementares, comparando-se as
atividades da amostra 2 com as drogas atualmente em uso, em uma mesma
bateria de testes, para que se possa fazer afirmacdes sobre a efetividade desta

substancia.
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das sementes, folhas e casca das raizes da espécie
T. catharinensis permitiu isolar e identificar dezenove substancias, sendo oito
alcaldides, seis esterodides, trés triterpenos, um fenilpropandide e uma lignana.

A quimica da espécie coletada no Cerrado ndo apresentou diferengas da
espécie coletada na Mata Atlantica (mesmo sem o conhecimento da idade das
espécies), com excegao do fenilpropandide e da lignana que, apesar de
facilmente encontrados no reino vegetal, foram pela primeira vez identificados no
género Tabernaemontana. Assim como os alcaldides 3-oxoisovoacangina e 3-
oxovoacangina foram isolados pela primeira vez na espécie T. catharinensis até o
presente momento.

O resultado do teste, apesar de preliminar, apresentou-se promissor para o
alcaléide 12-metoxi-N,-voachalotina. O valor de I1Cs igual a 2,33 x 10 MM que,
quando comparado aos valores de ICsy dos principios ativos de farmacos ja
existentes no mercado, ndo se encontra a quem, apresentando, inclusive, a

mesma ordem de grandeza e estimulando, com isso, a busca por mais alcaldides
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qgue sejam promissores, ou por modificagées quimicas que possam potencializar a

atividade anticolinesterasica desses alcalodides.
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