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Resumo

Resumo

QUIMICA DE Acosmium dasycarpum: IDENTIFICACAO DE ALCALOIDES
QUINOLIZIDINICOS POR CG-EM - O presente trabalho relata a identificacdo de
alcaldides quinolizidinicos (AQ) além de outros metabdlitos secundarios néo
alcaloidicos encontrados nessa planta, e tece comentarios sobre o provavel caminho
biossintético de alcaldides quinilozidinicos. O estudo fitoquimico resultou no
isolamento de 26 substancias sendo 9 alcaldides quinolizidinicos: homo-6-
epipodopetalina, acosmina, acosminina, dasicarpumina, bowdequina, panascomina;
mistura de lupanina e lupanocosmina e 24-metil-homo-6-epipodopetalina, esta ultima
€ nova na literatura, duas estiril pironas: 12-O-desmetiliangonina, 12-O-BD-
glicopiranosil demetiliangonina; dois triterpenos: lupenona e lupeol, este em grande
quantidade e a mistura dos esteroides: sistosterol, campesterol e estigmasterol,
além do &acido clorogénico: acido 5-O-cafeoilquinico. Foram isolados também o
derivado 2,3-diidrobenzofurano: bowdenol e uma mistura contendo oito ésteres de
acidos graxos de bowdenol: miristato de bowdenila, pentadecanoato de bowdenila,
palmitoleato de bowdenila, palmitato de bowdenila, margarato de bowdenila,
linoleato de bowdenila, oleato de bowdenila e estearato de bowdenila.

O estudo do extrato metandlico da raiz da Acosmium dasycarpum utilizando CG-EM,
permitiu identificar 30 alcaldides quinolizidinicos: a-isoesparteina, [(B-isoesparteina,
esparteina, 5,6 diidroesparteina, amodendrina, 4-hidroxiesparteina, N-
metiangustifolina, lupanina, afilina, multiflorina, homo-6-epipodopetalina, 18-
epipiptantina, piptantina, podopetalina, homo-6-epipodopetalina, homoormosanina,
ormosanina, homo-18-epiamazonina, homo-18-epipiptantina, homopodoetalina,
homopiptantina, lupanocosmina, dasicarpumina, acosmina, panascosmina,
acosminina, santanina, isodasinina, dasinina e dasicosmina, as quatro ultimas sao
substancia inéditas. Foi sugerida uma provavel biogénese para os alcaldides

quinolizidinicos com esqueleto lupinico, diaza-adamantano e acosminico.



Resumo

Abstract

CHEMISTRY OF Acosmium dasycarpum: IDENTIFICATION OF QUINOLIZIDINE
ALKALOIDS BY GC-MS - This work reports the identification of quinolizidine
alkaloids (QA) and other non-alkaloidal secondary metabolites found in plants, and a
discussion on the likely biosynthetic pathway of quinolizidine alkaloids.
Phytochemical study of A. dasycarpum resulted in the isolation of 26 substances, 9
of them quinolizidine alkaloids: homo-6-epipodopetaline, acosmine, acosminine,
dasycarpumine, bowdechine, panascomine, a mixture of Iupanine and
lupanocosmine and 24-methyl-homo-6-epipodopetaline, the later reported for the first
time in the literature; two styryl a-pyrones: 12-O-desmethylyangonine and 12-O-BD-
glucopyranosyldesmethylyangonine; two triterpenes: lupenone and lupeol, the later in
large amounts; a mixture of steroids: sistosterol, campesterol and stigmasterol, and a
chlorogenic acid: 5-O-cafeoilquinic acid. It was also isolated 2,3-dihidrobenzofuran
derivatives: bowdenol and a mixture containing eight fatty acid esters of bowdenol,
bowdenyl myristate, pentadecanoate, palmitoleate, palmitate, margarate,
linoleate, oleate and stearate esters . The investigation of the methanol extract from
the of roots of Acosmium dasycarpum using GC-MS, led to detect 30 quinolizidine
alkaloids: a-isosparteine, B-sparteine, 5,6 dehydrosparteine, sparteine,
ammodendrine, 4-hydroxysparteine, N- methyl angustifoline, lupanine, aphylline,
multiflorine, homo-6-epipodopetaline, 18-epipiptanthine, piptanthine, podopetaline,
ormosanine, homosweetinine, homoormosanine, homo-18-epiamazonine,
homopiptanthine, homo-18-epipiptanthine, homopodopetaline, lupanocosmine,
dasycarpumine, dasycosmine, acosmine, panascosmine and acosminine, santanine,
isodasinine, dasinine and dasycosmine, the last four are compounds are reported
here for the first time. It has been suggested a possible biogenesis for the

quinolizidine alkaloids with lupine, acosmine and diazo-adamantane skeleta.
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Introducéio

1-Introducao

A sobrevivéncia das espécies tornou-se um problema relativamente grave
para a humanidade, pois a situagdo ecolégica do mundo que vivemos complica-se
cada vez mais. Ndo é somente o uso dos ambientes naturais que esta sendo
ameacado, mas também todos aqueles aos quais 0 homem pode se adequar.

Dramatico revela-se o fato do homem civilizado aparecer como o
grande responsavel pelo desequilibrio do meio ja que, crescendo em numero e
ambicdo, ocupa 0 meio empobrecido e ndo consegue criar novas condi¢gdes de
sobrevivéncia. Atualmente o homem esta causando modificacbes ambientais que
poderdo trazer graves consequéncias para a humanidade. Como exemplo podemos
citar o desmatamento. Trata-se de um dos atos que podem gerar graves prejuizos,
pois favorece erosdes, enchentes e mudangas locais de clima, influenciando
significativamente no desenvolvimento das civilizagbes.

A pratica da queimada, que afeta em demasia o equilibrio bidtico das
areas, atividade para o preparo do solo, parece estar longe de ser controlada. A
devastagdo da flora ocasiona agressdao semelhante com a fauna. Ja nos anos
setenta, focalizando este assunto, Lanzer (1976) declarou que: “A medida que as
florestas desaparecem, dando lugar as formag¢des campestres com abundancia de
gramineas, as espécies frugivoras, por exemplo, vao desaparecendo, enquanto as
gramivoras se multiplicam”.

Nao resta duvida que, a humanidade deve muito a descoberta e
aplicagao de inseticidas. Eles permitiram controlar perigosos parasitos da agricultura
e da pecuaria, bem como eliminar ou pelo menos diminuir a incidéncia de certas
doengas, como a malaria e dengue. Entretanto o uso abusivo desses produtos
ocasiona consequéncias deploraveis, tais como:

1 — eliminacéo de insetos predadores dos parasitos;

2 — O exterminio repentino de insetos que contribuem
significativamente para o equilibrio ecoldgico;

3 — Aparecimento de residuos de inseticidas em massa de agua.

A eliminagao de insetos predadores favorece aos parasitos, que poderao
se multiplicar mais rapidamente e formar muitas vezes verdadeiras "nuvens de

insetos destruidores”, capazes de em pouco tempo devastar toda e qualquer cultura.
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O exterminio repentino de insetos que servem de alimentos para a
grande maioria de aves ameaca a sobrevivéncia destas e da propria ninhada.

O despejo de residuos de inseticidas em lagos, rios e mares séo
altamente prejudiciais, para a vida dos animais e plantas que neles habitam. Os
peixes, ao entrarem em contato com certos inseticidas podem morrer
imediatamente, as aves que se alimentam destes peixes, ou de qualquer outro
pescado contaminado, poderdo ser vitimas de perturbagdes fisiologicas. A
perturbacdo do mecanismo da reproducao podera conduzir fatalmente a extincéo de
algumas espécies.

Como se pode perceber, o homem ao combater indiscriminadamente, a
qualquer preco, aqueles seres vivos que considera nocivo, perde de vista o sistema
biolégico como um todo. Entdo devastando, envenenando e poluindo, prejudica o
seu proprio ambiente. Ha necessidade urgente de uma conscientizagado e,
principalmente, uma tomada de posicdo de forma séria e decidida, para respeitar o
necessario equilibrio ecoldgico e evitar que a irreversibilidade consuma o homem no
préprio ambiente que ele alterou para sobreviver.

Felizmente, a ciéncia moderna, busca solucionar racionalmente os
problemas cruciais que afligem as populagdes do nosso planeta. As investigacoes
cientificas orientam-se mais e mais no sentido de desvendar, aprender e, sobretudo
compreender 0s processos naturais, para que possa imita-los na medida do
possivel.

O quimico de produtos naturais desempenha atividade neste sentido,
através do isolamento, da determinagao estrutural dos componentes naturais, além
do esclarecimento de sequéncias biossintéticas. No estudo dos produtos naturais
tem sido encontrada grande diversidade de estruturas quimicas, assim como de
atividades bioldgicas importantes, que podem servir como fontes para modelos na
sintese e desenvolvimento de substancias bioativas (BARREIRO 2008).

Esta atividade tem, portanto interesse cientifico, tecnolégico e industrial, uma
vez que as plantas tém proporcionado os elementos essenciais da vida, incluindo os
alimentos, matérias primas para o fabrico de vestuario e abrigos, e agentes médicos
para o alivio de doenca, contribuindo assim, para melhorar a qualidade de vida da

humanidade.
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A adequacao da natureza as necessidades de sobrevivéncia e perpetuacao

das espécies, inclusive a humana, proporciona a pesquisa em produtos naturais

varios objetivos tais como:

Quimiotaxonomia vegetal: a presenga de algumas substancias organicas,
em alta ou baixa concentracdo, indica que as espécies que as sintetizam
possuem uma rota biossintética especifica, além de um gene ou conjuntos
de genes especificos que as controlam. Estas observagdes sao importantes
no estudo da evolugao, pois neste processo, muitas combinacdes de fatores
internos e externos, tais como mutagdes, recombinagdes génicas e selegao
estdo presentes. A existéncia de um padrdao comum no metabolismo de
moléculas orgénicas pode sustentar evidéncias mais concretas de
parentesco do que a similaridade morfolégica, que podem tanto ser devidas
a ancestrais comuns quanto a evolugéo convergente (POSER e MENTZ
2007). De maneira geral, a quimiotaxonomia € de grande interesse para os
sistemas de classificagao vegetal, mas tem sua maior contribuicdo na area
quimico-farmacéutica, uma vez que aliada a etnofarmacologia, tem
permitido a descoberta de novas substancias de origem vegetal (SIMOES et
al. 2007).

b) Quimico-farmacoldégico: uma planta utilizada como medicamento é
considerada xenobidtico (LAPA et al. 2007), introduzido no organismo
humano com finalidades terapéuticas. Como todo corpo estranho, os
produtos de sua biotransformacido, s&o potencialmente toxicos e assim
devem ser considerados até prova em contrario. O uso popular € mesmo o
tradicional ndo sao suficientes para validar eticamente as plantas medicinais
como recurso terapéutico eficaz e seguro. As finalidades do uso devem ser
fundamentadas em evidéncias experimentais comprobatérias de que os
riscos a que se expdem as pessoas que a utilizam sejam muitos inferiores
aos beneficios esperados. A biossintese dos metabdlitos secundarios é
controlada por fatores do ecossistema, o que indica que os efeitos biolégicos
produzidos por uma mesma espécie vegetal podem ser diferentes. Apenas a
identificacdo botanica é insuficiente para garantir a atividade medicinal
esperada de uma determinada planta, sendo a caracterizagdo quimica e as

acdes farmacoldgicas reveladas pelos compostos vegetais de extrema
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necessidade, além de servirem como protétipos ou modelos para as drogas
sintéticas (BARREIRO et al. 2007).

c) Bioquimica e biotecnologia: o estudo sobre a bioquimica vegetal
permite maior conhecimento a respeito das estruturas das enzimas, seu
modo de acéo, inibicdo, entre outras caracteristicas (PUPO 1997). Com o
desenvolvimento da biotecnologia através das técnicas genética as plantas
podem tornar resistentes a doencas ou aumentar a produ¢cado de metabdlitos
desejaveis, em culturas de células ou tecidos vegetais. Assim o
conhecimento da biossintese se torna fundamental, possibilitando, sob
determinadas condigdes, o direcionamento de uma porgao significativa do
fluxo metabdlico para a sintese de substancia de interesse ou produzindo-
as a partir de precursores mais simples, viabilizando maiores rendimentos
na producao destes metabdlitos (VITALI et al. 2001, VERPOORTE 2001).
d) Ecologia quimica: permite melhor entendimento das interagdes entre os
organismos vivos e deste com o ambiente. Os metabdlitos secundarios séo
reconhecidamente importantes mediadores de interagdes ecoldgicas.
Muitas substancias s&o conhecidas por suas atividades protetoras,

atraentes ou hormonais entre os insetos (VIEIRA et al. 2007).

1.1 - A Familia Fabaceae

Leguminoseae compreende 650 géneros e 18.000 espécies, distribuida
em todo mundo. Em importancia econémica s6 perde para as Gramineae e ocupa o
terceiro lugar em tamanho atras das Orchidaceae e Asteraceae (SAGEN 2002).
Embora seja uma familia quase cosmopolita, sua diversidade esta centrada mais
nas regides tropicais e subtropicais, sendo que no Brasil ha 196 géneros (CORADIN
1995).

A familia Leguminoseae esta dividida em trés subfamilias distintas entre si:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, sendo esta ultima a maior delas,
com cerca de 400 géneros e 12.000 espécies distribuidas em 32 tribos (BALANDRIN
1982), que passou a ser denominada de familia Fabaceae. (CRONQUIST 1981).

Os alcaldides quinolizidinicos estao presentes nas 10 tribos mais primitivas da
familia Fabaceae, tendo grande significado quimico-sistematico (KINGHORN et al.
1988) e estdo ausentes nas plantas das familias Caesalpinioideae e Mimosoideae

(GOMES et al. 1981). Além de 120 estruturas destes alcaldides ja foram isoladas e
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caracterizadas em mais de 35 géneros (KINGHORN et al. 1982). Estes alcal6ides
tém grande interesse porque muitos sao toxicos para os animais e seres humanos
(BALANDRIN 1982; KINGHORN et al. 1982), porém alguns deles apresentam
atividades farmacoldgicas potencialmente uteis. (TABELA 1.1, FIGURA 1.1)

TABELA 1.1 — Exemplos de alcal6ides quinolizidinicos com atividade biologica

Alcaldide Atividade Referencias

Esparteina Uterotdnica, estimulante/depressora SAITO 1994 e
respiratoria, anti-arritmica, diurética, BALANDRIN 1982
hipoglicemiante.

Lupanina Anti—arritmica, hipotensiva, BALANDRIN 1982
hipoglicemiante
13- Hidroxilupanina Anti —arritmica, hipotensiva BALANDRIN 1982
Multiflorina Depressora do SNC BALANDRIN 1982
Anagirina Teratogénica BALANDRIN 1982
Citisina Teratogénica, alucinogénica, BALANDRIN 1982

estimulante respiratério.

x N
Multiflorina

R!=H,; R?=R®=H Esparteina
R!}=0;R?=R®=H Lupanina
R!= 0; R?=H; R®= OH 13-Hidroxilupanina

O Citisina

FIGURA 1.1 — Estruturas de alcaldides quinolizidinicos biologicamente ativos.
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1.1.2 — Género Acosmium

O género Acosmium possui 18 espécies, tendo como habitat desde o sudeste
do México até o nordeste da Argentina, porém a maioria das espécies encontra-se
no Brasil. Ele é o mais primitivo género das Fabaceae, conhecida por biossintetizar
alcaldides quinolizidinicos. Ha evidencias de fésseis coletados no Brasil, Bolivia e na
Patagobnia regido da Argentina indicando que Acosmium ja existia na América do Sul
desde o ultimo Pleoceno (10 — 2,5 milhdes de anos), e provavelmente desde o
Mioceno (27 -10 milhées de anos) (BALANDRIN 1982).

Dentre os géneros de Fabaceae, Acosmium, pertence a tribo Cadieae, uma
das mais primitivas. Este género ocupa, ainda, posi¢cado intermediaria e exibe
caracteres de transicdo entre as subfamilias Caesalpinioideae e Papilionoideae
(RODRIGUES 1996, BARROSO 1991). Yakolev, em 1969, realizou a revisao
taxondmica dos géneros Acosmium e Sweetia, estabelecendo seus limites, até
entao confundidos (RODRIGUES 1996).

Trevisan (2002) relacionou as espécies de Acosmium mais usadas
popularmente, A. dasycarpum, A. panamense e A. sublegans. (TABELA 1.2). Nota-
se o0 amplo uso como remédio, tendo agdo como antitérmico até depressora do

sistema nervoso central (SNC), como também, anticancerigena e hipoglicemiante.

TABELA 1.2 — Utilizagdo popular de algumas espécies de Acosmium

Espécie Parte da Indicacdo popular
planta

Casca da [Tranquilizante, hipotensor, sedativo, anti-neoplasico,
. anti-epiléptico, anti-sifilico, anti-reumatico e anti-
A. raiz infeccioso cutaneo

dasycarpum

Folhas Diurético

Antitérmico, contra enxaqueca, asma, histeria,
Flores |eclampsia, dismenorréia, desequilibrios
A. neurovegetativos, espasmos da musculatura lisa

panamense

Casca da [|Anticatarral, antitussigeno, antimalarico, antifrebifugo,
raiz e do [anti-sifilitico e hipoglicemiante

caule
A Casca da .antl-eplleptlcoi antl-smll_tlco, antl-reymatlpo e.antl-
raiz. do Caulemfecuoso cutaneo, anti-espasmadico, histeria, asma
subelegans e’folhas e desequilibrios neurovegetativos
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Os estudos farmacoldogicos realizados nesses géneros foram feitos
principalmente nos extratos brutos e fragdes alcaloidicas (TREVISAN 2002).

Em Acosmium ha predominancia de alcaldides quinolizidinicos (BALANDRIN
1982, NUZZILARD et al. 1999, VEITCH et al. 1997, OLIVEIRA et al. 1994)

(FIGURAS 1.2 a 1.4). Isolaram-se o cafeico e seu ester etilico, triterpéno, estiril

pirbna e seus derivados glicosilados (BALANDRIN 1982, SILVA et al. 2001,
WIEDENFELD 2003), além de pterocarpanos (SILVA et al. 2001) (FIGURA 1.5).

H
N
N H
H

esparteina 5,6-desidroesparteina angustiflorina

H
N
X H

multiflorina

4

HOW,, H N
N OMe o
H
4a-hidroxiesparteina 4-hidroxi-13-metoxilupanina tetraidrorombifolina
N OMe OMe
H
o] o]
Aloperina 13B-metoxilupanina 3B,4a-diidroxi-133-metoxilupanina

OMe

4a-angeloiloxi-3p3-hidroxi-13 -metoxilupanina

FIGURA 1.2 — Alcaldides quinolizidinicos do tipo esparteinico encontrados em
Acosmium



Introducéio

podopetalina homopodopetalina 6-epipodopetaliana

d

H

homo-6-epipodopetalina 18-epipiptantina homo-18-epipiptantina

ormosanina

FIGURA 1.3 — Alcaldéides quinolizidinicos do tipo ormosinico encontrados em

Acosmium
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H

)I\N
I
H
acosmina*’ acosminina acosmina* 2
S
A
N\"/CH3
(@]
Acetato de acosmina lupanocosmina

FIGURA 1.4 — Alcaldides quinolizidinicos do tipo acosminicos e diazaadamantano

encontrados em Acosmium (*tem o mesmo nome).

Ha relatos na literatura de dois alcaldides quinolizidinicos com o mesmo
nome “acosmina’, embora tenham estrutura quimica diferentes, acosmina** tem o
esqueleto diazaadamantano e foi relatado por Nuzzilard em 1999, enquanto
acosmina*' apresenta o esqueleto acosminico e foi identificado em 1982 por
Balandrin. Michael (2001) credita este equivoco ao fato de acosmina*' nao ter sido

publicado em uma literatura especializada.
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i
H
N~ N0CH,CHs

cafeato de etila

i
H N R= R]_: H
OH R = R;= OMe
H R =OMe R;= OH
acido cafeico
OCH3 R=0H desmetiliagonina
CH,OH
N 0
HOHO O 4'0-B-D-glicopi ild tili i
R= ; 'O-B-D-glicopiranosil desmetiliangonina
A o o o B-D-glicop g
R CHZOHO
HO
HO. -
HO
o] S . - .
R= C/H 6",4'0-B-D-diglicopiranosil desmetiliangonina
e
HO
HO

FIGURA 1.5 — Estruturas quimicas das substancias isoladas de Acosmium.
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1.1.3 - Acosmium dasycarpum.

Das espécies de Acosmium, A. dasycarpum é restrita as regidées central e
nordeste do Brasil, tendo ocorréncia no cerrado brasileiro entre os estados da Bahia,
Minas Gerais, Mato Grosso Goias e Sdo Paulo (LORENZI 1998, BRIDGEWATER e
STIRTON 1997) (FIGURA 1.6)

FIGURA 1.6 — Distribuicdo de Acosmium dasycarpum

A. dasycarpum € uma arvore de pequeno porte (FIGURA 1.7), dotada de
copa pequena, tronco tortuoso com casca suberosa, flores brancas e frutos legume
(vagem achatada), e floresce durante os meses de novembro e dezembro.

E conhecida popularmente como perobinha, chapada, pau-paratudo,
genciana (LEWIS 1987, LORENZI 1998, RODRIGUES 1996). De acordo com
Barroso (1991) o significado de acosmium € “sem adorno”, referindo-se as flores
diminutas.

A espécie A. dasycarpum foi estudada anteriormente (BRAZ FILHO 1979,
AFIATPOUR 1990, PARIZOTTO 2003, TREVISAN et al. 2008), permitindo o
isolamento de alcaldides quinolizidinicos, triterpeno, estirilpirona e isoflavona
(FIGURA 1.8). A analise feita por Afiatpour (1990) para os alcaldéides Adf; e Adfs ndo
foram conclusivas e foram comprovadas posteriormente que se tratavam dos

alcalbides acosmina e lupanocosmina (TREVISAN 2002).
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O presente trabalho relata a identificacdo de alcaldides quinolizidinicos
(AQ) além de outros metabdlitos secundarios ndo alcaloidicos encontrados nessa
planta, e tece comentarios sobre o provavel caminho biossintético de alcalbides

quinolizidinicos.

FIGURA 1.7 — Foto Acosmium dasycarpum . Fonte: autor.
1) Planta adulta. 2) Vagem. 3) Raiz. 4) Casca da raiz.
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N
"™OH
A A
N\"/CH3 N\n/CH3
0] 0]
acosmina acosminina lupanocosmina

A

N\n/CH3

(0]
panascomina

lupanina

OCH3

HO

4-desmetiliangonina

N—

4" 7'dihidroxi-3'-metoxi-isoflavona Adf,

FIGURA 1.8 — Estruturas quimicas das substancias isoladas de Acosmium

dasycarpum
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Objetivos

2 — Objetivos

* Realizar estudo fitoquimico da casca da raiz de Acosmium dasycarpum

% Desenvolvimento de modelos para identificar alcaloides quinolizidinicos
por CG/EM

% Andlise do perfil quimico, com a finalidade de contribuir para

conhecimento quimico do género Acosmium.
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Resultados e Discussdes

3 — Resultados e Discussoes

3.1 — Substancias identificadas.

Acosmina (3) Acosminina (4)

Lupanocosmina (5) Dasicarpumina (6)

OMe
Me

MeO

Bowdequina (7)
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TR

N\n/CH3
o]
Lupanina (8) Panascomina (9)
OCH3
B 0
A o o HO\V/“\Ti::I:::]/A§§/u\ocH3
R o
R =H 12-O-Desmetiliangonina (10) Bowdenol (12)
R = 3-D-Glicopiranosil Panamin (11)
o)
R X OCH3
o
R = Tetradecanoll Miristato de bowdenila (13)
R = Pentadecanoll Pentadecanoato de bowdenila (14
R = 9-Hexadecenoil Palmitoleato de bowdenila (15)
R = Hexadecanoll Palmitato de bowdenila (16)
R = Heptadecanoil Margarato de bowdenila (17)
R = 9,12-Octadecadienoil  Linoleato de bowdenila (18)
R = 9-Octadecenoaoil Oleato de bowdenila (19)
R = Octadecanoil Estearato de bowdenila (20)

0 OH
/ OH
H (o] COOH
H
HO

Acido 5-O-cafeoilquinico (21) Campesterol (22)
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Lupeol (23) Lupenona (24)

Multiflorina (27) N-Metilangustifolina (28)

Esparteina (30)

B-Isoesparteina (31) 5,6-Desidroesparteina (32)
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18-Epipiptantina (39) Homo-18-epipiptantina (40)

6-Epipodopetalina (41)

20



Resultados e Discussdes

Piptantina (42) Homopiptantina (43)
H N /)
N
4-Hidroxiesparteina (44) Santanina (45)

Dasinina (47)

Dasicosmina (48) Amodrendrina (49)
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3.2.1 — ldentificacagao estrutural do homo -6-epipodopetalina (1)

(1)

A substancia 1 apresentou-se como um sélido branco, que na analise em

CCDA mostrou coloragdo amarelado quando revelado com reagente de Dragendorff,
sugerindo tratar-se de um alcaldide, que foi identificado por EM e experimento de
RMN em uma e duas dimensdes.

O EM (FIGURA 3.2.1.1 ESQUEMA 3.2.1.1) apresentou um pico em m/z
327, que foi atribuido ao ion molecular, indicando a presenca de atomos de
nitrogénio em numero impar, esta informagao, associada a 21 atomos de carbono
apresentado pelo RMN *C (FIGURA 3.2.1.2), permitiu sugerir que a substancia 1
tem a formula molecular C,1H33Ns.

O espectro de RMN "H (FIGURA 3.2.1.3) apresentou um acumulo de sinais
em sua regido mais blindada, especificamente entre 2,50 e 1,0 8, porém observou-
se a presenga de dois dubletos, em um sistema AX de acoplamento de spin, em
3,70 & (1H) e 2,37 ® (1H) com constante de acoplamento 8,4 Hz. Foi observado
ainda, um dubleto em 5,31 6 (1H) J = 6,0 Hz, caracteristico de hidrogénios olefinicos.

No espectro de RMN *C foram observados sinais relativos a dois carbonos
sp? (136,79 e 119,64 §) e outros 19 carbonos sp°. Desta forma a analise do EM e
dos espectros de RMN 'H e RMN *C permitiram sugerir que esta substancia
pudesse ser um alcaldide quinolizidinico monoinsaturado do tipo ormosinico (51).
Este tipo de alcaldide, de acordo com BHACCA et al. (1983), possui arranjo
estrutural incomum, apresentando apenas atomos de carbono, hidrogénio e
nitrogénio. A auséncia de atomos do oxigénio dificulta a identificacdo detalhada
deste tipo de esqueleto, ficando limitadas as analises por difracdo de Raio — X e
sintese total.

Através da analise dos dados de RM™C (TABELA 3.2.1.1) pode-se confirmar a
presenga da dupla ligagdo entre os Cqs.47 da substéncia 1, uma vez que seus
deslocamentos quimicos e atribuicoes sao diferentes daqueles sem insaturacédo de

Homoormosanina (38) e muito semelhantes aqueles da podopetalina (35) com
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insaturagcdo. Confirma ainda, através do sinal em 82,3 & que 1 apresenta um
carbono metilénico entre dois atomos de nitrogénio, justificando a presengca de um
atomo de carbono mais desblindado. A auséncia do sinal referente ao Hy4, na

estrutura (Podopetalina), corrobora essa possibilidade.

(50)

TABELA 3.2.1.1 - 3¢ de 1: comparagao com homoormosanina (38) (MAI LE et al.
2005);Podopetalina (35) (MARINHO et al. 1994) e homo-6-epipodopetalina (1)
(TREVISAN 2002)

c oc (1) oc (38) dc (39) oc (1)
(100 MHz; CDCls) (150 MHz; CDCls) (50 MHz; CDCl;) | (50 MHz; CDCls)
2 56,3 55,67 55,1 56,33
3 24,8 25,74 27,3 24,96
4 24,6 25,10 25,2 24,69
5 33,4 34,59 33,4 33,57
6 66,6 65,11 59,4 66,10
7 35,9 35,47 36,2 36,03
8 29,7 30,16 28,3 29,90
9 36,4 36,58 40,1 36,34
10 57,8 63,43 53,8 57,87
11 72,5 68,34 64,1 71,29
13 52,1 53,34 46,5 53,74
14 25,2 25,10 26,7 25,96
15 32,3 32,18 28,9 32,25
16 136,7 31,67 137,5 135,89
17 119,6 37,97 125,0 119,89
18 70,9 66,78 62,3 71,52
19 25,4 16,56 26,9 25,62
20 24,2 25,57 22,6 24,25
21 25,0 19,80 25,4 25,23
22 53,9 53,48 47,6 52,64
24 82,3 69,98 - 82,69
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O mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.2.1.4) permitiu que fossem
determinadas algumas correlagbes C-H a 'J para o alcaldide 1, como mostra a
(TABELA 4.2.1.2.) Entretanto, grande parte das correlagdes relativas ao esqueleto

ormosinico (51) , ndo pode ser determinada devido a sobreposi¢gao de sinais.

TABELA 3.2.1.2 - Correlacdes a 'J para o alcaldide 1

Posicdes OH

Ha 2,89 (m, 1H)

2 56,3
Hb 2,2(m, 1H)
6 66,6 1,7 (m, 1H)
Ha 3,50 (dI, J = 13,22 Hz, 1H)
10 57,8

Hb 2,17 (m, 1H)
11 72,5 2,21 (s, 1H)
Ha 2,89 (m,1H)

13 52,1

Hb 1,85 (m, 1H)
17 119,6 5,31 (d, J = 6,0 Hz, 1H)
18 70,9 1,66 (M, 1H)

Ha 2,76 (dI, J = 13,24 Hz, 1H)

22 53,9

Hb 1,87 (m, 1H)

Ha 3,70 (d, J = 8,42 Hz, 1H)

24 82,3

Hb 2,37 (d, J = 8,42 Hz, 1H)

De acordo com BALANDRIN (1982), a estereoquimica de H-6, H-11 e H-18,
pode ser determinada , através do sinal de 3,50 dubleto largo (J1pe10a= 13,24 Hz €
com um acoplamento a longa distancia em W com H-8) que foi atribuido a H-10eq,
ele é fortemente desblindado ndo s6 por estar proximo ao N-1, como também por
estar no campo de desprotecado dos pares de elétrons nao ligantes em syn diaxial
(efeito orelha de coelho) do N-12 e N-23 (FIGURA 3.2.1.6). Para que esse efeito
seja observado € necessario que H-6, H-11 e H-18 ocupe as posigdes como mostra
a FIGURA (3.2.1.6). Esse efeito ndo € observado na homopodopetalina (36) onde os
deslocamentos quimicos de H-10eq e H-10ax sdo respectivamente 2,73 e 2.51 &
(MAI LE 2005).
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A estrutura proposta para 1 foi compativel com as fragmentagdes
apresentas no espectro de massa. (FIGURA 3.2.1.1 e ESQUEMA 3.2.1.1).

De acordo com os dados da literatura e a analise realizada para o
composto 1, este foi determinado como sendo o homo-6-epipodopetalina, e foi

identificado por BALANDRIN (1982)

m/z 326

Z
\—
( ez=
=2Ze :

m/z 98 m/z 243
(100%)

m/z 229

ESQUEMA 3.2.1.1 - Proposta de fragmentagdo de massas (IE = 70 eV) para 1.
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FIGURA 3.2.1.2 — Espectro de RMN "*C do alcaldide quinolizidinico 1
(CDCl3 100MHz)
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FIGURA 3.2.1.3 — Espectro de RMN 'H do alcaldide quinolizidinico 1
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FIGURA 3.2.1.4 — Mapa de contorno de HSQC do alcaldide quinolizidinico 1
(CDCI3 400MHz)
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FIGURA 3.2.1.5 — Mapa de contorno ampliado de HSQC do alcaldide

quinolizidinico 1 (CDCI; 400MHz)
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FIGURA 3.2.1.6 - Trés representacdes da homo-6-epipodopetalina
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3.2.2 — Elucidagao estrutural do 24-metilomo-6-epipodopetalina (2)

A substancia 2 apresentou-se como um soélido branco, que na analise
em CCDA mostrou coloragdo amarelada quando revelado com reagente de
Dragendorff, sugerindo tratar-se de um alcaldide.

O EM de 2 (FIGURA 3.2.2.1) apresentou um pico em m/z 341, que
foi atribuido ao ion molecular, indicando a presengca de atomos de nitrogénio em
numero impar, esta informacgao, associada a 22 atomos de carbono apresentado
pelo RMN *C (FIGURA 3.2.2.2), é compativel com a férmula molecular CxH3sN3

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.2.2.3 e TABELA 3.2.2.1) de 2
mostrou-se bastante similar ao do alcaldide 1. Foi observado um acumulo de sinais
em sua regiao mais blindada do espectro, especificamente entre 2,20 e 1,0 5, porém
observou-se, a presencga de um dubleto em 5,33 6 (1H) J = 5,62 Hz, caracteristico
de hidrogénio olefinico.

A andlise conjunta dos experimentos de RMN '*C e DEPT 135
FIGURA (3.2.2.4) indicou que existiam 2 carbonos olefinicos em 136,9 e 120,2 &
onde este ultimo ligado a hidrogénio e o primeiro ndo hidrogenado; 20 carbonos
sp® ' sendo 1 quaternario em 25,8; 1 carbono primario em 19,8; 5 carbonos
monoidrogenados (83,3, 71,4, 70,7, 66,3 e 35,6 d) e 13 carbonos diidrogenados,
num total de 22 carbonos. Esses dados aliados a analise de EM (ESQUEMA
3.2.2.1), leva a sugestao de que 2 é um alcaloide quinolizidinico monoinsaturado do
tipo ormosinico.

A analise do espectro de RMN "H, RMN *C e do mapa de contorno de
HSQC (FIGURA 3.2.2.5) do alcaldide 2, permitiu que fossem determinadas algumas

correlagdes C-H a 'J para o alcaléide 2 como mostra a (TABELA 3.2.2.1)
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TABELA 3.2.2.1 - Correlacbes a 'J para o alcaldide 2

Ha 2,85 (m, 1H)

2 56,5
Hb 1,89 (m, 1H)
6 66,3 1,71 (m, 1H))
3,46 (dI, J = 9,6 Hz, 1H)
10 57,7
1,96 (m, 1H)
11 70,7 2,31 (s,1H)
Ha 3,26 (m, 1H)
13 52.1
Hb 1,68 (m 1H)
17 120,2 5,33 (d, J = 5,63 Hz, 1H)
18 71,4 1,72 (sl, 1H)
Ha 3,15 (m, 1H)
22 53,5
Hb 1,65 (m, 1H)
24 83,3 2,32 (q, J = 5,26 Hz, 1H)
25 19,8 1,34 (d, J = 5,26 Hz, 3H)

Quando se comparam os deslocamentos quimicos de "*C da homo-6-
epipodopetalina (1) com o composto (2) (TABELA 3.2.2.2) é possivel deduzir que o
alcaléide em questdo é semelhante a 1 tendo um grupamento metilico ligado ao C-
24,
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TABELA 3.2.2.2 - ¢ de 2: comparagao com homo-6-epipodopetalina (1)

| € towsoooy  cowmeooy |
(100 MHz; CDCl,) (100 MHz; CDCl,)
2 56,5 56,4
3 24.8 24,8
4 24,8 247
5 33,8 33,4
6 66,3 66,3
7 35,6 35,9
8 29,9 29,7
9 35,9 36,4
10 57,7 57,7
11 70,7 72,3
13 52,1 52,5
14 25,9 25,5
15 32,6 32,3
16 136,9 135,8
17 120,2 119,6
18 71,4 71,1
19 25,8 25,2
20 24,6 24,2
21 25,5 25,0
22 53,5 53,7
24 83,3 82,6
25 19,8 -

No espectro de RMN "H do composto 2 observou-se um dubleto tipico de
metila em 1,34 5 (J = 5,26 Hz) e um quarteto 2,32 6 (J = 5,26 Hz ). Observou-se no
espectro de COSY (FIGURA 3.2.2.6) que estes sinais correlacionam-se entre si. No
mapa de contorno de HSQC de 2, estes hidrogénios correlacionaram-se com o0s
carbonos metilico em 19,83 6 e metinico em 83,36 5 respectivamente. Estes sinais

de carbonos foram confirmados como CH; e CH pelo espectro de DEPT 135
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(FIGURA 3.2.2.4). No mapa de contorno de HMBC (FIGURA 3.2.2.7) observou-se a
correlagdo do hidrogénio metinico em 2,32 5 (H-24) com os carbonos em 70,73;
53,59; 52,12; e 19,83 5; e a correlacdo do H em 3,15 6 com os carbonos 71,46 e
25,81.

Essas informagdes permitiram sugerir que o grupamento -CHs; esta ligado ao
C-24, em substituigdo ao hidrogénio mais desblindado da homo-6-epipodopetalina
(1), e estabelecer as atribuigbes para os carbonos C-11, C-13, C-18, C-21 e C-22 em
70,73; 52,22; 71,46; 25,81 e 53,59 & respectivamente. Esta proposicdo encontra
suporte no EM através do fragmento em m/z 112

A configuracao de H-6, H-11 e H-18, podem ser determinadas, utilizando o
mesmo argumento anterior para 1. Através do sinal em 3,46 6 dubleto largo (J10e.10a
= 9,6 Hz e com um acoplamento a longa distancia em W com H-8) que foi atribuido a
H-10eq, ele é fortemente desblindado ndo s6 por estar préximo ao N-1, como
também por estar no campo de desprotegao dos pares de elétrons nao ligantes em
syn diaxial (efeito orelha de coelho) do N-12 e N-23 (FIGURA 3.2.2.8). Para que
esse efeito seja observado é necessario que a estereoquimica de H-6, H-11 e H-18

ocupe as posi¢gdes como mostra a FIGURA (3.2.2.8)
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FIGURA 3.2.2.8 - Trés representacdes da 24-metiomo-6-epipodopetalina

A estrutura proposta para 2 foi compativel com as fragmentacdes
apresentas no espectro de massas (FIGURA 3.2.2.1e ESQUEMA 3.2.2.1).

Portanto, através da analise dos dados espectroscopicos, a substancia
(2) foi identificada como 24-metilomo-6-epipodopetalina, que pela primeira vez é

descrita na literatura.
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ESQUEMA 3.2.2.1 - Proposta de fragmentagao de massas (IE = 70 eV) para 2.
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FIGURA 3.2.2.1 — Espectro de massas (IE = 70 eV) do alcaldide quinolizidinico 2
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FIGURA 3.2.2.2 — Espectro de RMN "*C do alcaléide quinolizidinico 2
(CDCl; 100MHz)
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quinolizidinico 2 (CDCl; 400MHz)
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3.2.3 — Identificacao estrutural da acosmina (3)

3)

A substancia 3 apresentou-se como um material oleoso de coloragao

amarelado, que na analise em CCDA mostrou coloragdo amarelada quando
revelado com o reagente de Dragendorff, mais uma vez sugerindo tratar-se de um
alcaloide.

O EM de 3 (FIGURA 3.2.3.1) apresentou um pico em m/z 357, que foi
atribuido ao ion molecular, indicando a presenga de atomos de nitrogénio em
namero impar.

A proposicado do esqueleto acosminico para 3, foi realizado através da
comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN *C (FIGURA 3.2.3.2) de 3, com
a esparteina e lupanina . Embora apresente um sinal em 167,68 6 compativel com
uma carbonila lactamica, as atribuicdes de RMN 13C s&o mais coincidentes com as
apresentadas pela esparteina (30) (BRUKWICKI et al 2007) do que com a lupanina
(8) (TREVISAN et al 2008), principalmente no que se refere ao anel A. Contudo
observa-se significativa diferenga na atribuicdo ao C-2, C-11 e principalmente C-10
(TABELA 4.2.3.1),
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TABELA 3.2.3.1 - 6¢c de 3: comparagao com esparteina (30) (BRUKWICKI et al
2007); panascomina (9) (NUZZILARD et al 1999).

c oc 3 dc (30) ¢ (9)
(100 MHz; CDCl;) | (150 MHz; cDCl) | (125 MHz; cbcl,)

2 52,8 56,28

3 26,0 25,96

4 24,9 24,80

) 30,1 29,41

6 67,0 66,55

7 32,4 33,20

8 27,3 27,74

9 36,8 36,23

10 70,6 62,01

11 61,7 64,46

12 33,1 34,78

13 24,1 24,95

14 25,5 26,06

15 56,1 55,44

17 53,6 53,45

18 117 .1 117.,9
19 24,7 23,3
20 21,5 21,5
21 40,4 40,1

23 123,1/121,3 122,6
24 167,6 168,0
25 21,5/21,6 21,5

Desta forma, foi possivel identificar uma parte da molécula com CysH25N2
e massa 233, considerando que o ion molecular &€ 357, logo pode-se deduzir que
outra parte do composto tem 124 u.m.a, que é compativel com C;HoNO.

Essa possibilidade encontrou apoio quando se fez as atribuicdes de
RMN "3C aos anéis A, B, C, e D, pois verificou-se a existéncia de sinais excedentes

no espectro, sugerindo que o grupo substituinte possa estar ligado ao carbono 10
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(70,67 8) do esqueleto esparteinico de 3. O sinal deste atomo de carbono

apresentou maior discordancia quando comparado ao C-10 (62,0 8) da esparteina
(TABELA 3.2.3.1).
TABELA 3.2.3.2 - Correlacdes a 'J para o alcaldide 3

Ha 3,34 (1H)
2 52,8

Hb 1,54 (1H)
3 26,1 1,55 (2H)
5 30,1 1,33 (2H)
6 67,0 1,96 (1H)
7 32,4 1,97 (1H)

Ha 2,50 (1H)
8 27,3

Hb 1,28 (1H)
9 36,8 1,62 (1H)
10 70,6 2,38 (1H)
11 61,7 2,68 (1H)

Ha 1,52 (1H)
12 33,1

Hb 1,18 (1H)
14 255 1,90 (2H)

Ha 3,35 (1H)
15 56,1

Hb 2,06 (1H)

Ha 2,52 (1H)
17 53,6

Hb 1,65 (1H)

Ha 3,77 (1H)
21 40,46

Hb 3,57 (1H)
23 123,1/121,3 6,66 (1H) / 7,26 (1H)
25 21,5/21,6 2,20 (3H) / 2,17 (3H)

O mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.2.3.4) permitiu que fossem
determinadas algumas correlacdes C-H a 'J para o alcaldide 3 (TABELA 3.2.3.2)

Entretanto, grande parte das correlagdes relativas ao esqueleto acosminico , néao
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pode ser determinada devido a sobreposi¢cado de sinais com deslocamentos quimicos
muito proximos.

Na analise do espectro de RMN 'H de 3 (FIGURA 3.2.3.3 TABELA 3.2.3.2)
observaram-se dois singletos, um em 2,20 §, tipico de metila de um grupamento
acetamida, e outro em 6,66 & caracteristico de hidrogénio olefinico que, de acordo
com o mapa de contorno de HSQC mostrou correlagbes com os sinais de
carbonos em 21,53 e 123,18 5 respectivamente, e 0 segundo singleto apresentou
correlagdes a J? e a J* no HMBC (FIGURA 3.2.3.5) com os carbonos em 24,79;
40,46; 70,96 e 167,68 &

O espectro de RMN'™C apresentou ainda o sinal em 117,13 &
correspondente a um carbono olefinico ndo hidrogenado. Com essas analises é

possivel propor a parte remanescente de 3 como sendo uma N-acetildiidropiperidina
(51)

X\ 23
20 N 24_-CHs
25
Y
(51)

Esta proposicdo encontra suporte, quando se comparam as atribui¢des
dos carbonos do grupamento N-acetilpiperidinico da panascomina (9) (NUZZILARD
et al 1999) com os carbonos de 3 (TABELA 3.2.3.1)

44



Resultados e Discussdes

A unido do grupo piperidinico ao C-10 do esqueleto esparteinico foi
confirmada ao analisar as correlagbes no experimento de HMBC (ESQUEMA
3.2.3.1). O H-10 correlaciona-se com C-2 (52,80 3), C-9 (36,80 §), C-11 (61,74 5), C-
18 (117,13 3), C-19 (24,79 3) e C-23 (123,18 &), € no mesmo experimento a
correlagao de H-23 com os carbonos C-10 (70,968), C-19 (24,79 &), C-21 (40,46 d) e
C-24 (167,68 d).

ESQUEMA 3.2.3.1 — Correlagdes via HMBC para o composto 3

A auséncia do sinal na regido de 4,50 &, que caracteriza o hidrogénio
equatorial ligado ao C-10 (70,67 o), tipico nos alcaldides com esqueleto
quinolizidinico (VERDOON et al. 1990), permite sugerir que a estereoquimica do
grupo substituinte em C-10 ¢é equatorial. O sinal que aparece no RMN'H como
dubleto em 4,29 & , pode ser atribuido a uma contaminacao de outra substancia.

Devido a barreira energética para a rotacdo em torno da ligagao C-N da
amida, no grupamento acetilamida de 3, € possivel propor um equilibrio rotacional
nesta molécula, produzindo os rotdmeros (1) e (1) (ESQUEMA 3.2.3.2), este fato é
evidenciado no experimento de HSQC onde se verifica outro deslocamento para H-
23 (7,26 5) que correlaciona com C-23 (121,37 §), além daqueles ja atribuidos em
123,18 6 para C-13 e 6,66 6 para H-23. Assim justifica-se os sinais observados nos
espectros de RMN'H e RMN™'3C.

Esse equilibrio rotacional também foi observado por NUZILLARD et al. (1999),
na identificagdo da lupanocosmina, e esclarece que proton vinilico (H-23) do
rotdmero menos estavel é mais desblindado, devido ao efeito do grupo carbonila,

correspondente ao rotamero (II) para 3.
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E —
—
lo) H,C 25
2,17; 21,66
M (1D

ESQUEMA 3.2.3.2 — Equilibrio rotacional em 3

O sinal em 6,56 & no espectro de RMN'H sugeriu a presenga de uma
outra substancia, possivelmente um conférmero para 3. Este sinal foi atribuido ao H-
23, uma vez que pelo experimento HSQC ele se correlaciona com um sinal em
124,87 que foi atribuido ao C-23. Pelo equilibrio rotacional que também deveria
ocorrrer, o sinal do H-23 em 6,56 6 teve a sua duplicidade observada em 7,26 &
correlacionando com C-23 (123,18 3). Os deslocamentos quimicos dos demais
atomos de hidrogénios n&o foram atribuidos por causa do acumulo de sinais na
regido mais blindada (2,5 — 1,17 &) e também pela provavel coincidéncia dos
deslocamentos quimicos de hidrogénios da substancia em questdo com os de 3.
A estrutura proposta para 3 foi compativel com as fragmentagdes apresentas no
espectro de massas (ESQUEMA 3.2.3.3). O fragmento em m/z 138 é tipico de um

alcaldide quinolizidinico com o esqueleto acosminico.
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m/z 96

I
N N_ _CH
oY °

@)
m/z 138

ESQUEMA 3.2.3.3 - Proposta de fragmentagdo de massas (IE = 70 eV) para 3
De acordo com os dados da literatura e a analise realizada para o

composto 3, este foi determinada como sendo a acosmina, e foi identificado
anteriormente por BALANDRIN (1982) e TREVISAN et al. (2008).
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FIGURA 3.2.3.4a — Expansdo mapa de contorno de HSQC (HSQC 400 CDCI3) da

acosmina
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FIGURA 3.2.3.5 — Mapa de contorno de HMBC (400 MHz CDCl3) da acosmina.
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3.2.4 — Identificacio estrutural da acosminina (4)

(4)

A substancia 4 apresentou-se como um material oleoso de coloragao

amarelado, que na analise em CCDA mostrou coloragdo amarelada quando
revelado com o reagente de Dragendorff.

O EM de 4 (FIGURA 3.2.4.1, Esquema 3.2.4.1) apresentou um pico em
m/z 373, que foi atribuido ao ion molecular, indicando a presenca de atomos de
nitrogénio em numero impar, mostrou também fragmentacgao tipica para alcaldides
quinolizidinicos com esqueleto acosminico (m/z 138 e 84). Quando comparados com
EM (FIGURA 3.2.3.1) de 3, que tem o ion molecular m/z 357, 4 apresentou uma
diferenca de 16 unidades, indicando a existéncia de mais um atomo de oxigénio.
Baseados nessas informacbes €& possivel estabelecer a férmula de 4 como
Ca22H35N30.

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.2.4.2) além de apresentar um actimulo
de sinais em sua regido mais blindada, especificamente entre 3,8 e 1,0 3, com perfil
tipico de alcaloides quinolizidinicos, € semelhante ao espectro de 3. O espectro
mostrou dois singletos, um em 2,18 9§, tipico de uma metila de grupamento
acetamida, e outro em 6,67 & caracteristico de hidrogénio olefinico que, de acordo
com o mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.2.4.4 ) estédo correlacionados com os
sinais de carbonos em 21,8 e 123,5 d respectivamente.

O mapa de contorno de HSQC permitiu que fossem determinadas algumas
correlagdes C-H a 'J para o alcaldide 4 (TABELA 3.2.4.1). Entretanto, grande parte
das correlagdes relativas ao esqueleto acosminico, ndo pode ser determinada por

ocorrer muito proxima no mapa.
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TABELA 3.2.4.1 - Correlacdes a 'J para o alcaldide 4

Ha 3,33 (1H)
2 53,27

Hb 1,53 (1H)

Ha 1,49 (1H)
5 30,31

Hb 1,30 (1H)

67,65 1,97 (1H)
33,55 1,89 (1H)

Ha 2,16 (1H)
8 28,05

Hb 1,20 (1H)
9 37,26 1,60(1H)
10 71,11 2,39 (1H)
11 58,03 2,03 (1H)

Ha 1,73 (1H)
12 42.88

Hb 1,44 (1H)
13 69,07 3,49 (1H)

Ha 1,87 (1H)
14 34,32

Hb 1,57 (1H)

Ha 2,81 (1H)
15 52,32

Hb 2,33 (1H)

Ha 2,83 (1H)
17 53,47

Hb 2,36 (1H)

Ha 3,74 (1H)
21 40,62

Hb 3,55(1H)
23 123,50/122,07 6,67 (1H) / 7,22(1H)
25 21,83/21,53 2,18 (3H) / 2,16 (3H)

Os deslocamentos quimicos no espectro de RMN'C (FIGURA 3.2.4.3.
TABELA 3.2.4.2) apresentou semelhangas nos anéis A, B e C e no grupamento N-
acetilpiperidil, entretanto, alteragdes significativas foram observadas nas atribuigdes
aos atomos de carbono do anel D, quando comparados aqueles apresentados por 3.

Considerando que o composto 4 tem um atomo de oxigénio a mais que a acosmina,
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pode-se, entdo deduzir que este atomo esta localizado no anel D. Esta proposicao
encontra suporte no EM através do fragmento em m/z 152. A presengca de uma
hidroxila secundaria no anel D, foi confirmada por reagao de acetilagdo. O espectro
de massa do derivado acetilado (FIGURA 3.2.4.5 ESQUEMA 3.2.4.2) apresentou o
ion molecular m/z 415 e o fragmento em 194 confirmando nao sé que houve uma

monoacetilagdo, bem como esta ocorreu no anel D.

TABELA 3.24.2 - 3¢ de 4: comparagdo com acosmina (3) e com 3a-
hidroxiesparteina (52) (BRUKWICKI et al. 2007)

C oc 4 oc 3 dc 52
(100 MHz; CDCl;) | (100 MHz; cDCl;) | (150 MHz; CDCl,)

2 53,2 52,8 56,12
3 26,3 26,0 25,77
4 25,2 24,9 24,69
5 30,3 30,1 29,28
6 67,6 67,0 66,41
7 33,5 32,4 32,98
8 28,0 27,3 27,43
9 37,2 36,8 35,48
10 71,1 70,6 61,63

*11 58,0 61,7 57,25
12 42,8 33,1 41,54
13 69,0 241 65,01
14 34,3 25,5 32,76
15 52,3 56,1 49,13
17 53,4 53,6 53,18
18 117,5 117,1

19 25,1 24,7

20 22,5 21,5

21 40,6 40,4/44,9

23 123,5/122,0 123,1/121,3

24 167,9 167,6

25 21,8/21,5 21,53/21,66
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A auséncia de um sinal em 24,10 o referente ao C-13 da acosmina e o
aparecimento de um sinal 69,07 5 tipico de um carbono carbindlico, sugere que a
hidroxila esta ligada ao C-13, causando uma desblindagem nos carbonos C-12 e C-
14 para 42,88 6 e para 34,32 6 (TABELA 3.2.4.2).

Esta proposicdo é confirmada, quando se compara as atribuicdes dos
carbonos do anel D da13a-hidroxiesparteina (52) (BRUKWICKI et al. 2007) com os
carbonos do anel D da acosminina (4) (TABELA 3.2.4.2)

(52)

A estereoquimica da hidroxila em C-13 foi estabelecida através da analise do

efeito y-gauche apresentado nos carbonos C-11 e C-15, quando comparados aos
deslocamentos de RMN'®C de 3. Como ocorreu blindagem dos carbonos C-11 e C-
15 (TABELA 3.2.4.1), isto significa que foi observado o efeito y-gauche, logo a
hidroxila ocupa a posi¢cado a (563). Se a hidroxila estivesse na posigéo 3 (54), nao
ocorreria o efeito de blindagem (ESQUEMA 4.2.4.3)

i ;‘f 15 16
~ N—_ 15
; 11 HY13 g/ OH

Cor, no
H OH H

(53) (54)
A) Hidroxila em 13a : observa o efeito y gauche
B) Hidroxila em 13 : n&o se observa o efeito y gauche
ESQUEMA 3.2.4.3 - Efeito y gauche para 13a e 13- hidroxi.

A estereoquimica do grupo substituinte N-acetilpiperidil que esta ligado ao C-
10 é estabelecida, pela auséncia do sinal na regido de 4,50 5, que caracteriza o
hidrogénio equatorial ligado ao C-10 (71,11 8), tipico nos alcaldides com esqueleto
quinolizidinico (VERDOON et al. 1990), que permite sugerir a estereoquimica em

equatorial.
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Devido a barreira energética para a rotagao em torno da ligagao C-N de
amida, no grupamento acetilamida de 4, € possivel propor um equilibrio rotacional
nesta molécula, produzindo os rotdmeros (I11) e (IV) (ESQUEMA 3.2.4.4). Este fato é
evidenciado no experimento de HSQC onde se verifica outro deslocamento para H-
23 (7,27 3) que correlaciona com C-23 (122,07 §), além daqueles ja atribuidos em
123,50 6 para C-23 e 6,67 6 para H-23. Assim justificam-se os sinais observados nos
espectros de RMN'H e RMN'3C.

Esse equilibrio rotacional também foi observado por NUZILLARD et al.
(1999), na identificagcdo da lupanocosmina, com a proposicdo de que o proton
vinilico (H-23) do rotdmero menos estavel € mais desblindado, devido ao efeito do

grupo carbonila, correspondente ao rotamero (IV) para 4

" oH “wOH
—_—
6,67:123,50 -—
25
N _CH,
\"/2,18;21,83
lo) H,C 25
2,16; 21,53

(I1) (IV)

ESQUEMA 3.2.4.4 — Equilibrio rotacional observado em 4

Para melhor entender a presenca de conférmeros foram propostos
experimentos de RMN'H a temperatura varidveis. Quando se fez a analise dos
espectros de RMN'H registrados 25, 40 e 50° C (FIGURA 3.2.4.6), os sinais em 8y
7,22 (s); 6,67 (s); 6,54 (s); 4,21(d) e 3,07 (m) observa-se que o segundo sinal vai
diminuindo de intensidade até apresentar a mesma intensidade que o primeiro, e 0s
trés ultimos vao diminuindo de intensidade até desaparecerem, na medida em que
aumenta a temperatura. Esses dados sugerem que ha um equilibrio de conférmeros
(V) e (VI) para 4 (ESQUEMA 3.2.4.5), os mesmos tipos de conférmeros observados
por Brukwicki (BRUKWICKI et al. 2007) para 13a-hidroxiesparteina e 13a-
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hidroxilupanina. O sinal em 6,54 & (s) foi atribuido ao H-23, uma vez que pelo
experimento HSQC ele se correlaciona com um sinal em 124,13 que foi atribuido ao
C-23. Este conférmero (VI), pelo equilibrio rotacional que também deveria ocorrer,
teve a sua duplicidade observada em 6,67 5 correlacionando com C-23 (123,50 9).

Estudos com 13a-hidroxiesparteina e 13a-hidroxilupanina, concluiram que a
conformagado mais estavel (V) é aquela que tem o anel C em forma de barco
(BRUKWICKI et al. 2007, WYSOCKA et al.1999).

V) (VI)
ESQUEMA 3.2.4.5 - Conférmeros da 13a- hidroxi acosmina.

Os deslocamentos quimicos dos demais atomos de hidrogénios nao foram
atribuidos devido ao acumulo de sinais na regido mais blindada (2,5 — 1,17 d) e
também pela provavel coincidéncia dos deslocamentos quimicos de hidrogénios dos
conférmeros.

Através da analise conjunta dos espectros de RMN™C a 40 e 50° C
(FIGURA 3.2.4.7 e 8) e o mapa de contorno de HSQC foi possivel estabelecer os

deslocamentos quimicos de alguns carbonos do conférmero VI. (TABELA 3.2.4.3).
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TABELA 3.2.4.3 - 5c Conférmeros V e VI do composto 4

c ocV oc VI
(100 MHz; CDCl;) | (100 MHz; cDCI,)

6 67,65 67,47
9 37,26 36,84
10 71,11 73,97
11 58,03 58,74
12 42,88 42,67
13 69,07 70,95
17 53,47 54,02
21 40,62 41,34
23 123,50/122,07 122,43/124/13
24 167,97 167,90

O CG-EM apresenta apenas um pico no cromatograma, porque a relagao
entre os pares da acosminina (4) € de ordem tdo somente conformacional e nao
configuracional. Embora o CG-EM seja mais sensivel que o RMN, porém este € mais
seletivo, isto justifica o fato dele apresentar sinais referentes aos conférmeros,
quando registrados a temperatura ambiente.

A estrutura proposta para 4 e para o seu derivado acetilado foi compativel
com as fragmentagbes apresentas no espectro de massa (ESQUEMA 3.24.1 e
3.2.4.2). O fragmento em m/z 138 é tipico de um alcaldide quinolizidinico com o

esqueleto acosminico.
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ESQUEMA 3.2.4.1 - Proposta de fragmentacao de massas (IE = 70 eV) para 4.
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ESQUEMA 3.2.4.2 - Proposta de fragmentagdo de massas (IE = 70 eV) para o

miz 277

derivado acetilado 4a

De acordo com os dados da literatura e a analise realizada para o composto
(4), foi determinada como sendo a acosminina, e foi identificado por BALANDRIN
(1982) e TREVISAN et al. (2008), no entanto ndo ha nenhum relato na literatura

sobre estudos conformacionais para 4.
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FIGURA 3.2.4.3 — Espectro de RMN'3C (100 MHz CDCls) da acosminina
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FIGURA 3.2.4.4 — A) Mapa de contorno de HSQC ( 400 MHz CDCl3) B) expandido

da acosminina
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FIGURA 3.2.4.6 — Espectro de RMN'H (400 MHz CDCl3) da acosminina
Com variagao de temperatura (25, 40 e 50°C).
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FIGURA 3.2.4.8 — Espectro de RMN'C (100 MHz CDCl;) da acosminina a 40°C
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3.2.5 — Identificacao estrutural da lupanocosmina (5)

O composto 5 tem um aspecto oleoso com coloracdo amarelado, que na
analise em CCDA mostrou coloragdo amarelada quando revelado com o reagente
de Dragendorff, indicando também tratar-se de um alcaldide.

O EM (FIGURA 3.2.5.1, Esquema 3.2.5.1) apresentou um pico em m/z 357,
que foi atribuido ao ion molecular, indicando a presenca de atomos de nitrogénio em
numero impar. Peso molecular idéntico ao composto 3 e analisando os espectros de
massa (FIGURA 3.2.4.1 e 3.2.5.1) observou-se semelhanga estrutural entre ambas
substancias, com fragmentagcbes tipicos para alcaldides quinolizidinico com
esqueleto acosminico (m/z 138, 96 e 84).

Quando se compara os deslocamentos quimicos de RMN'3C de 5 (FIGURA
3.2.5.2 TABELA 3.2.5.1) com 3, notou-se semelhanca aos sinais atribuidos ao grupo

N-acetilpiperidil € aos anéis A, B e C.
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TABELA 3.2.5.1 - 5c de 5: comparagao com acosmina (3).

C dc 5 oc 3
(100 MHz; CDCl;) | (100 MHz; CDCl,)

2 55,3 52,8

3 26,6 26,0

4 25,2 249

5 29,9 30,1

6 69,1 67,0

7 33,3 32,4

8 29,7 27,3

9 34,0 36,8

10 711 70,6

11 61,2 61,7

12 30,0 33,1

13 134,1 241

14 118,9 25,5

15 42,2 56,1

17 50,5 53,6

18 116,4 1171

19 247 247

20 21,4 21,5

21 40,4 40,4/44 9

23 122,5 123,1/121,3

24 168,1 167,6

25 22,0 21,5/21,6

O espectro de RMN 'H (FIGURA 3.2.5.3) apresenta um actimulo de
sinais em sua regido mais blindada, com perfil tipico de alcaldides quinolizidinicos.
Porém foi observado um singleto em 2,63 6 (3H), caracteristico de metila ligado
diretamente a um atomo eletronegativo, que se correlaciona com um sinal em 42,26
o atribuido ao C-15 (TABELA 3.2.5.2). Dois multipletos em 5,59 (1H) e 5,12 &5 (2H)
atribuidos aos H-13 e H-14 que se correlacionam com os carbonos em 134,10 e

118,91 8, respectivamente. O espectro de RMN'C apresentou ainda, um sinal em
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30,07 & atribuido ao C-12 que pelo mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.2.5.4)
correlaciona com o sinal em 2,30 d. Esses sinais de carbonos (134,10; 118,91 e
30,07 8) sao caracteristicos de grupamentos alila.

A analise do espectro de RMN "H, RMN "*C e do mapa de contorno de

HSQC do alcaldide 5, permitiu que fossem determinadas algumas correlagdes C-H a
'J (TABELA 3.2.5.2)

TABELA 3.2.5.2 - Correlacdes a 'J para o alcaldide 5

2 55,3 3,53 (m, 2H)
10 71,1 3,63 (m, 1H)
11 61,2 3,22 (m, 1H)
12 30,0 2,30 (m, 2H)
13 134,1 5,59 (m, 1H)
14 118,9 5,12 (m, 2H)
15 42,2 2,63 (s, 3H)
17 50,5 2,87 (m, 2H)
20 21,4 1,82 (m, 2H)
21 40,4 3,65 (m, 2H)
23 122,5 7,21(s,1H)

25 22,0 2,18 (s, 3H)

Com base nos dados discutidos até aqui, foi possivel langar duas alternativas

estruturais para o composto 5 (5A e 5B).
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A possibilidade 5B foi afastada devido ao fato que o deslocamento quimico
de H-15 seria menor 2,63 o, e que ndo seria observado como singleto, mas sim
como um dubleto. Além disso, a fragmentagdo no EM seria diferente, uma vez que
seria de se esperar o ion [M* -15], eliminagédo de metila, mais intenso por ser mais
estavel que o ion [M” - 41] eliminagéo de alila.

A estrutura 5A foi sustentada pela analise das fragmentagbes apresentada
no seu EM (FIGURA 3.2.5.1 ESQUEMA 3.2.5.1). O pico em m/z 357,
correspondente ao ion molecular, foi consistente com a formula molecular
C22H35N30. A fragmentacdo m/z 316 (100%) pico base, foi atribuido a perda do
grupamento alilico (M" - 41).

Assim, a estrutura para este composto foi estabelecido como sendo a
lupanocosmina. Esta dedugéo envolveu além os dados discutidos, comparagao com
os da literatura (TREVISAN et al. 2008).
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ESQUEMA 3.2.5.1 - Proposta de fragmentacao de massas (IE = 70 eV) para 5
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FIGURA 3.2.5.1 — Espectro de massas (IE = 70 eV) da lupanocosmina.
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FIGURA 3.2.5.3 — Espectro de RMN'H (400 MHz CDCl3) da lupanocosmina

FIGURA 3.2.5.4 — Mapa de contorno de HSQC (400 MHz CDCl3) da lupanocosmina.
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3.2.6 — Identificacdo estrutural da dasicarpumina (6)

(6)

O composto 6 tem um aspecto oleoso com coloragdo amarelado, que na
analise em CCDA mostrou coloragdo amarelada quando revelado com Dragendorff,

O EM (FIGURA 3.2.6.1, Esquema 3.2.6.1) apresentou um pico em m/z 327,
que foi atribuido ao ion molecular, indicando a presenca de atomos de nitrogénio em
nuamero impar. O pico base em m/z 286 (100%) caracteristico de grupamento alilico
(M* - 41), ligado a Ca. @ um atomo de nitrogénio. Porém a auséncia de um pico em
m/z 138, tipico de alcalbdides quinolizidinicos com esqueleto acosminico, apontava
para outro tipo de esqueleto para este composto.

Esses dados, aliados com a presencga de trés singletos, sendo dois largos e de
baixa intensidade em 1,35 e 1,41 6 e um com intensidade alta em 2,09 5, um dubleto
em 6,67 & (J = 11,2 Hz) e os multipletos em 5,72 e 5,06 5 que aparecem no espectro
de RMN'H (Figura 3.2.6.2 TABELA 3.2.6.1), correspondentes aos hidrogénios
metinicos H-7 e H-9, metilicos H-24, vinilicos H-21 e alilicos H-15 e H-16,
respectivamente, permitiram classificar este composto como alcaléide quinolizidinico

com esqueleto diazo-adamantano (55)

O experimento de COSY (FIGURA 3.2.6.3) mostra que o hidrogénio

vinilico H-21 acopla com H-22 representado por um singleto largo em 7,07 6 que
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pelo mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.2.6.4) ndo se correlaciona com
nenhum atomo de carbono, sugerindo que esteja ligado a um atomo eletronegativo,
neste caso nitrogénio.

Os hidrogénios alilicos H-15 (5,72 &) e H-16 (5,06 &) mostraram
acoplamento entre si pelo experimento de COSY (ESQUEMA 3.2.6.2), e o primeiro
mostrou acoplamento com um multipleto em 2,39 & (H-14) que por sua vez
apresentou acoplamento com tripleto em 3,53 6 (H-11 J = 8,0 Hz). Pelo mapa de
contorno de HSQC correlacionam com os carbonos em 135,62 (C-15), 118,39 (C-
16), 35,30 (C-14) e 53,02 & (C-11) respectivamente, confirmando assim, o

grupamento alila

ESQUEMA 3.2.6.2 — Correlagdes via COSY para o composto 6

A analise do espectro de RMN'™C (FIGURA 3.2.6.5) apresentou trés
sinais 35,62 (C-5), 117,02 (C-3) e 134,52 5 (C-4), caracteristicos de grupamento
alila, que se correlacionam com sinais em 2,40 (H-5), 5,06 (H-3) e 5,69 6 (H-4). Pelo
experimento de COSY (ESQUEMA 3.2.6.2) verificou-se que H-3 acopla com H-4 e
este com H-5 que por sua vez acopla com um tripleto em 3,03 5 (H-6 J = 8 Hz), que
pelo experimento de HSQC esta correlacionado com um sinal em 64,81 5 (C-6).
Estes dados sugerem a presengca de um segundo grupamento alila na molécula e
que esta ligado ao C-6. Esta evidéncia é reforcada pela analise do mapa de
contorno de HMBC (FIGURA 3.2.6.6 ESQUEMA 3.2.6.3) onde se estabelecem as
correlagdes entre H-5 (2,39 8) com C-6 (64,81 5), C-4(134,52 §), C-3 (117,02) e C-7
(25,14 8) e também as correlagdes entre H-6 (3,03 8) com C-7 (25,14 §), C-5 (35,62
3), C-13 (42,15 3), C-20 (69,22 3) e C-4 (134,52 ).
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ESQUEMA 3.2.6.3 — Correlagdes via HMBC para o composto 6

O espectro de NOESY (FIGURA 3.2.6.7), mostrou interagcao espacial dos
hidrogénios em 3,03 & (H-6) com os hidrogénios em 1,41 (H-9), 3,84 (H-10) e 1,85 6
(H-8a); e 3,35 (H-13) com 1,35 (H-7), 2,38 (H-8B), 4,64 (H-20) e 5,06 (H-4) e 1,41 5
(H-9) com 3,53 6 (H-11) (ESQUEMA 3.2.6.4).

Foi proposto como isbmero geométrico E, para as ligacées duplas C-17/C-
21, devido a interagao espacial dos sinais em 3,84 5 com os sinais em 3,03 (H-6),
1,85 (H-8a), 1,41 (H-9) e 6,67 5 (H-21) (ESQUEMA 3.2.6.5).

Este resultado permitiu estabelecer a relativa estereoquimica do alcaldide 6.

ESQUEMA 3.2.6.4 — Correlagdes via NOESY para o composto 6

(Facea — ) (Facep ——)
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ESQUEMA 3.2.6.5 — Correlagdes via NOESY para o composto 6

A analise dos espectros de RMN 'H, RMN'*C, do mapa de contorno de

HSQC e do experimento de COSY do alcaldide 6, permitiu estabelecer as
atribuigbes dos sinais aos hidrogénios e carbonos (TABELA 3.2.6.1)

A estrutura 6 foi compativel coma analise das fragmentacdes apresentadas

no seu EM (FIGURA 3.2.6.1 ESQUEMA 3.2.6.1). O pico em m/z 327,

correspondente ao ion molecular, foi consistente com a formula molecular

C20H29N30. O fragmento de m/z 286 (100%) pico base, foi atribuido a perda do

grupamento alilico [M" - 41].

Assim, a estrutura para este composto foi estabelecido como sendo a

dasicarpumina. Esta deducgado envolveu além dos dados discutidos, a comparagao

com os da literatura (TREVISAN et al. 2008). Nao foi encontrado na literatura relato

sobre a estereoquimica da dasicarpumina (6).
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TABELA 3.2.6.1 - Dados de RMN"*C e RMN'H de 6.

c 8¢ oH
(100 MHz; CDCl;) (400 MHz; CDCl5)
3 117,0 5,06 (m 2H)
4 134,5 5,69 (m 1H)
5 35,6 2,53-2,39 (2H)
6 64,8 3,03 (t, J = 8,0 Hz, 1H)
7 25,1 1,35 (s 1H)
Ha 2,39 (d, J = 14,4 Hz, 1H)
8 31,2
Hb 1,85(d, J = 14,4 Hz, 1H)
9 35,0 1,41 (s 1H)
10 64,8 3,84 (s 1H)
11 53,0 3,53 (t, J = 8 Hz 1H)
Ha 3,37 (d, J = 13,6 Hz, 1H)
13 46,1
Hb 3,32 (d, J = 13,6 Hz, 1H)
14 35,3 2,53-2,39 (2H)
15 135,6 5,72 (m 1H)
16 118,3 5,06 (m 2H)
17 119,3 -
18 Ha 2,48 (m, 1H)
19,9
Hb 2,36 (m, 1H)
Ha 2,30 (m, 1H)
19 26,15
Hb 1,89 (m, 1H)
20 69,22 4,64 (d, J = 7,2 Hz, 1H)
21 116,83 6,67 (d, J = 11,2 Hz, 1H)
23 167,37 -
24 23,57 2,09 (s, 3H)
N-H - 7,07 (s, 1H)
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ESQUEMA 3.2.6.1 - Proposta de fragmentacao de massas (IE = 70 eV) para 6.
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FIGURA 3.2.6.1 — Espectro de massas (IE = 70 eV) da dasicarpumina
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FIGURA 3.2.6.2 — Espectro de RMN'H (400 MHz CDCls) da dasicarpumina
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FIGURA 3.2.6.3 — Espectro de COSY 'H-'H (400 MHz CDCls) da dasicarpumina

78



Resultados e Discussdes

A - J‘l_,\ LMMLL.M -

=120

130

= 1
e R — f 4%

T
1.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 i.5 3.0 2.5 2.0 1.% Ppm

FIGURA 3.2.6.4 — Mapa de contorno de HSQC (400 MHz CDCIs) da dasicarpumina
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FIGURA 3.2.6.5 — Projecdo do "*C do experimento de HSQC ((400 MHz CDCls) da

dasicarpumina.
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FIGURA 3.2.6.6 — Mapa de contorno de HMBC ( 400MHz CDCl3) da dasicarpumina
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FIGURA 3.26.7 — Mapa de contorno de NOESY (400 MHz CDCIl3;) da
dasicarpumina.

81



Resultados e Discussdes

3.2.7 — ldentificagdo estrutural da bowdequina (7)

OMe

Me

29 z

25
Me

O espectro de RMN 'H de 7 (FIGURA 3.2.7.1 TABELA 3.2.7.1) mostrou
trés singletos, sendo dois largos e de baixa intensidade em 1,19 e 1,34 3 e um com
intensidade alta em 2,08 6, um dubleto em 6,65 6 (J = 10,8 Hz) e os multipletos em
5,69 e 5,06 5, correspondentes aos hidrogénios metinicos H-7 e H-9, metilicos H-24,
vinilicos H-21 e alilicos H-15 e H-16, respectivamente, permitiram classificar este

composto como alcaldide quinolizidinico com esqueleto diazo-adamantano (55)

N
o N
)j\ 211
24 'il
H

(595)

A analise espectral de RMN de 7 foi facilitada pela comparagcédo com os dados
espectroscopicos da dasicarpumina (6) (TABELAS 3.2.7.1 e 3.2.7.2), contudo os
deslocamentos quimicos em 5,69 e 5,06 6 sdo integrados para um e dois
hidrogénios respectivamente, enquanto para a dasicarpumina, a integragao se refere
a dois e quatro hidrogénios, sugerindo entdo, que no composto 7 ha apenas um
grupamento alilico. No entanto a maior diferengca entre os alcaldides
diazoadamantano 6 e 7 foi o aparecimento de um tripleto em 4,32 & (J = 6,0 Hz)
tipico de hidrogénios metilénicos de ésteres , atribuido ao H-2, e a presenga do
grupamento 3,4,5-trimetoxibenzoila, através dos sinais de RMN'H em 7,28 (s H-27
e H-31), e 3,90 & (s MeO-28, MeO-29 e MeO-30), e os deslocamentos quimicos
observados no RMN"C (FIGURA 3.2.7.2) em 166,2 (C-25), 152,9 ( C-28 e C-30),
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142,3 (C-29), 60,9 (MeO-29 estericamente comprimida), e 56,5 6 (MeO-28 e MeO-
30). Esses deslocamentos quimicos foram confirmados ao analisar o mapa de
contorno do espectro de HSQC (FIGURA 3.2.7.3) e HMBC (FIGURA 3.2.7.4). A
localizagdo do grupamento 3,4,5-trimetoxibenzoiloxi ao C-2, permite justificar o
deslocamento quimico de H-2 (fortemente desblindado), e foi confirmada ao
analisar as correlagdes no experimento de HMBC (ESQUEMA 3.2.7.1). O H-2
correlaciona com C-25 (166,2 d), C-3 (29,7 3) e C-4 (23,4 3) e n0O mesmo
experimento H-27 correlaciona-se com C-25 (166,2 5), C-26 (125,4 5), C-28 (152,9
d), C-29 (142,33 3) e C-31 (106,9 9).

c .
3
26 o 4
31 25 2
Q/H\/

ESQUEMA 3.2.7.1 — Correlagdes via HMBC para o composto 7

O espectro de RMN'H mostrou sinais em 1,82 (H-3), 1,49 (H-4) e 1,83 § (H-
5), que pelo mapa de contorno de HSQC correlacionam com os carbonos em 29,7
(C-3), 23,4 (C-4) e 30,5 (C-5) respectivamente. Essas atribuigbes sao confirmadas
através do experimento de HMBC (ESQUEMA 3.2.7.2) onde H-5 apresentou
correlagdes com C-3 (29,7 3), C-4 (23,4 5) e C-6 (64,7 3), € n0o mesmo experimento
H-6 correlacionando com C-5 (30,5 8), C-13 (46,4 5) e C-20 (68,2 5).
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ESQUEMA 3.2.7.2 — Correlagdes via HMBC para o composto 7.

De acordo com a andlise realizada e a comparagdo dos dados RMN'H e *C
(TABELAS 3.2.71 e 3.2.7.2) obtido com dados encontrados na literatura
(BARBOSA-FILHO et al. 2004), constataram-se coincidéncia dos valores de
deslocamentos quimicos obtidos, confirmando assim a identificagdo composto 7
como sendo bowdequina. Este € o primeiro relato deste composto isolado do género

Acosmium
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TABELA 3.2.7.1 - Dados de RMN'H de 6, 7, bowdequina (BARBOSA-FILHO 2004)

6 7 BARBOSA-FILHO 2004

: (64 400 MHz; CDCI5) (8H 400 MHz; CDCl;) (64 400 MHz; CDCI5)
2 - 4,32 (t, J = 6,0 Hz 2H) 4,28 (t, J = 6,6Hz)
3 5,06 (m 2H) 1,82 (2H) 1,75
4 5,69 (m 1H) 1,49 (m, 2H) 1,45
5 2,53-2,39 (2H) 1,83 (2H) 1,80/1,68
6 3,03 (t, J = 8,0 Hz 1H) 2,95 (t, J = 7,0 Hz 1H) 2,92 (t, J = 7,0 Hz)
7 1,35 (s 1H) 1,19 (sl 1H) 1,26 (s)
g Ma239(d J=144Hz 1H) Ha/Hb 2,38/1,83 2H) 2,38 Hax

Hb 1,85 (d, J = 14,4 Hz 1H) 1,85 Heq
9 1,41 (s 1H) 1,34 (sl 1H) 1,39 (s)
10 3,84 (s 1H) 3,81(sl 1H) 3,82 (s)
11 3,53 (t, J = 8 Hz, 1H) 3,43 (t, J = 7,2 Hz, 1H) 3,49 (t,J = 7,3 Hz)
5 Ha337(d J=136Hz2H) 3,27 (sl 2H) 3,32 (s)

Hb 3,32 (d, J = 13,6 Hz 2H)
14 2,53-2,39 (2H) Ha/Hb 2,48/2,32, 2H) 2,50
15 5,72 (m, 1H) 5,69 (m 1H) 5,63 (m)

5,05 (d, J =18,3 Hz)
16 5,06 (m, 2H) 5,06 (m 2H)
5,02 (d, J = 11,1 Hz)

18 Ha/Hb 2,48/2,36 (2H) 2,45 (2H) 2,45
19 Ha/Hb 2,30/1,89 (2H) Ha/Hb 2,29/1,82 2,30/2,25/ 1,85

20 4,64 (d, J = 7,2 Hz, 1H)
21 6,67 (d,J = 11,2 Hz, 1H)

4,51 (d, J = 8,0 Hz, 1H)

6,65 (d, J = 10,8 Hz, 1H)

4,51 (d, J =7,9 Hz)
6,62 (d, J = 10,2 Hz)

24 2,09 (s, 3H) 2,08 (s 3H) 2,05 (s)
27/31 7,28 (s 2H) 7,24 (s)
N-H 7,07 6,81 (d, J = 10 Hz, 1H) n.o
MeO 3,90 (s 9H) 3,86 (s 9H)

n.o nao observado
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TABELA 3.2.7.2 - Dados de RMN'C de 6, 7 e bowdequina (BARBOSA-FILHO 2004)

6
C
(8¢ 100 MHz; CDCl;)

7
(8¢ 100 MHz; CDCl;)

BARBOSA-FILHO 2004
(8¢ 125 MHz; CDCls)

2 - 64,9 65,21

3 117,0 29,7 29,01

4 134,5 23,4 23,68

5 35,6 30,5 30,76

6 64,8 65,0 65,31

7 25,1 26,3 26,56

8 31,2 31,3 31,77

9 35,0 35,3 35,57

10 64,8 64,7 65,17

11 53,0 52,8 52,88
13 46,1 46,4 46,75
14 35,3 35,6 35,71
15 135,6 135,8 135,59
16 118,3 116,6 116,71
17 119,3 120,2 121,03
18 19,9 19,8 20,11
19 26,1 26,3 26,75
20 69,2 68,7 68,24
21 116,8 117,2 117,19
23 167,3 167,0 167,27
24 23,57 23,4 23,53
25 - 166,2 166,42
26 - 125,4 125,65
27/31 - 106,9 107,11
28/30 - 152,9 153,12
29 - 142,3 141,36
MeO-28 - 56,5 56,46
MeO-29 - 60,9 61,08
MeO-30 - 56,3 56,46
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Figura 3.2.7.1 — Espectro de RMN'H (400 MHz CDCls) da bowdequina.
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Figura 3.2.7.2 — Espectro de RMN™C (100 MHz CDCls) da bowdequina.
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FIGURA 3.2.7.3 — Mapa de contorno de HSQC (400 MHz CDCl3) da bowdequina
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3.2.8 — ldentificagdo estrutural da mistura lupanina (8) e panascomina

(9)

A mistura dos compostos 8 e 9 apresenta um aspecto oleoso com
coloragdao amarelado, que na analise em CCDA mostrou coloracdo amarelada
quando revelado com reagente de Dragendorff. Essa mistura foi confirmada através
do cromatograma (FIGURA 3.2.8.6), 8 (tr = 15,9) e 9 ( tr = 22,8). Ambas ja estéo
descrita na literatura, onde o composto 8 é largamente difundido no género
Acosmium (VEITCH et al.1997). As estruturas foram determinadas com base em
espectros de RMN em uma e duas dimensdes e por comparagao com os dados da
literatura (SAGEN, 2002; NUZZILARD et al.1999).

No espectro de RMN'H (FIGURA 3.2.8.1 TABELA 3.2.8.2) observou-se um
duplo tripleto em 4,51 6 (J = 12,8 e 2,51 Hz). De acordo com VERDOORN et al.
(1990), nos alcaldides quinolizidinicos este sinal é caracteristico de hidrogénio em
posicdo equatorial no anel B, vizinho a atomo de nitrogénio, apresentando forte
acoplamento geminal com valores de J, em torno de 13,0 Hz. O deslocamento
quimico assim observado pode ser atribuido ao hidrogénio equatorial de C-10. Estas
observacgdes foram confirmadas quando se analisa o mapa de contorno de HSQC
(FIGURAS 3.2.8.3 e 3.2.8.4) pois verifica-se que H-10 correlaciona-se com C-10
sinal em 46,7 6. Segundo ainda aqueles autores, H-10eq apresenta fraca constante
de acoplamento com H-9 em torno de 1,9 Hz. Com H-8eq, J apresenta valor
semelhante, e o acoplamento é correspondente a uma interacéo a longa distancia
em W.

No espectro de RMN'C (FIGURA 3.2.8.2, TABELA 3.2.8.1) observaram-se
os sinais em 171,5 9, caracteristico de uma carbonila lactamica, e em 64,1, 60,9,

55,4, 52,8 e 46,7 & que podem ser atribuidos a atomos de carbonos ligados a
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atomos de nitrogénios, e que pelo experimento de HSQC foram correlacionados a
H-11, H-6, H-15, H-17 e H-10 respectivamente. Os demais valores de deslocamento
quimico de carbono foram confirmados por comparagao com os dados da literatura.

Os sinais de massa obtida (FIGURA 3.2.8.5 ESQUEMA 3.2.8.1) de 8 (m/z
248) é compativel com a formula molecular C15H24N>O da substancia, assim como
as principais fragmentacoes.

Através de comparacdes dos dados de RMN'H (TABELA 3.2.8.2) e °C
(TABELA 3.2.8.1), obtido para 8 com os dados encontrados na literatura (SAGEN,
2002), constatou-se coincidéncia dos valores de deslocamentos quimicos,

confirmando assim a identificagcdo como sendo a lupanina.

TABELA 3.2.8.1 - Dados de RMN"*C (5¢) de 8.

8 SAGEN, 2002
(100 MHz; CDCls) (125 MHz; CDCl,)
2 171,5 172,0
3 33,5 32,9
4 19,6 19,1
5 27,7 27,4
6 60,9 60,5
7 30,0 30,7
8 26,4 25,9
9 34,3 33,3
10 46,7 46,1
11 64,1 65,4
12 31,5 31,1
13 22,9 22,7
14 22,6 22,5
15 55,4 55,8
17 52,8 51,3
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TABELA 3.2.8.2 - Dados de RMN'H (5y) de 8.

C 8 SAGEN, 2002
(400 MHz; CDCl5) (500 MHz; CDCls)
Ha 2,45(m, 1H)
3 2,36 (m, 2H)
Hb2,33 (m, 1H)
. Ha 1,84(m, 1H) Ha 1,84 (m,1H)
Hb165 (m, 1H) Hb 1,63 (m, 1H)
. Ha 1,82 (m, 1H) Ha 1,83 (m, 1H)
Hb1,58 (m, 1H) Hb 1,59 (m, 1H)
3,30 (m, 1H) 3,43 (m, 1H)
2,07(m, 1H) 2,12 (m, 1H)
6 Ha 2,09(m, 1H) Ha 2,15 (m, 1H)/
Hb 1,25 (m, 1H) Hb 1,37 (m,1H)
9 1,68 (m, 1H) 1,66 (m, 1H)
10 Ha4,51(dtJ=12,8 e 2,4 Hz,1H) Ha 4,43 (dtJ=13,1 e 2,3 Hz,1H)
Hb 2,51 (m, 1H) Hb 2,58 (dd J = 13,1 e 2,5Hz,1H)
11 1,66 (m, 1H) 1,63 (m, 1H)
19 Ha 1,55(m, 1H) Ha 1,59 (m, 1H)
Hb1,33 (m, 1H) Hb 1,41(m, 1H)
Ha 1,75 (m, 1H)
13 1,82 (m, 2H)
Hb 1,31(m, 1H)
14 1,64 (m, 2H) 1,58 (m, 2H)
.5 Ha 2,83 (m, 1H) Ha 2,81 (m, 1H)
Hb1,93 (m, 1H) Hb1,95 (m, 1H)
. Ha 2,88 (m, 1H) Ha 2,88 (dd J = 10,0 e 11,9 Hz)

Hb1,95 (m, 1H)

Hb 1,96 (m, 1H)

92



Resultados e Discussdes

)

0 M*® 248

O
‘ +e '
olNe
N
5 0 |
m/z 110 m/z 136 m/z 149 m/z 98

ESQUEMA 3.2.8.1 - Proposta de fragmentagao de massas (IE = 70 eV) para 8

Para a substancia 9, o espectro de RMN'H (Figura 3.2.8.1 TABELA 3.2.9.1)
mostrou singletos largos e de baixa intensidade em 1,49 e 1,58 &, e os multipletos
em 5,78 e 5,15 8, correspondentes aos hidrogénios metinicos H-7 e H-9, e alilicos H-
15 e H-16, respectivamente, semelhantes aos encontrados em alcaldide
quinolizidinico com esqueleto diazo-adamantano, porém nao foi observado o
dubleto, préximo de 6,65 5, atribuido ao hidrogénio vinilico H-21. Contudo o
espectro de RMN 'H, revelou a presenca de dois singletos, um em 2,13 3, que pode
ser de metila de um grupamento acetamida, e outro em 6,55 6 caracteristico de
hidrogénio olefinico que, de acordo com o mapa de contorno de HSQC (FIGURA
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3.2.8.2) mostrou que apresentam correlagdes com os sinais de carbonos em 21,3
e 123,1 5 respectivamente,
O espectro de RMN™*C (FIGURA 3.2.8.2) apresentou ainda o sinal em
117,1 & correspondente a um carbono olefinico ndo hidrogenado. Esses dados séo
semelhantes ao encontrados para a acosmina (3), e caracterizam a presenga do
grupamento N-acetildihidropiperidina (51).
R

17

18 \ 21

N CH,

20

(o)

(51)

A andlise dos espectros de RMN 'H, RMN™C, do mapa de
contorno de HSQC do alcaldide 9, permitiu estabelecer as atribuicdes dos sinais aos
hidrogénios e carbonos.

A massa obtida no EM (FIGURA 3.2.9.1 ESQUEMA 3.2.9.2) de 9
(m/z 341) é compativel com a formula molecular C,1H31N3O da substancia, assim
como as principais fragmentacoes.

Estes dados e os demais deslocamentos quimicos de RMN'H e *C
foram comparados aos obtidos por NUZZILARD et al (1999) para a estrutura da
panascomina (TABELAS 3.2.9.1 e 3.2.9.2), que apresenta como esqueleto estrutural
0 nucleo diazoadamantano. A semelhanga na atribuigdo aos deslocamentos
quimicos destes dois compostos, revelou que 9 corresponde ao alcaldide
panascomina.

Como foi observado na acosminina (4), é possivel propor um equilibrio
rotacional para (9), produzindo os rotameros (VII) e (VIII) (ESQUEMA 3.2.9.1), este
fato é evidenciado no experimento de HSQC onde se verifica outro deslocamento
para H-21 (7,17 &) que correlaciona com C-21 (121,8 d), além daqueles ja atribuidos
em 123,1 & para C-21 e 6,55 & para H-21. Assim justificam-se os sinais excedentes
observados nos espectros de RMN'H e RMN™"*C.

Esse equilibrio rotacional também foi observado por NUZILLARD et al. (1999),
e esclarece que préton vinilico (H-21) do rotdmero menos estavel é mais
desblindado, devido ao efeito do grupo carbonila, correspondente ao rotamero (VI11)

para 9
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Y 21,54/2,16

24 CHj

(VIII)

ESQUEMA 3.2.9.1 — Equilibrio rotacional observado em 9.

TABELA 3.2.9.1 - Dados de RMN'H de 9

NUZZILARD et al. 1999
(31 125 MHz, CDCl,)

9
C
(1 400 MHz, CDCl;) ’

2 4,32 (dl J = 5,6 Hz,1H) 4,15 (dl J = 5,8 Hz, 1H)
3 Ha/Hb 2,05/1,78 (m, 2H)  Ha/Hb 2,0/1,85 (m, 2H)
4 Ha/Hb 2,0/1,75 (m, 2H) Ha/Hb 2,0/1,75 (m, 2H)
5 Ha/Hb 2,15/1,78 (m, 2H)  Ha/Hb 2,20/1,75 (m, 2H)
6 3,17 (m, 2H) 3,15 (m, 2H)
7 1,49 (sl, 1H) 1,30 (sl,1H)
8 Ha/Hb 2,43/1,89 (m, 2H)  Ha/Hb 2,42/1,85 (m, 2H)
9 1,58 (sl, 1H) 1,65 (sl)
10 3,69 (s, 1H)) 3,67(s, 1H)
11 3,37 (m, 1H) 3,15 (m, 1H)
13 Ha/Hb 3,59/3,13 (m, 2H) Ha/Hb 3,67/3,0
14 Ha/Hb 2,52/2,33 (m, 2H) Ha/Hb 2,58/2,32
15 5,78 (m,1H) 5,75 (m)

Hb 5,1 (dI J = 15,3Hz, 1H)
16 5,15 (m, 2H)

Hb 5,05 (dl J = 9,8 Hz, 1H)
18 1,99 (m, 2H) Ha/Hb 2,0/1,85 (m, 2H)
19 1,84 (m, 2H) Ha/Hb 1,85/1,75 (m, 2H)
20 Ha/Hb 3,77/3,51(m, 2H)  Ha/Hb 3,78/3,48 (m, 2H)
21 6,55 (s, 1H) 6,6 (s, TH)
24 2,13 (s) 2,12 (s)
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TABELA 3.2.9.2 - Dados de RMN'C de 9

9 NUZZILARD 1999
© (8¢ 100 MHz; CDCl5) (8¢ 125 MHz; CDCl5)
2 70,9 69,8
3 28,0 28,4
4 17,4 17,9
5 27 4 28,4
6 58,0 58,7
7 29,9 30,5
8 32,2 33,0
9 25,1 25,2
10 67,6 68,1
11 59,8 59,9
13 44,0 44,1
14 34,7 36,3
15 134,4 135,5
16 118,2 117,1
17 118,8 117,9
18 23,2 23,3
19 215 21,5
20 40,0 40,1
21 123,1 122,6
23 168,0 168,0
24 213 215
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FIGURA 3.2.8.1 — Espectro de RMN'H (400 MHz CDCls) da mistura 8 e 9.
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FIGURA 3.2.8.2 — Espectro de RMN'*C (400 MHz CDCls) da mistura 8 e 9.
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FIGURA 3.2.8.5 — Espectro de massas (IE = 70 eV) da lupanina.
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FIGURA 3.2.8.6 — Cromatograma da mistura 8 e 9
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FIGURA 3.2.9.1 - Espectro de massas (IE = 70 eV) da panascomina
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ESQUEMA 3.2.9.2 - Proposta de fragmentagao de massas (IE = 70 eV) para 9
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3.2.9 — Identificacao estrutural da 12-O-desmetil iangonina (10)

OCHs

(10)

O composto 10 foi isolado como um sélido amarelo, foi identificado através
dos experimentos de RMN em uma e duas dimensoes.

O espectro de RMN'H (FIGURA 3.2.10.1) do composto 10 apresentou dois
dubletos (J = 8,4 Hz, 2H) em 7,44 e 6,79 9§, indicando a presenca de um anel
aromatico para-substituido; outro dois dubletos (J = 16 Hz, 1H) em 7,36 e 6,75 &
sugerindo a presenca de um sistema carbonilico a,B-insaturado, no qual os
hidrogénios da dupla estariam em relagéo trans, mais dois dubletos (J = 2,4 Hz, 1H)
em 6,16 e 5,58 & que pode ser atribuido a um sistema a pirénico, e dois singletos
sendo um em 3,87 5 (3H) referente a hidrogénios metilicos ligados a heteroatomos,
e outro em 8,516 que foi atribuido a uma hidroxila.

A correlacao desses dubletos foi confirmada pelo espectro de COSY (FIGURA
4.2.10.2). Essas informacdes indicaram, portanto, a natureza de 10 como sistema a
pirbnico com um anel aromatico, uma dupla ligagdo a carbonila com grupamentos
hidroxilico e metoxilico. Todas essas suposi¢oes foram confirmadas através da
analise dos demais espectros de RMN.

A analise da projecdo dos espectros de 3c (HSQC e HMBC) e do mapa de
contorno de HSQC (FIGURA 3.2.10.3) do composto 10, em conjunto com os dados
da literatura (WIEDENFELD e ANDRADE 2003), permitiu que fossem atribuidos os
deslocamentos quimicos de todos os carbonos hidrogenados e fossem definido

cinco carbonos quaternarios na molécula em 170,9, 162,5, 159,7, 160,9 e 125,56
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O mapa de contorno de HMBC (FIGURA 3.2.10.4) permitiu que se
definissem os carbonos quaternarios e o posicionamento da metoxila. As
correlagdes do H-10 e H-14 (7,46 6) (ESQUEMA 3.2.10.1) com os carbonos em
160,9 e 134,5 8, definiu 0 C-12 e confirmou a atribuigdo do C-8.

A correlagéo dos hidrogénios 11 e 13 (6,79 8) e, 7 (6,75 &) com um sinal em
125,5, definiu o C-9 (ESQUEMA 3.2.10.1)

134,7

125,5 N\

S, S,
160,9 \|)—|
HO 7 HO o
H

6,79

ESQUEMA 3.2.10.1 — Correlagdes via HMBC para o composto 10.

O carbono mais desblindado, em 170,9 3, foi atribuido a C-4 através da sua
correlagédo com H-3 (5,58 &), H-5 (6,16 &) e com os hidrogénios da metoxila, esta
correlagdo também permitiu localizar o grupamento metoxilico na molécula. O C-6
(159,7 d) foi determinado através da correlagdo com H-5 (6,21 8) e H-7 (6,75 9).
Adicionalmente, a correlagdo de H-3 (5,58 ) com o carbono em 162,5 & definiu C-2
(ESQUEMA 3.2.10.2). Estas correlagbes permitiram a corregdo dos valores de
deslocamentos quimicos descrito por WIEDENFELD e ANDRADE (2003) (TABELA

3.2.10.1) descrito para esta substancia.
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ESQUEMA 3.2.10.2 — Correlagdes via HMBC para o composto 10
Portanto, através da analise dos dados espectroscopicos e comparagdo com o0s
dados obtidos na literatura, o composto 10 foi identificado como 12-O-

desmetiliangonina.

TABELA 3.2.10.1 - Dados espectroscopicos de 10 obtidos e da literatura.

40 (400 MHz, DMSO) WIEDENFELD e ANDRADE 2003**

e SH Sc* Sh 8¢
2 162,5 159,2
3 558(d,J=24Hz1H) | 880  559(d,J=12Hz1H) | 883
4 170,9 171,2
5 621(d,J=24Hz1H) | 99,8  621(d,J=12Hz1H) | 100,3
6 159,7 163,0
7  6,75(,J=16,0Hz1H) | 116,0 6,78(d,J=16,1 Hz1H) | 116,3
8 7,23(d,J=16,0Hz1H)| 1345 7,23(d,J=16,1Hz 1H) | 134,8

9 125,5 126,4
10/14 7,46 (d, J=8,4Hz2H) | 129,3 7,47 (d, J = 8,2 Hz 2H) 129,5
1113 6,79 (d, J=8,4Hz2H) | 116,0 6,81 (d, J = 8,2 Hz 2H) 116,0

12 160,9 158,2
MeO 3,87 (s, 3H) 56,3 3,81 (s, 3H) 56,5
HO 8,51 (s, 1H) 6,3 (s, 1H)

* Projegdo de Carbono HSQC e HMBC.
** 511 ( 400 MHz, CDCly/ DMSO-D) S¢ ( 100 MHz, CDCly/ DMSO-Dy)
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FIGURA 3.2.10.1 — Espectro de RMN'H (400 MHz DMSO) de
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FIGURA 3.2.10.2a — Expansdo do espectro de COSY 'H - 'H (400 MHz DMSO)
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3.2.10 — lIdentificagdo estrutural da12-O-p-D-glicopiranosil-desmetil

iangonina (11)

OCH;

11

O composto 11 foi isolado com um sélido amarelo, a identificagdo foi
realizada através dos experimentos de RMN em uma e duas dimensdes.

O espectro de RMN'H (FIGURA 4.2.11.1) do composto 11 foi bastante
similar as da desmetilinagonina (10). Foram observados dois dubletos (J = 8,4 Hz,
2H) em 7,54 e 7,11 9, indicando a presenga de um anel aromatico para-substituido;
outro dois dubletos (J = 15,8 Hz, 1H) em 7,26 e 6,74 6 sugerindo a presenga de um
sistema olefinico, onde os hidrogénios da dupla estariam em relagéo trans, mais dois
dubletos (J = 2,4 Hz, 1H) em 6,2 e 5,6 6 que pode ser atribuido a um sistema a
pironico, e um singleto em em 3,87 & (3H) referente a hidrogenios metilicos ligados
a heteroatomos, Estes sinais confirmam a semelhanga com 10, permite sugerir
entdo, que 11 tem o mesmo esqueleto estiril a- pirbnico que 10.

A analise de RMN'H, mostrou ainda um dubleto em 4,95 & (J = 7,6 Hz, 1H),
tipico de um hidrogénio anomeérico de [(B-D-glicopiranosideo, e os multipletos em
3,38, 3,45, 3,49, 3,50, 3,67 e 3,84 o, sinais estes que confirmam a natureza
glicosidica da molécula 11.

A andlise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 3.2.11.2) permitiu
atribuir os deslocamentos quimicos de todos os carbonos da porg¢ao glicosidica da
molécula.

No experimento de HMBC (FIGURA 3.2.11.3). O sinal mais desblindado,
em 173,7 §, apresenta correlagdo com os hidrogénios da metoxila 3,87 o, permitindo
assim, definir o posicionamento da metoxila. Dessa forma pode se deduzir que a

porcao glicosidica, esta ligada ao C-12.
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O EM (FIGURA 3.2.11.4) esta em acordo com a estrutura proposta para
11 através dos picos em [M+H]" em m/z 407 compativel com a formula molecular
C20H2209.

Assim, a estrutura para esta substancia foi estabelecida como sendo 12-O-f3-
D-glicopiranosil-desmetiliangonina (11). Esta deducéo envolveu, além da analise dos
dados espectroscopicos (TABELA 3.2.11.1), comparagdo com os dados obtidos na
literatura (WIEDENFELD e ANDRADE 2003).

TABELA 3.2.11.1 - Dados espectroscépicos de 11.

11 (400 MHz, DMSO)

H/C
Sn 8c*
2 - 161,5
3 5,6 (d, J = 2,4 Hz 1H) 89,0
4 - 1737
5 6,2 (d, J = 2,4 Hz 1H) 102,0
6 - 161,5
7 6,74 (d, J = 16,0 Hz 1H) 117,9
8  7,26(d,J=15.2Hz 1H) 136,1
9 - 131,1
10114 7,54 (d, J = 9,0 Hz 2H) 130,0
1113 7,11 (d, J = 8,4 Hz 2H) 117,9
12 - 161,5
1" 4,95(d,J =7,6 Hz 1H) 103,1
2’ 3,45 (m) 74,4
3 3,50 (m) 78,1
4 3,38 (m) 71,2
5 3,49 (m) 78,1
6 Ha/Hb 3,84/3,67 62,4
MeO 3,87 (s, 3H) 56,8

* Projegao de Carbono HSQC e HMBC.
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FIGURA 3.2.11.1 — Espectro de RMN'H (400 MHz CD30OD) de
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FIGURA 3.2.11.3 - Mapa de contorno de HMBC (400 MHz CD30D)
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3.2.11 — Identificag&o estrutural do bowdenol (12)

12

O composto (12) € um Oleo viscoso de coloragdo amarelada, e foi

identificado através de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes.

O espectro de RMN'H (FIGURA 3.2.12.2) mostrou dois dubletos em 7,63
(J = 16,0 Hz, 1H) e 6,28 5 (J = 16,0 Hz, 1H) sugerindo a presenga de um sistema
carbonilico a,B-insaturado, no qual os hidrogénios da dupla estariam em relagéo
trans; trés outros sinais de hidrogénios aromaticos em 7,37 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 7,32
(dd, J=8,0e 1,2 Hz, 1H) € 6,81 & (d, J = 8,0 Hz, 1H), sugerindo a presenca de um
anel aromatico 1,3,4-trisubstituido; e um singleto em 3,79 & correspondente a um
grupamento metoxilico, que pode ser de um éster.

O espectro de COSY (FIGURA 3.2.12.3) confirmou a presenga dos
hidrogénios olefinicos em relagdo trans, através do acoplamento dos dois
hidrogénios em 7,63 e 6,28 &. J&, o anel 1,3,4-trisubstituido foi definido através do
acoplamento entre os hidrogénios em 7,32 e 6,816 em orto (J = 8,0 Hz), e entre o
primeiro e o hidrogénio em 7,37 5, com uma constante tipica de relagdo meta
(J =1,2 Hz).

O espectro de RMN'H revelou ainda dois duplos dubletos em 3,42 (J=15,6
e 9,6 Hz), 3,17 6 (J = 15,6 e 8,4 Hz) e um tripleto em 5,39 6 (J = 8,8 Hz),
representando 1H cada um. Os dois primeiros sinais foram atribuidos aos
hidrogénios metilénicos benzilicos e o ultimo a um hidrogénio oximetinico alilico de
sistema 2,3-diidrobenzofuranico a-substituido, cuja correlagdo foi confirmada pelo
experimento de COSY (ESQUEMA 3.2.12.1). Um singleto em 5,27 & correspondente
a dois hidrogénios olefinicos e dois dubletos em 4,29 (J = 13,2 Hz) e 4,24 6 (J = 13,2
Hz) representando dois hidrogénios carbindlicos primarios, que caracterizaram o

substituinte hidroxiisopropenil ligado ao anel diidrobenzofurano.
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ESQUEMA 3.2.12.1 — Correlagdes via COSY para o anel dihidrofurano

Através da comparagao com dados da literatura (MELO et al. 2001) e da
andlise do espectro de RMN'*C (FIGURA 3.2.12.1) e do mapa de contorno de
HSQC (FIGURA 3.2.12.4) foram atribuidos os deslocamentos quimicos de todos os
carbonos hidrogenados e definidos cinco carbonos quaternarios na molécula em
167,9, 161,4, 147,0, 127,6 e 127,5 6.

H 1244 1449
7,37 7,63

HO
OCH,
3,79
4,29 51,6

O mapa de contorno de HMBC (FIGURA 3.2.12.5 ESQUEMA 3.2.12.2) além
de confirmar os deslocamentos quimicos ja atribuidos, permitiu que se definissem os
carbonos quaternarios.

As correlagdes dos hidrogénios H-2 (5,39 6), H-3 (3,42/3,17 d) e H-14 (4,29/4,24
d) com o carbono olefinico em 147,0 & definiu o0 C-13. O carbono carbonilico C-12 foi
definido através das correlagées de H-10 (7,63 3), H-11(6,28 3) e da metoxila (3,79
d) com o sinal em 167,8 6. O H-11 também determinou o C-5, uma vez que ele e o

H-7 (6,818) correlacionaram com um sinal em 127,5 8. Porém, o sinal em 127,6 foi
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atribuido a C-9 através da correlagdo com H-4 (7,37 3) e H-7 (6,81 5). J4 o C-13

(161,4 o) foi determinado através da correlagdo com H-4 e H-6.

ESQUEMA 3.2.12.2 — Correlagdes via HMBC para o composto 12

Assim substancia 12 foi identificada como bowdenol, que ndo havia sido isolado
anteriormente do género Acosmium. Esta dedugéo envolveu, além da analise dos
dados espectroscopicos, comparagcao com os dados da literatura (MELO et al. 2001)
e cujos dados de RMN'H e "*C s&o descritos na TABELA 3.2.12.1
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FIGURA 3.2.12.1 - Espectro de RMN'*C (100 MHz CDCls) do bowdenol
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TABELA 3.2.12.1 - Dados espectroscopicos de bowdenol comparados com a

literatura.

12 (S 400 MHz/3¢ 100MHz, CDCls)

MELO et al. 2001*

H/C
SH ¢ OH dc
2 5,39 (t, J = 8,8 Hz 1H) 84,3 5,35(dd, J=15,6 € 9,6 Hz 1H) | 84,50
3 Ha 3,42 (dd, J =15,6 € 9,6 Hz 1H) 347 3,37 (dd, J =15,7 € 9,5 Hz 1H) 34,05
Hb 3,17 (dd, J =15,6 e 8,4 Hz 1H) 3,13 (dd, J =15,7 e 8,3 Hz 1H)
4 7,37 (d, J = 1,2 Hz 1H) 1244 7,33 (sl, 1H) 124,61
5 127,6 127,85
6 7,32 (dd,J=8,0e 1,2Hz 1H) 129,7 7,28 (d, J =8,3 Hz 1H) 129,83
7 6,81 (d, J = 8,0 Hz 1H) 109,7 6,76 (d, J = 8,3 Hz 1H) 109,88
8 161,4 161,64
9 127,5 127,78
10 7,63 (d, J = 16,0 Hz 1H) 1449 7,63 (d, J =15,9 Hz 1H) 145,06
11 6,28 (d, J = 16,0 Hz 1H) 114,7 6,24 (d, J = 15,9 Hz 1H) 114,98
12 167,8 168,04
13 147,0 147,32
y Ha 4,29 (d, J = 13,2 Hz 1H) o M4 U=1aTHZ |
Hb 4,24 (d, J = 13,2 Hz 1H) Hb 4,22 (d, J = 13,7 Hz 1H)
15 5,27 (2H) 112,7 5,23/527 112,68
MeO 3,79 (s, 3H) 516 3,75 (s, 3H) 51,72

* On ( 500 MHz, CDCI;) d¢ ( 125 MHz, CDCl5)
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FIGURA 3.2.12.2 - A) Espectro de RMN'H (400 MHz CDCIs) do bowdenol.
B) Expanséo do Espectro de RMN'H (400 MHz CDCls) do bowdenol.

115



Resultados e Discussdes

bt M ppm

A)

L..l_l_h—._,l_«\__iuj__
e
50
68
%
%

|

e
o

.?#'

.u‘_L Jls 4

=
a
w

N

- . o8|
j ' ® wo..
— [ ﬁn'

M <

B) "E! _ﬁ. - = o 2
:| [ ] =

S

; o & -
| - o
1 .#I- & :--L
8.0 ~ 7 o 6. e e J .

FIGURA 3.2.12.3 — A) Espectro de COSY "H-"H (400 MHz CDCls) do bowdenol.
B) Expans&o do espectro de COSY 'H-'H (400 MHz CDCl;3) do bowdenol.

116



Resultados e Discussdes

A
B
.
-
A) g - = .
]
1 g
—1| -
Ei
— & i %
= -+ -1
— & | gk
. - -
—| = .
15
1 F16
y .. Wa:-'; 1 o g = 2

1 +
o ] :
1 -

FIGURA 3.2.12. 4 — A) Mapa de contorno de HSQC (400 MHz CDCl3) do bowdenol
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B) Expansao do Mapa de contorno de HMBC (400 MHz CDCIs3) do bowdenol
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3.2.12 — Elucidacéao estrutural dos ésteres graxos de bowdenila (13-20)

(o)

R o X
13 H
\n/ 14 2 1 OCHs

(13)
A mistura de ésteres graxos de bowdenila foi identificado por RMN em uma
e duas dimensdes, reacao de hidrélise e analise por CG/EM.

Todos os sinais observados nos espectros de RMN'H e "*C do bowdenol
foram reproduzidos nos espectros de RMN'H (FIGURA 3.2.13.1) e®C (FIGURA
3.2.13.2) da substancia 13 (TABELA 3.2.13.2), cujas atribuicbes foram confirmados
pelos experimentos de COSY (FIGURA 3.2.13.3), HSQC (FIGURA 3.2.13.4) e
HMBC (FIGURA 3.2.13.5), exceto H-14 que sofreu um deslocamento
paramagnético, e teve o sinal observado como um dubleto AB em 4,72 5 (J = 14,0
1H), e 4,65 6 (J = 13,6 Hz, 1H) caracteristico de hidrogénios metilenos de ésteres,
sugerindo a esterificagcdo da posicdo 14. Enquanto que no bowdenol, o sinal
correspondente ao H-14 é em 4,29 (d, J = 13,2 Hz, 1H) e 4,24 § (d, J = 13,2 Hz, 1H),
tipico de hidrogénios carbindlicos de alcoois primarios e alilicos.

O mapa de contorno de HSQC mostrou que os sinais em 4,72 e 4,65 &
correlacionam com um sinal em 63,4 6 que foi atribuido ao C-14.

No mapa de contorno que HMBC (ESQUEMA 3.2.13.1) observa-se a
correlagdo de H-14 com os sinais em 83,1 (C-2), 114,8 (C-15), 142,8 (C-13) e 173,3
d, sendo este ultimo sinal atribuido a um carbono de éster, confirmando assim, a

esterificacdo na posicao 14.

ESQUEMA 3.2.13.1 — Correlagdes via HMBC para a mistura 13
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O espectro de RMN'H da mistura 13 apresentou ainda, sinais de
hidrogénios olefinicos em 5,34 6 e varios sinais na regiao mais blindada do espectro,
destacando-se dois multipletos em 2,76 6 e um tripleto em 2,27 6, este atribuido a
hidrogénios ligados a carbono o a uma fungao carbonilica, um sinal em 1,29 5, um
sinal intenso em 1,25 6 e um de menor intensidade em 0,88 5. Os dois ultimos s&o
referentes a hidrogénios metilénicos e metilicos, respectivamente , sugerindo assim
a presenca de ésteres de acidos graxos.

Os dados até aqui discutidos permitiram propor que 13 € um éster de acido
graxo tendo como parte alcodlica o bowdenol.

Faltava ainda identificar parte acida (acidos graxos) do éster, presente na
molécula. Para isso foi necessario fazer a hidrélise de 13 para obter a por¢ao acida
que em seguida poderia ser metilada para transformar os acidos graxos livres em
seus ésteres metilicos. O material reacional foi analisado por CG-EM, mostrando a
presenca de varios picos, como pode ser observado no cromatograma (FIGURA
3.2.13.7). Analises dos respectivos espectros de massas permitiram detectar a
presencga, principalmente, de ésteres metilicos de acidos graxos caracterizados pela
presenca do pico base correspondente ao fragmento m/z 74 originado pelo rearranjo
do tipo McLafferty, no qual ocorre a clivagem da ligagédo Ca-Cp e a transferéncia de

atomo de hidrogénio do carbono y para o fragmento ionizado (ESQUEMA 3.2.13.2)

202
H;CO_
C—CH2 —
H.CO CH2 HO H;CO CH,
3 HZC—%HR m/z 74

ESQUEMA 3.2.13.2 — Rearranjo do tipo MclLafferty para ésteres metilicos de acidos

graxos

A comparacado dos espectros de massa (FIGURA 3.2.13.6, 3.2.13.8 a 14)
dos componentes presentes na mistura com espectros do banco de dados do
sistema CG-EM e comparagédo com os dados da literatura (PEREIRA 2008) permitiu

identificar os acidos graxos descritos na TABELA 3.2.13.1

120



Resultados e Discussdes

TABELA 3.2.13.1 — Acidos graxos identificados oriundos da mistura 13-20*

Componentes* Nome comum T.R (min) | MM | Teor (%)
Acido tetradecansico (53) Miristico 16,56 242 2.28
Acido pentadecansico (54) 18.00 256 2.21
Acido (Z) 9- hexadecendico (55) | Palmitoleico 19,05 268 2.65
Acido hexadecanoico (56) Palmitico 19,36 270 38.60
Acido heptadecansico (57) Margarico 20,66 284 3.80
Acido (Z,2) 9,12 octadiendico | Linoleico 21,53 294 13.56
(58)

Acido (Z) 9-octadecendico (60) | Oleico 21,60 296 2547
Acido octadecandico (61) Estearico 21,91 298 11.39

* Foram detectados no CG-EM como éster metilico de acido graxo.

Com a determinacéo da parte acida dos ésteres foi possivel identificar oito

componentes da mistura como sendo:

R = Tetradecanoil

R = Pentadecanoll

R = (Z)9-Hexadecenoil

R = Hexadecanoll

R = Heptadecanoil

R = (Z,2)9,12-Octadecadienoil
R = (Z)9-Octadecenoill

R = Octadecanoil

OCH;

Miristato de bowdenila (13)
Pentadecanoato de bowdenila (14)

Palmitoleato de bowdenila (15)

Palmitato de bowdenila (16)
Margarato de bowdenila (17)
Linoleato de bowdenila (18)
Oleato de bowdenila (19)
Estearato de bowdenila (20)

Os componentes dessa mistura ainda nao foram descritos na literatura. Os

dados espectroscopicos referentes a parte alcodlica (bowdenol) dos ésteres, sé&o

descritos na TABELA 3.2.13.2.
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TABELA 3.2.13.2 - Dados espectroscopicos de bowdenila** e bowdenol (12)

13 (34 400 MHz/3c 100MHz, CDCls) 12 (34 400 MHz/5c 100MHz, CDCls)
S dc OH dc
2 5341, J =80 Hz, 1H) 84,8 5,39 (t, J = 8,0 Hz, 1H) 84.3
3 Ha 3,43 (dd, J = 15,6 € 9,6 Hz, 1H) 34.9 Ha 3,42 (dd, J =15,6 € 9,6 Hz, 1H) 347
Hb 3,17 (dd, J = 16,0 € 8,4 Hz, 1H) Hb 3,17 (dd, J =15,6 & 8,4 Hz, 1H)
4 7,37 (d, J =2,8 Hz, 1H) 124 .4 7,37 (d, J =1,2 Hz, 1H) 1244
5 127,6 127,6
6 7.31(dd, J=80e2,0Hz 1H) |1296  7,32(dd, J=80e16Hz 1H) | 129,7
7 6,81 (d, J = 8,4 Hz, 1H) 109,7 6,81 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 109,7
8 161,5 161,4
9 127,4 127,5
10 7,63 (d, J =16,0 Hz, 1H) 144,8 7,63 (d, J =16,0 Hz, 1H) 1449
11 6,28 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 114,6 6,28 (d, J = 15,6 Hz, 1H) 114,7
12 167,8 167,8
13 142,8 147,0
Ha 4,72 (d, J = 14,0 Hz, 1H) Ha 4,29 (d, J = 13,2 Hz, 1H)
14> 63,4 63,0
Hb 4,65 (d, J = 13,6 Hz, 1H) Hb 4,24 (d, J = 13,2 Hz, 1H)
Ha 5,34 (s, 1H)
15 114,8 5,27 (2H) 112,7
Hb 5,27 (sl, 1H)
MeO 3,78 (s, 3H) 515 3,79 (s, 3H) 516

* em negrito deslocamentos quimicos diferenciados. ** porgao alcodlica do éster.
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FIGURA 3.2.13.1 Espectro de RMN'H (400 MHz CDCls) da mistura de substancia
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FIGURA 3.2.13.2 - Espectro de RMN'>C (100 MHz CDCls) da mistura de substancia
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FIGURA 3.2.13.3 Espectro de COSY 'H-'H(400 MHz CDCl;) da mistura de

substancia 13-20.
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FIGURA 3.2.13.4 — Mapa de contorno de HSQC (400 MHz CDCl3) da mistura de

substancia 13-20.
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FIGURA 3.2.13.5 — Mapa de contorno de HMBC (400 MHz CDCl3) da mistura de

substancia 13-20.
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FIGURA 3.2.13.6 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do miristato de metila
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FIGURA 3.2.13.7 - Cromatograma dos ésteres metilicos de acidos graxos oriundos

da mistura 13-20. A) Cromatograma sem alteragao; B) Cromatograma expandido
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FIGURA 3.2.13.8 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do pentadecanoato de metila
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FIGURA 3.2.13.9 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do palmitoleato de metila
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FIGURA 3.2.13.10 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do palmitato de metila
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FIGURA 3.2.13.11 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do margarato de metila
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FIGURA 3.2.13.12 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do linoleato de metila
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FIGURA 3.2.13.13 - Espectro de massas (IE = 70 eV) do oleato de metila
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FIGURA 3.2.13.14 — Espectro de massas (IE = 70 eV) do estearato de metila
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3.2.13 — Identificagdo estrutural acido 5-O-cafeoilquinico (21)

HO

(21)

A substancia 21 foi isolada sob a forma de um sdlido branco amorfo, e foi
identificado através de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes.

O espectro de RMN'H (FIGURA 3.2.21.1) mostrou dois dubletos em 7,59
(J =16 Hz, 1H) e 6,24 & (J = 15,6 Hz, 1H) sugerindo a presenga de um sistema
carbonilico a,B-insaturado, no qual os hidrogénios da dupla estariam em relagéo
trans; trés outros sinais de hidrogénios aromaticos em 7,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,95
(dd, J=8,4e 2,0Hz, 1H) e 6,77 5 (d, J = 8,4 Hz, 1H), sugerindo a presenga de um
anel aromatico 1,3,4-trisubstituido.

O espectro de COSY (FIGURA 3.2.21.2) confirmou a presengca dos
hidrogénios olefinicos em relagdo trans, através do acoplamento dos dois
hidrogénios em 7,59 e 6,24 &. Ja, o anel 1,3,4-trisubstituido foi definido através do
acoplamento entre os hidrogénios em 6,95 e 6,77 6 em orto (J = 8,4 Hz), e entre o
primeiro e o hidrogénio em 7,04 3, com uma constante pequena (J = 2,0 Hz) meta.
Desta forma, foi definido o padrao de substituicdo do anel da unidade derivada do
acido cafeéico.

O espectro de RMN'H de 21 também apresentou sinais referentes a
hidrogénios carbindlicos em 3,71 6 como duplo dubleto (H-4ax) com J=92e 3,2
Hz, referente ao acoplamento com H-5ax e H-3eq, respectivamente; em 5,34 & (H-
5ax) um triplo dubleto com J = 9,2 e 4,4 Hz, onde a primeira constante € devido ao
acoplamento com H-4ax e H-6ax e a segunda pelo acoplamento com H-6eq; e um
singleto largo em 4,15 § referente ao H-3eq. Mostrou também dois multipletos , um
entre 2,27-2,15 & (H-6a/H-2a) outro entre 2,08-1,93 & (H-6b/H2b), tipicos de
hidrogénios metilénicos. Todas essas correlagbes foram confirmadas pelo

experimento de COSY (ESQUEMA 3.2.21.1), e coincidem com acido quinico,
segundo a literatura (MERFORT 1992).
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ESQUEMA 3.2.21.1 — Correlagdes via COSY para a substancia 21

A analise da projecdo de *C (HSQC e HMBC) e do mapa de contorno de
HSQC (FIGURA 3.2.21.3) do composto 21, em conjunto com os dados da literatura
(VALENTE 2003), permitiu que fossem atribuidos os deslocamentos quimicos de
todos os carbonos hidrogenados e fossem definidos seis carbonos quaternarios na

molécula em 178,2, 168,7, 149,4, 146,8, 127,8 € 76,2 6

115,4
6,24 72,5

H O 534
H

115,4 1231

HO

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios

foram feitos através da analise do mapa de contorno de HMBC (FIGURA 3.2.21.4)
A correlagdo do H-5ax (5,34 8) com os carbonos em, 168,7 e 76,2 95,

permitiu que se definisse os deslocamentos quimicos de C-9’ e C-1, e confirmar a

posicao do acido caféico esterificando o acido quinico, em C-5.
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O deslocamento quimico de C-1’ (127,8 &) foi determinado através da
correlagdo com H-8' (6,24 5) e H-5’ (6,77 9)

A correlagéo entre H-2' (7,04 5) e H-6’ (6,95 &) com o carbono, em 1494

8, permitiu se definisse C-4’.

Através da correlagdo de H-5’ (6,77 8) com um carbono em, 146,8 & foi

possivel definir C- 3’

6,77

H @)

146,8 H

HO

Assim, a estrutura para esta substancia foi estabelecida como sendo acido 5-
O-cafeoilquinico (21). Esta deducdo envolveu, além da analise dos dados
espectroscopicos (TABELAS 3.2.21.1 e 3.2.21.2), comparagdo com os dados
obtidos na literatura (VALENTE 2003).
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TABELA 3.2.21.1 - Dados de RMN de 'H do &cido 5-O-cafeoilquinico (21) e

comparagao com a literatura

H

2l

5l

6'

7l

8!

21

(400 MHZ, CD30D)
Ha 2,21 (m, 1H)

Hb 2,00 (m, 1H)
4,15 (sl, 1H)

3,71 (dd, J = 9,2 e 3,2 Hz, 1H)
5,34 (td, J = 9,2 e 4,4 Hz, 1H)
Ha 2,21 (m, 1H)

Hb 2,00 (m, 1H)

7,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H)
6,77 (d, J = 8,4 Hz, 1H)
6,95 (dd, J = 8,4 e 2,0 Hz,1H)
7,59 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,24 (d, J = 16,0 Hz,1H)
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(VALENTE, 2003)

(400 MHZ, CD30D)
Ha 2,18 (dd, J = 14,9 e 3,2 Hz, 1H)

Hb 2,04 (ddd, J = 14,9, 5,4 e 1,9 Hz, 1H)
4,18 (dtd, J = 5,4 e 3,2 Hz, 1H)
3,73 (dd, J=9,1 e 3,2 Hz, 1H)
5,33 (td, J = 9,1 e 4,0 Hz)

Ha 2,23 (ddd, J = 14,9, 4,0 e 1,9 Hz, 1H)
Hb 2,08 (dd, J = 14,9 € 9,1 Hz, 1H)
7,05 (d, J = 1,9 Hz, 1H)

6,78 (d, J = 8,2 Hz, 1H)

6,95 (dd, J = 8,2 e 1,9 Hz, 1H)

7,56 (d, J = 15,9 Hz, 1H)

6,27 (d, J = 15,9 Hz, 1H)
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TABELA 3.2.21.2 - Dados de RMN de ™C do acido 5-O-cafeoilquinico (21) e

comparagao com a literatura

C 21* VALENTE, 2003
(100 MHZ, CD30D)
1 76,2 76,2
2 38,4 38,3
3 72,5 71,3
4 74,7 73,5
5 72,5 72,0
6 39,5 38,8
7 178,2 177,1
T 127,8 127,8
2 114,2 115,3
3 146,8 146,8
4 149,4 149,6
5 115,4 116,5
6 123,1 123,1
7 147,6 147,1
8 115,4 115,3
9 168,7 168,7

* Projegio de Carbono HSQC e HMBC
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FIGURA 3.2.21.1 — A) Espectro de RMN'H (400 MHz CD;0D) do &cido 5-O-cafeoilquinico.
B) Expanséo do espectro de RMN'H (400 MHz CD;0D) do &cido 5-O-cafeoilquinico.

C) Expansdo do espectro de RMN'H (400 MHz CD;0D) do &cido 5-O-cafeoilquinico
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A) < &

| |L| U

B)

FIGURA 3.2.21.2 — A) Espectro de COSY 'H-'H (400 MHz CD;OD) do &cido 5-O-
cafeoilquinico. B) Expansao do espectro de COSY 'H-'H (400 MHz CD;OD) do &cido 5-O-

cafeoilquinico.
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FIGURA 3.2.21.3 — A ) Mapa de contorno de HSQC (400 MHz CD3;OD) do &cido 5-O-
cafeoilquinico. B ) Expansédo do mapa de contorno de HSQC (400 MHz CD3;0D) do acido 5-

O-cafeoilquinico.
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3.2.14 — |dentificac&o estrutural do lupeol (22)

(22)

A substancia 22 foi isolada como um sodlido branco, a identificacdo foi

realizada através dos experimentos de RMN'H, "*C e espectrometria de massas. No
espectro de RMN'H (FIGURA 3.2.22.1), foram observados seis singletos referentes
a hidrogénios metilicos, estes sinais aparecem em: 0,76, 0,79, 0,83, 0,88, 0,97 e
1,03 & e ainda um singleto em 1,616 caracteristico de hidrogénios de metila ligada a
um carbono insaturado. Neste espectro foram observados ainda, um dubleto em
4,69 6 (J = 2,4 Hz) e um duplo dubleto em 4,57 6 (J = 2,4 e 1,4 Hz). A presenga
desses sinais sugeriram que a substancia 22 tratava-se de um triterpeno com
esqueleto lupano. A presenca de um duplo dubleto em 3,21 6 (J = 10,0 e 5,4 Hz)
permitiu sugerir a presenga de um grupo hidroxila no C-3. A constante de
acoplamento para este sinal sugeriu a posi¢ao 3 para o grupo hidroxilico.

A analise do espectro de RMN'C (FIGURA 3.2.22.2 TABELA 3.2.22.1) indicou
a presenca de 30 atomos de carbonos, sendo um sinal referente a um carbono
carbindlico em 79,3 & e dois sinais referentes a carbonos olefinicos em 151,2 e
109,6 8.

O espectro de massas (FIGURA 3.2.22.3) obtido para a substancia 22
apresentou o pico do ion molecular de m/z = 426, sendo compativel com a férmula
molecular C3oHs500. Apds andlise destes dados pode-se propor para a substancia 22
como a estrutura do lupeol. Os dados encontrados na literatura (SANTOS 2005)

confirmaram essa proposta.
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TABELA 3.2.22.1 - Dados espectroscopicos RMN'®C da substancia 22 em CDCls.

C dc d¢c (Santos 2005) 50MHz.
1 38,4 38,6
2 27,3 27,3
3 79,3 78,9
4 39,2 38,8
5 55,6 55,2
6 18,6 18,3
7 34,6 34,2
8 40,3 40,8
9 50,8 50,4
10 37,5 37,1
11 21,2 20,9
12 25,5 25,1
13 38,1 38,0
14 41,2 42,8
15 27,7 27,4
16 35,9 35,5
17 43,3 42,9
18 48,6 48,2
19 48,3 47,9
20 151,2 150,9
21 30,21 29,8
22 39,8 39,9
23 28,3 27,9
24 15,2 15,3
25 16,2 16,0
26 15,7 15,9
27 14,9 14,5
28 18,3 17,9
29 109,6 109,3
30 19,6 19,2
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FIGURA 3.2.22.1 — Espectro de RMN'H (200 MHz CDCls) do lupeol.
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FIGURA 3.2.22.2 — Espectro de RMN'C (100 MHz CDCl3) do lupeol.
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FIGURA 3.2.22.3 — Espectro de massas (IE — 70 eV) do lupeol
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3.2.15 — Identificacao estrutural da lupenona (23)

29

(23)

A substancia 23 foi isolada como um sodlido branco, foi caracterizada
através dos experimentos de RMN'H, "*C e EM.

O espectro de RMN'H (FIGURA 3.2.23.1) apresentou sinais bastante
similares aos do lupeol (22): seis metilas terciarias em 0,79, 0,93, 0,95, 1,02,1,07 e
1,07 6 e uma metila sobre um carbono sp2 em 1,68 §; e, os sinais tipicos de
triterpenos lupanicos em 4,57 (dd, J = 24 e 1,0 Hz) e 4,69 & (d, J = 2,4 Hz).
Entretanto, no espectro de 23 ndo se observou o sinal relativo ao hidrogénio
carbindlico H-3 em 3,21 §, sugerindo entdo, que C-3 era um carbono carbonilico.

A andlise do espectro de RMN™C (FIGURA 3.2.23.2 TABELA 3.2.23.1),
confirmou a presenca da carbonila cetbnica através de um sinal em 218,2 §, e
mostrou os sinais referentes aos carbonos olefinicos em 150,9 e 109,3 4.

O espectro de massas (FIGURA 4.2.23.3) obtido para a substancia 23
apresentou o pico do ion molecular de m/z = 424, sendo compativel com a férmula
molecular C3pH450. Apds analise destes dados pode-se propor para a substancia 23
como a estrutura da lupenona. A comparagao dos dados de 23 com os da literatura

(SIMOTE 2006) confirmaram essa proposta.
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FIGURA 3.2.23.2 — Espectro de RMN'*C (100 MHz CDCls) da lupenona
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TABELA 3.2.23.1 - Dados espectroscopicos RMN'®C da substancia 23 em CDCls.

C 8¢ Sc (SIMOTE 2006) 50MHz.
1 39,6 39,6
2 33,5 33,6
3 218,2 218,1
4 47,3 47,3
5 54,9 54,8
6 19,7 21,0
7 34,1 33,6
8 40,8 40,8
9 49,8 49,7
10 36,9 36,9
11 21,5 21,5
12 25,1 252
13 38,2 38,2
14 43,0 43,0
15 27 4 27,4
16 35,5 35,5
17 42,9 42,9
18 48,2 48,2
19 47,9 47,9
20 150,9 150,8
21 29,8 29,9
22 40,0 40,0
23 26,6 26,7
24 21,0 21,0
25 15,9 15,9
26 15,8 15,7
27 14,5 14,5
28 18,0 17,9
29 109,3 109,4
30 19,3 19,0
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FIGURA 3.2.23.3 — Espectro de massas da substancia 23 (IE — 70 eV)
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3.2.16 — Identificacdo da sistosterol (24) estigmasterol (25)

campesterol (26)

Os fitoesterois sistosterol (24), estigmasterol (25) campesterol (26) foram
isolados em mistura. Estes fitoesterdis sdo de ampla ocorréncia no reino vegetal e
foram identificados através de RMN'H e CG-EM, e os dados obtidos foram
concordantes com a literatura (Santos 2005, AMBROZIN 2004, GARCIA 2005)
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3.3 — Identificagao de alcaldides quinolizidinicos por CG-EM.

E de conhecimento comum que CG-EM, pode ser usada para analisar
compostos de média polaridade e baixo peso molecular, € um importante e bem
estabelecido método para analise sistematica de produtos naturais (PATITUCCI
1995).

Considerando que os alcaldides quinolizidinicos (AQ) sdo aminas alifaticas com
grandes similaridades estruturais e formam misturas complexas nos extratos de
plantas,considerando ainda as varias possibilidades conformacionais, essa classe
de substancias € de dificil isolamento e purificagao pelas técnicas convencionais de
fitoquimica classica. Além disso, seus espectros de RMN'H sdo geralmente muito
complexos e de dificil analise. Assim, CG-EM torna-se uma poderosa ferramenta
para identificar os alcaldides quinolizidinicos. Existem varios relatos na literatura do
uso dessa técnica para identificar esta classe de substancia (WINK et al. 1995,
HERRERA e QUINTOS 2000, GUIMARAES et al. 2003).

A identificacdo dos compostos ja conhecidos e presentes no extrato alcaloidico,
foi estabelecida através da comparacido de seus espectros de massas com amostra
autentica e/ou descrita na literatura, seu tempo de retengao relativa (RRt) tendo a
lupanina (8) como padrao (RRt = 1,00) e pelo padrao de fragmentagdo. Para as
substancias nao descritas na literatura foram utilizados apenas os dois ultimos
parametros.

Uma aliquota das amostras dos extratos diclorometanico e metandlico,
devidamente preparada (ESQUEMA 3.3.1) foi dissolvida em éter etilico, e a outra em
acetato de etila, criando com isso um total de 6 amostras, assim denominadas:

MEE = extrato metandlico extraido com éter e solubilizado em éter.

MEA = extrato metandlico extraido com éter e solubilizado em acetato de etila
MCE = extrato metandlico extraido com CHCI; e solubilizado em éter

MCA = extrato metandlico extraido com CHCI; e solubilizado em acetato de etila.
DCE = extrato diclometano extraido com CHCI; e solubilizado em éter

DCA = extrato diclometano extraido com CHCI; e solubilizado em acetato de etila

(8)
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Extrato MeOH
109

1)10 ml H,0 3) 15 ml H,0
2) 10 ml HCI 51% 4) Filtrar

Torta i H,O

Extrair com éter
3 x30ml

H0 FEE

1) NH;,OH 28% 2) Extrair com éter
Py 9- 3x30ml

ME H,O
96 mg

1) Extrair com CHCI3| 2) Secar com Na;SO,

3 x30ml 3) Evaporar
H.0 MC
76 mg
Acetate | MEA
ME ol
. MEE
Eter.
Acetato | MCA
WO Sal
» MCE
Eter.
Acetate | DCA
D ol
. DCE
Eter.

Extrato DCM
109

2) Extrair HCI
5%
3x 15 ml

1) 30 ml CHCl;

FDC

1) NH40H 28% Extrair com CHCl;

Py 9-10 3x30ml
Secar Na,SO,
Evaporar
H,O DC
113 mg

ESQUEMA 3.3.1 Particdo dos extratos MeOH e diclorometano.
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3.3.1 — Proposta de fragmentacao AQ esqueleto esparteinico.

Os AQ com esqueleto esparteinico (WYRZYKIEWICZ et al. 2000) apresentam
m/z relacionado ao ion molecular massa par, uma vez que tem numero par de
nitrogénios e sao reconhecidos através dos seus fragmentos em m/z 149, 137, 98 e
84 (ESQUEMA 3.3.1.1). E possivel reconhecer os trés estereisdmeros da esparteina
pelo espectro de massa, a-isoesparteina (29), esparteina (30) e a [-isoesparteina
(31) sao distinguidos por causa da significativa diferenga na intensidade relativa dos
picos referentes aos seus fragmentos, principalmente a m/z 98 e 137 (BALANDRIN
1982). A relagdo da intensidade desses dois picos para os trés compostos nas
condigdes usadas no CG-EM sdo na proporgédo de 1,15 (esparteina), 1,75 (a-
isoesparteina) e 0,81 (B-isoesparteina) (FIGURA 3.3.1.1). Os valores de RR; para os
trés estereoisbmeros sao diferentes , onde a a-isoesparteina tem o menor valor
seguido da esparteina e depois a B-isoesparteina que tem o maior valor (FIGURA
3.3.1.1).

N
N
) ' )
N \e
i N v
m/z 98 m/z 149 m/z 84 H
ESQUEMA 3.3.1.1 — Proposta de fragmentacdo de massas para o esqueleto

esparteinico
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FIGURA 3.3.1.1 - Espectros de massas dos trés estereoisbmeros da esparteina.

3.3.2 — Proposta de fragmentacao AQ esqueleto Ormosinico.

Existem dois tipos de AQ com esqueleto ormosinico: homoormosinico (56) e o

ormosinico (57) que apresentam m/z relacionado ao ion molecular massa impar,

uma vez que tém numero impar de nitrogénios.

Ix-=

(57)

(56)
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Os homoormosinicos sdo reconhecidos através dos seus fragmentos em
m/z 243, 229 e 98 (ESQUEMA 3.3.2.1). Enquanto os ormosinicos tém os seus
fragmentos em m/z 231, 217, 98 e 84 (ESQUEMA 3.3.2.2). Estes tem via de regra

RRt menor que o seu correspondente homoormosinicos.

m/z 98 m/z 243

m/z 229

ESQUEMA 3.3.2.1 - Proposta de fragmentacdo de massas para o esqueleto

homoormosinico.
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N
9 |
H

N—H

m/z 217

m/z 98

m/z 231

¢ ?Z —I

m/z 84

ESQUEMA 3.3.2.2 - Proposta de fragmentacdo de massas para o esqueleto

ormosinico
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3.3.3 — Proposta de fragmentacao AQ esqueleto acosminico

Os AQ com esqueleto acosminico por terem numero impar de atomos de
nitrogénios apresentam m/z relacionado ao ion molecular de massa impar, € sao
reconhecidos através dos seus fragmentos em m/z 221, 96, 84 e principalmente o
fragmento corresponde a m/z 138 (ESQUEMA 3.3.3.1), que invariavelmente é o pico
base, exceto quando ha um grupamento alila ligado a um C-a ao atomo de

nitrogénio, passando entdo o ion M-41 a ser o pico base.

m/z 96
N_ _CH
m/z 136 N oY
N CH3 o)
\Ir m/z 138

ESQUEMA 3.3.3.1 — Proposta de fragmentagcdo de massas para o esqueleto

acosminico.
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3.3.4 — Proposta de fragmentacdo AQ esqueleto diazaadamantano

Os alcaldides pertencentes a classe dos diazaadamantanos (55) apresentam
massa impar para ion molecular, uma vez que contém em sua estrutura numero
impar de nitrogénios. Sao reconhecidos por apresentarem como pico base m/z
M-41(ESQUEMA 3.3.4.1), porém o fragmento correspondente m/z 138 n&o é
encontrado, estabelecendo assim o diferencial para o esqueleto acosminico.
Todavia sao observados ions com m/z 151 e 109, que contribuem para caracterizar

esse esqueleto.

R-H

2 Xl e
/ﬂ N miz (M-41)
H

m/z 151 m/z 109

ESQUEMA 3.3.4.1 - Proposta de fragmentacdo de massas para o esqueleto

diazaadamantano
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3.4 — Analise das fragdes alcaloidicas contendo AQ por CG-EM.

Como descrito anteriormente (ESQUEMA 3.3.1) foi realizado a particdo dos
extratos diclorometanico e metandlico, obtendo as respectivas fragdes alcaloidicas.
Aproximadamente 1 uL de cada fragao foi injetada separadamente no CG-EM, nas
seguintes condigdes: temperatura inicial de 150°C; tempo inicial de 1,0 minuto; a
temperatura aumentou de 10°C/minuto até 250°C, permanecendo nesta temperatura

por 10 minutos. Espectro de massa impacto eletrdnico (I.E) 70 eV.

3.4.1 — Andlise da fracdo DCA.

A fragcdo DCA foi analisada por CG-EM, e revelou a presenca de 17 alcaldides
quinolizidinicos, sendo que uma substidncia n&o foi identificada, e dos 15
identificados, a possivel estrutura proposta para trés substancias ainda ndao foram
descrito na literatura. O cromatograma da fragdo DCA esta mostrado na FIGURA
3.4.1.1, a relacdo das substancias identificadas na TABELA 4.4.1 e os espectros de

massas das substancias identificadas nas FIGURAS 3.4.2 a2 3.4.6

FIGURA 3.4.1.1 — A) Cromatograma da fragdo DCA. B) Cromatograma ampliado
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%

TABELA 3.4.1 — Relac&o de AQ encontrados na fragdo DCA

Compostos RRty M™ Relativo Fig. Referencia
1 Esparteina (30) 0,66 234 0,18 3.4.2 Balandrin 1982; Wink 1995
1a 5,6 dehidroesparteina (32) 0,69 232 il 3.4.2 Balandrin 1982
2 Lupanina (8) 1,0 248 1,86 3.4.2 Wink 1995 ; Herrera 2004
3 6-epipodopetalina (41) 1,15 315 0.40 3.4.2 Balandrin 1982
4 18-epipipeptantina (39) 1,17 317 0.21 343 Balandrin 1982;
Guimaraes et al. 2003
5 | homo-18-epiamazonina (34). 1,23 327 0.55 343 Balandrin 1982;
6 Homopodopetalina (36) 1,30 327 0,12 343 Balandrin 1982;
Kinghorn et al. 1988
7 Homopiptantina (43) 1,33 329 0,23 343 Balandrin 1982
Torrenegra et al. 1989
8 Lupanocosmina (5) 1,35 357 26,53 344 Trevisan 2002
9 Dasicarpumina (6) 1,37 327 1,38 344 Trevisan 2002
10 Isodasinina ** (46) 1,40 357 1,74 3.4.5 -
1 Dasicosmina ** (48) 1,42 343 0,69 3.4.5 -
12 Dasinina ** (47) 1,43 357 0,48 3.4.6 -
13 Acosmina (3) 1,57 357 62,76 4.4.6 Balandrin 1982
Trevisan 2002
14 Panascosmina (9) 1,59 341 2,86 3.4.6 Nuzillard et al.1999
Trevisan 2002
14a N.I*. 1,65 357 S - -
14b Acosminina (4) 1,09 373 e 3.4.6 Balandrin 1982
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* Nio identificado. ** N&o descrito na literatura *** Tragos

Trevisan 2002
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FIGURA 3.4.2 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da esparteina (30). B)
Espectro de massas (IE = 70 ev) da 5,6-dehidroesparteina (32). C) Espectro de
massas (IE = 70 ev) da lupanina (8). D) Espectro de massas da 6-epipodopetalina
(IE=70ev) (41).
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FIGURA 3.4.3 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da 18-epipiptantina(39). B)
Espectro de massas (IE = 70 ev) da homo-18-epiamazonina (34). C) Espectro de
massas (IE = 70 ev) da homopodopetalina (36). D) Espectro de massas (IE = 70 ev)

da homopiptantina (43).
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FIGURA 3.4.4 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da lupanocosmina (5).

Espectro de massas (IE = 70 ev) da dasicarpumina (6).
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FIGURA 3.4.5 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) isodasinina (46). B) Espectro

de massas (IE = 70 ev) da dasicosmina (48).
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FIGURA 3.4.6 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da dasinina (47). B) Espectro

de massas (IE = 70 ev) da acosmina (3). C) Espectro de massas (IE = 70 ev) da

Panascomina (9). Espectro de massas (IE = 70 ev) acosminina (4)
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3.4.2 — Analise da fracdo DCE.

A fracado DCE foi analisada por CG-EM, e revelou a presenca de 28
componentes, sendo que trés substincias ndo foram identificadas, e das
substancias identificadas, trés com a possivel estrutura proposta, ndo foram
encontrados relatos na literatura. O cromatograma de DCE esta mostrado na
FIGURA 4.4.7, a relacao das substancias identificadas na TABELA 3.4.2 e os

espectros de massas das substancias identificadas nas FIGURAS 3.4.2, a 3.4.6 e

3.4.8a3.4.10.
)
I' 24a
|
|
Z20 |
‘ |
A
. t o T ||Z.5| I 7
o 12 sale  zhadwsppUE  JUWze W .
"5 ' 10 15 ' " 2o 2’5 30
0 -
B 22 ﬁ|:
21 '
| |
b}
| | ‘ |
]
8 1 | ‘I | |‘ | ,\t ||I
I o - Mg 38 | |l || il | | Al
N T | B 7\ II |le\||.lrt7..u1l,il I‘u'lli-':iﬂ.r"j-l' jl hR "»I \ (. _ 7¥‘| B " . . ;.I ' —
8 10 12 14 16 18 20 22 74 26

FIGURA 3.4.7 - A) Cromatograma da fragdo DCE. B) Cromatograma ampliado.
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TABELA 3.4.2 — Relagédo de AQ encontrados na fracao DCE

%

Compostos RR; M" Relativo Fig. Referencia
1 a-lsoesparteina (29) 0,60 234 0,18 4438 Balandrin 1982; Wink 1995
2 Esparteina (30) 0,66 234 0,30 442 Balandrin 1982; Wink 1995
3 N Metilangustifolina (28) 0,90 N.O** 0,14 4.4.8 Balandrin 1982
4 N.L* 0,94 286 0,05 - -
5 Lupanina (8) 1,0 248 3,5 4.4.2 Wink 1995; Herrera 2004
6 Afilina (33) 1,01 248 0,13 4.4.8 Herrera 2004
7 Multiflorina (27) 1,13 246 0,12 448 Balandrin 1982; Wink 1995
8 Balandrin 1982;
6-Epipodopetalina (41) 1,15 315 0,67 4.4.2 Kinghorn et al. 1988
9 18-Epipiptantina (39) 1,17 317 0,38 443 Balandrin 1982;Guimaraes 2003
10 Piptantina (42) 1,18 317 0,20 449 Torrenegra et al. 1989
1 N.L* 1,19 315 0,27 - -
12 N.L* 1,22 327 0,13 - -
13 Homo-18-Epiamazonina (34) 1,23 327 1,41 443 Balandrin 1982
14 Mistura 1,24 0.32 - i
15 Balandrin 1982;
Homoormosanina (38) 1,25 329 0,24 4.4.9 Torrenegra et al. 1989
16 Homosweetinina' (1) 126 327 0,23 4.4.10 Balandrin 1982
17 Homo-18-epipiptantina (40) 159 329 0,17 4.4.10 Balandrin 1982
18 Homopodopetalina (36) 1,30 327 0,35 4.4.10 Kiﬁgl::g\rigt ;I?i‘:g;SS
19 Homopiptantina (43) 1,33 329 0,49 4.4.3 Torrenegra et al.1989
20 Lupanocosmina (5) 1,35 357 31,91 444 Trevisan 2002
21 Dasicarpumina (6) 137 327 2,37 444 Trevisan 2002
22 Isodasinina *** (46) 1,40 357 2,78 4.4.5 -
23 Dasicosmina*** (48) 1,42 343 1,12 445 -
24 Dasinina*** (47) 1,43 357 0,81 4.4.6 -
24a Acosmina (3) 1,57 357 43,71 4.4.6 Balandrin 1982; Trevisan 2002
25 Panascomina (9) 1,59 M 4,30 4.4.6 Nuzillard et al.1999; Trevisan 2002
26 N.I* 165 357 0,89 -
27 Acosminina (4) 1,99 373 2,45 4.4.6 Balandrin 1982; Trevisan 2002

=

Homosweetinina = Homo 6-epipodopetalina

* Nio identificado **N&o Observado ***Nio descrita na literatura
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FIGURA 3.4.8 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da a-isoesparteina (29). B) Espectro de

massas (IE = 70 ev) da N-metilangustifolina(28). C) Espectro de massas (IE = 70 ev) da

afilina (33). D) Espectro de massas (IE = 70 ev) da multiflorina (27).
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FIGURA 3.4.9 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da piptantina (42). B) Espectro de

massas (IE = 70 ev ) da homoormosanina (38).

163



Resultados e Discussoes

H

s3]

A)

4 | 3

122 163 )
‘ 69 110 ‘ 134 19 207 ‘ 24 1)
185 ey 281 cia ko
ﬂl“ ‘ll!l|I||h“||‘l|l‘l‘m |I||I=‘|” ||I||I||||||h|l||l|||“ ||I||||!|||‘H|I:;|I”|H‘ I|I.|:|I||!“ ‘llln!I”“”llln.|||||||!‘||||n||!||||‘|LI=.III||‘”!|| |.|| J“I. I|Ih |.I ||||nI L | Il.lr I|I||||| . T?F TL||'1. . L\ |
50

100 150 200 250 300

24 iele]
G5
15 231
B) 55
149 217 1 (40)
e 110 196 i 274 Jh-
I"” ‘l!u|I||““||‘Ih‘|‘l||‘ |||||I‘|H |||||I||||||I|||||I|||“ ||"II!I||!|I'. "'III|||”II."”|||.|||L" ||!||h|| II."||||||.|" II‘J || l."“- II .I|||I L I||| I|I||I|I|I -'.:.;I\]I:I . ||I . 11k .
50 100 150 200 250 300
98
22 7
C)
. 84
122
89 - 134 161 507
ol L5 e
255 270 o
I”|| ||Il.n||H ||I|'II‘|‘|||”||“I||||| ||"'”|"|||||"|I|||I| ||||||I!|||.||I|III||I|‘ !||||.|I||! |||I..|.!||||||II|= |||||"!||||..|I|.u”||| |I=.|||||||I= ..|I| |I |=|| |I| . .I||||I |!I| I|||I|I . '/I’I;Iel—}ﬁ I|I.| 1
50 100 150 200 250 300

FIGURA 3.4.10 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da homo-6-epipodopetalina (1)
B) Espectro de massas (IE = 70 ev) da homo-18-epipiptantina (40)
C) Espectro de massas (IE = 70 ev ) da homopodopetalina (36)
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3.4.3 — Analise da fracdo MCA.

A fracdo MCA foi analisada por CG-EM, e revelou a presenca de 11
componentes, onde uma substancia nao foi identificada e duas com a possivel
estrutura proposta, nao foram encontrados relatos na literatura. O cromatograma de
MCA esta mostrado na FIGURA 3.4.11, a relagao das substancias identificadas na
TABELA 3.4.3. e os espectros de massas nas FIGURAS 3.4.2, 3.4.4, 3.4.5, 3.4.6,
3.4.8,e3.4.12.

TABELA 3.4.3 — Relag&do de AQ encontrados na fragdo MCA

+ % . )
Compostos RR¢ M Relativo Figura Referencia
1a Santanina *** (45) 055 234 -+ 3.4.12 -
1b a-lsoesparteina (29) 0,60 234 * 3.4.8 Balandrin 1982; Wink 1995
1 Esparteina (30) 0,66 234 0,45 3.4.2 Balandrin 1982; Wink 1995
2 4- hidroxiesparteina (44) 0,86 250 1,66 3.4.12 Balandrin 1982
3 Lupanina (8) 1,0 248 0,96 3.4.2 Wink 1995; Herrera 2004
4 Lupanocosmina (5) 1,35 357 10,01 344 Trevisan 2002
5 Dasicarpumina (6) 1,37 327 1,28 344 Trevisan 2002
6 Isodasinina *** (46) 1,40 357 0.92 3.4.5 -
7 Acosmina (3) 1,57 357 23,42 3.4.6 Balandrin 1982
Trevisan 2002
8 N.I**, 1,65 357 0.66 - -
9 .. Balandrin 1982
Acosminina (4) 1,99 373 58,76 3.4.6 Trevisan 2002

* Tracos ** Nao Identificado *** Nao descrito na literatura

Balandrin (1982), descreve que nao é possivel distinguir a 4o-hidroxiesparteina
(58) do seu epimero 4p-hidroxiesparteina (59) por CG-EM, por isso esse alcaldide

esta descrito na tabela acima, como 4-hidroxiesparteina (44).

HO,, N H N
N N
(

(58) 59)
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FIGURA 3.4.11 - A) Cromatograma da fracgao MCA. B) Cromatograma ampliado.
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FIGURA 3.4.12 — A) Espectro de massas (IE = 70 ev) da santanina (45).
B) Espectro de massas (IE = 70 ev) da 4-hidroxiesparteina (44).
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3.4.4 — Analise da fracdo MCE.

A analise por CG-EM da fracdgo MCE, e revelou a presengca de 15
componentes, onde duas substancia nao foram identificadas e duas, com a possivel
estrutura proposta, ndo foram encontrados relatos na literatura. O cromatograma de
MCE esta mostrado na FIGURA 3.4.13, a relagao das substancias identificadas na
TABELA 3.4.4. e o espectros de massas na FIGURAS 3.4.2, 3.4.4, 3.4.5, 3.4.6,
3.48,e 3412e3.4.14

TABELA 3.4.4 - Relagao de AQ encontrados na fragdo MCE

+ % . :
Compostos RR¢ M Relativo Figura Referencia
12 Santanina ***(45) 0,55 234 - 3.4.12 -
1b a-lsoesparteina (29) 0,60 234 - 3.4.8 Balandrin 1982; Wink 1995
1 Esparteina (30) 0,66 234 0,51 3.4.2 Balandrin 1982; Wink 1995
1c B-lsoesparteina (31) 0,70 234 -* 3.4.14 Balandrin 1982; Wink 1995
1d | Ammodendrina (49) 0,74 208 -* 3.4.14 Wink 1995
2 4- hidroxiesparteina 0,86 250 1,61 3.412 Balandrin 1982
(44)
N.I** 0,96 306 0,10 - -
Lupanina (8) 1,0 248 1,09 3.4.2 Wink 1995; Herrera 2004
Lupanocosmina (5) 1,35 357 11,65 344 Trevisan 2002
Dasicarpumina (6) 1,37 327 1,15 3.4.4 Trevisan 2002
Isodasinina*** (46) 1,40 357 1,10 3.4.5 -
Balandrin 1982;
8 Acosmina (3) 1,57 357 26,19 3.4.6 Trevisan 2002
8a . i Nuzillard et al.1999;
Panascomina (9) 1,60 341 3.4.6 Trevisan 2002
9 N.I** 1,65 357 0.83 - -
10 . Balandrin 1982
Acosminina (4) 1,99 373 55,79 3.4.6 Trevisan 2002

* Tragos ** Nao Identificado *** Nao descrito na liteartura
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FIGURA 3.4.13 - A) Cromatograma da fragdo MCE. B) Cromatograma ampliado
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3.4.5 — Analise da fracdo MEA

A analise por CG-EM da fracdo MEA, revelou a presenca de 16
componentes, onde duas substincias nao foram identificadas e duas, com a
possivel estrutura proposta, ndo foram encontradas relatos na literatura. O
cromatograma de MEA esta mostrado na FIGURA 3.4.15, a relagdo das substancias
identificadas na TABELA 4.4.5. e os espectros de massas na FIGURA 3.4.2, 3.4.3,
3.44,3.4.5,346¢e 3.4.16.

TABELA 3.4.5. - Relagao de AQ encontrados na fracdo MEA

Compostos RR¢ M ReIZ')[ivo Figura Referencia
1 Esparteina (30) 0,66 234 0,29 3.4.2 Balandrin 1982; Wink 1995
2 Lupanina (8) 1,0 248 0,16 3.4.2 Wink 1994; Herrera 2004
3 6-epipodopetalina (41) 1,15 315 7,18 3.4.2 Balandrin 1982
4 N.L* 1,18 315 0,92 - -
5 Podopetalina (35) 1,192 315 0,69 3.4.16 Balandrin 1982
Balandrin 1982;
6 Ormosanina (37) 1,198 317 0,48 3.4.16 Torrenegra et al. 1989
7 Homo-18-Epiamazonina (34) 1,23 327 1,04 3.4.3 Balandrin 1982;
) Balandrin 1982;
8 Homopodopetalina (36) 1,30 327 0,15 3.4.3 Kinghorn et al. 1988
) ) Balandrin 1982;
9 Homopiptantina (43) 1,33 329 0,18 3.4.3 Torrenegra et al.1989
10 Lupanocosmina (5) 1,35 357 35,87 3.4.4 Trevisan 2002
11 Mistura’ - - 0,46 - -
12 Isodasinina** (46) 1,40 357 2,48 3.4.5 -
13 N.L.* 1,425 375 0.33 - -
14 Dasinina ** (47) 1,43 357 0,43 3.4.6 -
15 Acosmina (3) 1,57 357 48,48 3.4.6 Balandrin 1982;Trevisan
2002
16 . Nuzillard et al. 1999;
Panascomina (9) 1,60 341 0,87 3.4.6 Trevisan 2002

1., . . . * i = . .
Mistura Lupanocosmina + dasicarpumina Nao Identificado ** Nao descrito na literatura

169



Resultados e Discussoes

0 1=
A)
' N | [l
! 2 AT IN R LV

R o 20 2

‘|3

|
|
|
|
| |

B)

|

|
| |

|
|
|
| |
I i | i |

| “ [ "‘ [
2 oA | g o) AL st A
e T T —————— e T T —— T —
13 14 15 16 17 18 19 20

- 231 .
56 7L I
0 1om e Vi A
||‘ I‘”!l\ |.U|‘ J ‘I‘u‘”" L “uhh‘ MM\ :Hh\‘ . .\h“\ |’| il . \‘u‘ "‘n : e /:‘d‘}‘ o h‘ — 13 788
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300

FIGURA 3.4.16 — A) Espectro de massas (IE = 70 eV) da Podopetalina (35).
B) Espectro de massas (IE = 70 eV) da Ormosanina (37).
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3.4.6 — Analise da fracdo MEE

A analise por CG-EM da fracdo MEE, revelou a presenca de 19 componentes,

onde uma substancia nao identificada e trés, com a possivel estrutura proposta, nao

foram encontrados relatos na literatura. O cromatograma estd de MEE esta

mostrado na FIGURA 3.4.17 e a relagao das substancias identificadas na TABELA
3.4.6.

TABELA 3.4.6. - Relagao de AQ encontrados na fragao MEE

%

Compostos RR¢ M Relativo Figura Referencia
1 Esparteina (30) 0,66 234 0,56 3.4.2 Balandrin 1982; Wink 1995.
2 Lupanina (8) 1,0 248 0,27 3.4.2 Wink 1995; Herrera 2004.
3 6-epipodopetalina (41) 1,15 315 9,29 342 Balandrin 1982
4 nini . Balandrin 1982;
18-epipipeptantina (39) 1,47 317 0,78 3.4.3 Guimaries 2003.
5 Podopetalina (35) 1,192 315 1,09 3.4.16 Balandrin 1982.
6 Ormosanina (37) 1,198 317 0,68 3.4.16 Balandrin 1982;
Torrenegra et al. 1989.
7 H°m°'18"(5§‘;§'maz°“'"a 1,23 327 278 343 Balandrin 1982;
N.L* 1,24 326 0,10 - -
Homosweetinina (1) 1,26 327 0,41 3.4.10 Balandrin 1982.
10 | Homopodopetalina (36 Balandrin 1982;
podop (36) 1,30 327 0,39 343 Kinghorn et al. 1988
11 Homopiptantina (43) 133 329 0.50 3.4.3 Balandrin 1982;
’ ’ Torrenegra et al. 1989.
12 | Lupanocosmina (5) 1,35 357 30,75 3.4.4 Trevisan 2002.
13 Mistura' - - 0,58 - -
14 Isodasinina™ (46) 1,40 357 3,63 345 -
15 Dasicosmina** (48) 1,42 343 0,58 3.4.5 -
16 Dasinina** (47) 1,43 357 0,41 3.4.6 -
17 . Balandrin 1982;
Acosmina (3) 1,55 357 43,58 3.4.6 Trevisan 2002.
18 . Nuzillard et al.1999;
Panascomina (9) 1,59 341 1,62 3.4.6 Trevisan 2002.
19 Acosminina (4) 1,00 373 2,0 3.4.6 Balandrin 1982;

Trevisan 2002.

1., . . Lk i = . .
Mistura Lupanocosmina + dasicarpumina =~ Nao Identificado ** Nao descrito na literatura
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FIGURA 3.4.17 - A) Cromatograma da fragdo MEE. B) Cromatograma ampliado

3.4.7 — Resultados.

Na analise dos extratos diclorometanicos e metandlicos da casca da raiz
da Acosmium dasycarpum por CG-EM, foram identificados 30 alcalbides
quinolizidinicos onde 10 apresentam o esqueleto lupinico (8, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 44 e 45), 11 alcaldides com esqueletos ormosinicos (1, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42 e 43), 6 acosminicos (3, 4, 5, 46, 47 e 48), 2 pertence a classe dos
diazaadamantanos (6 e 9) e um bipiperidinico (49).

Esta técnica possibilitou identificar substancias presentes nos extratos em

quantidades muito pequenas (tragos).
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Os alcaldides santanina (45), isodasinina (46), dasinina (47) e dasicosmina
(48), a primeira pertencente a classe dos alcaldides lupinicos e as trés ultimas com
esqueleto acosminicos, sdo substancias inéditas, estdo sendo relatadas pela
primeira vez. A relagcao estereoisoméricas das mesmas s6 podera ser estabelecida,
por cristalografia de raios-X. Os dados de EM estdo na TABELA 3.4.7

TABELA 3.4.7 — Dados de EM dos alcaldides quinolizidinicos analisado por CG-EM

Composto M* fons caracteristicos (abundancia relativa em %)
Santanina (45) 234 | 98(100) | 193 (26) | 234 (18) | 149 (7) 84 (8)
a-isoesparteina (29) 234 | 98(100) | 137 (58) | 234 (41) | 149 (23) | 193 (17)
Esparteina (30) 234 | 98(100) | 137 (93) | 193 (42) | 110 (27) | 134 (25)
5,6-dihidroesparteina (32) | 232 | 97 (100) | 134 (90) | 232(88) | 122 (54) | 149 (53)
B-isoesparteina (31) 234 | 137 (100) | 98(81) | 234(20) | 110 (18) | 193 (16)
Amodendrina (49) 208 | 165(100) | 191 (80) | 94(80) | 109 (73) | 123 (69)

4-hidroxiesparteina (44) | 250 | 153(100) | 114 (68) | 209 (53) | 136 (41) | 250 (32)

N-metilangustifolina (28) | N.O. | 207 (100) | 112 (46) | 94 (12) | 84 (8) -

Lupanina (8) 248 | 136 (100) | 149 (59) | 248 (51) | 98 (33) 110 (29)
Afilina (33) 248 | 136 (100) | 96 (52) 84 (38) | 220(33) | 110 (24)
Multiflorina (27) 246 | 134 (100) | 246 (72) | 149 (43) | 110 (41) | 189 (26)
6-epipodopetalina (41) 315 | 84 (100) 98 (51) 231 (47) | 149 (45) | 315(28)
18-epipiptantina (39) 317 | 84(100) | 98(30) | 234 (28) | 151 (15) | 317 (7)
Piptantina (42) 317 | 84(100) | 98(29) | 234(26) | 151(19) | 317 (1)
Podopetalina (35) 315 | 84(100) | 98 (41) | 149(22) | 231(23) | 315(21)
Ormosanina (37) 317 | 84(100) | 219 (62) | 98 (40) 151 (22) | 317 (20)

Homo18-epiamazonina (34) | 327 | 327 (100) | 98 (96) | 229 (72) | 84(68) | 243 (53)

Homoormosanina (38) 329 | 231 (100) | 246(97) | 84(97) | 98(93) | 329 (89)

Homosweetinina (1) 327 | 98(100) | 229 (72) | 84(72) | 327(57) | 122 (43)

Homo18-epipiptantina (40) | 329 | 84 (100) | 329 (97) | 231(68) | 98 (67) | 246 (64)

Homopodopetalina (36) 327 | 98 (100) | 327 (65) | 229 (62) | 207 (52) | 84(57)

Homopiptantina (43) 329 | 231(100) | 84 (89) | 329 (83) | 246(63) | 98(61)
Lupanocosmina (5) 357 | 316(100) | 138 (47) | 96 (42) | 84(9) | 357 (2)
Dasicarpumina (6) 327 | 286(100) | 109 (21) | 151 (19) | 327 (13) -

Isodasinina (46) 357 | 84(100) | 138 (87) | 316 (84) | 233 (73) | 96 (70)
Dasicosmina (48) 343 | 302 (100) | 138 (93) | 84 (91) | 96(85) | 122 (48)
Dasinina (47) 357 | 233 (100) | 164 (73) | 122 (36) | 316 (33) | 138 (31)
Acosmina (3) 357 | 138 (100) | 84(74) | 96(73) | 221(51) | 357 ( 38)
Panascosmina (9) 341 | 300 (100) | 257 (26) | 341 (25) | 138 (25) | 96 (24)
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3.5 — Introducéo.

Sao conhecidos mais de 200 alcaldides quinolizidinicos de ocorréncia natural,
eles representam cerca de 2% dos 10000 alcaldides conhecidos na natureza
(SAGEN 2002). Os alcaloides da classe quinolizidinico sdo encontrados em bactéria,
fungos, plantas e animais vertebrados e invertebrados (SAITO 1995).

A ocorréncia de alcaldides quinolizidinicos em plantas é restrita a familia
Fabaceae e sdo encontrados apenas nas 10 tribos mais primitivas (KINGHORN et al
1988). Mais de 120 estruturas destes alcaloides ja foram isoladas e caracterizadas
em mais de 35 géneros (KINGHORN et al. 1982). Estdo divididos em dois grupos:
alcaloides do tipo lupinico, com estrutura baseada em um esqueleto tetraciclico (i) e
alcaléides pentaciclicos do tipo ormosinico (vi) (DORE et al. 1995) (ESQUEMA
3.5.1). Os alcaldides com esqueleto diazaadamantano (ix) e acosminico (X) néo
estdo incluidos nessa classificacdo, provavelmente, porque o primeiro sé foi
relatado, na literatura (NUZILLARD et al. 1999) e o segundo embora tenha sido
isolado em 1982 por Balandrin, mas n&do foi publicado em uma literatura

especializada, conforme descreveu Michael (2001).

(ix) (x)
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Esparteina
(i) Piriddnico Triciclico
(iii)
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N
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R2 QUINOLIZIDINA 5
R1 0 Piridonico tetraciclico
Leontidina (iv)
(viii) o
R1
N
R Rz | Rs
N
R>
N
Lupinina
Vii i .
(vii) Ormosia Matrina

(vi) W)

ESQUEMA 3.5.1 Diferentes tipos de alcal6ides quinolizidinicos de Fabaceae
(DORE et al. 1995)

3.5.1 — Biogénese de AQ com esqueleto esparteinico.

A lisina e seu produto de descarboxilacdo, a cadaverina é o precursor
para os alcaldides bi e tetraciclico, que foi confirmado por Spenser ( 1988) utilizando
cadaverina marcada com deutério, carbono-13 e N-15. Porém, detalhes do processo
que envolve a construcdo de alcaldides quinolizidinicos tetraciclicos ainda ndo sao
bem esclarecidos (WINK 1987). Sdo necessérias trés unidades de cadaverina para
produzir alcalbides tetraciclicos do tipo esparteinico (SPENSER 1985). O cation
diiminio é proposto como um intermediario na biossintese dos alcaloides tetraciclicos
(ESQUEMA 3.5.2) (DEWICK. 2004). Porem Geissman (1969) propde como possivel
rota biogenética para a esparteina, o cation iminio como intermediario (ESQUEMA
3.5.3).

Nao ha ainda uma definicdo, se a esparteina ou lupanina € o primeiro
alcaldide tetraciclico a ser formado. Esparteina € quimicamente o alcal6ide

tetraciclico mais primitivo e € considerado por muitos autores (SAGEN 2002) como
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precursor para a lupanina e outros alcaldides quinolizidinicos. Entretanto a lupanina
€ 0 mais amplamente distribuido no reino vegetal, e ha varias espécies onde a

lupanina é encontrada e a esparteina ndo se faz presente (WINK 1987).

NH
= /<>
COOH
C02 (@) /
NH, 3
NH H b
2_a> - d H
NH»
NH, NH,
L- lisina cadaverina c
CHO CHO
H
G\lfj <L NH <_d /g
HOC NH
NH»
b
CHO cHo N
\ﬁ()
c A
—_—
NN N b N
N \eral N
-—
N Nau N

Esparteina

®
<—_

O Lupanina

Z

I
o

Afilina
ESQUEMA 3.5.2 - Possivel rota biogenética para o esqueleto esparteinico

a) diamina oxidase b) formacdo de base de Schiff c) reacdo de condensacdo entre uma

enamima e um iminio d) retro Mannich e) reducéo
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Esparteina

ESQUEMA 3.5.3 - Possivel rota biogenética para a esparteina.

a) diamina oxidase b) reducéo c) formacédo de base de Schiff d) reacdo de condensacdo de

Mannich e) oxidagéo

3.5.2 — Biogénese de AQ com esqueleto ormosinico.

Os alcalb6ides quinolizidinicos com esqueleto ormosinico sédo alcalbides
pentaciclico (xi e xii) e hexaciclicos (xiii) e sdo necessarios 4 unidades de cadaverina
para a sua formacdo. O provavel caminho biossintético para (xi) foi proposto por
Geissman (1969) (ESQUEMA 3.5.4). O alcal6ide (xi) é precursor de (vi) através da
formacéao de ponte berberinica (ESQUEMA 3.5.5).

(xii)
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ESQUEMA 3.5.4 — Possivel rota biogenética para o esqueleto ormosinico.
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(vi)

ESQUEMA 3.5.5 — Possivel rota biogenética para o esqueleto ormosinico
hexaciclico
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3.5.3 — Biogénese de AQ com esqueleto diazaadamantano

Panascomina é um alcaléide quinolizidinico com esqueleto diazaadamantano,
que tem como origem biossintética a angustifolina (MICHAEL 2001), com a
incorporacdo de uma unidade de cadaverina, seguida de acetilacdo. O ndcleo
diazaadamantano é formado quando se faz a unido C-2/N-12 (ESQUEMA 3.5.6).

E possivel que o alcaldide quinolizidinico, dasicarpumina, tenha como
origem biossintética a dasicosmina, onde ocorre a unido entre N-1/C-20 e C-20/N-

12, para formar o nucleo diazadamantano (ESQUEMA 3.5.7)

Panascomina

ESQUEMA 3.5.6 — Possivel rota biogenética para a panascomina.
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2) Retro
Mannich

N
|
H

Dasicarpumina

ESQUEMA 3.5.7 - Possivel rota biogenética para a dasicarpumina.
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3.5.4 — Biogénese de AQ com esqueleto acosminico

Os alcal6ides quinolizidinicos do tipo acosminico pode ter como precursor a

esparteina, com a incorporacédo de uma unidade de cadaverina (ESQUEMA 3.5.8).

NAD NADH

.
N

ESPARTEINA

ACOSMINA

ESQUEMA 3.5.8 - Possivel rota biogenética para a acosmina.
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4 — Procedimento Experimental

4.1 — Materiais e Métodos

Métodos Cromatoqraficos

Para o fracionamento das particdes e fracdes foram utilizadas varias técnicas

cromatogaficas:

>

Cromatografia de adsor¢cdo em coluna aberta (CC) utilizando como
suporte gel de silica 60 comum (70-230 mesh) e “flash” (230-400
mesh).

Cromatografia de em camada delgada preparativa (CCDP), utilizando
placa de vidro de 20x20 cm com espessura de camada de 1,5 mm,
preparadas no proprio laboratério, utilizando como fase estacionaria
silica gel 60 F,s54 — Merck, com revelador

Cromatografia de exclusdo em coluna (CEC) utilizando como suporte
sephadex LH 20 da Amershan Pharmacia Biotech AB.

Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizando silica
gel 60 F2s4, em folhas de aluminio.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
coluna capilar DB5 (J&W), (30m x 0,25 mm, i.d.0,25), ionizagc&o por
impacto eletrénico a 70 eV.

Reveladores

Como reveladores para CCDA foram utilizadas solucéo de vanilina em &cido

sulfarico, reagente de Dragendorff e camara de radiacdo ultravioleta nos

comprimentos de onda 254 e 360 nm.

Solventes

Foram utilizados solventes comerciais destilados na sala de destilagdo do

DQ-UFSCar e solventes deuterados para obtencdo de espectros de RMN da Merck

e Aldrich
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Reagentes
e N-metil-N-nitroso-4-toluosulfonamida (Diazald®)
e KOH
e Eter etilico.
e Piridina PA
e Anidrido acético PA
e NaSO4 PA
e HCI
e NaOH

4.2 — Equipamentos

Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear
e Bruker DRX 200 MHz
e Bruker ARX 400 MHz

Equipamento CG-EM

Os espectros de EM foram obtidos em aparelho CG-EM SHIMADZU
modelo QP 5000.

Condicdes utilizadas para analise de alcaldide quinolizidinico.
e Rampa de temperatura: 150 °C (1min)/ 10 °C/min/ 250 °C (10 min)
e Temperatura do injetor: 250 °C
e Temperatura do detector: 280 °C
Condicbes utilizadas para andlise da mistura de esterdides e dos triterpenos
e Rampa de temperatura: 150 °C (1min)/ 6 °C/min/ 280 °C (15 min)

e Temperatura do injetor: 250 °C

e Temperatura do detector: 280 °C

186



Procedimento Experimental

CondigOes utilizadas para analise de ésteres metilicos de acidos graxos.

e Rampa de temperatura: 80 °C (1min)/ 8°C/min/ 250 °C (5 min)
e Temperatura do injetor: 250 °C

e Temperatura do detector: 280 °C

Evaporadores rotativos

Os extratos e fracBes foram concentrados em evaporadores rotativos Buchi
modelo Rotavapor R-114, equipados com banhos BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C e Rotavapor R-200 equipado
com banho BUCHI 461 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido
a5°C

4.3 — Material Botanico

A planta foi coletada no municipio de Chapada dos Guimaraes — MT, no km
1 da Rodovia Senador Vicente Bezerra Neto (Usina do Manso) em 02/2005. A
ratificacdo taxon6mica foi realizada pelo Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMT,

pela Profd.Dr2. Miramy Macedo.

4.3.1 — Obtencao dos extratos

A casca da raiz de A. dasycarpum, foram separadas do cerne das raizes
apds a coleta, e foram secas em estufa com circulacdo de ar 45 °C, trituradas em
moinho elétrico.

Os extratos foram obtidos por processos de maceragéo da casca da raiz em
diferentes solventes, adicionados em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano e metanol) por trés dias, repetindo-se 0 processo por trés vezes
(ESQUEMA 4.3.1).

Desta forma foram obtidos 28,6 g de extratos hexanicos (EH), 38,9 g de

extratos diclorometano (ED) e 795,4 g de extratos metandlicos (EM).
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4.3.1.1 — Estudo fitoquimico do extrato hexanico (EH).

Durante o procedimento de eliminacdo do solvente da solucédo extrativa
hexanica sob presséo reduzida, foi observado a precipitacdo de um sdlido branco,
sendo separado do restante do material, foi seco a temperatura ambiente e
identificado como lupeol (22) (ESQUEMA 4.3.2).

4.3.1.2 — Estudo fitoquimico do extrato diclorometanico (ED)

O extrato diclorometano (ED) foi estudado fitoquimicamente utilizando
cromatografia por adsor¢cdo em coluna (CC) utilizando como suporte silica gel 230-
400 mesh, e por cromatografia de exclusdo em coluna (CEC) utilizando como
suporte sephadex LH 20. Deste estudo foi possivel isolar o bowdenol (12), uma
mistura de ésteres graxo de bowdenol (13 a 20), o alcaldide quinolizidinico
bowdequina (7), os triterpenos lupeol (22) e lupenona (23), a estirilpirona
denominada de 4-desmetiliangonina (10) e uma mistura de esterdide: sitosterol (24),
estigmasterol (25) e campesterol (26). O esquema 4.3.3 mostra de forma resumida

como estudo foi realizado.
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Cascada
raiz
(5.0 Ka)

Extragdo com Hexano,
filtrac@o e concentracao.
Torta
EH . .
(28,6 g) Extragdo com diclorometano,
’ filtrag&do e concentracao .
v v
Torta
ED x
(38,9 g) Extragdo com Metanol,
29 filtrag&do e concentracao.

" l

EM Torta
(795,4 g)

ESQUEMA 4.3.1 — Obtencdo dos extratos hexanicos, diclorometanicos e

metanolicos da raiz da Acosmium dasycarpum.

EH
(28,6 9)

Filtracao.
Eliminacdo do solvente
secagem

Substancia
22
14,09

ESQUEMA 4.3.2 — Metodologia utilizada no fracionamento do EH.
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ED
5009
¢xh=3,2x53,0cm
silica 230-400 mesh
eluicdo gradiente hexano 3 MeOH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,12g 0,940 g
¢xh=20x30,0cm eluicdo isocratica
Silica 230-400 mesh DCM : hexano 1:1 oxh=3,4x30,0cm
) Silica 230-400 mesh
eluicdo gradiente
DCM MeOH
—
Substancia Substancia Substancias
23 22 24,25¢e 26
30,0 mg 64,0 mg 23,0 mg
8-1 8-2 8-3 8-4 8-5 8-6 8-7 8-8 8-9 8-10
Continua. Continua. Continua.

ESQUEMA 4.3.3 — Metodologia utilizada no fracionamento do ED.
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8-6
133 mg
CH.CI; + MeOH
pptado H,O Mée
Substancia 8-6.2
10 91,0 mg
34,0 mg

8-4
26 mg

coluna seca Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica DCM:ACOET

ESQUEMA 4.3.3 — Continuagao...

(95:5)
R41 Substancia R41 R41
12
9.4 ma
8-1
32 mg
coluna seca Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica DCM:HEXANO
(8:2)
8.1.1 8.1.2 8.1.3 8.1.5

Substancias
13a20

9,0 mg
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ESQUEMA 4.3.3 — Continuagao...

9
476 mg
Silica 230-400 mesh Eluicdo gradiente
oxh=3,4x30cm DCM:MeOH > MeOH
(9:1 + gotas de NH,OH)
9.1 9.2 9.3 9.4 9.5 9.6 9.7 9.8
47 mg 32 mg
Sephadex LH-20
Sephadex LH-20 ¢xh=28x35cm
¢xh=28x35cm Eluente isocréatico
Eluente isocrético MeOH:DCM 7:3
MeOH:DCM 7:3
9.2.1 9.2.3 9.24 9.2.1 9.2.3 9.24
Substéancia Substéancia
7 7
11,0 mg 8,0 mg

4.3.1.3 — Estudo fitoquimico do extrato metandlico (EM)

O extrato metandlico (EM) foi estudado fitoquimicamente utilizando diversas

técnicas cromatograficas. Deste estudo foi possivel isolar as substancias 1 a 6, 8, 9,

11 e 21. Os esquemas 4.3.4 a 4.3.7 mostram de forma resumida como este estudo

foi realizado
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EM
35,87 g

Filtrante
Silica 70-230 mesh

DCM:NH,OH ACOET: NH,OH MeOH:NH,OH
500 : 1 500 : 1 500 : 1
MD MA MM
0,167 g 1,515 g 21,826 g

Sephadex LH-20
¢ X h =4,45x 62 cm

uicao isocratica
MeOH : DCM 8 : 2

MM-1 MM-2 MM-3 MM-4

ilica 230-400 mesh
dxh=35x21cm
Eluic&o gradiente DCM __ MeOH

MM-2.1 MM-2.3 MM-2.4 MM-2.6 MM-2. 7

MM-2.2

247 mg

) Continua
Continua

ESQUEMA 4.3.4 - Metodologia utilizada no fracionamento do EM.
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Procedimento Experimental

Sephadex LH 20

ox h=

2,0x26,0cm

Eluicdo isocratica: DCM:MeOH (8:2)

MM-2.2.1 MM-2.2.2 MM-2.2.3 Substancia MM-2.2.5 MM-2.2.6
11
6,0 mg
Sephadex LH 20
ox h=3,0x39,0cm
Eluigcéo isocratica: MeOH:DCM (8:2)
MM-2.5.1 MM-2.5.2 MM-2.5.4 MM-2.5.5 MM-2.5.5 MM-2.5.6
ephadex LH 20
ox h=2,0x26,0cm
Eluigdo isocratica: MeOH:DCM (9:1)
MM-2.5.3.1 MM-2.5.3.2 MM-2.5.3.3 Substéancia MM-2.5.3.5 MM-2.5.3.6

ESQUEMA 4.3.4 — Continuacéo...

21

6,0 mg
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Procedimento Experimental

a) dissolver em 100 mL de H,O
b) 50 ml de HCI pH = 2-3
¢) 150 mL de H,O

d) filtracao
torta filtrado
extracdo com éter:
3 x 100 mL
Sol. aquosa FE*

a) NH,OH 28% pH =9 -10
b) extragdo com éter 3 x 100 mL

secagem com Na,SO,
eliminagé&o do solvente

FAE** Sol. aquosa
3,219
extracdo com CHCls:
3 x 100 mL
secagem com Na,SO,
eliminagdo do solvente
FAC*** Sol. aquosa

2,36 g

FE* = Fracao éter etilico. FAE** = Fracao alcaloidica éter etilico.
FAC*** = Fracdo alcaloidica cloroférmica.

ESQUEMA 4.3.5 — Particionamento do extrato metandlico.
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Procedimento Experimental

FAE
1,799
ilica 230-400 mesh
d6xh=35x21cm
Eluicdo gradiente: hexano + dietilamina 2%
» MeOH + dietiamina 3%
FAE-1 FAE-3 FAE-4 FAE-5 FAE-6 FAE-7 FAE-9 FAE-
FAE-2.
237 mg
ephadex LH 20 )
o xh=35x38,0cm placa preparativa
Eluic&o isocratica: hexano:dietilamina (7:3)
MeOH:DCM (1:1)
substéancias
8+9
FAE-2.1 FAE-2.3 FAE-2.5 FAE-2.6 8 mg

FAE-2.4
41 mg

Alumina basica
dxh=24x22cm
Gradiente DCM » MeOH

placa preparativa
hexano:dietilamina (9,5:0,5)
eluida 3x

FAE-2.4.2 FAE-2.4.3 FAE-2.4.4

FAE-2.4.1
25 mg

substancia substancia
5 3
10 mg 13 mg

placa preparativa
hexano:dietilamina (9,5:0,5)
eluida 3x

substancia substancia
1 2

3 mg 4 mg

ESQUEMA 4.3.6 — Metodologia utilizada no fracionamento da FAE.
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Procedimento Experimental

FAC
109

Sephadex LH 20
¢ xh=3,45x 75 cmm
Eluigdo isocratica: MeOH:DCM (3:7)

FAC-1 FAC-1 FAC-1 FAC-1 FAC-1

placa preparativa
hexano:dietilamina (9:1)

FAC-3.4
98 mg
placa preparativa placa preparativa
hexano:dietilamina (9,5:0,5) hexano:dietilamina
eluida 3x (7:3) eluida 2x

FAC-3.4.3

substancia substancia substancia substancia
5 3 6 4

449 7 mg 8 mg 7 mg

ESQUEMA 4.3.7 — Metodologia utilizada no fracionamento da FAC
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Procedimento Experimental

4.4 — ReacOes quimicas realizadas com algumas substancias.

Metilacdo com diazometano

A solugédo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 1,0 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosoamida (diazald) em 15 mL de éter etilico. A solucdo foi
resfriada em banho de gelo e transferida para um baldo de destilacdo, onde foram
adicionados 1,0 g de KOH em 10 mL de etanol a 96%. O sistema foi deixado em
repouso por 5 minutos em banho de gelo e destilado em banho de 6leo ou manta
térmica a 65 °C. O destilado foi coletado sobre éter etilico em banho de gelo
(LEONARD 1995). A metilacdo foi realizada adicionando-se a solucdo de
diazometano ao material a uma mistura de acidos graxos (1,0 mg) até ndo haver

mais desprendimento de gas (Ny).

Reacdo de acetilacao.

A reacdo de acetilacao foi feita com a acosminina (4,0 mg) adicionando-se
anidrido acético e piridina, 1,0 e 1,5 mL respectivamente. A mistura reacional foi
deixada sobre agitacdo por aproximadamente 16 horas a temperatura ambiente.
Fez-se a extracdo com o solvente acetato de etila, apds a adicdo de agua destilada.
A fase organica foi lavada com solucdo de acido cloridrico 10% para eliminacédo do
excesso de piridina. O solvente foi evaporado apés a secagem com sulfato de sédio
anidro (SHRINER 1979).
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Conclusdes

5 - Conclusdes

O estudo fitoquimico realizado com a casca da raiz de Acosmium
dasycarpum resultou na identificacdo de alcaldides quinolizidinicos com esqueletos
acosminicos, esparteinicos (lupinicos), diazaadamantanos e ormosinicos; estiril o-
pironas, derivados do 2,3-dihidrobenzofuranos, acido chlorogénico, fitoesterois e
triterpenos. Todas estas classes de metabdlitos, principalmente os alcaléides
quinolizidinicos sdo de ocorréncia bastante disseminada na familia Fabaceae,
especialmente na tribo Sophoreae grupo dos Genitoides (WYK VAN 2003,
PENNINGTON et al. 2001). Nao foi encontrado nenhum relato na literatura sobre os
alcaldides quinolizidinicos santanina (45), isodasinina (46), dasinina (47),
dasicosmina (48) e os ésteres de acidos graxos do bowdenila. Vale registrar a
surpreendente quantidade do triterpeno lupeol, que foi encontrado (14,0 g) na casca
da raiz.

Foi demonstrado neste trabalho com a identificacdo de 32 alcaldides
quinolizidinicos, que a casca da raiz da Acosmium dasycarpum é uma rica fonte de
diversos tipos de alcal6ides como dipepiridil e alcaldides quinolizidinicos, incluindo
0s espateinicos (lupinicos), ormosinicos, bem como os diazaadamantanos que até o
momento sO foi descrita a sua presenca no género Acosmium e em uma unica
espécie do género Bowdichia (BARBOSA et al. 2003), e 0s acosminicos, que
parecem ser exclusivos do género Acosmium. Assim, como ja € de conhecimento,
Acosmium €é o género mais primitivo das Leguminoseae que biosintetisa alcal6ides
quinolizidinico do tipo esparteinico e ormosinico ( BALANDRIN 1982).

Analise do perfil dos alcal6ides obtidos neste trabalho revela a completa
auséncia de alcaloides quinolizidinicos do tipo piridénico, tais como anagirina (60),
citisina (61) e clathrotropina (62). Esta observacdo também foi feita em estudo de
perfis de alcalbides quinolizidinicos de varias espécies de Ormosia (KINGHORN et
al. 1982).

(61) (62)
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Dos alcaldides com esqueletos esparteinicos as bases piridénicas séo
geralmente considerados os mais avancados biogeneticamente membros dessa
classe, e a sua auséncia nos géneros Acosmium e Ormosia sugere que a mutacao
ou mutacdes que deram origem a biogénese dessa classe de compostos sO
apareceram muito mais tarde. Bases piridénicas, como citisina (60) (teratogénica,
alucinogénica) (KEELER 1975) e clathrotropina (62) componente ativo do curare
(SAGEN 2002), sado considerados os mais toxicos dos alcaldides quinolizidinicos
(IZADDOOST et al. 1976) e sua auséncia nesta planta pode explicar em parte nao
toxicidade desta planta.

Também ndo foi observada a presenca de alcaldide hexaciclico com o
esqueleto panaminico como a ormosajina (63). Balandrin (1982) considera que esse
tipo de bases como o mais avancado biogeneticamente em relacdo aos alcaléides
quinolizidinicos do tipo ormosinico e sua auséncia no género Acosmium sugere que
o desenvolvimento das vias que levam ao processo oxidativo destes compostos

ocorreu posteriormente a evolucéo do género.

(63)

Estudos filogenéticos em Leguminosae utilizando marcadores de DNA tinha

demonstrado que a tribo Sophoreae ndo é monofilético e que o género Acosmium
esta relacionado com Bowdichia , outro género sulamericano e que estao colocados
dentro de um mesmo grupo Genisteae (PENNINGTON et al. 2001). Esta proposicao
foi fortemente apoiada pelo estudo feito por WYK VAN (2003) com alcaldides
quinolizidinicos. Além da podopetalina (35) e ormosanina (37) presentes nos dois
géneros, a identificacdo pela primeira vez do derivado 2,3 diidrobenzofurano
bowdenol (12) e do alcaléide bowdequina (7), encontrado nos géneros Acosmium e
Bowdichia, € um dado a mais para estabelecer a proximidade entre esses dois

géneros.
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Por fim, este estudo levou a identificacdo de 49 substancias, das quais cinco
alcaléides (2, 45, 46, 47, 48), oito ésteres de acidos graxos de bowdenila (13, 14, 15
16, 17, 18, 19, 20) séo inéditas, e trés substancias (7, 12, 49) estao sendo relatadas
pela primeira em Acosmium. A identificacdo de tais metabdlitos contribuiu ao

conhecimento do perfil quimico da familia Fabaceae.
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