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DETERMINATION OF RELATIVE CONFIGURATIONS AND CONFORMATIONS OF OXINDOLE ALKALOIDS FROM
Uncaria guianensis BY NMR. Phytochemical studies with leaves of Uncaria guianensis resulted in the isolation of the oxindole
alkaloids isomitraphylline (1), 3-isoajmalicine (2) mitraphylline (3), and isomitraphylinic acid (4). Structural assignments of these

alkaloids, including relative configurations and conformations, were performed through spectral data and physical properties.
1D and 2D homonuclear and heteronuclear NMR spectroscopy was a valuable tool for the establishment of the relative

stereochemistry of those compounds.
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INTRODUCAO

O género Uncaria, compreendendo cerca de 60 espécies, carac-
teriza-se por plantas lenhosas, geralmente trepadeiras e alguns ar-
bustos. Plantas deste género ocorrem com maior freqiiéncia nos con-
tinentes asidtico e africano, sendo este ultimo considerado o centro
de irradiacdo do género'?. Espécies de Uncaria, entre outras da fa-
milia Rubiaceae, sdo muito estudadas sob o enfoque quimico devido
a presenca de alcaldides do tipo oxinddlico, para os quais sdo relata-
das vidrias atividades farmacoldgicas®.

Alguns representantes deste género sdo amplamente emprega-
dos na medicina popular. U. sinensis € utilizada secularmente na
medicina tradicional chinesa para o tratamento de desordens nervo-
sas e de febre’. Na Tailandia, U. callophylla ¢ indicada para trata-
mento de vdrias enfermidades, incluindo a hipertensdo®. A espécie
U. glabata, na Sumatra, é empregada na medicina tradicional como
remédio contra intoxicagéo alimentar™® e U. gambir, na Maldsia, na
forma de pasta e locdes para alivio de queimaduras e enfermidades
da pele®.

De acordo com Robbrecht’, o género Uncaria é representado no
continente sul americano por duas espécies, U. guianensis (Aubl.)
Gmel e U. tomentosa (Willd.) D.C., sendo esta ultima a mais estuda-
da em relagdo a sua composi¢ao quimica e farmacologia. Estas duas
espécies, conhecidas pela popula¢do peruana como unha-de-gato,
sdo empregadas na medicina popular no tratamento de varias enfer-
midades como, por exemplo, cancer, gastrite, reumatismo, artrite e
certas afec¢des epidérmicas®®®. Em decorréncia das propriedades
anticancerigenas e antiinflamatdrias atribuidas a unha-de-gato, nome
comercial do fitoterdpico preparado de U. guianensis e/ou U.
tomentosa, vem sendo constatado um acréscimo notdvel no consu-
mo destas espécies, sobretudo de U. tomentosa, conhecida como a
verdadeira unha-de-gato. As espécies deste género acumulam
alcal6ides inddlicos, conhecidos como os principais marcadores qui-
micos de Rubiaceae. Sao alcaléides de grande complexidade estru-
tural formados a partir de estrictosidina, o precursor fundamental de
todos os representantes da série corinanteana. Dependendo da estereo-
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quimica dos centros estereogénicos C-3, C-15 e C-20, os alcaldides
inddlicos pentaciclicos podem apresentar configuragdes distintas nas
juncdes dos anéis C/D/E dando origem as conformacdes conhecidas
como normal, pseudo, allo e epiallo™. A Figura 1 ilustra alguns exem-
plos de alcaléides ind6licos pentaciclicos das séries mencionadas. A
defini¢dao das conformagdes desses alcaldides € extremamente im-
portante ndo apenas para a determinacdo de suas estruturas
moleculares mas, principalmente, para o estudo de seus mecanismos
de acgdo farmacoldgica.

normal

pseudo allo epiallo

Figura 1. Estereoquimica relativa dos centros estereogénicos C-3, C-15 e
C-20, que caracteriza a estereoquimica do anel D dos alcaldides inddlicos
nas séries normal, pseudo, allo e epiallo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de massas referentes as substancias 1 e 3 mostra-
ram fragmentos i0nicos praticamente idénticos, apresentando o fon
molecular [M]* m/z 368 e o mesmo pico base m/z 223. Os fragmen-
tos idnicos em m/z 208, 130 e 69, considerados os principais, tam-
bém foram comuns aos dois espectros. Entretanto, os espectros de
absorgdo na regido do infravermelho de 1 e 3 apresentaram algumas
diferencas, principalmente aquelas na regido de estiramento N-H,
em torno de 3.450-3.400 cm™. No espectro de 1 observou-se uma
forte absor¢do em 3.454 cm™!, enquanto que no espectro de 3 obser-
vou-se uma banda de intensidade fraca em 3.260 cm™'. Além dessas,
foram observadas bandas em 1.704 € 1.707 cm™' (carbonila), 1.613 ¢
1.614 cm™ (ligagdes duplas carbono-carbono conjugadas) para 1 e
3, respectivamente. Os dados de espectrometria de massas aliados
aos espectros de RMN de 'H e *C para estas substéncias estabelece-
ram a mesma férmula molecular C, H, N,O, para ambas. Os espec-
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tros na regido do UV apresentaram bandas de absor¢do em A 234,
256 nm e 260, 284 nm para 1 e 3, respectivamente. A andlise dos
dados de RMN de 'H para 1 e 3 demonstrou grande similaridade nos
sinais referentes aos hidrogénios aromdticos de um sistema 1,2
dissubstituido e aos metinicos e metilénicos na faixa de 6 2,0 a 4,30.
Os dados de RMN de 'H mostraram ainda que a principal diferenca
entre 1 e 3 deve-se aos sinais correspondentes a H-14, 56 0,54 em 1 e
6 1,18 em 3, indicando que neste dltimo ocorreu uma desprotecdo
anisotrépica acentuada, quando comparados com outros derivados
com estruturas similares a 1. A regido em torno de & 1,5 a 2,5 ¢
bastante diferente nos espectros dos dois alcaldides. A andlise dos
dados de RMN de "*C (Tabela 1) indicou também grande semelhan-
ca entre os sinais registrados para 1 e 3. A tnica diferenga observada
nos dois espectros referiu-se aos sinais em 6 71,6 e 74,6 atribuidos
ao C-3 de 1 e 3, respectivamente. Os dados espectrais aqui descritos,
comparados com aqueles registrados na literatura para alcal6ides
inddlicos, indicaram que 1 e 3 sdo oxinddlicos pentaciclicos do tipo
corinanteano C5b", identificados como mitrafilina e isomitrafilina,
respectivamente'?. A maioria dos dados de RMN de 'H e *C
registrados na literatura para os alcaléides oxinddlicos pentaciclicos
foram obtidos por técnicas unidimensionais. Com a disponibilidade
de técnicas de RMN bidimensionais (mono e heteronucleares), a
elucidagdo estrutural destas substidncias complexas pdde ser
esclarecida, principalmente no que concerne aos deslocamentos qui-
micos e constantes de acoplamento dos hidrogénios ligados aos car-
bonos sp’. Assim, com base nas informagdes fornecidas dos espec-
tros de RMN de 'H e "*C, principalmente pelos experimentos de
DQCOSY, HMQC, HMBC e NOESY, foi realizado um estudo deta-
Ihado sobre a estrutura, configuragdo e conformacao de 3. Como ja
descrito anteriormente, os alcaldides oxinddlicos podem apresentar
configuragdes a e/ou  em C-3, C-15 e C-20 e, conseqiientemente,
conformacdes normal, pseudo, allo e epiallo. Os dados fornecidos
pelas constantes de acoplamento entre os sinais correspondentes aos
hidrogénios metinicos, metilénicos e pelo mapa de contorno de
DQCOSY e NOESY de 3 indicaram uma relagdo diaxial entre o
hidrogénio H-14f (8 1,18 q, J = 11,0 Hz) e os hidrogénios H-3 (6

Tabela 1. Dados de RMN de C para as substéncias 1, 2, 3 ¢ 4 (100
MHz, CDCl,)

1 2 3 4
¢ 8, 8, 8, 8,
2 181,6 132,5 180,9 1818
3 716 54,1 74,6 718
5 533 50,9 54,3 53.2
6 353 16,8 35,1 35,0
7 56,4 106,7 55,5 56,3
8 133,7 1277 133,3 133,5
9 124,7 17,9 123,0 124,5
10 122,2 119.3 122,6 122,2
11 127.4 1214 128,0 127.5
12 109,6 11,2 109,5 109,5
13 140,3 135.8 140,6 140,3
14 29,1 31,2 283 28,9
15 29,9 26,0 30,4 29,8
16 107.2 107.6 106,9 106.8
17 153,7 154,6 154,0 154.5
18 14,8 15,0 14,8 14,6
19 73,9 73.8 73,8 73,9
20 40,8 413 40,5 40,6
21 54,2 473 54,2 54,1
22 167.0 167.3 167.1 169.4
OMe 50,7 50,9 50,7 -

Determinagdo por RMN das Configuragoes Relativas 879

2,35 m) e H-15 (5 2,05 m). A constante de acoplamento de 11,0 Hz
para estes hidrogénios sugeriu que a conformagdo da molécula de 3
poderia pertencer a série normal ou allo. A conformagao epiallo para
3 foi descartada, uma vez que as constantes de acoplamento referen-
tes a0 H-14p para esta série deveriam apresentar valores em torno de
Jiprs = 4,5 Hz (acoplamento equatorial/equatorial) e J, w3 =25Hz
(acoplamento equatorial/axial), valores estes ja registrados para
uncarina D, um exemplo de alcaldide da série estereoquimica epiallo®.

A diferenciagdo entre as séries estereoquimicas normal e allo foi
estabelecida por meio da andlise das constantes de acoplamento en-
tre os hidrogénios H-21 e H-20. Os valores de J,, ,, = 10,4 Hz e
J = 2,0 Hz indicaram a presenca de um acoplamento diaxial en-

tr2<136.2(())s hidrogénios H-21a (6 1,83 t) e H-20 (5 2,05 m) e um
acoplamento equatorial/axial entre os hidrogénios H-21f (5 3,19 dd)
e H-20, respectivamente, os quais se encontram em perfeito acordo
com a série estereoquimica normal.

Definida a configuragio de 3 na série estereoquimica normal,
procedeu-se a andlise para estabelecer a estereoquimica relativa no
carbono C-19. A constante de acoplamento de H-19 (5 4,35 dq; ]19,20
= 3,0 Hz) com H-20 sugeriu uma disposicdo pseudo equatorial/axial
entre estes, indicando que o grupo metilico no C-19 estd em posicio
a. A proposi¢do de uma possivel disposicio pseudo equatorial do
grupo metilico C-18 ndo obteve sustentacdo para 3, devido aos valo-
res das constantes de acoplamento entre os hidrogénios vicinais H-
19 e H-20 que € de 3,0 Hz. Alcaldéides com H-20/H-19 pseudo axial/
axial sdio caracterizados por J ~ 8,0 a 13,0 Hz. Tomando-se como
referéncia a uncarina B (5) com disposi¢do pseudoaxial/axial, J =
9,8 Hz para H-19/H-20, concluiu-se que na substincia 3 esta relagido
é pseudo axial/equatorial®. Os dados de HMBC foram fundamentais
para distinguir os C-3 e C-19. A correlagdo entre H-17 (8 7,40) com
C-19 (8 73,8) permitiu atribuir, de maneira inequivoca, o valor de C-
19 como sendo 73,8. O sinal em & 74,6 por exclusao foi atribuido ao
C-3. Este dado foi corroborado pela fraca correlagdo observada en-
tre o H-3 (heteroatomo, & 7,78) e C-2. Adicionalmente, o desloca-
mento quimico de C-3 diferencia os alcaldides oxindélicos da série
normal com d em torno de 74,5 (+/- 1,0) e epiallo em torno de & 71,0
(+/- 0,5). Assim, a substancia 3 foi identificada como mitrafilina (sé-
rie normal), € 1 como seu estereoisdmero isomitrafilina'?.

O espectro de massas (ES-MS) do composto 2 interpretado jun-
tamente com os dados de RMN de 'H e C revelou a férmula

molecular C, H,,N,O,. O espectro no UV apresentou bandas de ab-

sor¢do em kméx 234 (log € 3,79), kméx 256 (log € 3,78), A . 284

méix

MeO,C
3 5
Figura 2. Substincias isoladas de U. guianensis (1-4) e uncarina B (5)

usadas como modelo para discussdo das estereoquimicas relativas de C-19
e C-20
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(log € 3,66), caracteristicas de alcal6ides inddlicos. O espectro de
massas evidenciou o ion molecular em m/z [M]* 352 e fragmentos
idnicos em m/z 209 (15), 184 (51), 169 (36), 156 (100), 115 (18) e
55 (18) compativeis aos descritos para a 3-isoajamalicina. A andlise
detalhada do espectro de RMN de 'H e dos experimentos de DQCOSY
e NOESY demonstrou a presenga de um acoplamento diaxial entre
os hidrogénios H-14p e H-15 (Jyyp 05 = 11, 5 Hz) e um acoplamento
axial/equatorial entre os h1dr0gemos H-14B e H-3 (J, $ = =5 Hz),
consistente com a jungdo cis entre os anéis D/E de 2. O valor de J , ,,
= 3,2 Hz sugeriu um acoplamento equatorial/axial entre H-19/H-20,
indicando que H-20 deve estar na configuracdo (3. Esta proposicdo
foi confirmada pelos valores de J, , =108 Hze g =32 evi-
denciando um acoplamento diaxial entre os H-21a e H-20 e um
acoplamento equatorial/axial entre os hidrogénios H-21p e H-20,
confirmando a jungdo trans entre os anéis D/E de 2. Estes dados, em
conjunto com aqueles obtidos dos mapas de contorno de HMQC e
HMBC e comparagdo com a literatura, estabeleceram de forma ine-
quivoca a estrutura de 2 como sendo a 3-isoajamalicina, cujo grupo
metilico em C-19 estd o-orientado®".

A substéncia 4, formula molecular C, H, N O,, apresentou ban-
das de absorgdo na regido do IV em 1.704 (R,C=0), 1693 (-CO,H),
1.616 e 1545 cm™ (sistema aromdtico) e absor¢des no UV em A
236 (log € 3,54), 260 (log € 3,54) e 283 (log € 3,31). O espectro de
massas de 4 apresentou um sinal para o ion molecular [M]* m/z 354
com 14 u.m.a. a menos que aquele obtido para a mitrafilina. Os da-
dos de RMN de 'H e "*C foram praticamente idénticos aos obtidos
para a isomitrafilina, com excecdo do sinal correspondente ao grupo
metoxilico (6 50,7), ausente em 4. A confirmacdo da estrutura de 4
como dcido isomitrafilinico foi corroborada pelos dados dos espec-
tros de RMN de 'H, principalmente dos valores de J, e pelos experi-
mentos de DQCOSY, HMQC, HMBC e NOESY.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de infravermelho foram registrados em espectro-
fotometro FT IV Nicolet modelo IMPACT 400, em células de KBr.

Quim. Nova

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) e de “C (100 MHz) uni-
(1D) e bidimensional (2D) foram obtidos em espectrometro Varian
Unit 400, utilizando-se CDCI, como solvente e tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna. Na obtencdo dos espectros de mas-
sa com injecdo direta da amostra foi utilizado um espectrometro
Hewllett-Packard, modelo HP 5890/5988 A e Finnigan, modelos
MAT 90, ITD 800 e INCOS 50B acoplados a um cromatégrafo Varian
3400, operando a baixa resolu¢do com ioniza¢@o por impacto eletro-
nico a 70 eV. Para as separacdes cromatograficas em coluna utili-
zou-se Sephadex LH-20 (Sigma). Para andlises em cromatografia
em camada delgada utilizaram-se placas de vidro recobertas por silica
gel GF,, .

Material vegetal

O material botanico foi coletado na reserva florestal do Viro,
Belém, Par4, Brasil, em maio de 1996. Uma exsicata encontra-se
depositada no Instituto de Botanica do Estado de Sao Paulo.

Extrac@o e isolamento dos constituintes quimicos

O material vegetal (folhas) foi inicialmente seco ao ar e, em segui-
da, em estufa a 40 °C, triturado e submetido a exaustivas extragdes
com n-hexano, diclorometano/metanol (2:1 v/v) e metanol. A solugio
diclorometano/metandlica foi concentrada em evaporador rotativo, sob
pressdo reduzida, fornecendo 24,7 g do extrato diclorometano/
metandlico (2:1 v/v). Esse extrato foi dissolvido em metanol/dgua (8:2),
seguido de parti¢do com n-hexano, cloroférmio e acetato de etila. A
fragdo cloroférmica (1,0 g) foi submetida a uma coluna de filtracdo
em gel de Sephadex LH-20 com CHCI:MeOH 9:1, 7:3, 1:1, 4:6 €
MeOH como fase mével. Foram obtldas 26 fragdes de 50 mL. As
fracdes F-8 e F-9 foram purificadas por meio de cromatografia em
camada delgada preparativa, utillizando-se o n-hexano/acetato de etila/
acido acético (2:8:1 v/v/v) como mistura eluente, conduzindo ao iso-
lamento dos alcal6ides 1 e 2. As fragdes de F-10, F-11 e F-15 ao serem
concentradas apresentaram a formag@o de um precipitado amarelo
pélido. Cada fracdo foi submetida a recristalizagdo em acetona forne-
cendo as substancias 3 e 4, respectivamente.

Tabela 2. Dados de RMN de 'H para as substancias 1, 2, 3 e 4 (400 MHz, CDC13)

H 1 2 3 4
3 2,50 m 4,55 m 2,35 m 2,55 m
5 2,50 m 3,19 t (largo) J = 6,8 3,30 m 2,45 m; 3,35 m 3.20ddd; Jg, 5, =T o =Jsp 00 = 1.8
6 2,00 m; 2,30 m 2,55 m; 3,00 m 2,05 m; 2,45 m 1,96 ddd; Jg, o =13.0;
g 65 =55, 60 =8,6230m
9 727d;J,,,=175 749dd; J, (=72, =13 717d,J, =73 727d;J, ;=176
10 6,90 ddd; J,, , =7.5; 710d6 J =4, =72 701dt J, ,=73; 690t J,,,=J,,,,=7.6
Ji0.u= 7630151, =09 Jio = 14 Jiou=T35 0,1, =09
11 7,09 ddd; J,, |, =7.6; 717d6 ), =T, =12 7,16 ddd; J,, |, =7.3; 70864, =Y, , =76
‘,le .7 JII9_1’3 ‘IH.9_14 ‘]H_m_75 ‘]H_q_l’z

12 6,81 d; 112.11_77 740dd; J, , =7.2J, =14 683(1']121':75 680d‘le”:76
14 0,549 7,45 1367 Jiap, 157 14y s = 11,6 1,65 ddd; J,; = 13,65 L18.qJ 5 140 = Jiap 157 1p.s= 11,0 0,539,145 100 = J1gp. 157 1,5 = 11,6

2,15 m (H-140) ]Mﬁvls—l]S ]M[H—S 2,35 m (H-140) 2,15 m (H-14a)

3,194, 7, p = =136
15 1,80 m; 2,10 m 2,00 m 2,05 m 2,1 t (largo); J . wp=T15.20= 11,6
17 731d;J, =14 750d; 7, ;=13 740d; 7, =12 736dJ, ;=14
18 1L05d; J,; , =66 092d; 7, ,,=6,6 1L09d; J, , =66 1,04d; 7, ,=6,6
19 4,30 m 433dq; Jyy =66, ,,=32 435dq; Jyy 1y =66; 7, ,,=30 430dq; Jy, =66:J,,, =33
20 1,85 m 2,00 m 2,05 m 1,85 m
21 1,80 ¢; sz 2p sz =104 250 ¢ sz:uzzjzm.zo =108 1,83 ¢; sz 2p sz =104 180t J,,, 2p =Jy1 0= 104
3,10dd; J,,, ,,, = 104 2,636, 5, =108/, ,,=3.2 3.19dd; /5, = 104 3,10dd; J,, ,,, = 104
Jzu}_zo_zo Jzu}_zo_zo sz,zo:z’o

OMe 349 s 3,73s 3,56s —
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Isomitrafilina 1

Cristais amarelo pdlido, p.f. 288-290 °C, literatura'> 290°
[a],® =+ 15,0° (c = 0,5 CHCI,) comparado com a literatura'> +10°
(c = 0,4/CHCL). Pf. UV . (CHCL) nm (log &): 238 (3,54), 258
(3,56). 1V Vs €M -1:3.454,2.933,1.707, 1.613, 1.566, 1.420, 1.097.
EM: m/z (int. rel.%): [M]* 368 (35), 223 (100), 208 (21), 162 (14),
144 (16), 130 (28), 69 (45). RMN de 'H e "*C Tabelas 1 e 2.

3-isoajamalicina 2

Sélido amorfo, amarelo, p.f. 192-194 °C, literatura'® 193-194 °C.
[a], =-120° (c = 0,5/CHCI,) comparado com a literatura' —122° em
piridina. UV 2, (CHCL) nm (log €): 234 (3,79), 256 (3,78), 284
(3,66). IV v . cm : 3.536, 2.928, 1.693, 1.615, 1.447, 1.294, 1.190,
1.097, 751. EM: m/z (int. rel.%): [M]* 352 (54), 209 (15), 184 (51),
169 (36), 156 (100), 115 (18), 55 (18). RMN de 'H e 3C Tabelas 1 € 2.

Mitrafilina 3

Cristais em forma de agulha, incolor, p.f. 270-272 °C, literatu-
ra”? 272 °C. [a] * = -4,5° (¢ = 0,70/CHCI,) comparado com a litera-
tura” -3,1 (c = 0,5/CHCL,).UV 1 __ (CHCL) nm (log £): 260 (3,53),
284 (3,11). IV v cm : 3.632, 2.933, 2.796, 1.704, 1.693, 1.615,
1.289, 1.184, 1.098, 758. EM: m/z (int. rel.%): [M]* 368 (32), 223
(100), 208 (19), 162 (14), 144 (14), 130 (27), 69 (52). RMN de 'H e
BC Tabelas 1 e 2.

Acido isomitrafilinico 4

Sélido amorfo, p.f. 274-276 °C. [a]D = +30° (¢ = 0,5/CHCL,).
UV %, (CHCL,) nm (log &): 236 (3,54), 260 (3,54), 28 (3,31). IV
V.. cm 7 3.250, 2,933, 1.704, 1.616, 1.469, 1.191, 1.108, 752.
EM: m/z (int. rel.%): [M]* 354 (72), 337 (11), 209 (100), 146 (19),
130 (22), 69 (26). RMN de 'H e "*C Tabelas 1 e 2.
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