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RESUMO

Os produtos naturais sempre foram importantes para humanidade,
principalmente na medicina. Uma area bastante importante no estudo de produtos
naturais ¢ a sua determinacdo estrutural. Entre as técnicas mais usadas com esta
finalidade encontra-se a RMN, que, combinada com andlise conformacional
computacional, tem solucionado varios problemas na identificacdo de produtos naturais.
Neste sentido, o presente trabalho trata da aplicacdo destas técnicas na identificacdo de
substancias da classe dos iridoides, principalmente ndo glicosilados, presentes na raiz de
Alibertia concolor (Rubiaceae). As estruturas destes compostos apresentam um sistema
biciclico e varios centros quirais, conferindo-lhe uma mobilidade conformacional
razoavelmente alta, que dificulta a determinacdo de suas configuracOes relativas. O
material vegetal foi coletado em Campo Grande — MS. Seu extrato em acetona foi
submetido a técnicas cromatograficas que resultaram no isolamento/caracterizacdo de
cinco substancias, as quais foram identificadas ou tiveram suas estruturas elucidadas
com base nas técnicas espectroscopicas de anélise de RMN de *H e *C (uni e
bidimensionais) e/ou na anélise conformacional computacional. As substancias obtidas
foram: o agUcar D-manitol, o iridoide glicosilado “shanzisideo metil éster”, o iridoide
ndo glicosilado “scyphiphin C1” e a mistura de dois diasteroisomeros de iridoides ndo
glicosilados: a “shanzigenina metil éster” e a “1-epi-shanzigenina metil éster”. Além
disso, foi realizado um estudo de estabilidade da “scyphiphin C” em metanol e em
piridina, a partir do qual foram obtidos trés isémeros inéditos deste iridoide: a

“scyphiphin C”, a “scyphiphin C2” e “scyphiphin C3”.
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ABSTRACT

Natural products have always been important to humanity, especially in
medicine. A very important area in the study of natural products is their structural
determination. Among the techniques most used for this purpose is NMR spectroscopy.
The combination of NMR with computational conformational analysis has solved many
problems of indentifying natural products. Thus, the aim of this work is the
identification of iridoid, especially not glycosylated, from Alibertia concolor root
(Rubiaceae). The iridoids present several chiral centers and a bicyclic system in their
structure, giving them a conformational mobility fairly high. This fact makes it difficult
to determine unequivocally the stereochemistry of these compounds. The plant material
was collected in Campo Grande — MS and its acetone extract was subjected to
chromatographic techniques. This procedure resulted in obtaining five substances (D-
mannitol, shanziside methyl ester, scyphiphin C and the mixture of two diasteroisomers,
shanzigenin methyl ésterand 1-epi-shanzigenin methyl ester). These substances were
identified or elucidated on the basis of their *H and **C NMR (1D and 2D) data and/or
computational conformational analysis. Besides, a stability study of scyphiphin C1 in
methanol and pyridine was performed, from which were obtained three unpublished

isomers: scyphiphin C, scyphiphin C2 and scyphiphin C3.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia dos produtos naturais

Os produtos naturais sempre foram importantes para a humanidade. Um exemplo
relevante de utilizagdo foi no Antigo Egito; os sacerdotes os usavam em técnicas de
conservacao das mumias e os farads utilizavam metais como cosméticos e 6leos perfumados
para suavizar a pele. Além disso, dados da medicina egipcia contido no “Ebers Papyrus”
documentam 700 drogas extraidas de planta. (CRAGG, 2013). No Ocidente, no século XVI,
0 pau-brasil (Cesalpinia echinata) era comercializado pelos portugueses para tingir roupas
em razdo do corante vermelho obtido da planta (PINTO, 2002).

O consumo e o conhecimento sobre os produtos naturais nas diferentes civilizaces
contribuiram significativamente para o desenvolvimento da pesquisa cientifica sobre o
mesmo. A ansia originada pelo entendimeto das propriedades quimicas das substancias
levou a descobertas de varios metabolitos secundarios. Uma das descobertas foram as
substancias alucindgenas, como por exemplo, o épio, um suco leitoso obtido através da
Papaver somniferum, e utilizado ha séculos por suas propriedades soporiferas e analgésicas
(BARREIRO, 2006). O estudo dos constituintes quimicos do o6pio (1803) levou ao
isolamento da morfina (1), codeina (2), tebaina (3), narcotina (4) e a papaverina (5), os quais
sdo alcaloides e posssuem propriedades analgésicas, antitussigenos e espamolitico (Figura
1) (HOSTETTMANN, 2003).

Figura 1 - Alcaloides do 6pio

Atualmente, a medicina chinesa é amplamente conhecida devido a fartura e

eficiéncia de espécies vegetais utilizadas no tratamento alternativo de algumas doencas.
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Muitas pesquisas tém explorado o potencial de criacdo de novos farmacos baseados em
principios ativos que podem ser encontrados na natureza. Um cléssico, e importante
exemplo é a da Catharanthus roseus, conhecida simplesmente como vinca. A partir do seu
estudo quimico foram isolados dois alcaloides (Figura 2), vimblastina (6) e vincristina (7)
que sdo utilizados, principalmente, como quimioterapicos contra o céncer de ovario,
testiculos e leucemia (HEIJDEN, 2004). Dentre os quimioterapicos, o paclitaxel (8) foi
isolado em 1971, da casca de Taxus brevifolia. Este produto natural mostrou-se eficaz contra
alguns tipos de cancer e tumor. Em meados da década de 20, ele foi comercializado com o
nome de Taxol®, sendo o remédio mais vendido para o tratamento do cancer de mama e
ovario (SOUZA, 2004).

Assim como a vimblastina, vincristina e o taxol, outros farmacos foram, e ainda sdo
fundamentais para o progresso e interesse nos produtos naturais por parte da pesquisa

cientifica e industria econdmica e farmacéutica.

(6) R = CH,
(7) R = CHO

AcO O OH

Figura 2 - Produtos Naturais quimioterapicos.
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1.2 Determinacéao Estrutural dos Produtos Naturais

As Ultimas décadas foram marcadas por grandes avangos na ciéncia e tecnologia que
permitiram a elucidacgéo estrutural de produtos naturais mais satisfatoriamente. Até o inicio
do século XX, a elucidacdo estrutural era feita por meio de sintese quimica, ou, mais
especificamente, processos de degradagdo ou modificacdo estrutural. (NICOLAU, 2005),
isto limitava a capacidade da determinacdo das estruturas e, muitas delas foram consideradas
erradas. Um exemplo classico foi a estrutura do colesterol (9) (Figura 3), proposta por
Wieland e Windaus (1928), a qual foi corrigida cinco anos depois, através da analise por
raio-X de um cristal do esteroide (BERNAL, 1932).

-
-
-

OH (9) HO (10)

Figura 3 - Estrutura do colesterol proposta por Wieland e Windaus (9) e estrutura correta (10).

1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Analise Conformacional

Os métodos mais significativos para a determinacdo estrutural e identificacdo dos
constituintes quimicos das plantas sdo o0s espectroscopicos. Nesse contexto, a espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas mais utilizadas para
investigagdo a nivel molecular, permitindo obter informacdes estruturais e dindmicas das
mais simples as mais complexas substancias (NASCIMENTO, 2001).

A RMN se destaca pela riqueza dos dados fornecidos, que sdo fundamentais na
elucidacdo das estruturas de compostos, sendo que as informacgdes obtidas mais importantes
sdo, principalmente, dois parametros da RMN, o deslocamento quimico e a constante de
acoplamento spin-spin, 0s quais sdo importantes para indicar a composicdo molecular e
determinar a estereoquimica de compostos organicos.

Apesar do seu alto potencial, a espectroscopia de RMN apresenta uma baixa

sensibilidade que tem sido superada com 0s recentes avancos em gradientes de campo
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pulsado (PFG), técnicas de supressdo de solvente, tecnologia de construgdo de sondas e
magnetos com campo alto. Isto permite a correcdo de algumas estruturas propostas
anteriores a estes avancos. Por exemplo, a estrutura proposta (11) (Figura 4), para a fitoxina
do fungo Alternaria porri, denominada porritoxina, antes baseada em dados de RMN 1D
(400MHz) aliados a 1V, EM, e UV, por Suemitsu (1992), foi recentemete corrigida para a
estrutura 12, por Horiuchi (2002) utilizando dados de RMN 1D e 2D (500MHz), com
aplicacdo de pulsos de gradiente de campo, além de UV, EM, IV.

(o] H
/ (o]
N
W/\/o j Y\/o
RN
o OH
(11) 12

o (12) o

Figura 4 - Proposta da strutura da Porritoxina (11) e da estrutura revisada (12).

Uma das dificuldades encontradas durante a determinacdo estrutural de compostos
organicos estd relacionada a determinacdo da configuracdo absoluta, ou seja, a
estereoquimica. Uma das formas de superar esta dificuldade é realizar o estudo
conformacional, baseando-se nos dados de constantes de acoplamento direto fornecidos pelo
experimento de RMN 2D NOESY e de acoplamentos spin-spin observados em espectros de
RMN 1D e RMN 2D J-resolved. Durante a andlise destes dados, pode-se realizar a
comparacdo com dados estimados computacionalmente, ou com outros dados experimentais
como raios-X e difracdo de elétrons, espectroscopia na regido do infravermelho, na regido
do Ultravioleta, Raman, de fotoelétrons, entre outros (SMITH, 2007).

O arranjo dos atomos de uma molécula no espaco pode variar através de rotacdes de
ligacGes simples. Os arranjos espaciais assumidos sdo chamados de conformacdes, que
representam conférmeros, 0s quais sdo rapidamentes interconvertidos, na maioria das vezes
ndo podendo ser isolados, por possuirem uma barreira energética baixa (ELIEL, 1994). A
interpretacdo ou predicdo de propriedades fisico-quimicas em relacdo a energia contida em
uma substancia, em termos das conformacdes assumidas por uma dada molécula, chama-se
de analise conformacional.

A investigacdo de propriedades conformacionais € uma area muito importante da
quimica, porque muitas moléculas de interesse para a Quimica Organica, Bioquimica e
Quimica Medicinal podem adotar varias coformacdes. Esta mobilidade conformacional pode

ser util no estudo de interagdes moleculares importantes para atividade bioldgica.
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Um dos pontos mais importantes no estudo de moléculas mais complexas, como 0s
produtos naturais, é a elucidacdo de centros quirais existentes nestas moléculas, uma vez que
esses centros estdo intimamente relacionados a atividade biologica. Um estudo de analise
conformacional interessante ¢ o trabalho de Dais e colaboradores (2005), que utiliza calculos
computacionais de modelagem molecular e experimentos de RMN 2D na andlise
conformacional da ochratoxina A (13) (Figura 5), produzida por fungos encontrados em
alimentos como cerais, feijao e café. Para este composto a toxicidade observada € atribuida a
hidroxila ligada ao C-8, podendo interagir através de uma ligacdo de hidrogénio com a
carbonila do grupo amida, quando est& na conformagéo 13a, ou com a carbonila da lactona
de seis membros, quando na conformagéo 13b.

Ph
H
0 OH Ve N N 0 H H
\I o o o N ] \\0’, \\0
| o
Ph N o \ .0 0
| H-
H
(13a) ¢ (13b) ¢

Figura 5 - Estrutura da ochratoxina A (13) e seus conférmeros (13a e 13b)

Devido ao poder da interpretacdo dos modelos moleculares foram desenvolvidas
ferramentas matematicas para auxiliar o entendimento da estrutura molecular e suas
alteracBes associadas com a reatividade quimica. Com o avango tecnoldgico, programas
computacionais que desenham as moléculas sao utilizados para este objetivo, permitindo a
simulacdo numérica de estruturas quimicas e reacdes, baseadas nas leis fundamentais da
fisica.

Recentemente foram desenvolvidos métodos de mecéanica molecular e semi-

empiricos (ab initio) para calculos de parametros de RMN como constante de blindagem

nuclear e de acoplamento spin-spin.
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A base dos métodos de mecanica molecular, segundo Barreiro e colaboradores
(1997), é a mecénica cléssica da estrutura molecular (classica), pela qual as moléculas séo
constituidas por esferas (atomos) ligadas por molas com constantes de forca caracteristicas,
que formam um campo de forca. Este campo € a somatdria de energias relacionadas as
posicOes de equilibrio do sistema derivadas de um ou mais parametros, tais como distancias
de ligacdo, angulos de ligacdo, angulos diedros, distancias de van der Waals, ligacOes
hidrogénio, interacdes eletrostaticas, entre outros. A avaliagdo por mecanica molecular €
realizada por programas computacionais, 0 que permite uma determinada rapidez na analise
de sistemas moleculares complexos. As constantes de forca s&o avaliadas
experimentalmente por espectroscopia (como dicroismo circular e RMN) e comparadas com
os dados obtidos computacionalmente.

Cada programa computacional analisa um ou mais parametros, ou seja, cada
programa utiliza um tipo de campo de forca. Os campos de for¢a mais comuns saio AMBER,
MM2, MMP2, MMX e SYBIL. O campo de forca MM2, por exemplo, é muito utilizado
para moléculas de baixo peso molecular. O campo de forca MMX, contido no programa
PCMODEL, é derivado do MM2 acrescido de rotinas para calculos utilizando moléculas
com sistemas 7.

O programa PCMODEL calcula o angulo diedro (0) e constante de acoplamento(J)
entre hidrogénios vicinais de sistema sp®, distancias entre atomos, bem como posices de
atomos e conformacdes de minima energia, baseadas na energia potencial da molécula.
Portanto, este programa é bastante Gtil na analise conformacional por RMN.

O angulo diedro ¢é formado por dois semiplanos que possuem uma aresta em comum.
Considerando um fragmento molecular Ha-Cx-Cy-Hb, o éangulo diedro serd o angulo
formado entre o semiplano gque contem a ligacdo Ha-Cx e o que contem a ligacdo Cy-Hb,
como mostrado na Figura 6. E importante salientar que o valor do acoplamento vicinal
3J(Ha,Hb) entre os hidrogénios Ha e Hb esta relacionado com o angulo diedro entre eles de

acordo com a equagéo (curva) de Karplus (Figura 7).
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Proje¢dao de Newman do acoplamento

e Angulo diedro f ipl H
snire hidrogéics viohsis (Ha & Hb) ngulo diedro formado entre semiplano de Ha

(vertical) e o semiplano de Hb (inclinado)

JHa,np depende de ® (dngulo diedro)

Figura 6 — Proje¢des do angulo diedro entre Ha e Hb vicinais
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Figura 7 — Equacéo e Curva de Karplus tomando como base uma molécula de etano

Os métodos de mecénica quantica permitem maior precisdo nos resultados e
fornecem dados sobre a estrutura eletrénica, implicando em um maior custo computacional,
incluindo tempo e capacidade de memdria necessaria. Os programas de métodos quanticos
ab initio (CADPAC, GAMESS, GAUSSIAN, HONDO, entre outros) e semi-empiricos
(AMPAC, MOPAC, etc.) séo baseados no formalismo de orbitais moleculares. Nos métodos

ab initio, um modelo para uma funcdo de onda particular é selecionado e os célculos
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necessarios sdo realizados sem simplificacdo. Em tais abordagens o erro estd associado ao
conjunto de bases selecionado e ao nivel de tratamento da correlacdo eletronica. Nos
métodos semi-empiricos parte de seus parametros sdo ajustados a dados experimentais, 0
que aumenta a precisao quimica e a velocidade dos métodos de orbitais moleculares.

Estes calculos tém sido muito utilizados como ferramentas na quimica
computacional, na elucidagéo estrutural (TOUSEK, 2005; SASS, 2008; SASS, 2008; SASS,
2011; SOARES, 2012) ou até mesmo na correcdo de estruturas determinadas anteriormente
(LODEWYK, 2012).

1.4 Familia Rubiaceace

A familia Rubiacea encontra-se como uma das plantas mais promissoras quanto a
diversidade de produtos naturais bioativos. E a quarta maior familia em niimero de espécie
entre as Angiospermas, possuindo cerca de 650 géneros distribuidos em 13.000 espécies.
Durante as ultimas duas décadas, a divisdo da familia Rubiaceae sofreu algumas
reorganizacdes sugestionadas principalmente por estudos filogenéticos moleculares, estudos
floristicos e revisbes taxondmicas (DELPRETE, 2012). A ultima atualizacdo sugeriu a
divisdo da familia Rubiaceae em trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae,
com mais de 44 tribos (BREMMER, 2009).

As espécies da familia Rubiaceae sdo conhecidas por produzirem uma variedade de
metabdlitos secundarios como: flavonoides, iridoides, alcaloides, terpenos, entre outros
(SOUZA, 2013). Muitas sdo conhecidas devido a importancia econdémica, alimenticia e
terapéutica, como a Chinchona officinalis que foi utilizada por longa data contra malaria,
devido a grande producdo de quinina (14) (Figura 8), um alcaloide com funcdes
antimaldricas, antitérmicas e analgésicas (McCALLEY, 2002). Outra espécie importante é a
Genipa americana, ocorrente no Nordeste brasileiro e conhecida pelo nome do seu fruto
comestivel, genipapo. Além dessas espécies, vale destacar as espécies Ixora coccinea e
Gardenia jasminoides, utilizadas como plantas ornamentais. Os frutos da G. jasminoides sdo
utilizados na medicina popular oriental no tratamento de febres, dores de cabeca, desordens
hepaticas, ictericia e hipertensdo (AMURADA, 1976).
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(14)

Figura 8 - Estrutura da quinina.

Outra espécie ativa é a Randia spinosa (HAMERSKI, 2005), utilizada na medicina
popular como anti-inflamatéria. Um estudo fitoquimico realizado com seus caules levou ao
isolamento dos iridoides glicosilados randinosideo (15), gardenosideo (14), galiosideo (16),
ésteres metilicos dos acidos deacetilasperulosidico (17) e escandosidico (18), Figura 9.

COOCH, COOCH;,

a5 O~

HO

OGlu
(17) R= a-OH
(18) R=B-OH

Figura 9 - Iridoides isolados de Randia spinosa.

Os iridoides podem ser encontrados em outras espécies de Rubiaceas, por exemplo, o
geniposideo (19), Figura 10, um iridoide glicosilado, € majoritario na espécie G.
jasminoides e apresenta a¢do de inibi¢do da enzima 5-lipoxigenase (NISHIZAWA, 1988).

o OCH3

HO H

(19)

Figura 10 - Estrutura do geniposideo.
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1.5 Género Alibertia

O género Alibertia faz parte da subfamilia Ixoroideae, inclusa na tribo Gadenieae que
possuem 67 géneros diferentes (ROBBRECH, 2009). Este género se destaca pela producéo
de triterpenos, flavonoides e iridoides.

Das folhas da espécie Alibertia macrophyla foram obtidos quatro iridoides né&o
glicosilados (20-23 — Figura 11), sendo que o par de epimeros 20 e 23 apresentou atividade
antifangica contra Aspergillus niger, Cladosporium sphaerospermum, C. cladosporioides,
Colletotrichum gloesporioides. (BOLZANI, 1991; YOUNG, 1992).

0. OCH,
R R: R Rs
§ (20)  B-OH H  OH
%, | 21)  a-OH H  OH
22) BOH OH H
H &, (23) o-OH  OH H

Figura 11 — Estrutura dos iridoides n&o glicosilados.

Posteriormente, um estudo realizado com as folhas da espécie Alibertia edulis
resultou na obtencdo dos &cidos ursélico (24) e oleandlico (25) (Figura 12), (BROCHINI,
1994).

Figura 12 - Triterpenos isolados da espécie Alibertia edulis.

Um estudo quimico da raiz de Alibertia sessilis (Furio, 2006) resultou no isolamento
de quinze substancias, dentre elas dois iridoides glicosilados e seis ndo glicosilados, que séo
respectivamente: 10-(di-metil-cafeoil)-geniposidio (26), “4”-metil-gaertnerosidio” (27),

“shanzigenina metil éster (28)”, “1-epishanzigenina metil éster” (29) (Figura 13).
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Figura 13 — Estrutura de iridoides isoladas em A. sessilis

1.6 Definicéo de iridoides e aspectoé de sua elucidacao estrutural

Os iridoides pertencem a classe dos terpenos, sendo, portanto, de natureza
isoprenoide. S&0 monoterpenos, ou seja, tém 10 carbonos originados a partir de duas
unidades de isoprenos, podendo ter alteraces na sequéncia tipica de isoprenoides devido a
rearranjos (SAMPAIO-SANTQOS, 2001). O esqueleto basico do qual derivam é representado
pelo 1-isopropil-2,3-dimetilciclopentano ou iridano (Figura 14-A). Em geral, apresenta um
heterociclo de seis membros contendo um atomo de oxigénio geminado ao ciclopentano,
formando o nucleo denominado iridoide (Figura 14-B). A quebra da ligacdo entre os

cabonos 1 e 5 do ciclo pentano da origem aos chamados secoiridoides (Figura 14-C).

6
!l 7
8
10 9

Iridano (A) Iridoide (B) Secoiridoide(C)

Figura 14 - Esqueletos dos iridoides
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O nome do composto modelo, o iridodial (Figura 15-A), provem da espécie de
formigas Iridomyrmex detectus, que secretam iridoides, incluindo também a iridomirmecina
(Figura 15-B), como produtos defensivos (DYER, 1996). O esqueleto iridodial é produzido
ap0s uma série de reacOes de hidroxilacdo e oxidacdo do geraniol, seguido por uma reacdo
de Michael (Figura 15-C) (Dewick, 2002). Os iridoides sdo precursores da biossintese dos
alcaloides indolmonoterpénicos, tais como a ioimbina, a ajmalicina, a estrictosidina, a

vindolina, a catarantina, a ibogaina, a quinidina e a brucina (BATTERSBY, 1968).

/
T H
Iridodial (A) Iridomirmecina (B)
/
/
\ OH _H
_OH
| — —> —> ‘_H -
0 . _©
Geraniol Iridodial (forma enol) Iridodial (forma hemiacetal)

©

Figura 15 - Iridoides produzidos por Iridomyrmex detectus

A presenga de Varios centros quirais e do sistema biciclico (sendo um dos ciclos um
anel pirano) na estrutura dos iridoides Ihe confere uma razoavelmente alta mobilidade
conformacional. Isto implica em dificuldades para elucidar suas estruturas com atribuicdes
inequivocas de suas configuragdes relativas, inclusive recentemente algumas estruturas de
iridoides tém sido revisadas. Por exemplo, os trés iridoides obtidos por Delazar e
colaboradores (2004) da espécie Eremostachys glabra Boiss. (Lamiaceae) tiveram suas
estruturas revisadas por Jensen e colaboradores (2007).

Outro problema encontrado na elucidacdo dos iridoides diz respeito ao fato desses
compostos serem labeis tanto em C-1 (hemiacetal) quanto em C-4, podendo sofrer
isomerizacdo nestes sitios. Essas modificaces podem ocorrer durante a biossintese,
produzindo pares de epimeros naturais ou durante o processo de obtencdo, produzindo pares
de epimeros como artefatos.

Furio (2006), durante seu trabalho experimental, obteve uma mistura dos iridoides A,
B, C, e D mostrados na Figura 16. Ele observou através dos dados de RMN de *H e *C que

a proporcao entre os componentes da mistura variava em fungdo do tempo e solvente, o que
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indicou a ocorréncia de isomerizagdo desses iridoides. Entretanto, para a confirmacgéo desta
hip6tese seriam necessarios novos experimentos de RMN, atividade Optica e estudos

conformacionais.

HO

(B)

Figura 16 - Estrutura dos iridoides A, B, C e D obtidos por Furio (2006)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico da raiz de um espécime de Alibertia concolor.
Realizar a analise conformacional dos iridoides ndo glicosilados sem a presenca da

dupla ligacdo entre C-3 e C-4, presentes na raiz dessa espécie.

2.2 Objetivos especificos

- Coletar, identificar e preparar o extrato aceténico das raizes da planta Alibertia
concolor;
- Submeter o extrato acetdnico a processos cromatograficos visando a purificacao
dos constituintes quimicos presentes, em especial, os iridoides ndo glicosilados e sem a
presenca da dupla ligacdo nos carbonos 3 e 4.
- ldentificar ou elucidar as estruturas dos iridoides e outros constituintes
quimicos isolados;
- Obter as conformacgdes mais estaveis dos iridoides e calcular as suas
constantes de acoplamento com o auxilio de softwares de analise conformacional;
- Comparar as constantes de acoplamento calculadas com as obtidas
experimentalmente por RMN;
- Atribuir a configuragéo relativa dos isdbmeros dos iridoides;
- Verificar as estabilidades dos iridoides em piridina e em metanol frente a
isomerizacdo em C-1 e C-4.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material Utilizado

#  Solventes de grau P. A. (Merck ou Synth): AcOEt, CH3;OH, Acetona,
Acetonitrila, Piridina.

#  Sephadex LH-20® (Pharmacia).

#  Silica gel 60 G (5-40 pum, Merck) em camadas de 0,25 mm de espessura para

cromatografia em camada delgada analitica.

#  Reveladores: inspecdo a luz UV (254 nm), solucédo vanilina 0,5% H,SO, e chapa

de aquecimento.
#  Eluente: AcCOEt:HCOOH:H,0(90:5:5 v/v/v) (Eluente I).

#  Espectrometro BRUKER® - Modelo DPX300: magneto de 7,05 Tesla, com sonda
de dual deteccdo direta e sonda multinuclear de deteccdo inversa (*H: 300,13
MHz, 3C: 75,468 MHz) para tubos de amostras de 5 mm, com sistema de “lock”
de Deutério (°H), bobina geradora de gradiente em z (campo maximo de 53,5

Gauss.cm™) usada nos experimentos de RMN 2D.

#  Espectrometro BRUKER® - Modelo DRX500 — Ultra Shield®: magneto de 11,74
Tesla, com sonda multinuclear de detecgdo inversa (*H: 500,13 MHz, *3C: 125,77
MHz) para tubos de amostras de 5 mm, com sistema de “lock™ de Deutério (*H),
bobina geradora de gradiente em z (campo méaximo de 53,5 Gauss.cm™) usada nos

experimentos de RMN 2D.

- Solventes deuterados empregados foram: Pyr-d5, CD3;OD, D,O, DMSO-d6
(Merck, Aldrich ou CIL).
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3.2 Estudo Fitoquimico de Alibertia concolor (Rubiaceae)

3.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A raiz de Alibertia concolor foi coletada em fevereiro de 2014, no municipio de
Campo Grande — MS e identificada pelo Prof. Dr. Arnildo Pott, sendo depositada duas
exsicatas no Herbario CGMS-UFMS (Herbario de Campo Grande — MS da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul) sob 0s nimeros CGMS-37442 e CGMS-37449.

3.2.2 Obtencéo do extrato bruto acetonico da raiz de Alibertia concolor.

A raiz de A. concolor (100,09) foi submetida a um processo de limpeza consistindo
na remocdo de residuos e outros fragmentos. A seguir foi triturada e moida. O pé obtido foi
extraido exaustivamente com acetona a temperatura ambiente. O extrato foi concentrado
por evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Durante 0 processo
de rotaevaporacdo, formou-se um precipitado branco, solivel em agua, que foi separado e
lavado com acetona, dando origem a substancia 1 (13,4mg) que foi submetida a analise de
RMN de 'H e *3C. O extrato bruto foi codificado como RAC tendo massa igual a 15,00g.

3.2.3 Fracionamento do extrato bruto da raiz de A. concolor (RAC)

Para garantir um rendimento mais eficiente, o fracionamento da RAC foi realizado
em duas etapas. A primeira consistiu em um fracionamento preliminar a fim de encontrar
uma metodologia eficaz de separacdo e isolamento dos iridoides, e a segunda resumiu-se

em reproduzir o melhor método testado na primeira etapa do fracionamento.

3.2.4 Fracionamento preliminar da raiz de A. concolor (RAC) — (parte 1) —
obtencéo das substancias 2 e 3a.

Inicialmente 4,0 g do extrato foram submetidos ao fracionamento cromatogréafico
utilizando uma coluna cromatografica filtrante aberta (h= 28 cm; ® = 5,0 cm), empregando

sephadex LH-20® e o eluente CH;OH. Foram recolhidas 78 fragdes de 10 mL das quais
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foram submetidas a cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD) utilizando o
eluente I. Apés as revelagbes das placas, com solugdo de vanilina acida, foi possivel
observar, em algumas fracGes, a presenca de uma mancha azulada, caracteristica de
iridoide (Figura 17). Estas fracGes foram reunidas em uma soO fracdo, codificada como
RAC-S1 (1,9 g).

ETEE T A

A AL R IREE AL A

T

010203 04 0506 07 08 0910 11 P i

Figura 17 - Placa cromatografica revelada com solugéo vanilina acida.

A fim de estabelecer uma metodologia de separagdo e isolamento desses iridoides,
a fracdo RAC-S1 foi dividida em trés partes: RAC-S1la, RAC-S1b, RAC-S1c. Cada parte
foi submetida a testes em colunas empregando, respectivamente, Sephadex LH-20® em
CH3OH/H,O (gradiente crescente de polaridade), ou silica de fase reversa C-18 em
H,O/CH3;OH (gradiente decrescente de polaridade) ou (7:3 v/v). A Figura 18 representa

sucintamente o fracionamento cromatografico dessa parte do extrato.

L Extrato acetdnico 4,0g J

C.C Sephadex LH-20
MeOH

v v

RAC-S-1
Fragdes 1-35 RAC-S-2 RAC-S-3
(1,9 8) Fragbes 36-47 Fragdes 38-78

| Dividida em trés partes

v ¢ v

RAC-S-1a RAC-5-1b RAC-S-1c
(900 mg) (400,0 mg) (400,0 mg)

C.C. Sephadex LH-20 C.C. Fase Reversa aberta C.C. Fase Reversa a vacuo
MeOH/H,0 cres. polar. H,0:MeOH decres. polaridade H,0:MeOH decres. polaridade

30 fragdes I 6 fragdes I 100 fragoes I

l CCD silica gel

{ RAC-S-1c-10 ]
(Fracoes 8-10)

Substancia 2 I(—l

Figura 18 - Fluxograma do fracionamento cromatogréafico - parte 1- do extrato acetonico de A.
concolor.
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A primeira parte da fracdo, a RAC-Sla (900,0 mg) foi submetida a uma
cromatografia em coluna aberta (h= 28cm; ® = 5,0 cm) utilizando Sephadex LH-20 e 0
eluente CH3OH/H,O gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 30 fracdes de 10
mL, as quais foram cromatografadas em CCDA, eluidas no eluente | e reveladas em
solucdo de vanilina, seguida de aquecimento. A partir da analise dos cromatogramas
percebeu-se que o procedimento adotado ndo apresentou uma boa separagédo dos iridoides.
Deste modo, a segunda parte, RAC-S1b (400 mg), foi submetida a uma coluna aberta (h =
6cm; ® =6¢m), usando silica de fase reversa C-18, como fase estacionaria e, como eluente,
H,O:CH3;OH (gradiente decrescente de polaridade), sendo recolhidas 6 fragdes de
aproximadamente 120 mL. Apos andlise por CCDA, verificou-se que a separacdo das
substancias nesta condi¢do também ndo foi muito efetiva.

A terceira parte, RAC-S1c (400mg), foi submetida a uma cromatografia em coluna
sob vécuo, utilizando silica de fase reversa C-18 com a mesma dimensdo da coluna
anterior, iniciando agora, com a mistura de eluente H,O: CH3OH (7:3 v/v) seguindo a
ordem gradiente decrescente de polaridade até 100% de CH3;OH. Foram recolhidas 100
fracdes de 20 mL, as quais foram avaliadas por CCDA e agrupadas de acordo com o perfil
cromatografico. A fragdo RAC-S1c-10 (9,0mg) apresentou uma mancha azulada na placa
apos revelacdo, indicando a presenca de iridoide e foi enviada para analise de RMN 1D e
2D, fornecendo a substancia 2. O aspecto do espectro de RMN *H mostrou-se
caracteristico de um iridoide glicosilado.

As fragdes das colunas RAC-S1a, RAC-S1b e RAC-S1c que apresentaram manchas
azuis na placa cromatogréfica foram reunidas, gerando a fragdo denominada RAC-Slabc.
Esta fracdo (~200,0 mg) foi submetida a um novo fracionamento cromatografico utilizando
uma coluna aberta (h=10cm, ® = 2cm ) de silica flash (230-400 mesh), e o eluente AcOEt
saturado com Agua. Deste fracionamento foram obtidas 36 fracbes que, apds analise por
CCDA, foram reunidas em 5 sub-fracbes. A CCDA da sub-fragdo denominada RAC-
Slabc-F-10 apresentou uma mancha azulada majoritaria. A fim de purificar esta sub-
fracdo, foi feito uma lavagem com o solvente AcOEt, fornecendo a substancia 3a (5,0
mg), que foi analisada por RMN de ‘H que indicou a presenca de um iridoide néo
glicosilado sem ligacdo dupla. Uma outra analise por RMN de *H foi realizada apés sete
dias, a primeira mostrou que a substéncia 3a ndo é estavel em CH3;OH, apresentando

sinais de mais trés iridoides.
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3.2.5 Fracionamento do extrato da raiz de A. concolor (parte 2) — Obtencéo das
substancias 3a, 4a e 4b

Visando a obtencdo da substéncia 3a pura, fez-se um novo fracionamento
cromatografico partindo do extrato bruto da raiz de A. concolor (RAC). Para garantir uma
separacdo mais eficiente e prevenir a modificagdo da substancia 3a durante o processo,
evitou-se o uso de CH3OH. O extrato bruto foi dividido em trés aliquotas: uma com 2,0 g
(RAC1), outra com 3,0 g (RAC2) e a terceira com 2,5 g (RAC3). Cada aliquota foi
submetida ao mesmo procedimento cromatografico, sendo solubilizada em AcOEt:CH3;OH
7:3 (v/v) e aplicada em uma coluna aberta (h= 15cm; ® = 5,0 cm ) de sephadex LH-20®
utilizando o eluente isocratico AcOEt:CH3OH 7:3 (v/v). As fracbes obtidas foram
cromatografadas em placas de silica gel de aluminio e eluidas no eluente I. Apds anélise,
as fracbes foram reunidas de acordo com a semelhanga cromatografica. Nas fracdes
RAC1-S6-22(140,0mg), RAC2-S4-22(193,0mg) e RAC3-S4-19(184,0mg) foi detectado a
presenca do iridoide 3a. Tais fracGes foram submetidas, separadamente, a uma
cromatografia em coluna aberta (h= 10,5cm; ®= 2cm) utilizando silica flash (230-
400mesh) e, AcOEt saturado com H,0O, como eluente isocratico. Apds analise por CCDA
(Figura 19), as fracdes obtidas foram reunidas em sub-fraces de acordo com a
semelhanca do perfil cromatografico. As fracGes denominadas RAC1-S622-F11-25
(7,0mg), RAC2-S422-F17-24 (8,6mg) e RAC3-S419-F12-19 (7,8mg), apresentaram uma
forte mancha azul em CCDA, quando revelada com solugéo de vanilina. As amostras
foram lavadas com solvente AcOEt, obtendo a substancia 3a. Para anélise de RMN 1D e
2D da substancia 3a, as fracbes RAC2-S422-F17-24 e RAC3-S419-F12-19 foram
reunidas e codificadas como IRIDOIDE A [substancia 3a (16,8mg)]. Esta substancia foi
analisada por RMN 1D e 2D em DMSO-d6 e CD30D.

As fracdes RAC1S622-F4-6(1,6mg), RAC25422-F2-5(2,3mg) e RAC3S419-F5-
6(1,9mg) ( Figura 19) apresentaram uma mancha rosa em CCD quando revelada com
solucdo de vanilina. As trés amostras foram lavadas com solvente AcOEt e reunidas em
uma sO fracdo, denominada RACSFlash 4-5 (5,8mg). Tal fracdo foi submetida a
experimentos de RMN de *H e **C. A analise preliminar dos espectros indicou a presenca
de dois iridoides em mistura, denominados 4a e 4b. O esquema do isolamento das

substancias 3a, 4a e 4b é mostrado na Figura 20.
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03 04 05 06 07 0809 101112, 13;141516:17,18.19,20".

Figura 19 - Placa cromatografica resultante da coluna realizada com a fracdo RAC3-54-19

‘ Extrato aceténico 7,5g ]

Divididoem :

| |
RACL (20¢) | RAC2 (3.0¢) | | rac2sg) |
v

—> (.C. Sephadex LH-20 (AcOEt : MeOH; 7:3 v/v) €<——

| RAC1-56-22 (1400 mg) | | RAC2-54-22 (193,0mg) | | RAC3-54-19 (184,0mg) |
v
———> C.C. Silica flash 230-400 mesh (AcOEt sat. H,0) €<———
I
¥ ¥ ¥ 7
{ RAC1-5622-F11-25 ] { RAC2-S422-F17-24 I [ RAC3-5419-F12-19 I RAC1-S622-F4-6 I RAC2-S422-F2-5 ] RAC3-S419-F5-6 ]
(7.0 mg) ‘Sf‘lr"g] (7.8 me) { (1,6 mg) { (2,3 mg) L (1.9 mg)
I—) Lavagem com AcOEt. <— I—) Lavagem com AcOEt

Substéncia 3a I L Substancias 4a e 4b J

Figura 20 - Fluxograma do fracionamento cromatogréfico - parte 2- do extrato acetdnico de A. concolor

3.2.6 Obtencdo das substancias 3b, 3c e 3d a partir da fracdo IRIDOIDE A
(substancia 3a) — Estudo da estabilidade da substancia 3a.

Da mesma forma que o espectro de RMN 'H da fracio RAC-Slabc-F-10 (item
3.2.4) em CH3OH apresentou modificacdo em funcdo do tempo, o espectro da fracdo
RAC1S622-F11-25 também se modificou. Procedeu-se entdo um estudo de estabilidade
dessa substancia. A fracdo RAC1S622-F11-25 solubilizada em MeOD foi submetida a
aquecimentos em banho-maria 40°C por 15, 40, 180 minutos. Apos cada aquecimento, foi
feito um experimento de RMN *H. N&o foram observadas mudancas significativas na
proporgdo dos isomeros 3a, 3b, 3c e 3d. A fim de induzir a formagéo das substancias 3b,
3c e 3d, a partir de 3a, a amostra IRIDOIDE A foi solubilizada em Pyr-d5 e seu espectro
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de RMN de *H foi analisado em funcio do tempo até a observacéo da presenca de sinais
caracteristicos das substancias 3b, 3c e 3d. A mistura das quatro substancias foram
submetidas a RMN 1D e 2D nos solventes MeOD, DMSO, Pyr-d5.

3.2.7 Analise Conformacional das substancias 3a, 3b, 3c e 3d.

A partir das configuragcdes propostas para as substancias 3a, 3b, 3c e 3d, foram
calculadas as conformacdes de minima energia possiveis e a abundancia natural para cada
uma das conformacdes de acordo com a distribuicdo de Boltzmann, a 27 °C. Para tanto
foram utilizados os softwares PCModel® (SERENASOFT, 2005) - campo MMX- e
Boltz2005® (CONSTANTINO, 2014). As constantes de acoplamento spin-spin foram
calculadas a partir da média ponderada dessas conformacdes e comparadas com os dados
experimentais de RMN de *H obtidos a 27°C.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo das substéncias presentes na raiz de A. concolor
(Cham.) K.Schum. (Rubiaceae)

As estruturas das substancias isoladas e/ou identificadas foram estabelecidas com
base na interpretacdo dos dados espectrais de RMN 1D e 2D, além de comparag¢des com
dados da literatura. As substancias obtidas foram numeradas de acordo com a ordem
cronoldgica de obtencdo, entretanto na discussdo sobre a determinacdo estrutural delas a
ordem seguida sera de acordo com a semelhanca e complexidade estrutural e com a classe
a qual pertence cada substancia. Assim, primeiramente serdo descritos os iridoides
saturados ndo glicosilados (substéancias 3a, 3b, 3c, 3d), depois iridoides insaturados néo
glicosilados (substancias 4a e 4b), seguidos do iridoide insaturado glicosilado (substancia

2) e, finalmente o acglcar ( substancia 1).

4.2 ldentificacdo das substancias 3a, 3b, 3c e 3d

4.2.1 ldentificagdo e analise conformacional da substancia 3a

A fragdo RAC1S622-F11-25, obtida de acordo com o procedimento descrito no
item 3.2.5 (p. 19), apresentou uma substancia solida amorfa branca, codificada por
substancia 3a, cuja andlise por CCDA mostrou uma mancha azul caracteristica de
iridoides. Foram realizados experimentos de RMN *H e *C, 1D e 2D em solventes MeOD
(Figuras 27 e 28), e DMSO-d6 (Figuras 29 e 30) (p. 29 & 32). No espectro de RMN de *H
em CH30D, foi observado dois simpletos em ¢ 1,14 e 6 3,67, referentes a trés hidrogénios
cada e atribuidos aos grupos -CHsz e -OCHg, respectivamente. Além desses sinais, 0
espectro apresentou outros oito sinais, referentes a um hidrogénio cada, sendo: um dupleto
em 0 4,98 (J = 9,0Hz), que pode ser atribuido a um hidrogénio de carbono de hemiacetal,
como por exemplo o C-1 de iridoide; um tripleto em ¢ 3,21 (J = 11,7Hz); um duplo-duplo-
dupleto em ¢ 3,78 (J = 11,7; 6,2 e 1,1 Hz); e trés duplo-dupletos em ¢ 1,67 (J = 14,9; 3,2 e
1,2Hz), 62,22 (J=149e9,1Hz)e o 2,58 (J =9,0 e 58 Hz). As multiplicidades e valores
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das constantes de acoplamento (J) foram determinadas com o auxilio de experimentos de
RMN de *H (1D efou J-resolved) (Figuras 34, Tabela 1).

Tabela 1 - Dados de RMN *H da substancia 3a

N° Subst. 3a ‘em MeOD Subst. 3a > em DMSO-d6
Hid. 5"H (ppm); mult; J° (Hz) 5H (ppm); mult; J® (Hz)
1 4,98, d;9,0 4,75;d;8,5
3 3,21;dd; 11,9¢e 11,8 2,99;dd; 11,7e 11,1
3,78;ddd 11,9;5,9e1,2 3,54;ddd 11,1;59¢e 1,6
4 2,04; dtd; 11,8;5,9; 5,8 ¢
15 1,79; dddd; 11,7, 5,9; 5,4 e 1,7
5 2,88;tdd 8,1; 5,8;5,7e 1,2 2,64; dtd 8,2;5,5;54¢e 1,6
6 4,41;1d 9,4;8,1e 3,5 4,41; dddd; 9,3; 8,2; 4,3 3,4
7 1,67;dd 15,0; 3,5e 1,5 1,46; ddd 14,5; 3,4e 1,7
2,22;dd 15,0e 9,4 1,99;dd 14,5€ 9,3
8 . .
9 2,58;dd 9,0e5,7 2,33;dd8,5¢e5,5
10 1,14: s 0,94; s
12 3,67;s
OH (C-1) - 6,65; s
OH (C-6) - 4,38; d; 4,3
OH (C-8) - 4,43; s
1300 MHz

% Valores de J (Hz) observados através dos experimentos J-resolved

A anélise dos espectros de RMN de **C (BBD e DEPT135), em MeOD (Figuras 31

a 33 e Tabela 2), indicou a presenca de dois carbonos sem hidrogénios ligados, sendo um

em & 1744, tipico de carboxila de éster e um em & 78,5 caracteristico de carbono
carbinolico; cinco carbonos metinicos (6 94.,5; & 50,5; 6 49,2; & 72,1 ¢ & 48,7), dois
metilénicos (8 65,2 e 6 49,2) e dois carbonos metilicos (6 24,3 e 5 52,1).
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Tabela 2 - Dados de RMN **C da substancia 3a

N Subst. 3a'em CD;0D Subst. 3a° em DMSO-d6
Carb. 5 3C(ppm) 5 3C(ppm)
1 94,5 CH 92,7 CH

3 65,2 CH, 63,4 CH,
4 50,5 CH 48,8 CH
5 49,2 CH 47,5 CH
6 72,1 CH 69,8 CH
7 49,2 CH, 48,7 CH,
8 785C 76,1C
9 48,7 CH 47,3 CH
10 24,3 CH, 24,9 CH,
11 174,4C 172,3C
12 52,1 CH; 52, CH,

175 MHz

2200 MHz

A combinacédo desses dados com as correlagdes observadas no experimento HSQC,
em CD3OD (Figura 35 e 36, paginas 37 e 38), permitiu atribuir os valores de
deslocamento quimico dos carbonos e dos seus respectivos hidrogénios (Tabelas 1 e 2). Os
sinais em ¢ 94,5, 6 78,5 e ¢ 72,1 indicam a presenca de trés hidroxilas. Associando essas
informacdes com as correlagdes observadas no experimento HMBC (Figura 21, 39 e 40;
p. 41 e 42), foi possivel atribuir a posicdo de duas hidroxilas, um em C-1 (6 94,5) e outra
em C-8 (0 78,5). A terceira hidroxila estaria ligada a um carbono originalmente metilénico

no esqueleto geral do iridoide (Figura 22)

Figura 21 — Principais correlacdes observadas pelo do experimento 2D HMBC (DMSO-d6, 500
MHZz) da substancia 3a
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Figura 22 - Posigdes possiveis para a terceira hidroxila

Para atribuir a posicdo correta da terceira hidroxila foi estudada as possiveis
multiplicidades de cada hidrogénio nas posi¢des possiveis. Se a hidroxila estivesse ligada
no C-3 seu deslocamento quimico seria em torno de ¢ 94,0 ppm e H-4 (2,04; dtd) seria um
duplo-duplo-dupleto (ddt). Caso a hidroxila estivesse ligada no C-7, a multiplicidade de H-
5 seria diferente, pois existiria dois hidrogénios em C-6. Deste modo, a terceira hidroxila
esta ligada no C-6, o que é compativel com o deslocamento quimico em ¢ 72,1 para C-6 e
em ¢ 4,41 para H-6, incluindo sua multiplicidade de tripleto de dupleto e de H-5 (0 2,88
tdd). Esta proposicdo foi confirmada através das correlacdes observadas no mapa de
contorno do experimento COSY (Figuras 37 e 38) do H-5 (¢ 2,88 tdd) com H-6 (6 4,41
td), H-6 com H7°(6 1,67 dd) e H7” (J 2,22 dd) e H-4 (6 2,04 dtd) com H-3°(6 3,21 t) e H-
3” (6 3,78 ddd), além das correlacdes observadas no mapa de contorno do experimento
HMBC para C-6 e H-6 (Figuras 39 e 40, p. 41 e 42). Além disso, no espectro de RMN de
'H em DMSO-d6, aparecem sinais referente & trés hidroxilas em & 6,65 (s), 5 4,43 (s) e &
4,38 (d; J=4,3 Hz) (Figuras 29 e 30). Como nesse espectro o sinal referente a H-6, 0 4,16
(dddd; 9,3; 8,2; 4,3 e 3,4), possui um acoplamento a mais que no espectro em MeOD, H-6
(04,41td9,4; 8,1 e 3,5), 0 dupleto em 6 4,38 pode ser atribuido a hidroxila geminal a H-6.
Além disso, foram observadas no experimento HMBC em DMSO-d6 as correlacdes dos
sinais das hidroxilas com os carbonos C-1, C-6, C-7, C-8 e C-9 (Figura 40, p.42). Logo, a

estrutura mostrada na Figura 23 pode ser proposta para a substancia 3a.

CH3 OH

Figura 23 - Proposta da posi¢édo da terceira hidroxila
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A determinacdo da configuracdo relativa da substéncia 3a foi feita através da
andlise dos espectros de RMN 2D NOESY adquiridos em MeOD (Figura 42, p.44) c em
DMSO-d6 (Figura 41, p. 41). No mapa de contorno do NOESY em CD3OD foi observada
uma interacdo dipolar entre H-5 (tdd; ¢ 2,88) e H-9 (dd; ¢ 2,58), indicando que eles estdo
préximos e no mesmo plano da molécula. Isto é compativel com a configuracdo cis da
juncdo do anel. Também foram observadas as correlagbes do hidrogénio H-9 com H-4,
indicando que H-4 esta para o mesmo plano que H-5 e H-9. Além disso, foram observadas
correlagdes do H-10 com H-6 e H-7”; e do H-1com H-6 e H-3". (Figura 24), o que indica
que H-1, H-3’, H-6 e H-10 estdo no mesmo plano da molécula. Analisando as estruturas
dos iridoides que possuem a jungdo dos anéis em cis, observou-se que na maioria H-5 e H-
9 geralmente séo beta. Pela biossintese, a metila C-10 ¢ alfa, portanto a configuracéo de C-
8 é S com a hidroxila beta. Se H-10 é alfa, H-7”, H-1, H-3’e H-6 sdo alfa. Esta proposicao
foi reforcada no experimento NOESY da substancia 3a em DMSO-d6 pelas correlagdes
observadas entre as hidroxilas, indicando que elas estdo voltadas para 0 mesmo plano da
molécula. Considerando essas informaces, a substancia 3a possui a configuracdo relativa

apresentada na Figura 25.

Figura 24 - Correlagdes observadas pelo experimento de RMN de NOESY
(DMSO-d6, 500MHz) da substancia 3a

CH,

OH
Figura 25 - Proposta estrutural da substancia 3a

Apos a determinacdo da configuragdo da substancia 3a, os valores de J
experimentais foram comparados com os valores das médias ponderais de J calculados
para 3a com o heterociclo nas conformagdes cadeira e barco. A Tabela 3 mostra a

comparacdo dos valores experimemtais de J com os calculados para a heteroconformacéo
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cadeira que apresentou melhor correlagdo com os dados experimentais para a substancia
3a. Através da andlise desta tabela pode-se observar uma grande semelhanga com todos 0s
valores de J. Isto permite confirmar que a conformacdo mais estavel da substancia 3a
encontra-se em cadeira (Figura 26 a). A analise das conformacdes da substancia 3a, pelo
programa PCModel, mostra que os grupos -OH e -COOCHS3; dos carbonos C-1 e C-4,
respectivamente, estdo na posicao equatorial (Figura 26 a). Também foi possivel observar
a formacdo da ligacdo de hidrogénio, formando um ciclo de sete 4&tomos, formado pelos
carbonos C-11, C-4, C-5, C-6 e seus respectivos grupos OH (Figura 26 b), o que indica
uma maior estabilidade para esta conformacdo. Apds levantamento bibliografico verificou-

se que a substancia 3a ¢ inédita.

/ .
T &

o P .

b

Figura 26 - Proposta da conformacéo da substancia 3a

Tabela 3 - Comparacao dos valores de J experimental e tedrico das substancias 3a com heterociclo
na conformacéo cadeira,

o o o < < © S = h:—
I I T T z T + n 5
< o < 3 - 0 3 & e
T T T T T T T T 5
Z
1
Jeale (HZ) 8,0 6,9 4.7 11,4 51 6,3 8,5 2,7 55
Joxo 2 (H2)
exp 9,0 5,7 5,8 11,8 5,9 8,1 9,4 3,5 -

! Média ponderada de acordo com a distribuicdo de Boltzman (programa Boltz2005) dos valores de J calculados para cada

conférmeros de minima energia encontrados com auxilio do programa PCmodel MHz
2Valores de J determinados com base nos experimentos 1H (1D), J-resolved, COSY e HMQC (*H:300,06 MHz e **C 75,45 MHz)

% Valores de J com incoeréncia indicativos que a conformacao provavel seja a twist (intermediaria entre cadeira e bote)
% Numeros de conférmeros de minima energia encontrados pelo PCModel .
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Figura 27 - Espectro de RMN de *H (CD;0D, 300 MHz) da substancia 3a
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Figura 28 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD;0D, 300MHz) da substancia 3a
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 500 MHz) da substancia 3a
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Figura 30 - Ampliacéo do espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 500MH?z) da substancia 3a
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Figura 31 - Espectro de RMN de **C (CD;0D, 75 MHz) da substancia 3a
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Figura 32 - Expanséo do espectro de RMN de **C (CD,0D, 75 MHz) da substancia 3a
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Figura 35 - Espectro de RMN bidimensional HSQC (CD3;OD, 300MHz e 75 MHz) da substancia 3a

o)
a]
<
[®]
o)
N
v)
<
m
<
L
8]
<
[a]
2
3
E
>
=
(81
5!
¥
E
]
=
)
S
S
(5]
o
Q
o
h
5
S
<
L
@]
N
<
ad
<
o
o)
Q
=
2
o
o)
o
=
=
%]
(i1}

\

w
O
A
o
wn
ui
<
2
[%2]
|
T
z
|
wn
u
x
o
)
i
a
o
a
x
w
a
4
<
P
o
Q
<
b
x
O
LL
z
(o]
O
w
@
3
<
Z
<
<




RESULTADOS E DISCUSSAO | 38

HSQC CD30OD-RACF811-21 - WSC

I s M pem -

W -48.5 @ @7, o
68

-49.0
n ” D | 70
-49.5 <> [

T T T

T
45 40 35 3.0 ppm

T T T T T T T
30 28 26 24 22 20 1.8 ppm

ppm )UUUk AN ppm

ppm 22 ‘k -50.4
o4 - ke B l ' -50.6
QP> |
Loy | -50.8
T T B 28 T T T T T T
5.0 ppm T T T 23 22 21 20 19 1.8 ppm

14 1.2 1.0 ppm

Figura 36 - Correlagdes obervadas pelo mapa de contorno do experimento 2D HSQC da substancia 3a
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Figura 37 - Mapa de contorno do experimento 2D COSY (CD;0D, 300MHz) da substancia 3a
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Figura 38 - Mapa de contorno do experimento 2D COSY (DMSO-d6, 500MHz) da subst

ancia 3a
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Figura 39 - Mapa de contorno do experimento HMBC (CD5;0D, 300MHz) da substancia 3a
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Figura 40 - Mapa de contorno do experimento HMBC (DMSO-d6, 400MHz) da substancia 3a
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Figura 42 - Mapa de contorno do experimento NOESY (CD;OD, 300 MHz) da substancia 3a
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O espectro de RMN da substancia 3a em CD3;OD apresentou modificagdes em funcdo do
tempo (Figura 43), da mesma forma que os espectros obtidos por Furio em 2006, que observou,
em seu trabalho com a espécie A. sessilis, a obtencdo de 3a sempre em mistura com outros trés
iridoides ndo glicosilados. Furio (2006) acreditava que um dos iridoides obtidos por ele sofria
isomerizacdo formando dois pares de epimeros. Como ele ndo obteve nenhum deles puros, ndo
pdde concluir qual ou quais isdbmeros eram naturais. No presente trabalho foi possivel obter a
substancia 3a pura e observar sua isomerizagdo tanto em CD3;OD quanto em Piridina-d5, cuja
descricdo sera realizada a seguir. Logo se pode concluir que o iridoide nédo glicosilado natural

produzido por A. concolor e possivelmente por A. sessilis (Fario, 2006) é a substancia 3a.

RACF811-21 1 1: "C:\Users\EHilene\Desktop\FID3 NA'IHALIA"I:

e D)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4 3 2 1 [ppm]

Figura 43 - Espectros de RMN 'H da substancia 3a em CD;0D obtidos apés 1h em solucéo (b) e apés dez
dias (a)

4.2.2 ldentificacéo das substancias 3b, 3c e 3d

Com a finalidade de indentificar os isomeros derivados da “scyphiphin C”, como os
obtidos por Fario (2006) foram aquiridos espectros de RMN de *H dessa substancia, em CDs;0D,
a cada 24h, no periodo de 10 dias (240 h). A partir desses espectros observou-se a formacao de
apenas um dos isdbmeros. Como no trabalho realizado por Furio (2006) os espectros da mistura
foram obtidos em Piridina-d5 e sendo este solvente mais basico que metanol, poderia facilitar a
producdo dos demais isdmeros. Deste modo, o espectro de RMN de “scyphiphin C”, em Pyr-d5
foi aquirido no tempo de 1h, 72 h, 96h e 120h. No espectro obtido apds 72 h em solucdo foi

observada a formacdo de dois isémeros, além daqueles observados em CD3;OD, com 10 dias em
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solucdo (Figura 44). Apos esse periodo, ndo foi observada nenhuma alteracdo na proporgdo
entre 0s quatros isomeros (substéancias 3a, 3b, 3c e 3d)

e

et
"RACF811-25 MEOD™ 12 1 :"C:\Users\Edilene\Desktop\FIDS NATHALIA\RACF81l-25 HIEUD”[
Scale : 2.00

Figura 44 - Comparagc&o dos espectros de RMN de 'H (CD;0D,300MHz) a) apés 120h em CD;0D; b) apés
72h em Pyr-d5

A mistura final dos isomeros obtidos foi analisada por RMN *H e *3C (1D e 2D) em
Piridina-d5 e em CD30OD (Figuras 54 a 66, p. 54 a 66). Os sinais observados foram
semelhantes aos da substancia 3a, o que indicou que as substancias formadas realmente
poderiam ser seus isémeros. Para identificar os isdbmeros derivados de 3a é importante
observar os sitios mais reativos da molécula em questdo em presenca de uma base: o
hemiacetal (C-1) por estar em equilibrio com a sua forma aberta e o carbono a-carbonila (C-
4), por possuir um hidrogénio acido. Assim, pode-se supor que a mistura final em piridina é
composta pelos isbmeros mostrados na Figura 45, sendo que 3b, 3c e 3d podem ser formados
através do mecanismo proposto na Figura 46, onde a etapa inicial é a captura do préton da
hidroxila ligada a C-1, com consequente abertura do hemiacetal, e/ou através do mecanismo

proposto na Figura 47, onde a etapa incial se da pela captura do H-4.

(in

Figura 45 - Proposta dos possiveis isdmeros da substancia 3a
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Figura 46 - Proposta do mecanismo de isomerizagdo da substancia 3a no carbono 4.
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Figura 47 - Proposta do mecanismo de isomerizacdo da substancia 3a no carbono 1
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A analise minuciosa dos espectros de RMN de **C (BBD e DEPT135) da mistura final,
tanto em Piridina-d5 quanto em CD3OD (Tabela 04), permitiu agrupar os sinais de acordo com a
propor¢do de intensidade em quatro grupos com onze sinais cada. Através desta analise pode-se
observar que 0 composto majoritario na mistura final € o isdmero codificado como substancia
3b, e o minoritario é o codificado como substancia 3d. A propor¢do da substéncia 3a (isbmero
natural) na mistura final € maior que a substancia 3c. Portanto, a ordem decrescente de
proporcao entre os isdmeros na mistura final é: 3b >3a > 3¢ > 3d.

Com o auxilio dos experimentos HSQC, HMBC, COSY em CD3OD foi possivel atribuir
aos carbonos os seus respectivos hidrogénios (Tabelas 4 e 5). Além disso, com o0 experimento J-
resolved foi possivel definir os valores das constantes de acoplamento, bem como as
multiplicidades, da maioria dos sinais de hidrogénios referentes aos isdmeros em mistura. A
semelhanca nos valores dos deslocamentos quimicos e a diferenca entre os valores de
acoplamento da mistura com a substancia 3a pura foi uma indicacdo de que as substancias 3b,
3c e 3d possuiam apenas uma pequena diferenca estrutural entre eles, como proposto

anteriormente.

Tabela 4 - Dados de RMN de *C das substancias 3a, 3b, 3c e 3d

N° Subst. 3a Subst. 3b Subst. 3c Subst. 3d
Carb. (6 *Clppm) (6 °Clppm) (6 *Clppm) (6 °Cl/ppm)

1 94,5 CH 95,6 CH 91,9 CH 91,6 CH

3 65,2 CH, 62,1 CH, 59,2 CH, 57,9 CH,

4 50,5 CH 47,1 CH 47,1 CH 50,7 CH

5 49,2 CH 48,9 CH 44,1 CH 45,8 CH

6 72,1 CH 75,5 CH 76,2 CH 75,5 CH

7 49,2 CH, 49,7 CH, 48,5 CH, 47,6 CH,

8 785C 79,6 CH 79,8 C 79,0C

9 48,7 CH 49,8 CH 46,9 CH 46,7 CH

10 24,3 CH; 26,1 CH; 26,5 CH; 23,9 CH;

11 1744 C 1749C 1736 C ndo observado

12 52.1 CHs 52,4 CH, 52,2 CH, 52,6 CH,

1 CD;0D; 75,0 MHz
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Tabela 5 - Dados de RMN de *H das substancias 3b, 3c e 3d

RESULTADOS E DISCUSSAO | 49

N° Subst. 3a Subst. 3b Subst. 3¢ Subst. 3d
Hid. (6*H/IHZ?) (6*'H/IHZ?) (6*'HIIHZ®) (6*HIIHZ®)
1 4,98: d; 4,88d 5,24d 5,44 d
9,0 6,3 3,4 3,7
3 3,21; dd; 3,71 dd 3,6dd 3,42 ddd
11,9; 11,8 12,1; 5,5; 12,4; 4,6 11,9:6,6; 1,1
4 3,78; ddd 4,0 ddd 4,08ddd 3,56 t
11,9;5,9; 1,2 12,1;5,4: 1,3 12,4; 5,23; 11,9
2,04; dtd; 2,27 dd
4 118:5,9: 5.8: 1.5 8,9:55: 54 2,37 m 2,04m
5 2,88; tdd 2,57 ddd 2,78 ddd e
8,1;5,8;5,7; 1,2 9,5: 8,9; 3,3 9,6; 8,4; 2,8 ’
5 4.41: td 4,17 dtd 3,98 ddd 4,25 ddd
9,4:8,1; 3,5 3,6; 6,6; 3,3 9,6 6,5; 3,6 9,3 6,7; 5,2
75 1,67; dd 1,81 dd 1,78 ddd B
15,0; 3,5; 1,5 14,6; 3,6 15,0; 3,6; 1,0 ’
. 2,22; dd 2,16 dd 2,13 dd
7 15,0; 9,4 14,6; 6,6 15,0; 6,6 2,56 m
8 - - - -
9 2,58; dd 2,37d 2,54 dd 3,05 dd
9,0;5,7 8,9: 6,3 8,4: 3,4 5,5; 3,7
10 1,14; s 1,27 s 1,26s 1,16s
11 - - -
12 3,67;s 365 3,695 3,74s

' CD,0D; 300,0 MHz
2\alores obtidos com auxilio do experimento J-resolved

4.2.3 Determinacao da configuracéo relativa da substancia 3b

O primeiro isémero a ter as configuraces relativas dos centros C-1 e C-4 atribuidas foi a
substancia majoritaria 3b. Considerando que a juncdo dos anéis dos quatro iridoides apresenta
configuracdo cis, e 0os hidrogénios em H-5 e H-9 e as hidroxilas de C-6 e C-8 estdo com
orientacdo A, enquanto a metila C-10 estd com orientacdo «, a configuragcdo de C-1 e C-4 pode
ser determinada através dos valores de J dos acoplamentos de H-1 com H-9 e H-4 com H-3’, H-
3” e H-5. Os valores dos J obtidos experimentalmente foram comparados com os valores de J
experimentais da substancia 3a e com os valores de J calculados com auxilio do programa
PCModel 7.0 que foi considerado as conformacdes cadeira e barco para o anel de 6 membros,
além do auxilio do grafico de Kaplus, que relaciona valor de J com angulo diedro entre os
hidrogénios vicinais.

No mapa de contorno do NOESY em CD3;OD foram observadas correlagdes entre H-1 e
H-3’, H-4 com H-6 e H-10; H-10 com H-7’; H-5 com H-3” ¢ H-9 com H-7” (Figura 48). A
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estrutura que melhor correlacionou os dados experimentais com os tedricos é apresentada na
Figura 40, onde a mudanca estrutural em relagdo a substéncia 3a ¢ a inverséo de configuragéo

do C-4. Portanto, na substancia 3b o grupo carboxila esta com orientagéo p.

Figura 49 - Estrutura da substancia 3b

Ap0s a determinacdo da configuracdo da substancia 3b, os valores de J experimental
foram comparados com os valores de J ponderais calculados nas conformac6es cadeira e barco.
A Tabela 6 mostra a comparacao do J experimental com os J calculado na conformacéo bote da
substancia 3b. Através da anlise da tabela pode-se observar uma diferenga de grandeza entre
H-3B ¢ H-4 experimental com o teérico. Esta diferenca possivelmente se deve ao fato da
conformacdo da substancia 3b ndo ser exatamente bote. A fim de avaliar a conformacéo mais
estavel da substancia 3b foi calculado os valores dos angulos diedros da substéncia 3b, de
acordo com a equacdo de Karplus, com o auxilio de modelos moleculares. Para os valores de J
dos hidrogénios H-3, com H-4 (J= 5,5) e H-33 com H-4 (J= 5,4) serem aproximados, a
conformacdo da substancia 3b pode ser como mostrado na Figura 51. A conformacdo se
apresenta na forma twist. Apesar de ser a menos estavel para um ciclo hexano foi observado,
com o auxilio do programa PCModel, que nesta conformacdo ha um ligacéo de hidrogénio sendo
formada, gerando mais dois ciclos: um de sete e outro de 8 atomos, o que justifica a estabilidade

da substancia 3b.
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Figura 50 - Conformacdes de minima energia da substancia 3b

Apos levantamento bibliografico constatou-se que a substancia 3b ¢ “scyphiphin C”,
cujo primeiro relato na literatura ocorreu em 2010, tendo sido obtida de Scyphiphora
hydrophyllacea Gaertn. F. (Rubiaceae) (FENG, 2010). Diante deste fato optou-se por chamar a

substancia 3a, inédita, de “scyphiphin C1”.

Tabela 6 - Comparacdo dos valores de J experimental e tedrico das substancia 3b

e 2 w I J ¢ & § 0
I I I E = I T+ T  Conformagcio s
202 ¥ & & 02 & 8 ont:
T T T T T T T T
1
J(;jl';) 53 94 125 45 109 18 46 27 Bote * 63
2
Joo” 63 g9 89 55 54 33 66 36  Twist® i
(Hz)

! Média ponderada de acordo com a distribuicdo de Boltzman (programa Boltz2005) dos valores de J calculados para cada conférmeros de
minima energia encontrados com auxilio do programa PCmodel MHz

2Valores de J determinados com base nos experimentos 1H (1D), J-resolved, COSY e HMQC (*H:300,06 MHz e **C 75,45 MHz)

% Valores de J com incoeréncia indicativos que a conformagéo provavel seja a twist (intermediaria entre cadeira e bote)

* Conformagéo do heterociclo com melhor correlagio entre os dados calculados e os experimentais

% Conformacéo do heterociclo mais provavel determinada pelo calculo dos valores angulos diedros a partir dos J experimentais de acordo
com a equacdo Karplus aproximada

® Numeros de conférmeros de minima energia encontrados pelo PCModel .

4.2.4 Determinacdo da configuracéo da substancia 3c

A substancia 3c foi o segundo isdmero a ser identificado na mistura final.

As correlagOes observadas no experimento NOESY (H-1 com H-3°, H-4 e H-5; e H-10
com H-7”) (Figura 62, p.62) indicaram que a substancia 3c trata-se do produto resultante da
inversdo de C-1 da substancia 3a. Deste modo, a configuracdo relativa da substancia 3c € a

representada na Figura 51, com os grupos hidroxila (em C-1) e carboxila com orientagao a.
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Figura 51 - Proposta da estrutura da substancia 3c

CH,

Através da comparacdo dos valores de J experimental com o calculado (Tabela 7) foi
observada uma diferenca de grandeza entre os J do H-3g com H-4. Esta diferenca se deve,
possivelmente, ao fato da conformacdo ndo ser exatamente bote. A avaliagdo da conformacéao
mais estavel da substancia 3c foi realizada da mesma maneira que a substancia 3b. A
conformacdo mostrada na Figura 52 apresenta a conformacdo mais provavel para a substancia
3c, segundo célculos realizados no PCModel®.

O levantamento bibliografico indicou que a substéncia 3c é inédita e optou-se por chama-

la de “scyphiphin C2”.

Figura 52 - Proposta da conformagéo da substéancia 3c
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Tabela 7 - Comparacdo dos valores de J experimental e teérico das substancia 3c

@ @ ; ; © g &
E uI) g g & i f) Fo Conformagido N° conf.
I T T T + I T+ T
1
Jeale 36 6,1 49 119 4.7 75 36 95 Cadeira * 19
(Hz)
\]expz

34 84 28 52 46 96 36 66  Twist® -
(Hz)

! Média ponderada de acordo com a distribuicdo de Boltzman (programa Boltz2005) dos valores de J calculados para cada conférmeros de
minima energia encontrados com auxilio do programa PCmodel MHz

2Valores de J determinados com base nos experimentos 1H (1D), J-resolved, COSY e HMQC (*H:300,06 MHz e *C 75,45 MHz)

% Valores de J com incoeréncia indicativos que a conformacéo provavel seja a twist (intermediaria entre cadeira e bote)

* Conformag&o do heterociclo com melhor correlagio entre os dados calculados e os experimentais

® Conformagdo do heterociclo mais provavel determinada pelo calculo dos valores angulos diedros a partir dos J experimentais de acordo
com a equacdo Karplus aproximada
® Nameros de conférmeros de minima energia encontrados pelo PCModel .

4.2.5 Proposta da configuracao da substancia 3d

A substancia 3d foi o primeiro isdmero formado a partir da substancia 3a, sendo o
unico isomero formado em presenga de metanol. Fato constatado pela presenca do sinal em o
5,44 no espectro de RMN *H em CD;OD realizado apés 120 h de dissolucdo. Entretanto,
apresentou-se como o isdbmero minoritario na mistura final. Apds a identificacdo dos demais
isomeros, por exclusdo foram atribuidos os sinais de RMN 'H e °C (Tabela 4) para a
substancia 3d. A partir da analise destes dados e comparacdo com 0s demais isdmeros pode
atribuir a substéncia 3d a estrutura representada abaixo. O levantamento bibliografico indicou

que a substancia 3d ¢ inédita e optou-se por chamé-la de “scyphiphin C3”.

Figura 53 - Estrutura da substancia 3d
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Figura 54 - Espectro de RMN de 'H (CD;0D, 300MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 55 - Ampliagdo do espectro de RMN de 'H das substancias 3a, 3b, 3¢ e 3d
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Figura 58 - Mapa de contorno do experimento 2D COSY(CD;0D, 300MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 59 - Mapa de contorno do experimento 2D HMBC (CD;0D, 300 MHz) das substéncias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 60 - Mapa de contorno do experimento 2D HSQC (CD;OD, 300 MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 61 - Mapa de contorno do experimento J-resolved (CD;0OD, 300 MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 63 - Espectro de RMN de 'H (Piridina-d5, 300MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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ESTUDO QUIMICO DA RAIZ DE Alibertia concolor (Cham.) K.Schum. (RUBIACEAE) ASSOCIADO
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Figura 64 - Espectro de RMN de *C (Piridina-d5, 75,0 MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 65 - Mapa de contorno do experimento 2D COSY (Piridina-d5, 300,0 MHz) das substancias 3a, 3b, 3c e 3d
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Figura 66 - Mapa de contorno do experimento 2D HMBC (Piridina-d5, 300,0 MHz) das substéncias 3a, 3b, 3c e 3d
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4.3 Caracterizacéo das substancias 4a e 4b

A amostra RACflash-4-5 apresentou uma unica mancha rosa em CCDA quando
revelada com solucdo de vanilina. Pelo espectro de RMN de ‘H foi possivel observar dois
simpletos referentes a grupos metoxilas de éster em ¢ 3,70 e ¢ 3,73, um simpleto em ¢ 7,40,
referente a dois hidrogénios e dois dupletos em ¢ 5,16 e ¢ 5,41 referentes a um hidrogénio
cada (Figura 69 e 70, p.70 e 71) Esses conjuntos de sinais indicaram se tratar de uma mistura
de duas substancias com estruturas semelhantes, numa propor¢éo proxima de 1:1.

O espectro de RMN de *C (BBD e DEPT 135°) (Figuras 71 a 73, p.72-74)
apresentou 22 sinais que podem ser agrupados em dois conjuntos de onze sinais de acordo
com as diferencas de intensidade: dois sinais referentes a carbonilas o, 3 insaturadas em o
170,1 e ¢ 168,8; quatro sinais de carbonos olefinicos em ¢ 108,5 (=¢-), 6 108,6 (=¢-), 6

151,6 (:Slf) e 01524 (=81f); dois sinais de carbonos metilénicos em ¢ 47,4 e ¢ 48,2; seis
sinais de carbonos metinicos em ¢ 41,2, 6 41,8, 6 50,5, 6 51,5, ¢ 76,8 e J 78,9, sendo os dois
ultimos carbonos carbindlicos; dois sinais de metilas em ¢ 23,6 e ¢ 22,6, dois sinais de
metoxilas, ¢ 50,7 e ¢ 51,5, dois sinais de carbonos quaternarios carbinélicos em 6 78,0 e 0
79,6 e, finalmente, dois sinais de carbonos metinicos tipicos de hemiacetais em ¢ 91,0 e &
92,7.

A andlise dos conjuntos de sinais, considerando, principalmente as multiplicidades
dos carbonos e as intensidades dos sinais, levou a proposta de tratar de uma mistura de duas
substancias em proporg¢do proxima de 1:1 com férmula molecular igual a C11H160¢. O padréo
de oxidacdo sugerido por estes dados foi comparado com os padrbes de oxidacdo mais
comumente encontrados nos iridoides da literatura e nos iridoides 3a, descrito anteriormente.
Estas comparacgdes indicaram que as substancias 4a e 4b possuem um padrdo bastante
semelhante ao da substancia 3a. (Figura 67, Tabelas 8 e 9).

HO COOCH,

\ID
OH " on

Figura 67 - Proposta estrutural do esqueleto das substancias 4a e 4b
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A partir da revis&o da literatura, verificou-se a ocorréncia de uma mistura de iridoides néo
glicosilados cujas estruturas sdo pares de epimeros conhecidas como shanzigenina metil éster e
1-epishanzigenina metil éster (Figura 68). Através da comparacdo dos valores de Jc e Jy das
substancias 4a e 4b com os pares de epimeros (Tabelas 8 e 9), verificou-se uma grande
semelhanca entre eles, o que permitiu afirmar que as substancias 4a e 4b sdo as substancias
shanzigenina metil éster e 1-epishanzigenina metil éster.

COOCH,

C-1 -B-OH = shanzigenina metil éster
B H C-1 -a-OH = 1-epi-shanzigenina metil éster

Figura 68 - Estruturas da shanzigenina metil éster e 1-epishanzigenina metil éster

O primeiro relato das substancias shanzigenina metil éster e a 1-epishanzigenina metil
éster foi mencionado por Achenbach (1981) como produtos derivados da hidrélise do
shanzisideo metil éster, encontrado na espécie da familia Rubiaceae, Canthium subcordatum. Em
2001, Guo et. al, isolaram pela primeira vez como produto natural, os pares de epimeros da raiz

de Phlomis umbrosa, uma espécie da familia Lamiaceae.

Tabela 8 - Dados de RMN de H e das substancias 4a, 4b

N° Subst. 4a Shanzigenina metil Subst. 4b ¢ 'H, 1-epi-
Carb. Ester ¢ 'H, mult. mult. (J/Hz)* shanzigenina
6 'H, mult. (J/Hz)! (IIHz)? metil Ester ¢ 'H,
mult. (J/Hz)?
1 5,41 d(3,8) 5,42 d(2,5) 5,16 d (4,5) 5,18 d (6,1)
3 7,405 7,42 s 7,40 s 7,42 s
5 3,05 3,07 m 3,0m 3,03 m
4,2 ddd (9,6; 6,8; 3,99 ddd (9,2;
6 3,97 m 4,22 m 3.1) 6.0; 3.1)
1,65 ddd(14,3, 3,0, 1,67 brd(14,0? 1,79 dd(13,6:5,3) 1,79 dd (13,2;
7 1,6) 2,29 dd (14,0; 2,00 dd (13,6 7,0) 5,0)
2,29 dd (14,3; 9,5) 9,0) ' B 2,0 dd (13,2; 6,9)
9 2,13 dd (5,8; 2,5) 2,14 dd (5,8; 2,5) 2,37 dd (9,4; 4,5) 2,37dd (9,1; 6,1)
10 1,255 1,31s 1,34s 1,36
12 3,70 s 3,72s 3,73 s 3,74 s

! Experimentos obtidos em CDs;0D, 300 MHz.
2 Experimentos obtidos em CD;0D, 400 MHz (Guo, 2001).
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Tabela 9 - Dados de RMN de **C das substancias 4a, 4b

Shanzigenina 1-epi-
N° Subst. 4a metil éster Subst. 4b shanzigenina
Carb. 6 *C (ppm)* 57 C (ppm)” 6 C (ppm)* metil éster
9 C (ppm)”
1 91,0 92,4 94,2 90,4
3 151,6 153,0 153,8 151,3
4 108,7 110,0 110,0 108,7
5 41,1 43,3 42,6 42,2
6 76,8 80,3 78,2 77,8
7 47,4 49,2 48,7 46,8
8 78,0 81,0 79,5 90,7
9 50,5 51,9 51,9 48,0
10 23,6 25,0 24,0 19,3
11 170,1 170,2 170,2 169,7
12 50,7 53,2 53,0, 51,6

! Experimentos obtidos em CD5;0D, 75 MHz.171,1
2 Experimentos obtidos em CD;0D, 40 MHz (Guo, 2001).
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Figura 69 - Espectro de RMN de 'H (CD;0D, 300MHz) das substancias 4a e 4b em mistura
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Figura 70 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H (CD;0D, 300MHz) das substancias 4a e 4b em mistura
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Figura 71 - Espectro de RMN de *C (CD;0D, 75MH?z) das substancias 4a e 4b em mistura
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Figura 73 - Espectro de RMN de 13C DEPT 135 (CD;0D, 75,0 MHz) das substancias 4a e 4b em mistura
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4.4 ldentificacdo da substancia 2

A substancia 2 foi obtida da fracdo RAC-S1c-10 de acordo com o fracionamento
cromatografico descrito no item 3.2.4 (p. 16), apresentando uma mancha azulada na placa apos
revelacdo, o que indicou tratar-se de um iridoide. Seu espectro de RMN de *H (Figuras 76 e 77,
p.78 e 79) apresentou um simpleto em ¢ 7,4 e um dupleto em ¢ 5,56, atribuidos a um hidrogénio
olefinico e um de hemiacetal, respectivamente. Além desses, foi observado um sinal de
hidrogénio caracteristico de grupo metila em 6 1,23 e um sinal de hidrogénios de metoxila em ¢
3,72.

O espectro de RMN *H mostrou, ainda, um conjunto de sinais entre § 3,24 e § 4,62,
caracteristicos de C-H carbindlico, tipicos de agucar. Com o auxilio do experimento J-resolved
(Figura 82, p.84) foi determinada as multiplicidades dos sinais em: ¢ 4,62 (d, J = 7,9 Hz); ¢
3,15, (dd, J = 8,0; 9,0 Hz); ¢ 3,35 (t, J = 8,0 Hz); 6 3,24 (dd, J = 8,5 e J = 9,5 Hz); ¢ 3,97 (m);
4,43 (dd, J=11,7; 5,2 Hz) e 4,58 (dd, J = 11,7; 2,2 Hz). O dupleto em ¢ 4,62 (J = 7,9 Hz) pode
ser atribuido ao hidrogénio do carbono anomérico (H-1’) que deve ter uma rela¢ao axial-axial
com o hidrogénio H-2’ (63,15, dd, J = 8,0; 9,0 Hz). Analisando os valores dos deslocamentos
quimicos e das constantes de acoplamento dos demais sinais do agucar péde-se aferir que todos
os hidrogénios glicosidicos estdo na posicao axial. A comparacdo destes dados com dados da
literatura sugeriu que o glicosideo presente poderia ser a 3-D-glucose. Os sinais nos espectros de
RMN 3C (Figura 78, p.80) em & 99,8 (CH), & 74,4 (CH), & 78,8 (CH), & 71,6 (CH), & 77,5 (CH)
e & 63,0 (CH2) e suas correlagBes observadas no experimento de RMN bidimensional HSQC
(Figura 79) corroboraram com esta proposicao.

O espectro de RMN de **C apresentou, além dos sinais da unidade do agucar, outros 11
sinais referentes a aglicona com provavel esqueleto iridoide, sendo um sinal em ¢ 169,7, relativo
a carbonila de éster; dois sinais de carbonos olefinicos em ¢ 152,8 (CH) e ¢ 111,4 (C); dois sinais
de carbonos carbinolicos em ¢ 77,5 (CH) e ¢ 79,0 (C); um carbono ligado a dois &tomos de
oxigénio em ¢ 94,8 (-O-CH-O-); ¢ 24,7 (-CHg); 0 51,9 (-OCHj3); 6 49,29 (-CH,-), 6 41,4 (CH); ¢
51,7 (CH). A multiplicidade destes sinais foi determinada com o experimento HSQC (Figura
79) que também possibilitou a atribuicdo dos carbonos aos seus respectivos hidrogénios.

Entre as correlacbes observadas no mapa de contorno gerado a partir do experimento
heteronuclear HMBC (Figura 80) trés merecem destaque, pois possibilitaram a localizacdo da
posicdo da carboxila de éster, da metila e do agucar. Estas correlagdes foram respectivamente: a
correlagéo %J entre H-3 (s; 6 7,4) e C-11 (6 169,7); a correlagéo 2J entre H-10 (s; & 1,25) e C-8
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(79,0) e a correlacéo *J entre H-1°(s, & 4,62) e C-1 (94,8). Com isto pdde-se propor a estrutura
mostrada na Figura 74, sem atribuicdo da configuracdo relativa dos grupos presentes, como

possivel estrutura da substancia 2.

Figura 74 — Estrutura proposta para a substancia 2

A juncdo dos anéis apresenta configuracao cis, uma vez que no mapa de contorno gerado
a partir do experimento NOESY (Figura 83, p.85) foi observada interagdo dipolar entre H-5
(ddd; ¢ 2,99) e H-9 (dd; o 2,61). As correlagOes observadas entre H-1( d, 65,56), H-6 (td, ¢ 4,03)
e H-10 (s, 0 1,25) indicam que eles estdo do mesmo lado da molécula. Ndo foram observadas as
correlagdes dos hidrogénios H-1, H-6 e H-10 com H-5 e H-9, o que indica que os dois consjuntos
de hidrogénios podem estar em lados opostos. Estes dados séo indicativos que a estrutura,

apresentada na Figura 75, pode ser atribuida a substancia presente na fragdo RAC-S1c-10.

O.__OCH,

~L H OH

OH Omm

OH

Figura 75 - Estrutura da substancia 2

Apds levantamento bibliografico e a comparacdo desses dados com os da literatura
(ACHENBACH, 1981) [Tabela 10], foi possivel confirmar a estrutura de 2 e identifia-la como
sendo o iridoide glicosilado chamado de shanzisideo metil éster, obtido de Canthium
subcordatum (ACHENBACH, 1981) e Pedicularis condensata (AKDEMIR, 1991). Em 2008 foi
publicada uma patente do uso do shanzisideo metil éster no tratamento de hepatites B e C
(FONG, 2008).
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Tabela 10 - Dados de RMN de *H e *C da substancia 2 e do shanzisideo metil éster

Substancia 2° Shanzisideo metil éster”
N oy ppm (mult., J em Hz) oc (ppm) oy ppm (mult.; Jem oc (ppm)
Hz)
1 5,56 (d, 2,7) 94,8 5,57 (d, 3,0) 94,94
3 7,4 (s) 152,8 7,41 (d, 1) 152,9
4 - 1114 - 111,40
5 2,99 (ddd, 3,3; 10,0) 41,4 2,99 (m) 41,48
6 4,03 (td, 6,1; 6,1; 3,5) 77,5 4,03 (m) 77,96
7 1,81 (d, 5,9; 13,2) 49,2 1,83 (dd, 13,0; 6,0) 51,9*
2,01 (d, 6,3; 13,2) 2,01 (dd, 10,0; 3,0)
8 - 79,0 - 79,09
9 2,61 (dd, 2,7; 10,0) 51,7 2,61 (dd, 10,0; 3,0) 51,74
10 1,23 (5) 24,7 1,26 (s) 24,66
11 - 169,7 - 169,80
12 3,72 (s) 51,9 3,72 (s) 49,12*
1 4,62 (d, 7,9) 99,8 4,61 (d, 8,0) 99,86
2’ 3,15 (dd, 8,0; 9,0) 74,6 encoberto 74,63
3’ 3,35 (t, 8,0) 78,0 encoberto 78,28
4’ 3,24 (dd, 8,5; 9,5) 71,6 encoberto 71,64
5 3,97 (m) 78,3 encoberto 77,50
6’ 4,43 (dd, 11,7; 5,2) 62,9 3,64 (dd, 12,0; 6,0) 62,8
4,58 (dd, 11,7; 2,2) 3,91 (dd, 12,0; 2,0)

1 Experimento obtido em MeOD, 300 MHz e 75,00 MHz.
2Experimento obtido em MeOD, 250 MHz e 62,50 MHz.
* Os valores devem ser trocados.
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Figura 76 - Espectro de RMN de 'H (CH,0D, 300MHz) da substancia 2
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Figura 77 —~Ampliacéo do espectro de RMN de *H (CH;OD, 300 MHz) da substancia 2
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Figura 78 - Espectro de RMN de *C (CH;OD, 75 MHz) da substacia 2
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Figura 79 - Mapa de contorno do experimento 2D HSQC (CH;OD, 300MHz) da substancia 2
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Figura 80 - Mapa de contorno do experimento HMBC (CH3;OD, 300MHz) da substancia 2
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Figura 81 - Mapa de contorno do experimento 2D COSY (CH;0D, 300MHz) da substéncia 2
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Figura 82 - Mapa de contorno do experimento J-resolved (CH;OD, 300MHz) da substancia 2
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Figura 83 - Mapa de contorno do experimento NOESY (CH;0D, 300MHz) da substancia 2
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4.5 ldentificacdo da substancia 1 — D-Manitol

A substéncia 1 foi isolada durante o processo de evaporacdo do extrato bruto da raiz de
A. concolor como um precipitado sélido cristalino branco, soltvel em agua.

O espectro de RMN de 'H da substancia 1 (Figura 85) apresentou quatro sinais na
regido caracteristica de acucares (dy 3,40-3,7). Pela ampliacéo desta regido foi possivel observar
a multiplicidade de cada hidrogénio, bem como as constantes de acoplamento dos mesmos: Jy
3,45(dd; J=11,4; 5,4); oy 3,65 (dd; J=11,4; 2,3); on 3,54 (td; J= 8,5; 8,5; 2,3) e Jn 3,58 (d; J=
8,5).

O espectro de RMN de *C e DEPT 135° (Figura 86) apresentou apenas trés sinais. Estes
ocorreram na regido caracteristica de sinais de carbonos carbinélicos, sendo em d¢ 63,3(CH>), dc
69,3(CH) e em oc 70,9 (CH). A anélise dos valores de deslocamento quimico e multiplicidade
dos sinais observados nos espectros de RMN de 'H e de *C, bem como das estruturas de
acucares presentes na literatura conduzem a proposta de uma estrutura com um ndmero de
carbono maior que trés que seja simétrica. Recorrendo a literatura, observou-se que Fario (2006)
havia obtido de A. sessilis o manitol (Figura 84). Os dados de RMN de 'H e de **C da
substancia 1 foram, entdo, comparados com os da literatura (RAVEN, 2001;), Tabela 11.

Assim, esta substancia foi identificada como sendo o manitol.

P
OH oH M H

Figura 84 - Estrutura na substancia 1 (D-manitol)

ESTUDO QUIMICO DA RAIZ DE Alibertia concolor (Cham.) K.Schum. (RUBIACEAE) ASSOCIADO
A ANALISE CONFORMACIONAL DE IRIDOIDES PRESENTES NA ESPECIE

B




RESULTADOS E DISCUSSAO | 87

Tabela 11 - Dados de RMN 1H e 13C do D-manitol (20)

Substancia 1° Manitol °
o (literatura)
N
on (mult.; Jem S S
Hz) ¢ c
lel’ 3,45(dd; 11,4; 5,4) 63,3 64,6
3,65 (dd; 11,4; 2,3)
, 3,54 (td; 8,5; 8,5;
2e2 2.3) 70,9 72,2
3e3 3,58 (d; 8,5) 69,3 70,7

& Experimentos obtidos em D,0,300,06 MHz e 75,45 MHz
2 Experimentos obtidos em D,0, 299,90 MHz e 75,45 MHz

O manitol foi identificado em 20 espécies da familia Rubiaceae (SUBRAMANIAN,
1971). De acordo com a literatura, varios agucares estdo presentes no género Alibertia, obtido em
sua maioria, no comecgo das extracdes ou particGes. Esta substancia além de possuir acao
diurética osmotica (HENGEL, 1997), é bastante utilizada para reduzir a pressao intracraniana em
pacientes com traumatismo craniano, tumor cerebral e acidente vascular cerebral (MISRA,
2005).
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho descreve o estudo quimco associado a analise conformacional
de iridoides presentes na raiz A. concolor (Cham.) K.Schum. (RUBIACEAE).

O extrato bruto aceténico da raiz do espécime coletado no municipio de Campo
Grande — MS foi submetido a processos cromatogréaficos pelos quais foram obtidas cinco
substancias, sendo um agucar, 0 D-manitol, e quatro iridoides: a inédita “scyphiphin C1”, 0
shanzisideo metil éster, a shanzigenina metil éster e a 1-epi-shanzigenina metil éster.

A partir do estudo de estabilidade da “scyphiphin C1” em metanol e em piridina
foram obtidos trés derivados: os inéditos “scyphiphin C2” e “scyphiphin C3”¢ a
“scyphiphin C”, obtida anteriormente Scyphiphora hydrophyllacea.

A associacdo da analise por RMN com dados calculados pelo programa PCModel
permitiu a atribuicdo inequivoca da estrutura da “scyphiphin C1” e seus derivados,

incluindo a configurago relativa, bem como as conformacdes de minima energia.
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