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RESUMO

A familia Apocynaceae é conhecida pela presenca de alcaldides inddlicos e a espécie
Himatanthus lancifolius - conhecida popularmente como agoniada - € utilizada na medicina
popular para o tratamento de varias doencas de pele, asma, sifilis e como emenagogo. O
objetivo deste projeto foi o isolamento e identificacdo de alcal6ides inddlicos das cascas de
H. lancifolius, bem como gerar um perfil quimico preliminar de uma fragdo rica em
alcaldides por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A droga vegetal foi adquirida no
mercado de plantas medicinais de S&o Paulo, sendo identificada por analise
farmacogndstica em comparagdo com amostras auténticas depositadas no Laborat6rio de
Farmacognosia da UFPR. Cascas secas e pulverizadas foram percoladas com metanol a
exaustdo e concentrado sob vacuo, alcalinizado com NaHCO; até pH 8, sendo entdo
extraido com cloroférmio até reagcdo negativa ao Dragendorff, gerando 36,7 g de fracédo
cloroférmica (FC). Aliquotas desta fracdo foram tomadas e varios procedimentos
cromatogréficos foram realizados, bem como diversas fases estacionarias (gel de silica,
alumina, polidextrose), resultando no isolamento de dois compostos. O composto HL-3
apresentou-se na forma de cristais brancos, p.f. 235 °C (12,0 mg, 0,0007%) e revelacdo com
reagente de Dragendorff apresentou coloracéo violadcea. O composto HL-4 apresentou-se na
forma de cristais amarelo-palido, p.f. 102-105 °C (1,1 g, 0,065%) e revelacdo com reagente
de Dragendorff apresentou coloragdo amarela. Ambos os compostos foram identificados por
métodos espectrométricos: UV, IV, espectrometria de massas e Vvarios métodos de
RMN. HL-3 foi identificado como ioimbina, sendo este o primeiro relato deste alcaldide
na espécie Himatanthus, anteriormente isolado em espécies de Rauvolfia, também da familia
Apocynaceae. HL-4 foi identificado como sendo o alcalbide uleina, ja isolado deste material
vegetal. Devido a quantidade satisfatéria de uleina isolada propds-se estuda-la na fragédo
cloroférmica. O perfil cromatogréfico obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
uleina permitiu identificar seu tempo de retencdo na fragdo cloroférmica. Foram alcangados
0s obijetivos iniciais do projeto com o isolamento e identificacdo de duas substancias, além
de analise preliminar dos constituintes presentes na fracdo cloroférmica por método de
CLAE. A droga vegetal mostrou-se promissora para estudos futuros devido a presenca de
compostos hidrosollveis ndo-identificados, os quais podem ser testados frente a ensaios
biolbgicos.

Palavras-chave: Himatanthus lancifolius, agoniada, alcaldides inddlicos, Apocynaceae



ABSTRACT

The Apocynaceae family is known for the presence of indole alkaloids, and the Himatanthus
species - popularly known as agoniada — is used in the folk medicine for the treatment of
several skin diseases, asthma, sifilis and as well as stimulant of menstruation. The objective
of this work was the isolation and the identification of the indole alkaloids from the barks of
Himatanthus lancifolius, as well as to generate a preliminary chemical profile of an alkaloid-
rich fraction by high-performance liquid chromatographic. The drug was obtained in the
market of medicinal plants of Sdo Paulo, and was identified as such by pharmacognostic
analysis in comparison with authentic samples present in the Laboratory of Pharmacognosy,
UFPR. Dried and pulverized barks were extracted with methanol to exhaustion and
concentrated in vaccum, adjusted to pH 8 with NaHCO3, which was extracted with chloroform
untill negative reaction to Dragendorff, to yield 36,7 g of chloroformic fraction. Samples of this
fraction were taken and several chromatographic procedures were tested, also using different
stationary phases (silica gel, alumina, polidextrose). Compound HL-3 resulted in white
crystals, m.p. 235 °C (12,0 mg, 0,0007 %) and purple color to Dragendorff reagent.
Compound HL-4 resulted in light-yellow crystals m.p. 102-105 °C (1,1 g, 0,065 %) and yellow
color to Dragendorff reagent. Both were identified by spectrometric methods: UV, IR, Mass
spectrometry and several NMR methods. HL-3 was identified as yohimbine, this is the first
mention of such alkaloid in the genus Himatanthus, previously isolated in Rauvolfia species,
also from Apocynaceae family. HL-4 was identified as uleine, already known to be present in
this species. Due to satisfactory quantities of isolated uleine, it was proposed to study it in the
chloroformic fraction. The chromatographic profile of uleine allowed the identification its
retention time in the chloroformic fraction. The initial objectives of this project were met with
the isolation and identification of two substances, and the preliminary separation of the
constituents present in the chloroformic fraction by HPLC. The vegetable drug seems
promising to further studies due to water-soluble unidentified compounds, which could also
be tested for biological assays.

Key-words: Himatanthus lancifolius, agoniada, indole alkaloids, Apocynaceae



INTRODUCAO

Drogas vegetais tém sido utilizadas ndo somente como agentes terapéuticos,
mas também com fins alimenticios,’ para a caca e para a guerra,”> bem como para
rituais religiosos,® abortivo e procedimentos judiciais.’

Dentre os principais objetivos do estudo de plantas medicinais,* ® de maneira
geral, estao:

1. Isolamento de seus compostos, para uso como farmaco, enquanto ndo houver via de
sintese viavel (e.g. vimblastina).

2. Producdo de compostos bioativos de estruturas novas ou conhecidas, como
protétipos para sintese/semi-sintese para producdo de estruturas de maior atividade
e/ou menor toxicidade (e.g. irinotecan a partir de camptotecina).

3. Utilizacdo desses agentes como ferramentas farmacologicas (e.g. ouabaina, (-)—
tubocurarina).

4. Utilizacdo de parte ou da totalidade da planta como medicamento (e.g. gingko,

hipérico).

Achados arqueoldgicos indicam que os seres humanos as vém utilizando,
como medicamentos, por quase 60.000 anos’® e os primatas superiores por
aproximadamente 5 a 6 milhdes de anos.!® ' Relatos, contudo, limitam-se a
aproximadamente 5.000 anos.'**°

Estima-se que aproximadamente 65% da populacdo mundial faz uso de
plantas medicinais, sendo a fonte principal de terapia devido a dificuldade de acesso a
outras formas.”® Além disso, foi relatado que s6 se conheca entre 5 e 15% da
composicdo quimica de 250.000 a 750.000 espécies de plantas superiores desse
planeta e que nada se conhece sobre a composicdo de mais de 99% da flora

1

brasileira,?* acelerada pela perda continua de espécies vegetais devido & intensa

ocupacdo humana dos ecossistemas. Isso representa perda ndo s6 de diversidade

quimica, bem como de mecanismos de acao Gnicos.? %3

O impacto dos produtos naturais como fonte de agentes terapéuticos, a partir
de estruturas isoladas de produtos naturais, ou a partir deles sintetizados, modificados,

pode ser encontrado em literatura.>>*°



Género Himatanthus

Dentre os compostos ja conhecidos do género Himatanthus cita-se de H.
articulata (Vahl) Woodson: estigmasterol, sitosterol, cicloartenol, 33-cinamato de o-
amirina, 3p-cinamato de B-amirina, 33-acetato de o-amirina, 3p-acetato de B-amirina
(1), 3p-cinamato de lupeol, 3p-acetato de lupeol, acido ursolico, metilmioinositol (2),
acido 1B-0O-B-D-glucopiranosilplumérico, 1B-O-B-D-glucopiranosilplumeridio,

plumericina (3) e isoplumericina.*

De H. sucuuba (Spruce) Woodson foram isolados os iridéides fulvoplumierina,
plumericina e isoplumericina, além dos ésteres triterpénicos cinamato de lupeol,
cinamato de a-amirina, acetato de lupeol, propionato de B-fenil lupeol e cinamato de a-
amirina. Além disso, foram também descobertos o acido confluéntico (4) e acido 2'-O-
metilperlatélico.33*

De H. phagedaenicus (Mart.) Woodson foi isolado o iridoide acido -
diidroplumericinico.®

Foram isolados de H. fallax (Muell. Arg.) M.M. Plumel, a lignana 7(R)-metoxi-8-

epi-matairesinol e trés novos compostos: plumierida, matairesinol e pinoresinol (5).%
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Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson, Apocynaceae

A espécie em questdo foi revista e reclassificada por Plumel®” sob o género
Himatanthus (anteriormente H. floribunda ou H. lancifolia) (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagdo taxondbmica de H. lancifolius (Muell. Arg.) Woodson, Apocynaceae.
Taxa Segundo CRONQUIST® Segundo ENGLER™
Divisao Magnoliophyta Angiospermae
Classe Magnoliatae Dicotyledoneae
Subclasse Asteridae Sympetalae
Ordem Gentianales Gentianales
Familia Apocynaceae Apocynaceae
Género Himatanthus Himatanthus
Espécie Himatanthus lancifolius (Muell. Himatanthus lancifolius (Muell.
Arg.) Woodson Arg.) Woodson

As folhas dessa droga vegetal possuem formato de ponta de lanca (Figura 1)
de onde provém o nome dessa espécie.

E conhecida popularmente como agoniada, sucubinha, cana-de-macaco e

gamelina, e estende-se pela Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(Figura 1b), estando inserida na 12 edicdo da Farmacopéia Brasileira.*

Além de ser utilizada na medicina tradicional contra afec¢des de pele, contra
constipacéo, dores e irritacdo do estbmago, bem como expulsdo de vermes, afeccbes
do Utero e dos ovarios, mas que se utilizada em excesso em criancas pode causar

diarréias e desidratacéo, além de célicas menstruais e afeccdes gastrintestinais.*® **



Virtual Tree Guide h!e Guianas

(c) NHN-Utrecht

Figura 1 — a) Folhas de H. lancifolius (Muell. Arg.) Woodson — APOCYNACEAE e
b) area de coleta de H. lancifolius no Brasil.

Isolaram-se os alcal6ides uleina (6) e (-)-demetoxiaspidospermina (6a) de H.

lancifolius (Muell. Arg.) Woodson.*

Estudos farmacolégicos demonstraram que uma fracéo rica em alcaldides atua
inibindo a musculatura vascular e ndo-vascular, talvez influenciando o influxo de calcio
para o interior dessas células, o que pode em parte explicar a utilizacdo da droga
vegetal para tratamento de dismenorréia e como abortivo. **

A mesma fracdo rica em alcaldides também demonstrou possuir atividade

bactericida, incluindo Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis,



5
Enterococcus faecalis entre outras espécies.** Além disso, a fracdo em questéo
também apresentou propriedades gastroprotetoras, por uma variedade de

mecanismos.*®

Alcaléide

O primeiro conceito de alcaléide foi proposto por Meissner, em 1818:
alcaléides sdo substancias derivadas de plantas que reagem como bases, mas
trabalho de isolamento de alcaldides iniciou-se com Sertlrner (1783-1841) com a

morfina em 1811, e que continua até os dias de hoje (Tabela 2).

Tabela 2 — Histérico de isolamento e identificacdo de alcal6ides*® *’

Composto Isolamento Determinagao estrutural
Morfina Serturner (1805) Gulland & Robinson (1925)
Emetina Pelletier & Magendie (1817) Robinson (1948)

Estricnina Pelletier & Caventou (1818) Woodward, Brehm & Nelson (1947)

Colchicina Geiger & Hesse (1833) Muller & Velluz (1955)
Quinina Pelletier & Caventou (1820) Rabe (1908)
Cafeina Runge (1820) E. Fischer (1882)
Piperina Oersted (1819) Fittig & Mielch (1874)
Coniina Giesecke (1827) Hoffman (1885)
Nicotina Posselt & Reimann (1821) Pinner (1893)

Aconitina Reimann & Peschier (1821) Wiesner et al (1963)
Atropina Runge (1819) Ladenburg (1883)
Cocaina Niemann & Wohler (1860) Willstatter (1898)

Definicao

Entre as definicbes cunhadas no século XX podem-se citar as trés mais

importantes, a primeira, de Winterstein e Trier (1910):*

By alkaloids we mean compounds with nitrogen atoms bound in heterocyclic
fashion, with a greater or lesser degree of basic character, marked
physiological effects, complicated molecular structure, wich are found in
plants, and, with a few exceptions, are characteristic for particular plant
families, genera or species.

Que poderia ser traduzida como:



Por alcal6ides nos referimos a substancias com atomos de nitrogénio
na forma heterociclica, com maior ou menor carater de basicidade,
marcados efeitos fisioldégicos, estrutura molecular complexa, que séo
encontrados em plantas e, com algumas excec¢des, sdo caracteristicos
de algumas familias, géneros ou espécies vegetais.

A segunda, definicdo de Hegnauer:* %

Alkaloids are more or less toxic substances wich act primarily on the central
nervous system. They have a basic character, contain heterocyclic nitrogen,
and are synthesized in plants from aminoacids or their immediate derivates. In
most cases they are of limited distribution in the plant kingdom.

Que poderia ser traduzida como:

Alcaléides sdo substadncias mais ou menos tdéxicas que agem
primeiramente no sistema nervoso central. Eles possuem carater
basico, contém nitrogénio heterociclico e sdo sintetizados em plantas a
partir de aminoacidos ou seus derivados imediatos. Na maioria dos
casos sdo de limitada distribuicdo no reino vegetal.

Essas definicdbes sdo incompletas por ndo abrangerem todas as estruturas
conhecidas. O primeiro obstaculo é o estrutural, jA que nem todas as estruturas
possuem nitrogénio em anel heterociclico (e.g. efedrina), ou as substancias contendo
esses grupos seriam todas basicas (e.g. acido aristoléquico). O segundo obstaculo
envolve sua distribuicdo, j& que na segunda metade do século XX foram descobertos
alcaldides em animais, seja na sua dieta (e.g. castoramina) ou por metabolizacdo
animal de anfibios urodelos e anuros (e.g. samandarina e epibatidina).*” °>°°> Outro
obstaculo é a complexidade estrutural, por se tratar de um termo relativo, devido ao
isolamento de estruturas mais simples (e.g. bufotenina) a estruturas mais complexas
(e.g. estricnohexamina). Por fim h& davidas sobre caracterizar uma substancia quimica
de acordo com suas propriedades farmacoldgicas, ja que um dos interesses do
isolamento de produtos naturais € o seu potencial farmacoldgico.

Contudo, pode-se estabelecer um conceito através da definicdo Pelletier
(1983):°

An alkaloid is a cyclic organic compound containing nitrogen in a negative
oxidation state wich is of limited distribution among living organisms.

Que poderia ser traduzida como:



Alcaléides séo substancias orgénicas contendo nitrogénio em estado
de oxidacdo negativo e que apresenta limitada distribuicdo entre
organismaos Vivos.

Distribuicdo no reino e nos tecidos vegetais

Os alcaldides encontram-se presentes em um grupo restrito de familias
botanicas, sendo as principais Apocynaceae, Rutaceae, Ranunculaceae, Fabaceae,
Papaveraceae, Menispermaceae, Annonaceae, Solanaceae, Rubiaceae, Liliaceae® e
Loganiaceae.

Tais substancias distribuem-se em quatro regiées nos vegetais:>" >’

e Tecidos de crescimento intenso, frutas em crescimento, etc.;

e Tecidos superficiais (epiderme e camadas adjacentes);

e Ramos vasculares e parénquimas adjacentes e/ou préximos ao tecido
vascular;

e Dutos laticiferos, quando presentes.

Funcgdes e classificagao

A funcéo de tais substancias nos vegetais ainda é tema de discussao e entre
algumas das propostas consideradas estdo: lixo metabdlico, protecdo contra radiacédo
UV-B, defesa em resposta a um agente patogénico, fonte de nitrogénio. >°°

A classificagcéo de tais substancias, apesar de subjetiva, tende a ser feita com
base na origem biossintética, com excec¢do de alguns casos particulares, em que certos
esqueletos sédo quase exclusivos de determinados géneros ou familias. Nesses casos
atribui-se uma classificacdo propria e.g. alcaldides da familia Amaryllidaceae,
alcaldides do género Erythrina.

De acordo com a literatura costuma-se classifica-los mais ou menos em quatro
grupos, devido as limitacdes das definicbes jA mencionadas.

e Alcaldides derivados de aminoacidos, do acido nicotinico e do &cido

antranilico

e Alcaldides derivados do metabolismo do acetato (terpénicos)



e Alcaloides derivados peptidicos

e Alcaloides diversos (bases puricas, macrociclos, etc)

O enfoque desta dissertacdo sera maior sobre os derivados de aminoécidos,

mais precisamente os alcaldides indolicos.

Alcalbéides inddélicos

Alcaldides inddlicos séo substancias derivadas do metabolismo do aminoacido
triptofano e que apresentam o cromoforo indol ou seus derivados: indol (7), indolina (8),
indolenina (9), hidroxiindolenina (10), a-metilindolenina (11), pseudoindoxila (12),
oxindol (13), carbazol (14), B-carbolina (15), y-carbolina (16).*® %

N N = Z N~ ~CH, N
H H N N H H

7 8 9 10 11 12
L 0 O oo
N _

N0 N NT N

H [ [ [

H H H

13 14 15 16

Dentre uma estimativa de 139 mil produtos naturais, em primeiro lugar situam-
se os terpendides (30.500) e os alcalbides (16.833) logo apds, sendo que a maior parte

é representada pelos alcaléides inddlicos (3.874).5% &3

Tais alcaléides podem ser classificados em cinco grupos:®*
e Alcaldides indélicos simples, formados por descarboxilacdo do triptofano, seguida
de outras modificacbes de cadeia lateral [e.g. N,N-dimetiltriptamina (17)].
e Alcaléides carbolinicos, origindrios da condensacao da triptamina com um aldeido

ou a-ceto acido, seguida de ciclizacdo [e.g. harmina (18)].
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e Alcaléides pirroloinddlicos, originarios de alquilacdo seguida de ciclizagéo,
formando dois nucleos heterociclicos adjacentes [e.g. fisostigmina (19)].

e Ergolinas, nome originério dos alcal6ides do espordo do centeio - ergot — 0s quais
sdo formados por vérias rea¢gfes em que se forma um sistema de anéis tetraciclicos.
Outras estruturas mais complexas podem ocorrer devido a adicdo de aminoacidos
[e.g. ergotamina (20)].

¢ Indolmonoterpénicos, séo sintetizados pela condensagéo do secologanosideo com

triptamina [e.g. vimblastina (21)], seguida de rearranjos desta.

H
I CH
h H C/N © ’
N 3 \ﬂ/
H CH3 l}l N
CH3 CHj4
18 19

N\

20 21

Dentre esses grupos, esta dissertacdo pretende trabalhar com a classe dos
alcaldides inddlicos monoterpénicos.

Estima-se que a familia Apocynaceae esta entre a de maior numero de
alcalbides inddlicos monoterpénicos isolados até hoje, bem como o maior nimero de
alcaldides em plantas superiores.”® Portanto, essa classe de compostos é utilizada

como marcadores taxonémicos das espécies presentes naquela familia botanica.®
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Alcaléides indblicos monoterpénicos

Em contraste com a ampla distribuicdo dos alcaldides indolicos simples
(aproximadamente 35 familias) os alcaldides indolicos monoterpénicos estdo presentes

50, 61

na sua maioria nas familias Apocynaceae, Rubiaceae e Loganiaceae e com alguns

representantes em numero reduzido nas familias Annonaceae, Euphorbiaceae e
Sapotaceae, bem como Alanginaceae e Icacinaceae.®® ®’

A classe de alcaléides ind6licos monoterpénicos origina grupos de acordo com
os esqueletos formados (Tabela 3), sendo que o critério fundamental para a

classificacdo é o nimero de ligacBes entre a porcéo terpendide e triptamina.®®

Tabela 3 - Classes e grupos de alcaldides inddlicos monoterpénicos.61

Classe 1
1.1 Grupo vincosida 1.7 Grupo mavacurina 1.13 Grupo ajamlina
1.2 Grupo corinanteina 1.8 Grupo cinchonamina 1.14 Grupo.perakina
1.3 Grupo vallesiachotamina 1.9 Grupo sarpagina 1.15 Grupo oxindol”
1.4 Grupo adifolina 1.10 Grupo peraksina 1.16 Grupo pseudoindoxil®
1.5 Grupo talbotina 1.11 Grupo picralina 1.17 Grupo condilocarpina
1.6 Grupo estemadenina 1.12 Grupo corimina 1.18 Grupo akuamicina
1.19 Grupo estricinina
Classe 2
2.1 Grupo secodina
Classe 3
3.1 Grupo quebrachamina 3.4 Grupo vincamina 3.7 Grupo pleiocarpina
3.2 Grupo aspidospermina 3.5 Grupo esquizozigina 3.8 Grupo kopsina
3.3 Grupo esquizofilina 3.6 Grupo vindolinina 3.9 Grupo oxind6is’
Classe 4
4.1 Grupo fruticosina
Classe 5
5.1 grupo catharantina 5.2 Grupo pseudoindoxil’

*com secologanina ndo-modificada
T com secologanina modifica

Os alcalbdides (-)-demetoxiaspidospermina (6a) e uleina (6) encaixam-se
respectivamente nos grupos 3.2 (grupo aspidospermina) e 1.17 (grupo condilocarpina).
Todos os membros dos grupos acima tém na sua origem, ndo sO no
aminoacido triptofano, na forma de triptamina (22), mas também outra fonte de

46, 61

carbono, o iridoide secologanina (23), produzidos por uma reagédo de condensagéo

do tipo Mannich,® gerando a molécula da estrictosidina (24).
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Apés a formagdo da molécula de estrictosidina (24), esta ndo sofrendo
rearranjos, mas apenas cicliza¢des, gera a Classe 1. Caso a por¢ao secologanina, por
rearranjo, forme uma ligagcdo C-17/C-20 (26), ela formara alguns dos esqueletos da
classe 3 (Esquema 1).
Por outro lado, se houver quebra da ligagdo C-18/C-19 e na qual C-16 liga-se
a C-2 da porcéo triptamina (25), gera a classe 2, a qual pode formar ligagdo C-14/C-17
(28), formando-se a classe 5, ou pode novamente ciclizar entre Np-R (27), formando
outros esqueletos da classe 3. Finalmente, pode ainda haver transferéncia do grupo
metilcarboxila de C-16 para C-17 (29), gerando a classe 4 (Esquema 1).%

R
_Nb
| e 7o
NH, + N N _ 14 20 — Classe 1
N
| Y W
H 16
H;CO,C 17
22 zf,
N,Nb/\14
Classe 2 @<=— — Classe 3
PN 18
H;CO,C 17

/N\
R™| 3
Classe 3 —<~——— /‘/‘\ 18 Classe 5
H3CO,C
17
14
j 28
R.
[N
e . o
Classe 4 HsCO,C 4 R= N
|
og 18 H
Esquema 1 - Rota biossintética de alcaldides indélicos monoterpénicos modificada de

Kompis.68

Assim, o estudo da droga agoniada e dos seus constituintes no presente
trabalho se justifica devido ao crescente interesse e utilizagéo industrial do segmento
de fitoterapicos no Brasil, além do pouco conhecimento da composi¢cdo quimica da
droga vegetal que esta oficializada na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira.
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OBJETIVOS

Contribuir com o0 conhecimento quimico da droga vegetal agoniada,
Himatanthus lancifolius (Muell.-Arg.) Woodson Apocynaceae, através do isolamento

dos alcaldides inddlicos presentes nas cascas do caule de agoniada.

Realizar um estudo preliminar de separacao de alcaldides presentes na mesma

fracdo de estudo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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EXPERIMENTAL

Materiais, reagentes e equipamentos

Utilizou-se Silica gel 60 (0,063-0,200 mm) Merck® (Darmstadt) e 6xido de
aluminio 90 Merck® (Darmstadt) ambos para as cromatografias de adsorcdo. Ja para a
cromatografia de exclusdo, utilizou-se polidextrana Sephadex LH-20® Pharmacia.

Para as CCD preparativas utilizaram-se placas Silica Gel 60 Fs,® (20 x 20 cm,
0,25 mm) em vidro Merck, placas de CCD Alugram® SIL G (20 x 20 cm, 0,2 mm) em
aluminio Machery-Nagel® e placas CCD Kieselgel 60 F5,." (20x 20 cm. 0,2 mm) em
plastico Merck®.

Os solventes utilizados foram purificados e secos antes do uso.®

Os espectros no ultravioleta (UV) foram obtidos em espectrémetro Shimadzu
UV 1601 com cubetas de quartzo fundida de 1 cm de espessura.

As determinagdes dos pontos de fusdo foram realizadas em aparelho Buchi
SMP-20 com corregao.

O conjunto de espectros RMN-"H de 400 MHz e RMN-C de 100 MHz foram
obtidos em espectrometro Varian Inova e 400 Brucker DRX 400 (University of
Manchester, Inglaterra) e os espectros RMN-'H de 600 MHz e RMN-*C de 150 MHz
em espectrometro Varian Inova 500 (University of Tokushima Bunri University, Jap&o),
todos em CDCls. As posigdes ou os centros dos multipletos sdo dados na escala 6 com
referéncia ao TMS como padrao interno.

Os espectros de massa foram obtidos em espectrometro Kratos Concept
(University of Manchester, Reino Unido), usando impacto eletronico (EMIE) e ionizacao
guimica (EMIQ). As massas moleculares foram determinadas a partir de medida de
massa de precisao.

Os cromatogramas de CLAE foram obtidos em equipamento Varian ProStar
410 Autosampler, bomba modelo 230, detector de arranjo de fotodiodo 335
(Departamento de Farmacia). Em todos os procedimentos de CLAE utilizou-se
solventes grau HPLC. A agua utilizada foi purificada no sistema Puritech/Permution
PTO0020, filtro 0,2 um, apresentando alto grau de pureza.
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A coluna utilizada foi Microsorb-MV 100-5 C18 de dimensdes 150 mm por 4,6

mm. As amostras foram injetadas utilizando-se loop de 10 pl e manteve-se uma vazao

de 0,8 ml/min. Antes de serem injetadas no equipamento de CLAE as amostras foram

fillradas em membrana de celulose regenerada com poros de abertura 0,22 pm da
Milipore ©.

Unidades e simbolos foram baseados no Systeme Internationale d’Unités (Sl)

de acordo com a recomendacéo da IUPAC.

Material botanico

Cascas de H. lancifolius secas (15 kg) foram obtidas no mercado formal de
plantas medicinais da regido metropolitana de Sdo Paulo e a identificacdo da espécie
foi realizada através da andlise farmacogndstica no proprio Laboratério de
Farmacognosia da UFPR, segundo a Farmacopéia Brasileira |, por estudos
microscépicos e também por comparacdo macroscopica com amostras auténticas
contidas na herboteca desse mesmo laboratério (Figura 2). Foi depositada amostra da
droga na herboteca do Laboratorio de Farmacognosia da UFPR (sem numero de

registro), onde permanece como material de referéncia e estudo. *®

Figura 2 — Cascas dessecadas de H. lancifolius.
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Extracdo e fracionamento inicial

Cascas dessecadas e moidas foram pesadas (1,7 kg), transferidas para o
percolador e realizou-se extracdo metandlica exaustiva, seguida de concentracdo, em

rotavapor até volume final de 800 ml.

A sequir, o extrato foi particionado com n-hexano (3 x 200 ml) com o intuito de
retirar matéria apolar, a qual teve o solvente evaporado, resultando em 4,3 g de massa
seca néao reagente ao reativo de Dragendorff.

O extrato desengordurado foi entdo transferido para funil de separagao e
alcalinizado (NaHCO3) até pH 8,2, realizando-se, entdo, extracdo cloroférmica a frio e
exaustiva, ou seja, até reacdo negativa ao reativo de Dragendorff.® A fracdo
cloroférmica (FC) foi entdo secada com Na,SO, anidro e transferido para baldo oval,
seguido de secagem a vacuo em dessecador contendo silica gel com indicador de
umidade (2 h), fornecendo 36,7 g de FC seca. A FAQ positiva ao reativo de
Draggendorff, foi guardada em geladeira.

Isolamento — Procedimento A

Uma aliqguota da FC (5,0 g) foi submetida a CC de alumina com
aproximadamente 10 cm® de gel de silica e eluida com os seguintes solventes DCM,
DCM-CHCI; (1:1), CHCI3;, AcOEt, AcOEt-EtOH (1:1), EtOH que resultou em 404
fragcbes, as quais foram reunidas em dez grupos de acordo com seu perfil

cromatografico em CCD.

As fracdes de numero 13 a 56 reunidas foram submetidas a CC em alumina
com aproximadamente 10 cm® alumina e eluidas com os seguintes solventes DCM,
DCM-CHCI3 (1:1) e CHCI; com concentracdes crescentes de MeOH, resultando em 37
fracOes. As fracbes de numero 1 a 10 foram submetidas a CCD preparativa, utilizando-
se como FM tolueno-AcOEt-dietilamina (70:20:10), de onde foi isolado o composto

HL-3 (9,5 mg), com rendimento de 5,6 x 10 %.
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FC (5,0 9)

|
CC gel de silica

|
fr. 13-56 (322,2 mg)

CC alumina

|
fr. 1-10 (52,1 mg)

|
CCD preprarativa

|
HL-3 (9,5 mg)

Figura 3 — Fluxograma do procedimento de isolamento A

Isolamento — Procedimento B

Uma aliquota de 3,0 g de FC foi submetida a CE de polidextrana, ambientada
em metanol por 24 horas, e eluida com metanol como fase movel, sendo que a eluicdo
foi monitorada por CCD [FM: tolueno-AcOEt-dietilamina (70:20:10)]. Obteve-se trés
grupos de fracBes distintas, o primeiro (fracdes 1 a 14) e o ultimo (fracbes 34 a 50)
continham substancias que nao foram eluidos, ou seja, se mantinham no ponto de
aplicacdo nessa fase mdvel, e um grupo intermediario (fracdes 15 a 33) contendo a

maioria dos compostos observados por CCD.

Foi realizada CC de alumina com o grupo intermediario (FM: CHCI3-AcOEt em
concentragbes crescentes), seguido de cristalizagdo direta com MeOH, obtendo-se
cristais de coloracdo variando do amarelo palido ao alaranjado e classificado como

HL-4 (880,0 mg), com rendimento de 5,2 x 107 %.



17

FC (3,0 9)

CE (MeOH)

\ J

................. I-.-.-.-.-.-.-..... ..........-.-.-.-I-.-.-.-.-.-.-....'

{ Grupo 1 (fr.1-14) ; [ Grupo2 (fr.15-33;] i Grupo 3 (fr. 34 — 50)
(aprox. 0,6 @) HE 1,8 q) ) (aprox. 0,6 Q) :

CC alumina

( Cristalizacéo direta )
(MeOH)

HL-4 (880,0 mg)

\ J

Figura 4 — Fluxograma do procedimento de isolamento B

Isolamento — Procedimento C

O material contendo as substancias que se mantiveram no ponto de aplicagéo
no procedimento B (1,2 g) foi reunido e em seguida acetilados em anidrido acético
(aprox. 10 ml/g) e piridina (aprox. 5 ml/g) a temperatura ambiente por 12 horas. Apés
evaporacao sob pressdo reduzida da mistura azeotropica com tolueno, o residuo foi
suspenso em cloroférmio, lavado com solucdo de NaHCO3; 10% e percolado através de
coluna de alumina (tipo UG1 desativada por 5% de solugéo aquosa de AcOH a 10%).
O produto acetilado foi entdo obtido por evaporagéo.

by

Obteve-se 0,8 g de FAc a qual foi aplicada a CE de polidextrana, cujas
subfracbes foram eluidas com MeOH e monitoradas por CCD [FM: tolueno-AcOEt-
dietilamina (70:20:10)]. As fracdes resultantes foram reunidas em trés grupos de
polaridade distintas (fracdes 1-5, fracbes 6-12 e fracdes 13-21). Pelo fato de apenas o
grupo intermediério desenvolver coloracao apés reacdo com reagente de van Urk, essa
foi posteriormente purificada por cristalizacdo direta, isolando-se 11,8 mg do alcaléide

HL-4, com rendimento de 6,9 x 10™ %.
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rGrupos 1 e 3 - Método B)
\ (1.2 g) )
|

Acetilagdo Ac,O/py

FAc (0,8 g)

CE polidextrana

Grupo 1 (fr. 1 — 5) ( Grupo 2 ) Grupo 3 (fr. 13 - 21)
(aprox. 0,3 g) (fr. 6 — 12.; 43,2 mg) (aprox. 0,3 g)

Cristalizacao direta
(MeOH)

I
HL-4 (11,8 mg)

\ 7

Figura 5 — Fluxograma do procedimento de isolamento C

Isolamento — Procedimento D

De um extrato previamente preparado de H. lancifolius pelo grupo de pesquisa,
contendo uleina (31,0 mg) (identificado por coinjec&o),*® foi realizada CCD preparativa
[FM: tolueno-AcOEt-dietilamina (70:20:10)], da qual obteve-se 15,0 mg de HL-4.

Isolamento — Procedimento E

Esse método foi adaptado do processo de separacdo de Pelletier (1986)."
Aproximadamente 1,0 g de FC foi empacotada a um sistema de funil de bichner-
kitasato, ja contendo 40,0 g de alumina, e o sistema foi conectado & bomba de vacuo
(Figura 6). O sistema foi eluido com as seguintes fases moveis: DCM, CHCI3;, CHCl3-
MeOH 2%, CHCI3-MeOH 10% e MeOH. Foram coletadas fragbes de 100 ml, as quais
foram concentradas em rotavapor. Das fracbes eluidas com DCM e CHCI; apés
cristalizacdo com MeOH, obteve-se o alcaldide HL-4 (224,2 mg), com rendimento de
1,3 x 107 %.
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/ ———» amostra \

—— alumina atividade II-1

——» papel de filtro

ﬁ —  » Parabomba de vacuo

Figura 6 — Sistema para cromatografia de adsorgéo a vacuo.

CCVv
I
. I y I T ... T e | I . | IS )
DCM (aprox. CHClI; (251,7 : CHCI;-MeOH : i CHCI;-MeOH : MeOH :
30.7mg) | mg) e 20 0% .
( Cristalizacéo ) Cristalizacéo
direta direta
I N
HL-4 HL-4
(22,0 mg) (202,2 mg)

Figura 7 — Fluxograma do procedimento de isolamento D.

Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia

Em virtude da importancia do alcaldéide e a venda de produtos a base de
agoniada no mercado, foi iniciado o desenvolvimento de um método preliminar de

analise dos alcaldéides em FC por meio de CLAE. Inicialmente tentou-se atingir o0s
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resultados obtidos por Gerasimenko’® através de adaptacdo do método proposto em
artigo, porém devido a resultados pouco satisfatorios, procurou-se adaptar o método de
andlise proposto por Rattmann,*
(H3PO4 0,05 %), eluente C (MeCN); FM: A% - C 10 % em O min, A75 % - C 25 % em

7 min, A 10 % - C 90 % em 25 min continuando com elui¢cdo isocratica até 30 min.

adotando-se as seguintes condigdes: eluente A

Fluxo: 0,8 ml/min; Detecgdo UV em A = 210 nm. As cromatografias foram realizadas
com as amostras (FC e HL-4) nas concentracfes de 50 pg/ml, diluidas em MeOH,

injetando-se o volume de 10 pl.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés diversas tentativas de separacdo dos alcaldides das cascas de H.
lancifolius, foram obtidas duas substancias, denominados de HL-3 e HL-4, que
apresentaram caracteristicas de alcaldides ap0s reacdo com 0s reagentes gerais de
alcaldides Também apresentaram, apods revelagdo com solucdo de sulfato cérico
amoniacal em placas de cromatografia em camada delgada, coloragédo caracteristica

do nucleo inddlico.

Procedimentos de isolamento

Com relagédo aos procedimentos adotados, observou-se grande variedade de
resultados, sendo que em relacdo ao procedimento A, este se mostrou Util por sua
sensibilidade em discriminar o alcaldide ioimbina dos outros, apesar de seu baixo
rendimento (5,6 x 10 %) e grande demanda de tempo (aproximadamente dois meses
de trabalho)

Em seguida foi adotado o método B, o qual, apesar da grande quantidade de
tempo necessaria para a conclusao e de se tratar de método trabalhoso, extraiu grande
quantidade de uleina de FC (5,2 x 102 %).

O procedimento C ndo gerou resultado satisfatério (6,9 x 10™), j& que dele
apenas confirmou-se a presenca de uleina em FC. O procedimento D teve como
finalidade a purificagdo do alcal6ide uleina de um extrato obtido por outro meio de
extracdo de agoniada, porém sem que se soubesse a sua concentracdo na fracdo em
guestao.

Contudo, o método mais promissor de todos sem duvida é o método E. Nele
utilizou-se materiais de uso comum em qualquer laboratério, além disso, do momento
da preparacdo da amostra até a obtencdo dos cristais de uleina ndo perdurava mais do
que cinco dias, sem haver comprometimento em rendimento (1,3 x 102 %). Em outras
palavras, trata-se de um procedimento barato, rapido, de rendimento muito bom e néo
muito trabalhoso, podendo num futuro préximo, superar métodos mais convencionais

como CC, ou até CE.
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Susbtancia HL-3

A substancia HL-3 apresentou-se na forma de cristais brancos, p.f. 235°C"®
(12,0 mg, 0,0007%) apresentou R 0,39 (FM: tolueno-AcOEt-dietilamina 70:20:10), que
em CCD, apés revelacdo com reagente de Dragendorff apresentou coloracao violacea.
Foi isolada pelo procedimento A. Sua identificagdo foi feita por métodos
espectrométricos: UV, IV, RMN-'H, e RMN-'3C, além de RMN-2D (COSY, HMQC), e
espectrometria de massas.

As bandas de absorcdo no espectro de UV em 270 e 224 nm foram tipicas de
cromoéforo indélico sem substituicdes no anel aromatico.”* J& dos dados de espectros
de IV pOde-se observar a presenca de grupamento carbonila pelo estiramento em 1722
cm®, sendo provavel que pertenca a grupo éster; presenca de sinal de hidroxila em
3475 cm™®; presenca de alquil-éster em 1261 cm™ e de &lcool secundario em 1099 cm™.

Da expansdo de EMAR do sinal do pico do ion molecular, obteve-se m/z
354,1932, calculada para C,;H2603N,, 354,1938.

No EMIE (Espectro 1) observa-se o padrdo de fragmentacdo tipico de
esqueleto ioimbano (30), cuja numeracdo segue a convencionada por Lemen’

contendo quatro fragmentos caracteristicos m/z 183, 170, 169 e 156.% 7

30

A formacéo do pico m/z 156 (33) da-se numa primeira etapa por fragmentacao
retro-Diels-Alder do anel C em 31, seguida de fissdo homolitica da ligacdo C-14/C-15
ativada em 32"’ (Esquema 2).

[ I I W ” W
. . : N.

N TR T 7

| | I

H 1 H 12 20 H 14

|
|
31 32 33

m/z 156

Esquema 2 — Formacéo do fragmento m/z 156 de HL-3.
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Os fragmentos m/z 184 (35), 170 (36) e 169 (37) foram provavelmente gerados
a partir de homolise da ligacdo C-3/C-14, formando intermediério radicalar 34, o qual,
por clivagem da ligacao Ny/C-21, forma a di-hidro-B-carbolina (36), e a expulsdo
subsequente de um hidreto leva a formacdo do ion B-carbolinium (37). Se, de outra

forma, a ligacdo C-20/C-21 fosse quebrada, isso geraria o fragmento (35)"" (Esquema

H C14 20 H HzC 520~
|
31 ﬁ 34 ﬁﬁ 35
l m/z 184
H X
| — |
~N =N
N N" 8 H
H H
36 37
m/z 170 m/z 169

Esquema 3 — Formacéo dos fragmentos m/z 184, 170 e 169 de HL-3.

O fragmento m/z 170 (36) pode ser também formado por fragmentacéo retro-
Diels-Alder do anel D em 317" (Esquema 4).

N 321 —_— l}l 3

| I’) <> |
147 20 H
H 47520
31 | 36
m/z 354 m/z 170

Esquema 4 — Formacéo do fragmento m/z 170 a partir do fragmento m/z 354.

A formacdo do pico do ion M-1 (39) m/z 353 é um dos principals meios de
identificar os alcaléides do grupo ioimbina, e provavelmente ocorre pela perda de
hidrogénio em C-3 do ion molecular m/z 354 (38), cuja estrutura idnica € estabilizada
por conjugacdo com o anel inddlico o que justifica a intensidade do respectivo pico
(Esquema 5).””
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@C@ @1“
31 l4f|:i>ﬁ 39 ljﬁ

m/z 354 m/z 353
Esquema 5 - Formacéo do pico M-1 de HL-3.

Os dados principais que evidenciaram a estrutura em estudo foram obtidos dos
espectros de RMN-'H e C. Na regido menos blindada do espectro de RMN-'H
(Espectro 2 e Tabela 4) evidencia-se a presenca do sinal do grupo amino secundario
em 7,75 ppm na forma de simpleto largo, seguido dos sinais dos hidrogénios
aromaticos H-9 (7,47 ppm, d, J = 8,3 Hz), H-12 (7,30 ppm, d, J = 8,3 Hz), H-11 (7,14
ppm, dt, J = 8,3 e 1,5 Hz) e H-10 (7,09 ppm, dt, J = 8,3 e 1,5 Hz). As duas constantes
de acoplamento orto (3Juy = 8,3 Hz e 8,3 Hz) e a constante de acoplamento meta (*Juy
=1,5 Hz) evidenciam um padrao de substituicéo representado pela estrutura (40).

H

40

Para a regido intermediaria do espectro de RMN-'H (Espectro 3 e Tabela 4),
em regido mais blindada, H-17 (4,23 ppm, s) foi encontrado com multiplicidade
simpleto, devido a presenca de hidroxila ligada a C-17. Além disso, foram encontrados
sinais referentes a: OMe (3,82, s), cararacteristica para esse deslocamento quimico e
para essa multiplicidade. Além disso, houve também a presenca de simpleto na regido
de 3,82 ppm, caracteristico de grupo metoxila. Encontrou-se ainda H-3 (3,34 ppm)
desblindado pela sua proximidade a N, e ao anel inddlico. Todos esses dados
encontram-se de acordo com os dados da literatura.

Os sinais entre 3,10 ppm e 2,94 ppm foram atribuidos aos nucleos H-5, H-6 e
H-21, devido a semelhantes ambientes quimicos e sem que houvesse distin¢cdo clara
entre os respectivos sinais em relacdo aos dados da literatura.”® A seguir foram
observados os sinais de H-6 (2,73 ppm, dl, J = 13,1 Hz), H-5 (2,64 ppm, dt,J=4,7Hz e
13,1 Hz) cujos deslocamentos quimicos e multiplicidades apresentavam-se mais exatos
que os afirmados pela literatura. "®
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J& na regido mais blindada do espectro (Espectro 4 e Tabela 4) observou-se
os sinais de H-16 (2,36 ppm, dd, J =10,9 Hz e 2,7 Hz), H-21 (2,26 ppm, dd, J = 13,7 Hz
e 10,9 Hz), H-14 (2,01 ppm, dI, J = 2,7 Hz), H-15 (1,98 ppm, dI, J = 2,7 Hz) além dos
sinais referentes a H-14, H-20, 2H-18 e 2H-19 (1,70 a 1,20 ppm) (Espectro 5), com
pequenas variacdes tanto de deslocamentos quimicos como de multiplicidades em

relacéo aos dados de literatura, devido & grande sobreposicéo de sinais.”

Tabela 4 —Dados de RMN H (400 MHz; CDCl3) de HL-3.

'H (5, sinal, multiplicidade J)

Clivio (1991) ® 300 MHz

NH (7,75, sl)

H-9 (7,47,d,J = 8,3 Hz)

H-12 (7,30, d, J = 8,3 Hz)

H-11 (7,14, dt,J= 8,3e 1,5 Hz)
H-10 (7,0, dt,J = 8,3e 1,5 Hz)

H-17 (4,23, s)

OMe (3,82, s)

H-3 (3,34, dl, J = 10,8 Hz)

H-5; H-6 e H-21 (2,94 — 3,10, m)
H-6 (2,73, dl,J=13,1 Hz)

H-5 (2,64, dt, J=4,7 Hz e 13,1 Hz)
H-16 (2,36, dd, J =10,9 Hz e 2,7 Hz)
H-21 (2,26, dd, J = 13,7 Hz e 10,9 Hz)
H-14 (2,01, dl, J = 2,7 Hz)

H-15 (1,98, dI, J = 2,7 Hz)

H-20; H-18 e H-19 (1,70 — 1,50, m)
H-19, H-14, H-18 (1,50 — 1,20, m)

NH (8,16, sl)

H-9 (7,45, dl, 7,0 Hz)

H-12 (7,27, dl, 7,0 Hz)

H-11 (7,11, dt, 7,0 e 1,0 Hz)
H-10 (7,06, dt, 7,0 e 1,0 Hz)
H-17 (4,21, sl)

OMe (3,78, s)

H-3 (3,28, dI, 11,7 Hz)

H-5 e H-6 (2,94-3,10, m)

H-21 (2,90, dd, 12,0 e 2,0 Hz),
H-6 (2,64 — 2,76, m)

H-5 (2,53 — 2,64, m)

H-16 (2,32, dd, 11,5 e 2,0 Hz)
H-21 (2,19, dd, 12,0 e 9,0 Hz)
H-14, H-18 e H-19 (1,90-2,09, m)
H-18, H-19 e H-20 (1,46-1,62, m)
H-15 (1,35-1,42, m)

H-14 (1,31, q, 11,7 Hz)

Na regido menos blindada do espectro de COSY (Espectro 6) pobde-se

observar os acoplamentos entre os hidrogénios do nucleo indélico H-9/H-10, H-12/H-

11. Na porc¢éo mais blindada observa-se os acoplamentos de H-17/H-16, H-16/H-21, H-

16/H-15, e o0 acoplamento dos sinais, ainda que sobrepostos, de H-20/H-15.
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No espectro RMN-'3C (Especto 7 e Tabela 5) observou-se o mesmo padréo de
assinalamento dos nucleos de 'H referentes aqueles encontrados na literatura quando
da sintese total da ioimbina,”® ou seja: sinal de carbono de carbonila em regido menos
blindada (175,6 ppm) caracteristico de grupo éster; quatro atomos de carbono
quaternarios sp?, C-2 (134,4 ppm) e C-13 (135,9 ppm), C-7 (108,3 ppm) e C-8 (127,4
ppm) todos adjacentes a N; contém também outros quatro sinais de carbono sp?, C-9
(118,1 ppm), C-10 (119,4 ppm), C-11 (121,4 ppm) C-12 (110,7 ppm), em regido mais
blindada em relagdo aos carbonos aromaticos ndo-hidrogenados.

A seguir, em regido mais blindada, observaram-se os seguintes sinais: C-17
(66,9 ppm), C-21 (61,3 ppm) e C-3 (59,9 ppm), C-16 (52,9 ppm), C-5 (52,3 ppm) em
regido menos blindada que o sinal do carbono do grupo metoxila (51,9 ppm). J& abaixo
desse sinal, observou-se os sinais de C-14 (34,3 ppm) referente ao anel D da ioimbina
(41), e o sinal de C-6 (21,7 ppm) referente ao anel C da ioimbina (41), ja os outros
sinais, séo referentes ao anel E da ioimbina (41): C-20 (40,8 ppm), C-15 (36,7 ppm), C-
18 (31,4 ppm) e C-19 (23,3 ppm)

Tabela 5:- Dados de RMN **C (100 MHz; CDCl;) de HL-3

~c 3 Wenkert(1976) " P NN
C=0 175,6 175,1 NN
C-13 135,9 135,8 127N
C-2 134,4 134,3 H 14,20,
C-8 127,4 127,0 0o
C-11 121,4 120,8 HyCO,C™ 17
C-10 119,4 118,8 OH
C-9 118,1 117,7

C-12 110,7 110,6

C-7 108,3 107,5

C-17 66,9 66,9

C-21 61,3 61,0

C-3 59,9 59,8

C-16 52,9 52,6

C-5 52,3 52,1

-OMe 51,9 51,7

C-20 40,8 40,2

C-15 36,7 36,4

C-14 34,3 33,8

C-18 31,4 31,4

C-19 23,3 23,1

C-6 21,7 21,5
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Espectro 7 — Espectro de RMN *3C de HL-3 (100 MHz, CDCls)
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Com o espectro de HMQC (Espectro 8) foi possivel confirmar quais hidrogénios
estavam sobrepostos na regido menos blindada, através dos sinais de carbono, o que
gerou pequena discrepancia em relagdo aos dados encontrados na literatura em
relacdo ao assinalamento dos sinais presentes na regidao de 1,7 ppm a 1,2 ppm no
espectro de RMN-'H (Tabela 4).

Além disso, com os dados de RMN-*C foi possivel identificar qual é a
configuragcdo dos esqueletos da por¢cdo secologanina dessa molécula, podendo
determinar se ela é normal, allo, pseudo ou epiallo.

A auséncia de um simpleto largo em 4,4 ppm referente a H-3 indica uma uniao
de anéis na forma trans-quinolizidina.” ® De acordo com as sinteses organicas de
ioimbinas, pode-se determinar entre os isbmeros C/D trans [normal/allo] (41) e os
isbmeros C/D cis [pseudo/epiallo] (42) dos derivados da ioimbina pelos sinais no
espectro de RMN-"3C dos carbonos C-3 e C-6, no qual o primeiro grupo apresenta os

sinais de C-3 e C-6 com valores maiores que o segundo grupo (Tabela 6).”

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos tipicos para C-3 e C-6 para
alcaldides de esqueleto do tipo ioimbino.”®
Normal/allo () Pseudo/epiallo (6) HL-3 (3)

C-3 60+1 53,5+0,5 59,9
C-6 21,5+0,5 16,5+0,5 21,7

Como os valores encontrados de deslocamentos quimicos de C-3 e C-6 para
HL-3 foram 59,9 e 21,7 ppm, respectivamente, conclui-se que a juncdo do anel C/D de
HL-3 é do tipo trans (41).

Ja para diferenciar entre normal e allo observam-se os deslocamentos do C-14,
e C-20, em normal (juncdo D/E trans) (43) os deslocamentos quimicos estéo,
respectivamente, em torno de 34 e 40 ppm, jA& em allo (juncdo D/E cis) (44) os

deslocamentos quimicos estdo em torno de 31 e 32 ppm respectivamente,® (Tabela 7).
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Tabela 7 — Deslocamentos quimicos tipico para C-14 e C-20 para
alcaldides de esqueleto do tipo ioimbino.”

Normal () Allo(d) HL-3 (9)
C-14 34 31 34,3
C-20 40 32 40,8

Os valores encontrados de deslocamento quimico de C-14 e C-20 para HL-3
foram de 34,3 e 40,8 ppm, respectivamente, mais préximos daqueles de configuracdo
normal.

De acordo com esses resultados pode-se afirmar que HL-3 possui configuracao
correspondente a normal. A analise do conjunto de dados obtidos permitiu concluir que
0 composto HL-3 trata-se do alcalbide inddlico ioimbina (45).

45

Uma possivel rota de biossintese para esse alcaldide,®® ocorre apds a
formacdo estrictosidina (24), a qual apds hidrolise da funcdo glucosideo permite
abertura do hemiacetal, e expbe o0 grupo aldeido (46) que reage com a amina
secundéria gerando uma base de Schiff quaternaria (47). Isomerizagéo alilica de 47
com transferéncia da dupla ligagéo vinilica para conjugacdo com o ion iminio gera
desidrogeissoschizina na forma ceto 48, que por isomerizagdo homoalilica gera 49. O
ataque nucleofilico conjugado a carbonila de 49 gera 50, que apos reducao, fornece o
alcaldide ioimbina (45) (Esquema 6).



MeO,C OH

45

Esquema 6 - Modelo de biossintese da ioimbina (45).

Esse alcaldide foi isolado pela primeira vez em 1900 por Speigel, estando
presente nas familias Apocynaceae (Pausinystalia, Corynanthe, Lochnera, Hunteria,
Rauwolfia, Amsonia, Vallesia, Aspidosperma e Catharanthus), Loganiaceae

®L. 73 norém, este é o primeiro

(Gelsemium, Strychnos) e Euphorbiaceae (Alchornea).
relato do isolamento de ioimbina das cascas de H. lancifolius.

E conhecida tanto como potente inibidor de receptores adrenérgicos o, como
por sua atividade no tratamento de disfuncéo erétil, e recentemente contra disfuncéo

sexual feminina.?% 83
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Substancia HL-4

A substancia HL-4 foi isolada em quatro dos procedimentos descritos, apds
comparacao do seu R; 0,69 [FM: tolueno-AcOEt-dietilamina (70:20:10)] em CCD, mas
sendo o procedimento E que apresentou melhor resultado. Para sua identificacdo
foram utilizados os métodos espectrométricos UV, IR, 'H-RMN, e *C-RMN, além de
RMN-2D (COSY, HMQC, HMBC, NOESY), e espectrometria de massas.

A substancia apresentou forma cristalina, em agulhas finas, com ponto de fuséo
102-105 °C (76-118 °C)"® (1,1 g, 0,065%). No espectro de UV observou-se uma
estensdo do cromoforo pela presenca da dupla ligagédo exociclica, em comparagdo com
0 espectro caracteristico de croméforo indol e com trés bandas de absorcédo, em 219
nm, em 307 e em 316 nm.”

No espectro de massas (Espectro 9) de HL-4 foi observado o pico do ion
molecular em m/z 266, assim como por picos importantes em m/z 251 (M-CHs), 237
(M—C3Hs), 223, 222, 209, 194, 181, 180 e 167. Devido a presenca do ion molecular em
m/z 266, junto com 0s picos importantes em m/z 194 e 180, sugeriu tratar-se do
alcaléide uleina (6), o qual j& havia sido isolado desse material vegetal.*> Da mesma
forma, o ion em m/z 167 ocorre em todos os derivados da uleina e assume-se gue seja

devido ao ion carbazol.®*

O ion molecular 51 sofre fissdo da ligacdo Np/C-21, além de C-20 ceder o
atomo de hidrogénio para N, decompondo-se para um estado de transi¢do ciclico de
seis membros (52), e ocorrendo rearranjo da dupla exociclica, a qual é internalizada,
com perda de grupo enamina, gerando sinal carbazodlico 55.

Por outro lado, o intermediario 52 pode decompor-se quando da formacédo de
um estado de transicdo de seis membros, formando o ion m/z 209 (53), o qual, por

perda de metila, gerar o sinal m/z 194 (54) (Esquema 7).%*
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Esquema 7 — Esquema de formagao de picos m/z 194 e 209 de HL-4.

Outro padrao de fragmentacdo de carbazéis substituidos, inicia-se também
pela clivagem da ligagdo N,/C-21 do pico do ion molecular 51 da mesma forma que no
Esquema 7, porém o intermediério formado 55 pode sofrer clivagem da ligacdo C-3/C-
14, sem transferéncia de hidrogénio, para formar o pico m/z 222 (56). O intermediério
55 pode também sofrer a mesma quebra na ligagdo C-3/C-14, mas com transferéncia
de hidrogénio, para formar o pico em m/z 223 (57), que pode, ainda, perder metil
radicalar da cadeia etila terminal para formar o pico m/z 208 (58). (Esquema 8).%*

Os trés picos remanescentes (m/z 180, 181 e 237) no espectro podem ser
explicados por clivagem de alguma ligacdo do ion molecular na posi¢édo alilicamente
labil C-14/C-15. O ion resultante 59 perderia um radical etila, formando o fragmento m/z
237 (60), o qual poderia sofrer rearranjo para uma forma mais estavel para formar 61.
De outra maneira, a perda da cadeia lateral contendo amina, na forma de aziridina N-
metilada em 60 geraria a espécie conjugada m/z 180 (63) (Esquema 9).3*

A perda do substituinte em C-21, com transferéncia do hidrogénio do grupo Np-
metila em m/z 237, geraria m/z 181 (62), enquanto a subsequente perda benzilica do
hidrogénio C-21 (62) em m/z 181 geraria a espécie conjugada m/z 180 (63)%** (Esquema
10).



CH,
Kj CH,
215%0 \§ 21\20
.+| [5’1 - N 12\6%5\?4,3(“\]5\0»43 —
¥
| | | | 'CHSNHchZ
H H H
51 55
CH
! 3 CHs
2157 ™3 21,
IREL P
o f 5'1 — N 16//15\14,3('G£\CH3 —
"\ | | = -CH,=NCH,
H H H
51 55

41

7
21
Q)
NS 5.
I}l 16'1 ~14
H
56
m/z 222
(j:Hs
21
I
e
. -, 5
I}Ji 16’1 ~14
Lo
57
m/z 223

l CHg

58
m/z 208

Esquema 8 — Esquema de formacao de picos m/z 223, 222 e 208 de HL-4.
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N N GHs
I I - N
H H VAN
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m/z 237

= 20

+
N
H

63
m/z 180

Esquema 9 — Esquema de formacgao de picos m/z 180, 181 e 237 de HL-4
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I H CH,
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+ . .t . + 2
N -CH,=NCH,CH, N N
H H H
60 62 63
m/z 237 m/z 181 m/z 180

Esquema 10 — Esquema de formagao dos picos m/z 181 e 182 a partir de m/z 237

No espectro de RMN-'H da uleina (Espectro 10, Tabela 8) observou-se cinco
sinais em regidao menos blindada do espectro: NH (8,28 ppm; sl), H-9 (7,56 ppm; d, J
=8,0 Hz), H-12 (7,35 ppm; d, J = 8,0 Hz), H-11 (7,19 ppm, dt, J =7,8 Hz) e H-10 (7,10
ppm; dt, J =7,8 Hz). A seguir foram observados sinais em regidao de olefina referentes a
2H-17 (5,26 ppm, s e 4,98 ppm, s), H-21 (4,09 ppm, s, J = 2,5 Hz) e H-20 (2,68 ppm, s, J
=2,8 Hz), H-3 (2,46-2,48 ppm, m, J = 2,5 e 8,2 Hz), CH3-N (2,29 ppm, s). Entre 2,09 e
2,06 ppm ocorreu sobreposicao dos sinais referentes a H-3, H-15 e H-14. Pdde-se
observar também o sinal de H-14 (1,66-1,72 ppm, m), além dos sinais de 2H-19 (1,12
ppm, g; J = 7,4 Hz) e 3H-18 (0,85 ppm; t, J = 7,4 Hz).

Tabela 8 — Dados de RMN *H (600 MHz; CDClI3) de HL-4.

'H (5, sinal, multiplicidade (J)) Franca (2000) ** 400 MHz
NH (8,28; s|) NH (9,0, sl)
H-9 (7,56; d, J = 8,0 Hz) H-9 (7,49; dd, J = 8,1Hz)
H-12 (7,35; d, J = 8,0 Hz) H-12 (7,46; dd, J = 8,1 Hz)
H-11 (7,19, dt, J= 7,8 e 1,1 Hz) H-11 (7,26, t, J = 7,37 Hz)
H-10 (7,10; dt, J= 7,8 e 1,1 Hz) H-10 (7,18, t, J = 7,37 Hz)
H-17 (5,26: s) H-17 (5,59: s)
H-17 (4,98; s) H-17 (5,21: s)
H-21 (4,09; d, J = 2,5 Hz) H-21 (4,55, d, J = 1,51 Hz)
H-20 (2,68; d; J =2,8 Hz ) H-20 (2,99, dI, J = 6,9 Hz)
H-3a (2,46-2,48, m, J = 2,5 e 8,2 Hz) H-15 (2,82, d, J = 1,51 Hz)
3H-5 (2,29, s) H-3 (2,67, dI)
H-3b, H15, H14a (2,09-2,06; m) CHs-N (2,59, s)
H-14b (1,66-1,72, m) H-14 (2,52; d, J = 8,47 Hz)
2H-19 (1,12, q; J = 7,4 H2) H-3 (1,80; dl, 9,4 Hz)
3H-18 (0,85; t, J = 7,4 Hz) H-14 (1,27; s)

2H-19 (1,15; q; J = 7,4 Hz)
3H-18 (0,88; t, J = 7,4 Hz)
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No espectro de COSY (Espectro 15), as correlagbes indicaram duas porgoes,
uma regido menos blindada com as seguintes correlagdes: H-12/H11 (fraco; 7,35 ppm
- 7,19 ppm), H-12/H-10 (7,35 ppm — 7,10 ppm), H-9/H-11 (7,56 ppm — 7,19 ppm), H-
9/H-10 (fraco; 7,56 ppm — 7,10 ppm), H-11/H-10 (7,19 ppm — 7,10 ppm) indicando a
presenca do fragmento aromatico -CH=CH-CH=CH- com padréo de substituicédo orto.

Em regido mais blindada puderam ser evidenciadas pelo menos cinco
correlacdes H-21/H-20 (fraco; 4,09 ppm - 2,68 ppm) e H-20/H-14b (fraco, 2,68 ppm -
1,69 ppm); H-3a/H-14b (2,48 ppm - 1,69 ppm), H-19/H-18 (1,12 ppm - 0,85 ppm)

pertencente ao grupo etila terminal.

Figura 8 — Algumas correlacdes do espectro COSY da uleina (6).

No espectro de NOESY (Espectro 18) foi possivel observar as correla¢des no
espaco entre os seguintes hidrogénios: N;H /H-12, H-9/H-10, N;H/H-17 em que pb6de-
se observar a extensdo do cromoéforo do anel inddlico e H-9/H-21. Puderam ser
observadas também as correlagdes: H-17/H-17’, H-17'/H-3a, H-21/sobreposi¢do, H-
21/2H-19, H-21/3H-18, H-20/sobreposicéo, H-3/sobreposi¢ao, H-20/H-14, H-3/H-14, H-
20/2H-19, sobreposicao/H-14b, H-20/3H-18, sobreposi¢cao/2H-19, sobreposi¢éo/3H-18,
2H-19/3H-18. Com isso, confirma-se que o grupo etila apresentou-se ligado a C-20 e
gue a proximidade entre H-20 e H-14 confirmou a configuragao de C-20.
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Figura 9 — Principais correlagfes do espectro NOESY da uleina (6)

No espectro de RMN-*C (Espectro 13 — Tabela 9) observou-se a presenca de
duas porcdes distintas na molécula. A primeira na regido menos blindada, a presenca
de oito sinais em *3C, quatro referentes aos carbonos aromaticos C-9 (119,5 ppm), C-
10 (119,9 ppm), C-11 (122,7 ppm) e C-12 (110,7 ppm), além de outros cinco referentes
a carbonos nao-hidrogenados C-16 (138,7 ppm), C-2 (135,2 ppm), C-7 (107,7 ppm), C-
8 (129,4 ppm) e C-13 (136,6 ppm).**

Pdde-se observar também o pico, em regido de olefinas, referente a C-17
(106,8 ppm), do carbono do grupo metileno terminal. Também observou-se a presenca
de outros sinais: trés referentes aos trés carbonos: C-21 (56,6 ppm), C-15 (39,5 ppm),
C-20 (46,1 ppm), e os outros sinais dos carbonos adjacentes ao Ny: C-3 (46,2 ppm) e
C-5 (44,3 ppm), além de dos sinais de C-14 (34,7 ppm) e da etila terminal C-19 (24,4
ppm), C-18 (11,8 ppm), em conformidade com os resultados encontrados na

literatura.5*
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Tabela 9 — Dados do Espectro de RMN *C (150 MHz;
CDCly) de HL-4.

Bc 5 Cordell(1983)

C-16 1387 1387

C-13 136.6 136.8

C-2 1352 1355 5

C-8 129.4 129.3 \
c-11 1227 122.4 . 21/'\'\3\
C-10 119.9 119.6 10— —20 \,
Cc9 119,5 119,3 I Ny P \/
C-12 110,7 110,8 o \ e,
C-7 107,7 110,8 127N \1\§
C-17 106,8 106,9 H \7
c-21 56.6 56.6

C-3 462 462

C-20 461 458

C-5 443 441

C-15 395 39.4

C-14 347 345

C-19 24.4 242

C-18 11.8 11.6

No espectro de DEPT (Espectro 14 — Tabela 10), observaram-se sinais da
presenca de dois grupos metila (11,8 ppm e 44,3 ppm), quatro metilenos (106,8 ppm,
46,3 ppm, 34,7 ppm e 24,4 ppm), sete metinos (122,7 ppm ; 119,9 ppm; 119,5 ppm;
110,7 ppm; 56,6 ppm; 46,1 ppm e 39,5 ppm).(comentar sobre regido de sobreposi¢éo)

Tabela 10 — Dados do espectro de DEPT (RMN-*C
150 MHz, CDCI;) de HL-4.

Carbonos )
C-11 1227 CH 5
C-10 119,9 CH \
c-9 119,5 CH /N\s\
C-12 110,7 CH _9 2i_yg
C-17 106.8 CH, i 7\
c-21 56,6 CH o \ g 10
c-3 46,3 CH, 1= P16
C-20 46,1 CH N \
c5 44,3 CHs
C-15 39,5 CH
C-14 34,7 CH,
C-19 24,4 CH,

C-18 11,8 CH;
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No espectro de HMQC (Espectro 16), pode-se verificar o acoplamento dos
respectivos carbonos e hidrogénios na regido menos blindada, em comparacao aos
espectros unidimensionais (Espectros 10, 11, 12 e 13) além de se distinguir as
sobreposicdes na regido entre 2,68 ppm e 1,69 ppm do espectro do hidrogénio, uma
vez que o sinal de C-20 (46,1 ppm) apresentou-se associado ao sinal de H-20 em 2,68
ppm; o sinal de C-3 (46,2 ppm) apresentou-se associado aos sinais dois atomos de H-
3a e H-3b em 2,46-2,48 ppm e 2,09-2,06 ppm, o sinal de C-15 (39,5 ppm) apresentou-
se associado ao sinal do &tomo de H-15 em 2,09-2,06 ppm e o sinal de C-14 (34,7
ppm) associado aos sinais de H-14a (2,09-2,06 ppm) e H-14b (1,66-1,72 ppm).

No espectro de HMBC (Espectro 17), pdde-se evidenciar as correlagbes do
anel inddlico através das correla¢des H-9/C-8, H-12/C-13, H-21/C-7 e H-17a/C-2.

O sistema azabiciclo, bem como a forma como se liga ao anel inddlico pode ser
observados pelas correlagbes seguintes: H-21/C-7, H-17/C-16, H-14/C-3, H-3/C-21,
3H-5/C-3, 3H-5/C-21, H-20/C-15, H-20/C-21, de modo que CHs-N esta posicionado
entre C-21 e C-3. Curiosamente a forma como o grupo etila liga-se ao sistema
azabiciclo, ndo pode ser evidenciado por este espectro.

Apesar das sobreposicdes dos sinais referentes a H-3b, H-14a e H-15, pdde-se
deduzir dois fragmentos, o primeiro sendo —CH-CH-CH- (C-15/C-20/C-21), e o
segundo -CH,=C-CH- referente a (C-17/C-16/C-15).

Sabendo-se que C-21 esta ligado a C-2, e como C-17 apresentou-se na forma
hibridizada sp® (Tabela 10), entdo supde-se que o fragmento C-17/C-16/C-15 esté
ligado ao nucleo inddlico por C-16.

Como C-20 apresentou-se apenas com um atomo de hidrogénio, (Tabela 10)
supde-se que o radical etila estivesse ligado ao esqueleto na forma seguinte C-18/C-
19/C-20

Assim, por critério de exclusao, a presenca de C-14 (dois &tomos de hidrogénio
no estado de hibridizacéo sp®, Tabela 10) s6 poderia estar entre C-3 e C-15.
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Tabela 11 — Correlagbes Carbono - Hidrogénio do espectro de HMBC de HL-4

Hidrogénio Carbonos correlacionados (H — C)
H-3 C-21, C-20, C-15(fraco), C-14 (fraco)
H-3 sobrepostos
3H-5 C-21,C-3
H-9 C-8, C-11 (fraco), C-10
H-10 C-8, C-12
H-11 C-13,C-9, C-12
H-12 C-13,C-11
H-14 C-3
H-14° sobrepostos
H-15 sobrepostos
H-17 C-16, C-2, C-20, C-14 (fraco)
H-17’ C-16, C-2, C-20

3H-18 C-3,C-19
2H-19 C-18, C-14 (fraco), C-21
H-20 C-16, C-17, C-21, C-15
H-21 C-2, C-7, C-3, C-20
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Figura 10 — Principais correla¢des do espectro HMBC da uleina (6).

Para diferenciar entre os isbmeros uleina (6) e epi-uleina (64) utilizaram-se as
distingbes em relacéo as propriedades fisicas (p.f., solvente de cristalizacdo) entre os
dois, ja que ndo ha dados até o momento de solvente de cristalizacdo e, portanto, nem

ponto de fusdo para a epi-uleina (64).
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Ocorrem também distingdes entre os espectros de RMN-'H das duas espécies,
ja que na uleina (6) o sinal referente a 3H-18 est& localizado em 0,85 ppm e da epi-
uleina (64) o sinal esta localizado em 1,88 ppm, devido a presengca e auséncia,
respectivamente, de blindagem dos elétrons = do anel indélico.®*

Ainda foi possivel evidenciar a proximidade espacial entre os nucleos H-20 e
H-14 na estrutura da uleina (6) no espectro de NOESY.

Diversos trabalhos que relatam o isolamento deste alcaldide apresentaram
dados que auxiliaram a sua identificacdo, mas 0os mesmos apresentam divergéncias
desde seu ponto de fus&o até a determinacéo dos sinais dos espectros de RMN.”® Uma
provavel justificativa para essa divergéncia de dados pode ser atribuida ao grau de
purificagdo da substancia, incluindo desde produtos de degradacgédo, outros isbmeros e
residuo de solvente de recristalizacdo. Dessa forma, apesar de ser um composto
bastante conhecido pelo grupo de Pesquisa em Farmacognosia da UFPR, pretende-se
aqui, baseado na pureza dos cristais e nos espectros agora obtidos, sugerir dados
definitivos para a identificagéo da uleina.

A uleina foi isolada pela primeira vez das cascas de Aspidosperma ulei Markgr,
e também é encontrada em varias espécies do género Aspidosperma da familia
Apocynaceae.’® Sua importancia do ponto de vista de produto de origem natural, reside
no elo entre as outras estruturas em estados de oxidacdo mais reduzidos e as mais
oxidadas na série homéloga das bases condilocarpina, além disso observa-se
semelhancas com as estruturas da elipticina (65), aparicina (66) e vallesamina (67).%

7
CH, N N
oN | |
P XN o
N h \
H  CHs H H
H;CO,C  CH;OH
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Nessas estruturas observa-se a presenga do anel inddlico, bem como a
auséncia de uma ponte C-5/C-6 triptamina, porém, nos casos da aparicina (66) e da
vallesamina (67) ha também a presenca de biciclos heterociclicos de oito (66) e nove
(67) membros. Outra caracteristica dagueles sdo os substituintes metileno terminais.
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Uma proposta ndo comprovada experimentalmente para a biossintese desse

alcal6ide®%*

pode ocorrer primeiramente com a formacdo do intermediario
estemadenina (68) a partir da estrictosidina (22). A estemadenina, entdo, sofreria
quebra da ligagdo C-5/C-6 com rearranjo eletrénico para formar o intermediério 69. A
seguir ocorre rearranjo eletrénico formando 70, seguido de oxidagao do grupo metileno
em C-6 a alcool primério para formar 71 (Esquema 10).

Com a perda do grupo CH,OH e rearranjo eletrénico de 71, voltaria-se a formar
o anel inddlico. Por fim de alguma forma ocorreria ciclizagdo com formacéo da ligagéo
C-21/C-7, gerando a estrutura biciclica da uleina (6), mas sem a ponte C-5/C-6 de seu

precursor estemadenina (68).
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Esquema 11 — Modelo de biossintese da uleina segundo Cordell.®* %
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CLAE

Através do espectro de UV da FC, em MeOH, obteve-se quatro bandas de
absorcao: 210 nm, 233 nm, 307 nm e 316 nm.

Com o intuito de analisar os alcaldides presentes na FC foi adotado o
comprimento de onda de 210 nm, sendo que foi possivel observar apenas um sinal de
grande intensidade (Figuras 12). Com a respectiva expansado do cromatograma de FC
(Figura 13) p6de-se observar a presenca de outros sinais de menor intensidade.

Num primeiro momento, entre O e 7 min, por tratar-se de eluicdo em fase
reversa, observou-se a eluicdo dos compostos mais polares da fracdo. Com o decorrer
da andlise foram eluidos outros compostos de baixa intensidade neste comprimento de
onda, além de outros dois sinais em 20, 628 min e em 25,178 min, sendo que esses

dois seriam de menor polaridade em relacdo aos demais compostos eluidos.

100 —

000

050 —

Baw

Figura 11 — Cromatograma de FC por CLAE. FE: Microsorb C18; 150 mm x 4,6 mm. FM:
eluente A (H;PO, 0,05 %), eluente C (MeCN); FM: A90 % - C 10 % em O min, A75% - C 25 %
em 7 min, A 10 % - C 90 % em 25 min continuando com eluicdo isocratica até 30 min.
Amostra: FC; 50 pg/ml. loop: 10 pl. Vazéo: 0,8 ml/min. deteccdo: UV em 210 nm.
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Figura 12 — Expanséo da Figura 11. Cromatograma de FC por CLAE. FE: Microsorb C18; 150
mm x 4,6 mm. FM: eluente A (H;PO,4 0,05 %), eluente C (MeCN); FM: A90% - C 10 % em O
min, A 75 % - C 25 % em 7 min, A 10 % - C 90 % em 25 min continuando com eluicdo
isocrética até 30 min. Amostra: FC; 50 ug/ml. loop: 10 pl. Vaz&o: 0,8 ml/min. detec¢do: UV em
210 nm.

Na analise cromatogréfica de HL-4 (Figuras 13 e 14) pdde-se observar que o
pico responsavel pelo alcaléide isolado possuia tempo de retencdo de 25,193 min,
logo, em comparagao com os tempos de retencédo dos cromatogramas de FC, tratava-
se de uma substancia menos polar que a maioria dos compostos eluidos por tratar-se
de cromatografia com eluicdo em fase reversa. O perfil cromatografico também
mostrou-se semelhante ao de FC por apresentar impurezas mais polares.

Pode-se sugerir, para futuras analises cromatogréaficas desse material, algum
tipo de modificador de fase moével (ex. acido hexanosulfénico) que possa diminuir a
afinidade dos sinais encontrados nos cinco minutos iniciais, levando a menor
alargamento dos picos. Além disso, pode-se diminuir o ruido presente na linha de base
(baseline drift) alterando-se o comprimento de onda para 230 nm (dados néao
apresentados), porém com comprometimento das intensidades de todos os sinais do

cromatograma.
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Figura 13 — Cromatograma de HL-4 por CLAE. FE: Microsorb C18; 150 mm x 4,6 mm. FM:
eluente A (HzPO, 0,05 %), eluente C (MeCN); FM: A90 % - C 10 % em O min, A75% - C 25 %
em 7 min, A 10 % - C 90 % em 25 min continuando com elui¢do isocratica até 30 min.
Amostra: HL-4; 50 pg/ml. loop: 10 pl. Vaz&o: 0,8 ml/min. detec¢do: UV em 210 nm.
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Figura 14 — Expansé&o de Figura 13. FE: Microsorb C18; 150 mm x 4,6 mm. FM: eluente A
(H3PO4 0,05 %), eluente C (MeCN); FM: A90 % - C 10 % em O min, A75% - C 25 % em 7
min, A 10 % - C 90 % em 25 min continuando com elui¢éo isocratica até 30 min. Amostra: HL-
4; 50 pg/ml. loop: 10 pl. Vazéo: 0,8 ml/min. deteccdo: UV em 210 nm.
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CONCLUSAO

Foram isolados e identificados dois alcaldides inddlicos, ioimbina e uleina,
sendo o primeiro isolado pela primeira vez no género Himatanthus. Em relacdo a
uleina, dados da literatura apresentavam divergéncias quanto a sua identificacédo e, em
funcdo da pureza do alcaldide e a alta resolucdo dos espectros obtidos, foi possivel
identificar este alcaléide. Além de separacdo destes dois constituintes na fracdo
cloroférmica, foi obtido um perfil cromatografico desta fragéo.

O isolamento dos demais alcaldides presentes nesta droga é um desafio para
os trabalhos futuros deste grupo de pesquisa, uma vez que diversos métodos foram
testados e que demonstravam a dificuldade da separacdo em funcao da proximidade
dos seus coeficientes de retengcdo em cromatografia em camada delgada e em
cromatografia de coluna.

A droga vegetal apresenta-se promissora para estudos futuros devido a sua
ampla comercializacdo em produtos fitoterapicos e agdes bioldgicas diversas descritas
na literatura popular. A presenca de outros alcaldides e de compostos hidrossolUveis

ainda nao identificados mostram-se promissores frente a ensaios biolégicos.
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