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CHEMICAL CONSTITUENTS FROM SIMIRA GLAZIOVII (K. SCHUM) STEYERM. AND *H AND **C NMR ASSIGNMENTS
OF OPHIORINE AND ITS DERIVATIVES. Chromatographic fractionation of bark extracts from Smira glaziovii (Rubiaceae)
afforded the steroids f-sitostenone, stigmastenone, B-sitosterol and stigmasterol, methyl trans-4-hidroxy-3-methoxycinamate (1),
the akaloids harmane (2) and the new stereoisomer of ophiorine B (3). The structures were established by H and *C NMR,
including 2D techniques and mass spectral analysis, of the natural products and pentaacetyllyalosidic acid (4a) and B-carboline
monoterpene tetraacetylglucoside (5, 1,22-lactamlyaloside) derivatives obtained by chemical transformations.
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INTRODUCAO

Plantas do género Smira vem despertando interesse devido prin-
cipdmente as atividades fototoxicas apresentadas por alguns de seus
constituintes quimicos e pelas informagdes etnomédicas sobre o trata-
mento de manchas na cavidade oral e dentaria' com cascas frescas de
S rubescens. A literatura registra resultados de estudos quimicos das
espécies S Maxonii4, S mexicana®, S Salvadorensis® e S rubra®.
Foram identificados, além de policetideos, a cal 6idesfotossenbilizantes
furoquinolinicos e B-carbolinicost. Os al cal 6ides harmana, maxonina
e estrictosamida aparecem como 0s mais comuns neste género’.

Este artigo descreve o primeiro estudo fitoquimico de um
espécimen de S glaziovii (K. Schum) Steyerm, que permitiu o isola-
mento eacaracterizacdo dos esterdides B-sitostenone, estigmastenone,
B-sitosterol and estigmasterol, 3,4-dimetoxicinamato de metila (1),
o acadide harmana (2), conhecido como 1-metil-B-carboling, aribina,
loturina ou passifloring, isolado anteriormente de Arariba rubra e
Passiflora incarnata’, e o acadide ofiorina B (3), encontrado em
Ophiorrhiza japonica e O. kuroiwai (Rubiaceag)®. Com excegéo do
acal6ide harmana, os demais constituintes estdo sendo caracteriza-
dos pela primeira vez no género Smira.

O tratamento do alcal6ide ofiorina (3), epimero no &omo de
carbono C-16 da ofiorina A (3a), com diazometano (CH,N,) forne-
ceu o produto rearranjado conhecido como lialosideo (4). A prepa-
racdo dos dois novos derivados da ofiorina B (4a e 5) e aandlise dos
dados espectrométricos de RMN *H e *C (1D e 2D) permitiu carac-
terizar o alcalide 3 e estabel ecer a completa atribuicéo dos desloca
mentos quimicos dos aomos de hidrogénio e carbono, eliminando-
se inclusive equivocos registrados na literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico das cas-
cas de S glaziovii forneceu além dos alcaléides harmana (2) e (-)-
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ofiorina (3), a mistura de B-sitosterol, estigmasterol e 3,4-dimeto-
xicinamato de metila (1). O alcaldde 3 apresentou dados espectro-
métricos semelhantes aos da (+)-ofiorina B j& registrada na literatu-
réée, levando em consideragdo de que se trata de um glicosideo natu-
ral, identificou-o como 0 novo estereocisdmero deste alcaldide. Do
extrato hexanico foi identificadaamistura de sitostenona e estigmas-
tenona. Os derivados 4a e 5 estdo sendo registrados pela primeira
vez naliteratura.

Os esterdides, o éster 1 e 0 alcal 6ide harmana (2) foram identifi-
cados através da andlise dos dados fornecidos pelos espectros |V e
RMN *H e 3C comparados com valores registrados na literatura®2.

O espectro de RMN *H de 3 mostrou sinais de seis hidrogénios
arométicos da unidade B-carbolinica. Picos transversais corresponden-
tes as interagdes heteronucleares de &omos de carbono e hidrogénio
observados nos espectros 2D HMQC (1J,) e HMBC (*%J,))] permiti-
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ram identificar os sinais dos carbonos hidrogenados e quaternarios des-
ta unidade aromética (C,H,N,), Tabela 1. Além disso, a andise dos
espectros de RMN *H e 2C (1D e 2D) conduziu as seguintes deducdes:
a) A presencado grupo vinilafoi reconhecida pel os sinais dos carbonos:
metinico CH-18 [§_ 134,70 e §,, 5,76 (ddd, 6,4, 108 e 17,2 Hz)] e
metilénico CH,-19 [3, 120,90 e 5, 5,25 (d, 10,8 Hz) € 5,27 (d, 17,2
Hz)]; b) A unidade de B-glicopiranosila foi proposta através dos sinais
dos &omos de carbono oxigenados metinicos CH-1' [, 99,74 €3, 4,34
(d,8,8Hz,H-1" emposicio axial), carbono anomérico], CH-2' [5_ 73,15
€2,90 (t, 8,8 Hz)], CH-3 [5_ 76,76 €3,, 3,10 (m)], CH-4' [5_69,80 e
3,, 3,00 (m)] e CH-5 [5_ 77,00 e 3, 2,80 (m)] e metilénico CH,-6' [5_
60.57 e §,, 3,51 (m) e 3,20(m)]. A comparagdo destes dados espectro-
métricos com valores registrados na literatura® para alcal6ides B-
carbolinicos glicosilados contendo grupo vinila permitiu destacar apre-
senca de sinais remanescentes nos espectros de RMN *C em 3, 94,22,
89,00 (carhindlicos), 47,64, 46,59 e 31,04 e 5 175,60 (competivel para
&cido carboxilico). Estes dados revelaram-se semelhantes aos dedloca
mentos quimicos descritos paraos acadides ofiorinasA e B (Tabela ).
Surpreendentemente, o sina do CH,-14 ndo foi detectado no espectro
registrado em D,O, sendo observado em & 24,00 (CH,) no espectro
registrado em MeOH-d,. O pico em ¥z 513 ([M+1}, 55%, C,H,.ON,
Esquema 1) observado no espectro de massas (FAB-MS) revelou-seem
acordo com aformulamolecular C,.H,,O,N, correspondente as estrutu-
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ras destas substancias acaoidicas. A andise comparativa dos dados
obtidos dos espectros de RMN'H e *C registrados em D,O (Tabela 1),
incluindo-se experimentos 1D e 2D (HMQC e HMBC), permiitiu distin-
guir entre os dois epimeros ofiorinas B (3) eA (3a), caracterizando-se 0
alcadide inddlico isolado de Smira glaziovii como ofiorina B (3) e
fazer as atribugdes inequivocas dos desd ocamentos quimicos dos carbo-
nos desta substéncia. A leitura da rotaggo ptica de 3, [o] ;: -13,95 (c
0,043, MeOH), aigualdade entre os valores dos desl ocamentas quimi-
cosdeH e C com os da ofiorina B registrada na literature? e levando
em consideraco de se tratar de um glicosideo natural postulou-se a
configuragdo (-)-ofiorina para a substancia isolada de S glaziovii e
correspondendo a um novo estereoisdmero da (+)ofiorina B registrada
naliteratura com [o] : +18,0P.

A andlise detalhada dos espectros de massas confirmou a facilida-
de de fragmentagdo do alcaldide 3 no espectrémetro de massas. O
espectro obtido com ionizagdo por FAB-MS (glicerol como matriz,
Esguema 1) revelou diferencas significativas quando comparado com
o registrado por ionizagdo quimica (CI-MS, Esquema 2). O FAB-MS
mostrou o pico [M+1] em m/z 513 (55%, C,.H,,O,N.,), e picos adicio-
nais em Nz 469 [5%, m'z 513 - 44 (CO,), C,H,,O,N,], 351 [15%, n¥
z513-162 (CH,0O,), C,H,ON,], 307 [27%, m/z 513 — 44(CO,) -
162 (CH,,O,) elou mz513 - 162 (CH,O,) —44(CO,), C H,,ON,],

19" 19
219 (59%, CH,N,), 182 (60%, CH,N,) e 133 [100%, C.H,0}],

10

1 10

Tabela 1. Dados de RMNH (400 MHz) e *C (100 MHZz) de 3 e comparacdo com os deslocamentos quimicos de carbono-13 das ofiorinas A

(3a) e B (3) registrados na literatura? (solvente D,0)*

3
38 HMQC HMBC
Cc 3a 3 3 3, . 2
2 134,8 135,6 135,9 - - H-6
3 146,6 146,4 138,8 - - H-5H17
5 136,9 136,8 133,3 8,6 (d,J=6,8) H-6 H-17
6 135,9 135,8 118,0 8,3 (d,J=6,8) H-5 -
7 140,2 140,4 130,2 - - H-5,H9
8 122,1 121,9 119,2 - - H-6,H-10,H-12
9 124,6 1245 1234 8,1 (d,J=8,0) - H-11
10 119,2 119,2 1227 7,1 (1,3=8,0) -
11 1255 125,5 132,6 7,4 (1,3=8,0) - -
12 1154 1153 1133 7,6 (d,J=8,0) H-11 H-10
13 135,8 134,7 1441 - - H-9,H-11
14 26,0 29,1 24,0° 35 - -
15 33,0 333 31,0 3,0 (m) -
16 49,8 47,4 46,6 33 - H-14
17 91,7 91,5 89,0 6,6 (d) H-16 H-5
18 134,8 134,8 134,7 5,7 (dd,J=6,4;10,8;17,2) 2H-18 -
19 121,9 122,3 120,9 5,2 (d,J=10,8)
5,3 (dI,}17,2)

20 48,8 46,0 47,6 2,8 (m) - 2H-19,H-16,H-1'
21 98,2 98,2 94,2 4,6 (d,J=9,6) - H-17,H-19
22 176,9 1774 175,6 - H-16 -
r 101,8 102,2 99,7 4,4 (d,J=8,8) H-2' -
2 75,4 75,4 73,5 29 (1,38,8) H-3 -
3 78,8 78,9 76,6 31 (m) H-2' -
4 72,2 72,2 69,8 3,0 (m) H-3'
5 78,4 78,3 77,0 2,8 (m) H-4'
6 63,3 63,2 60,6 3,5(m) - -

3,2(m) - -

*Os sinai's de &omos de carbono C, CH e CH, foram reconhecidos pela andlise comparativa dos espectros de RMN *C-HBBD e RMN *C-
DEPT. O espectro 2D *H-H-COSY foi também utilizado. Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento (J) dos sinais de hidrogénio

foram deduzidos do espectro 1D de RMN*H. *.sinal observado no espectro obtido em MeO-D,.
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Esquema 1. Proposta de fragmentagao do alcal6ide 3 no espectrémetro de
massas usando ionizacdo por FAB (modo positivo, glicerol como matriz)

como resumido no Esquema 1. No CI-MS o pico m/z 513 ([M+1])
ndo foi observado e os picos principais apareceram em vz 335 [10%,
m/z 513 (C,H,.ON,) — 178 (CH,,O,), 329 [27%, m/z 513 — 184
(CHL0,), C, H_ON,], 317 [92%, m/z 335 — 18 (H,0), C,H, ON,]
e 307 [100%, mVz 335 — 28 (CH,=CH,), C H .O,N.] (Esquema 2).
Todos estes picos podem ser atribuidos afragmentos formados através
de reacles relativamente simples, informativas e previstas pela estru-
tura 3, como revelam resumidamente os Esquemas 1 e 2 .

A reacdo de 3 com diazometano forneceu o produto rearranjado
lidosilato de metila (4)*, como descrito na literatura®. A formagéo
deste produto serviu como um dado adiciona para confirmagdo da
estrutura proposta.

A acetilagdo de 3 com anidrido acético na presenca de piridina
forneceu dois produtos (4a e5). A andlise dos dados espectrométricos
obtidos por RMN *H e #C e comparagdo com os valores atribuidos
para o acadide 3 permitiu propor as estruturas 4a e 5 para os deri-
vados acetilados (Tabelas 2 e 3).

As informagdes obtidas dos espectros 2D (HMQC e HMBC)
dos produtos 4a e 5 permitiram identificar os sinais dos aomos de
carbono hidrogenados e quaternarios da unidade B-carbolinica e ve-
rificar as diferencas correspondentes as estruturasde 3e4a e 5 (Ta-
belas 2 e 3). As principais diferencas entre os dados dos produtos 4a
e5eadfierinaB (3) podem ser resumidas com base na: @) auséncia
dos sinais de &omos de carbono em 5. 89,0 (CH-17) e 46,59 (CH-
16) e hidrogénio em 5, 6,6 (8, H-17) e 3,3 (m, H-16) nos espectros
de 4a e 5; b) presenca dos sinais do CH-17 [4a/5: §_ 147,6/150,9 e
3,, 6,95 (d, 2,8 H2)/7,80 (d, 2,8H2)] e C-16 (4a/5: 5. 114,6/112,6);
¢) auséncia do sinal em & 175,6 (C-22) nos espectros dos produtos
(4a e 5) e a presenca dos sinais de &omos de carbono carbonilicos
(C-22) envolvidos em sistemas conjugados o, B-insaturados (4a/5:
d. 167,7/166,3). Os espectros HMBC revelaram picos transversais
correlacionando interagdo spin-spin através de trés ligagbes (°J,,)

entre os sinais de C-22 (4a/5: §_ 167,7/166,3) e H-17 [4a/5: 5, 6,95
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Esquema 2. Proposta de fragmentacao do alcal6ide 3 no espectrémetro de
massas usando ionizagdo quimica (Cl)

(d, 2,8 Hz)/7,80 (d, 2,8Hz)] (item b); d) os deslocamentos quimicos
e a multiplicidade dos sinais dos carbonos metinicos e metilénicos
da unidade B-glicopiranosidicarevel aram-se compativels com a pre-
senca dos quatro grupos acetoxilicos (Tabelas 2 e 3); €) a andlise
adicional daregi&o de absorgao dos grupos acetoxilicos [(AcO), em
4a e (AcO), em 5] nos espectros HMQC e HMBC, facilitada através
de expansies espectrais, permitiu reconhecer os sinais dos a&omos
de carbono e hidrogénio ligados entre s (*J.,,) nos grupos metilicos
e dos &omos de carbono carbonilicos com os hidrogénios metilicos
(%J,) das unidades acetoxilicas.

Todos estes dados e a avaliagdo da reagdo realizada por trata
mento de 3 em meio basico permitiram postular a formacdo de 4
como consequéncia da abstrag8o inicia do H-16, a formacdo liga
¢do dupla entre os atomos de carbono C-16 e C-17 e a neutralizagdo
da carga positiva localizada no nitrogénio N-4. A acetilagdo posteri-
or de 4a produziu o derivado 5. O atague nucleofilico do &omo de
nitrogénio N-1 no carbono carbonilico C-22 justifica a ciclizagdo e,
consequentemente, a formacdo do produto 5 (Tabelas 2 e 3).

PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos experimentais gerais. Os pontos de fusdo foram
determinados em placa aquecida de Kofler e ndo foram corrigidos.
Os espectros infra-vermelho (1V) foram registrados em pastilhas de
KBr no espectrémetro 1420 da Parkin-Elmer. Os espectros de RMN
foram registrados nos aparelhos UN-400 (*H: 400 MHz e ®#C: 100
MHz) da Varian e AC-200 (*H: 200,13 MHz e C: 50,3 MHz) da
Bruker. Os espectros de massas foram obtidos em um espectrémetro
VG-Quatro. Nas separagdes cromatograficas em coluna e camada
fina analitica e preparativa usou-se silica gel da Aldrich ou Merck
com granulagdo adequada. As placas cromatogréficas foram revela-
das com luz UV (A 254 nm), vapores de iodo e/ou solugéo & cod-
lica de vanilina e &cido sulfdrico.



244 Bastos et al. Quim. Nova
Tabela 2. Dados de RMN *H (400 MHz) e **C (100 MHz) do produto acetilado 4a*
HMQC HMBC
C R 3, e, HxH-COSsY
2 134,7 - H-6
3 144,3 - H-5
5 143,1 8,56 (d; 4,8) H-6
6 113,2 7,45 (d; 4,8) H-5 H-5
7 1334 - H-9; H-5
8 124,2 - H-10
9 120,8 7,99 (d; 8,0 H-11 H-10;
10 1246 7,44 (t; 8,0) H-12 H-9; H-11
11 130,2 7,61 (t; 8,0) H-9 H-10; H-12
12 118,5 8,58 (d; 8,0) H-10 H-11
13 140,7 - H-11; H-9
14 33,9 2,20 (m)
15 34,8 4,50 (ddd; 4,4; 3,2;-) H-20
16 114,6 - H-17; H0
17 1476 6,95 (d; 2,8) H-21
18 131,5 5,42 (ddd; 16,0; H-21 H-19; H-20
10,0; 8,0)
19 120,4 5,30 (dd; 16,0; 2,0) H-19b,19a
5.40(m)
20 42,9 5,04 (dd; 8,0; 2,0)
21 95,5 2,97 (dm; 6,0) H-15; H-18
22 167,7 - H-17
1 95,8 4,96 (d; 8,0) H-2'
2 70,3 5,04 (t; 8,0) H-1'; H-3
3 72,2 5,30 (t; 9,6) H-2'; H-4
4 68,2 5,13 (t; 9,0) H-3'; H-5
5 72,3 3,80 (dm; 12,8; 2,4) H-4'; H-6'
6 61,7 4.20 (dd; 12,8; 2,4) H-5'; H-6'b
4,37 (dd, 12,8; 4,8) H-5; H-6'a
H,CCO 20,9; 20,7; 20,6; 20,5; 17,8 2,36; 2,23; 2,10; 2,08; 1,84
H.CCO 170,6; 170,0;, 169,7; 169,5; 169,3 H.C-CO

*QOs sinais de atomos de carbono C, CH e CH, foram reconhecidos pela andlise comparativa dos espectros de RMN “*C-HBBD e RMN *C-
DEPT. Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento (J em Hz entre parenteses) dos sinais de hidrogénio foram deduzidos do

espectro 1D de RMN *H.

Planta: O material vegetal foi coletado na reserva florestal de
Tinguda, Nova Iguagu, RJ, Brasil pelo Professor S. J. da Silva Neto
(IB—UFRRJ). A identificacdo foi feita através de comparagdo com
a excicata (N° 1513) depositada no herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia— UFRRJ.

Extracdo e separacdo: As cascas de S. glaziovii (K. Schum)
Steyerm. foram secas e moidas (930 g) e submetidas a extracdo atra-
vés de maceragdo com hexano até exaustdo e depois com metanol.
As soluges dos extratos foram concentradas em evaporador rotativo
sob vécuo, obtendo-se os residuos dos extratos hexanico (SGCH,
600 mg) e metandlico (SGCM, 95,7g).

O extrato metandlico foi fracionado por cromatografia em colu-
na de silica gel. Foram coletadas 71 fracOes e reunidas em grupos
ap6s andlise através de cromatografia em camada fina analitica. Os
grupos de fragfes foram monitorados por bioensaio de letalidade
com Artemia salinaY, identificando-se as propriedades toxicas das
fragdes investigadas. O grupo das fragdes reunidas 26-32 revelou
maior toxicidade (DL, = 223 ppm), enquanto os demais néo apre-
sentaram indice significativo de toxidez (DL, = 1500).

A fracdo 11-12 foi cristalizada em metanol e obteve-se um mate-
rial branco cristalino (55 mg) constituido de uma mistura dos
esterGides B-sitosterol e estigmasterol e do éster metilico 1.

A fragdo 26-32 (21,7g) foi submetida a fracionamento croma-
tografico em coluna de silicagel, usando-se cloroférmio e metanol
como eluentes. Foram coletadas 64 fragdes. A fracdo 7 (278,0 mg),

que revelou o maior grau de pureza, foi submetida a purificacgo atra-
vés de cromatografia em camada delgada preparativa e obteve-se 0
acadide 2 (50 mg, PF 230-231 °C).

A fragdo 36-43 foi dissolvida em metanol a quente e apds o
resfriamento da solug&o forneceu o alcal éide 3 como um precipitado
amarelo (4,0 g), pf 178-180 °C, [o],: -13,95 (c 0,043, MeOH).

O extrato SGCH (560 mg) foi fracionado através de cromatografia
em camada preparativa circular (Chromatotron), usando-se cloro-
formio puro como eluente. Obteve-se 25 fragdes, que foram reuni-
das em 9 grupos apds andlise através de cromatografia em camada
finacom diferentes eluentes. A andlise das fragdes com espectros |V
e RMN *H permitiu identificar uma mistura de material alifético e
uma mistura de sitosterona e estigmasterona.

Metilagdo de 3: O alcal 6ide 3 (100 mg) foi dissolvido em metanol
e adicionou-se diazometano em excesso. Apos a evaporacdo do
solvente e a andlise dos dados fornecidos por espectros de RMN H
e%C do produto confirmou-se aformagéo do lial osideo 4 (100 mg)?*s,
em acordo com a previsdo baseada em citagdo da literatura®.

Acetilacdo de 3: O dcadide 3 (100 mg) foi dissolvido em piridina
(2,0 mL) e adicionu-se anidrido acético (2,0 mL) e, posteriormente, 2
mg de pirrolidinopiridina (PP). A solugdo foi submetida a refluxo du-
rante 3 h. ApGs este periodo e o resfriamento da soluggo, adicionou-se
agua gelada (4,0 mL) e extraiu-se com cloroférmio (3 x 10,0 mL). A
solugéo orgénicafoi lavada com HCI (10 %) e depois com agua. ApGs
secagem com sulfato de sddio anidro, o solvente foi evaporado e o resi-
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Tabela 3. Dados de RMN *H (400 MHz) e *C (100 MHz) do produto acetilado 5*

HMQC HMBC
C R 8, [mult., JH2)] aJ,e%, 'Hx'H-COSsY
2 137,3 -
3 143,7 - H*;H-5
5 1419 8,40 (d; 5,2) H-6
6 113,8 7,80 (d; 5,2) H-5 H-5
7 132,8 - H-5
8 123,2 - H-10
9 120,6 8,20 (d; 8,0) H-11 H-10
10 123,8 7,40 (t; 8,0) H-12 H-9; H-11
11 130,1 7,60 (t; 8,0) H-9 H-10; H-12
12 118,3 8,60 (d; 8,0) H-10 H-11
13 140,6 - H-11;H-9
14 31,1 2,20 (s)
15 32,7 3,50 (m) H-17 H-20
16 112,6 - H-17
17 150,9 7,80 (d; 2,8) H-21 H-15
18 132,2 H-17 H-19; H-20
19 121,2 5,40 (dm; 16,8) H-18 H-18

5,30 (dm; 13,2)

20 45,3 2,80 (M) 2H-19 H-15; H-18; H-21
21 96,0 5,30 (d; 6,4) H-17 H-20
22 166,3 H-17
1 95,6 4,90 (d; 8,0) H-2' H-2'
2 70,4 4,80 (t; 8,0) H-3' H-1'; H-3
3 72,0 5,10 (t; 9,6) H-2' H-2'; H-4
4 67,8 5,00 (t; 9,6) H-3 H-3'; H-5
5 721 3,70 (dm; 10,0) H-4'; H-6"; H-4
6 61,5 '

H,CCO 170,4;169,8; 169,2,168,7
H.CCO 20,7; 20,5; 20,4; 19,9

4,10 (dm; 12,0), H-6'b H-5'; H-
4,30 (dd; 12,0; 6,0), H-6'a H-5'; H

2,10; 2,05; 2,00; 1,80

H,C-CO; H-3';H-4

*Os sinais de &omos de carbono C, CH e CH, foram reconhecidos pela andlise comparativa dos espectros de RMN “*C-HBBD e RMN *C-
DEPT. Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento (J em Hz entre parenteses) dos sinais de hidrogénio foram deduzidos do

espectro 1D de RMN *H.

duo foi filtrado em coluna de silicagel, eluida com CHCI, + MeOH
(9:1).Afragdo 5 (71,6 mg) foi fracionadaem camadadel gadapreparativa
desilicagd (duente acetato de etila). As fragdes 3 (10,3 mg) e4 (19,5
mg) deste fracionamento revelaram-se puras através de andise por TLC
em diferentes eluentes. Estes produtos apresentaram-se pastosos e fo-
ram caracterizados como sendo os derivados acetilados 4a e 5.
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