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RESUMO

OLIVEIRA, Vilma Bragas; D.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, dezembro, 2008; Alcaldéides Inddlicos de Aspidosperma
spruceanum (Apocynaceae); Orientador: lvo José Curcino Vieira. Co-orientador:
Raimundo Braz-Filho e Leda Mathias.

Espécies do género Aspidosperma, familia Apocynaceae, sao reconhecidas
pela qualidade da madeira produzida e pela producdo de uma importante classe de
substancias do metabolismo secundario, os alcaldides, conferindo a estes a posicao
de marcadores quimiotaxonémicos das espécies deste género. Varias espécies de
Aspidosperma sao utilizadas na medicina popular por suas propriedades
terapéuticas, como Aspidosperma quebracho blanco, utilizada como antiasmatico,
cicatrizante e febrifugo; Aspidosperma polineuron, usada por suas propriedades
antifingicas; Aspidosperma nitidum, usada para curar malaria; Aspidosperma
ramiflorum, aplicada no tratamento de leishmaniose; e Aspidosperma ulei, utilizada
como remédio para disfuncao erétil. Diante do potencial quimico e bioldgico do
género Aspidosperma, este trabalho teve por objetivo isolar e identificar os
alcaldides inddlicos presentes nas sementes e cascas do caule de Aspidosperma
spruceanum. Dessa forma, do extrato em hexano das cascas do caule foram
isolados os alcaléides inddlicos (-)-desmetoxipalosina, (+)-aspidolimina, (+)-
aspidocarpina e (+)-aspidospermidina; do extrato em hexano das sementes foram
isolados os alcaléides inddlicos (-)-fendlerina, (-)-aspidolimidina, (-)-obscurinervidina,
(-)-obscurinervina, e 4 alcalbides indélicos descritos pela primeira vez na literatura

(spruceanumina A, spruceanumina B, spruceanumina C e spruceanumina D).
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Vilma Bragas; D.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, December, 2008; Indole Alkaloids of Aspidosperma spruceanum
(Apocynaceae); Advisor: Ivo José Curcino Vieira. Counselors: Raimundo Braz-Filho
and Leda Mathias.

Species of the genus Aspidosperma, family Apocynaceae, are known by the
quality of the produced wood and for the production of an important class of
substances of the secondary metabolism, the alkaloids, checking to these the
position of chemotaxonomy markers of the species of this genus. Several species of
Aspidosperma are used in the popular medicine by its therapeutic properties, like
Aspidosperma quebracho blanco, used against asthma, healing and against fever;
Aspidosperma polineuron, used by its properties against mushroom; Aspidosperma
nitidum, used to cure malaria; Aspidosperma ramiflorum, used in the leishmaniose
treatment; and Aspidosperma ulei, used as medicine for erectile dysfunction. Before
the chemical and biological potential of the genus Aspidosperma, this work had for
objective to isolate and to identify the indole alkaloids existent in the seeds and peels
of the stem of the Aspidosperma spruceanum. In that way, from the hexanic extract
of the barks of the stem were isolated the indole alkaloids (-) -desmetoxipalosine,
(+)-aspidolimine, (+)-aspidocarpine and (+)-aspidospermidine; of the hexanic extract
of the seeds were isolated the indole alkaloids (-) -fendlerine, (-) -aspidolimidine, (-) -
obscurinervidine, (-) -obscurinervine, and four indole alkaloids described for the first
time in the literature (spruceanumine A, spruceanumine B, spruceanumine C and

spruceanumine D).



1. INTRODUCAO

Toda sociedade humana acumula um acervo de informag¢des sobre o
ambiente que o cerca, que vai lhe possibilitar interagir com ele para prové suas
necessidades de sobrevivéncia. Neste acervo, inscreve-se o0 conhecimento
relativo ao mundo vegetal com o qual estas sociedades estdo em contato (Di
Stasi e Hiruma-Lima, 2002). A quimica de produtos naturais faz uso deste
conhecimento para justificar o estudo de determinadas espécies vegetais.

O uso de extratos vegetais contendo substancias utilizadas como
medicamentos, venenos € em porcdes magicas, pode ser tracada desde o0s
primérdios da civilizagdo (Elisabetsky e Souza, 2004). Dentre as classes de
substancias destacam-se os alcalbéides (substancias oriundas do metabolismo
secundario dos acidos aminados). Os alcaldides sdo famosos pela acentuada
acao sobre o sistema nervoso central, com muitos deles tendo papel fundamental
em fatos que marcaram a histéria da humanidade (Luca e Pierre, 2000).

Devido ao elevado numero de atividades bioldgicas atribuidas aos
alcaldides, estes foram continuamente objetos de estudos, e continuam sendo
descritos com seu uso introduzido na terapéutica.

Cerca de 20% das espécies de plantas conhecidas acumulam alcaldides,
com maior frequéncia nas Dicotiledéneas (Luca e Laflamme, 2001). Essas
substancias podem ser encontradas em diferentes partes do vegetal (Sottomayor
et al., 2004), e em representantes de diversas familias (Lorence e Nessler, 2004).

Neste contexto de espécies vegetais bioprodutoras de alcaldides, insere-



se 0 género Aspidosperma da familia Apocynaceae, o qual tem sido alvo de
inumeros trabalhos sobre a quimica de alcaldides inddélicos.

Espécies do género Aspidosperma sao encontradas apenas nas
Américas (Lorenzi, 1998), principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, México,
Paraguai e Peru (Woodson, 1951). No Brasil foram catalogadas cerca de 52
espécies desse género, praticamente distribuidas em todos os ecossistemas
(Corréa, 1931), tais como, caatinga, cerrado e florestas (Amorim et al., 2005).

As espécies deste género apresentam grande importancia tanto do ponto
de vista econémico quanto cientifico, pois além de ser fornecedoras de madeira
nobre, com larga aplicagdo na carpintaria (Lorenzi, 1998 & Joly, 1991), a maioria
sdo objetos de extensas investigacbes na busca de novas substancias com
atividades bioldgicas (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002).

Gilbert (1966) estudou 33 espécies de Aspidosperma de ocorréncia no
Brasil, resultando no isolamento de mais de 100 alcal6ides indélicos, o que levou
a conclusdo da predominancia desta classe de alcaldides neste género.
Especificamente foi observada a ocorréncia de alcaldides inddlicos com uma
grande variedade estrutural, dos quais, muitos deles contendo esqueleto B-
carbolinico simples, sistemas triciclicos de anéis pirido-indélicos (Pereira et al.,
2007).

Pereira et al. (2007) realizaram um vasto levantamento das estruturas dos
alcaléides identificados em espécies do género Aspidosperma, onde nessa
revisdo foi possivel observar a diversidade estrutural de cerca de 247 alcal6ides
inddlicos isolados até 2006 neste género.

E atribuido aos alcaldides inddlicos de espécies do género Aspidosperma,
uma larga aplicacao terapéutica (Bourdy et al., 2004). Este fato tem despertado
nos pesquisadores, a necessidade de uma investigagdo mais detalhada sobre
suas atividades terapéuticas, com os alcaldides inddlicos presentes no género.
Provavelmente, a maioria dos alcaldides inddlicos age nos sistemas
neurotransmissores opiaceos, colinérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos
(Roberts e Wink, 1998 & Biel et al., 1959).

Com vistas a contribuir para o conhecimento da composicao quimica
relativa aos alcaléides do género Aspidosperma, e de posse da informacao que a

mesma apresenta uma vasta diversidade estrutural de alcaldides, este trabalho



objetiva o isolamento e a identificacdo dos alcaléides presentes na espécie
Aspidosperma spruceanum Benth. Ex. Mull Arg.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pertence a ordem Gentianales, subclasse
Asteridae (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002) e compreende cerca de 2000 espécies
distribuidas em aproximadamente 200 géneros de distribuicdo marcadamente
tropical e subtropical em todo mundo (Joly, 1991). No Brasil ocorrem cerca de 400
espécies subordinadas a 41 géneros (Moreira et al., 2004). Sao plantas de habito
variado, ervas, arbustos, arvores, com ocorréncia tanto nos campos quanto nas
matas. Sao caracterizadas pela presenca de latex, folhas geralmente opostas,
inteiras, flores pentameras, estiletes unidos no apice, formando uma cabeca
ampliada, frutos usualmente bifoliculares e sementes geralmente carnosas (Joly,
1991).

Da grande diversidade de aplicacbes e da importdncia da familia
Apocynaceae pode-se citar trés representantes: Aspidosperma polyneron
(Peroba) é fornecedora de madeira de excelente qualidade, com grande
resisténcia e flexibilidade (Vicentini e Oliveira, 1999), Allamanda cathartica é um
arbusto trepador com folhas brilhantes espessas e flores amarelas e grandes,
essa espécie € muito utilizada na ornamentagcédo de ambientes (Di Stasi e Hiruma-
Lima, 2002) e Vinca rosea produtora dos alcaldides vincristina (Figura 1A) e
vimblastina (Figura 1B) utilizados como quimioterapicos no tratamento de cancer
(Vincentini e Oliveira, 1999).



Apesar das muitas aplicacoes e usos das espécies de Apocynaceae, elas
se destacam especialmente por serem reconhecidamente produtoras de
substancias bioativas como iridbides, glicosideos cardioativos e alcaldides,
especialmente os alcalbides inddlicos (Schripsema et al., 2004).

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes
fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina moderna.
Varias substancias tém sido isoladas a partir de espécies dessa familia, e muitas
dessas espécies representam protétipos de classes farmacoldgicas distintas de
drogas e fazem parte da histéria da farmacologia e da terapéutica (Di Stasi e
Hiruma-Lima, 2002).

Deve-se destacar, contudo, que essa familia inclui um grande nimero de
espécies toxicas, tanto para animais como para a espécie humana (Di Stasi e
Hiruma-Lima, 2002 & Joly, 1991).

A. R=H; B. R=CHj

Figura 1. Alcaldides de Vinca rosea, vincristina (A) e vimblastina (B).

2.2. O Género Aspidosperma

O género Aspidosperma compreende cerca de 260 espécies arbodreas
(Woodson, 1951), ocorrem apenas na América, principalmente entre o México e a
Argentina (Corréa, 1931). No Brasil encontram-se representantes desse género
em praticamente todos os ecossistemas (Corréa, 1931).

As espécies do género Aspidosperma sao conhecidas popularmente

como perobas, guatambus, pau-pereiro, carapanadba, pequia, quina, taroba e



amargoso (Lorenzi, 1998). Sao arvores de grande porte de 2 a 60 m de altura, a
largura, a textura e a cor do tronco circular variam consideravelmente e
aparentemente sem uma correlacao filogenética, apresentam pouco ou nenhum
latex no tronco, diferentemente da maioria das Apocynaceae (Woodson, 1951).
Sao fornecedoras de madeira de lei, muitas utilizadas na construcao civil e naval,
dormentes, cabos de ferramentas e de instrumentos agricolas, xilografia,
marcenaria, carpintaria e pecas flexiveis (Lorenzi, 1998 & Corréa, 1931).

As folhas de Aspidosperma geralmente auxiliam na classificacao e divisao
das espécies em séries, haja vista apresentarem caracteristicas de dimensoes e
textura tipicas a cada uma das séries propostas por Woodson. Mas em geral séo
alternas, espiraladas, ndao agrupadas no apice dos ramos (Woodson, 1951).
Apresenta flores pequenas dispostas em cimeiras verticiladas ou racemo-
corimbiformes, geralmente brancas, castanho-escuro ou amarela. Apresentam
frutos capsula lenhosa, orbiculares, ovais ou eliticos, chatos, verde pardacentos e
pubescentes no exterior e amarelentas no interior, normalmente 7-9 cm de
comprimento, 5-6 cm de largura e 1-2 cm de espessura com 8-16 sementes
aladas, asas membranaceas mais ou menos circulares (Lorenzi, 1998).

Além da reconhecida importancia econémica do género Aspidosperma
por seu valor comercial como fornecedora de matéria-prima para os varios
setores industriais que empregam madeira, ha que se reconhecer sua importancia
como produtora de uma importante classe de substancias do metabolismo
secundario, os alcalb6ides.

Em 1951 o género Aspidosperma sofreu uma revisdo sistematica, haja
vista que espécies distintas vinham sendo classificadas com o mesmo nome. Esta
revisdo agrupou 52 espécies em nove séries, Macrocarpa, Ramiflora, Pyricolla,
Polyneura, Rigida, Nitida, Stegomeria, Quebrachines e Nobile, levando em
consideracao suas caracteristicas morfolégicas (Woodson, 1951). Entretanto,
ainda existiam controvérsias quanto ao numero exato de espécies que
constituiam este género (Allorge e Poupat, 1991).

Entdo, em 1987 Bolzani propés uma nova classificacdo das espécies
deste género, compreendendo 48 espécies em 8 séries, Rigida, Nitida,
Quebrachines, Polyneura, Pyricolla, Nobile, Macrocarpa e Tomentosa, levando
em consideracao os aspectos quimiotaxonémicos (Gilbert, 1966).



Com intensificagdo dos estudos fitoquimicos sobre os alcaldides de
Aspidosperma, pode-se obter uma correlagdo entre a classificagao taxonémica
proposta por Woodson (1951) e a quimica proposta por Gilbert (1966).

O grande numero de alcalbides indélicos encontrados nas espécies de
Aspidosperma, cerca de 247 (Pereira et al.,, 2007), confirmam a grande
importancia dessa classe de substancias, no que tange a classificacao, e divisdao
de espécies do género em trés grupos, de acordo com as semelhancas quimicas
das estruturas alcaloidicas (Woodson, 1951 & Gilbert, 1966), fato este, que coloca
os alcaldides inddlicos como marcadores quimiotaxondmicos das espécies do
género Aspidosperma (Nunes, 1980).

Neste género ocorrem predominantemente alcaléides inddlicos, muitos
deles contendo esqueleto B-carbolinico simples, com sistemas triciclicos de anéis
pirido-inddlicos (Allen e Holmstedt, 1980). Com a parte inddlica originaria
biossinteticamente do triptofano e a parte ndo inddlica, provavelmente de hidratos
de carbono, pela via chiquimato (Dewick, 1997).

Le Men e Taylor (1965) propuseram um sistema de numeragdo para
essas substancias baseadas na sua biogénese sendo, hoje em dia, o sistema de
numeragao aceito. A numeragao baseia-se no esqueleto da ioimbina (Figura 2).

Figura 2. Férmula estrutural da ioimbina com numeracao proposta por Le Men e
Taylor (1965).

2.3. Alcaldides

Sao substancias nitrogenadas na maioria das vezes farmacologicamente
ativas encontradas predominantemente nas Angiospermas (Henriques et al.,
2004).



Os alcalbides contendo um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico
sdo chamados de alcaléides verdadeiros, ja os alcaléides com o atomo de
nitrogénio ndo pertencente a um sistema heterociclico sdo denominados de
protoalcalbéides (Henrigues et al., 2004), e alguns autores ainda classificam em
pseudoalcalbides, substancias que apresentam todas as caracteristicas dos
alcaléides verdadeiros, mas ndo sdo derivadas dos aminoacidos (Dewick, 1997).

Quase a totalidade dos alcalbides é derivada de aminoacidos e dai vem
sua classificagcdo. A partir dos aminoacidos alifaticos, tém-se os alcalbides
pirrolidinicos e tropanicos (Ornitina) e os piperidinicos (Lisina), e dos aminoacidos
aromaticos, tém-se os alcaldides isoquinolinicos (Tirosina) e os inddlicos
(Triptofano) (Dewick, 1997).

2.3.1. Ocorréncia

Os alcaléides sdo bases organicas nitrogenadas encontradas
principalmente em plantas, mas também podem ser encontrados em
microrganismos e animais (Dewick, 1997).

Cerca de 20% das espécies de plantas conhecidas acumulam alcalbides,
com maior freqiéncia nas Dicotiledéneas (Luca e Laflamme, 2001). Essas
substancias podem ser encontradas em diferentes partes do vegetal. Em raizes
de Erythrina crista-galli L., encontram-se os sedativos, hipertensivos, laxativos e
diuréticos, eritralina (Figura 3A) e eritrinina (Figura 3B) (Maier et al., 1999); em
folnas de Catharantus roseus sao encontrados os alcaldides indodlicos
monoterpénicos ajmalicina (Figura 3C), um anti-hipertensivo e a serpentina
(Figura 3D), um sedativo (Sottomayor et al., 2004).

Em geral os alcaldides sdo produzidos em um local da planta e
armazenados em outro, exemplo disto é a nicotina (Figura 3E) produzida nas
raizes de Nicotiana tabacum e posteriormente translocadas para as folhas, nas
quais é armazenada (Peres, 2005).

Um alcaléide pode ser encontrado ainda em representantes de diversas
familias vegetais, como é o caso da camptothecina (Figura 3F), um importante
agente anticancerigeno, que pode ser encontrado em Camptotheca acuminata
(Nyssaceae), Nothapodytes foetida, Pyrenacantha klaineana (lcocinaceae),

Ophiorrihiza pumila (Rubiaceae) e Ervatamia Heyneana (Apocynaceae) (Lorence



e Nessler, 2004). Este alcal6ide € encontrado em todas as partes de C.
acuminata, apresentando maiores niveis em folhas jovens (2-5 mg.g” peso seco),
50% a mais do que nas raizes, e 250% a mais do que na casca do caule (Lorence
e Nessler, 2004).

HO.C

Figura 3. Alcalbides de raizes, folhas, raizes e cascas do caule.

2.3.2. Importancia histérica, social e econdmica dos alcaldides

A sociedade moderna tem feito usos diversos dessas substancias, tanto
de forma licita como a utilizacdo da nicotina (Figura 3E) e mesmo ilicita como os
entorpecentes comercializados pelo narcotrafico como o LSD (Figura 4A)

(dietilamida do acido lisérgico) e a cocaina (Figura 4B).
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Figura 4. Alcal6ides de importancia social e econdmica.

Essa classe de substancias do metabolismo secundario é famosa pela
acentuada acdo sobre o sistema nervoso central, sendo muitos deles utilizados
como venenos ou alucindégenos.

Na antiguidade ha referéncias do uso dessa classe de substancias na
execucdo do filésofo grego Sécrates, condenado & ingerir cicuta (Conium
maculatum), fonte do alcaléide coniina (Figura 5A). Os romanos também
utiizavam os alcaléides hiosciamina (Figura 5B), e atropina (Figura 5C),
derivados da Atropa belladonna, em homicidios. Outras civilizagdes antigas ainda
usavam alcaldides para o envenenamento de setas empregadas em cacadas e
guerras, como o extrato do curare (Chondodedron tomentosum), produtor do
alcaléide tubocurarina (Figura 5D) e da estricnina (Figura 5E) extraida de
Strychnos nux-vomica (Peres, 2005).
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Figura 5. Alcal6ides de importancia histérica.
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2.3.3. Alcaldides inddlicos

Sao alcaléides derivados do acido aminado triptofano, acido aminado
aromatico que contém um sistema de anel inddlico, originado na rota do acido
chiquimico via acido antranilico. Ele atua ainda como o precursor de uma grande
variedade de outros alcalbides, além dos inddlicos, pode sofrer rearranjos que

promovem a conversao do sistema de anel inddélico em quinolinico (Dewick, 1997).

2.3.3.1. Alcal6ides inddlicos simples

Este tipo de alcalbdide é formado por modificacdo simples do L-triptofano,
dando origem a triptamina por reacdo catalisada pela enzima triptofano-
descarboxilase e aos derivados N-metil e N,N-dimetil, largamente distribuidos em
muitos vegetais, como, por exemplo, derivados hidroxilados, como o 5-
hidroxitriptamina (serotonina) (Figura 6A), encontrado em tecidos de mamiferos
onde age como neurotransmissor no sistema nervoso central. Uma série de
reacdes de descarboxilacao e hidroxilagdo do L-triptofano da origem a psilocina
(Figura 6B) e psilocibina (Figura 6C) substancias responsaveis por propriedades
alucinégenas. Uma via biossintética que cliva dois d4tomos de carbono produz
ainda o alcal6ide gramina (Figura 6D) (Mustich, 2003).

OH OoP OH
HO
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Figura 6. Alcaldides inddlicos simples.

2.3.3.2. Alcaldides B-carbolinicos simples

Esta classe de alcaldides é gerada pela reagao da cadeia lateral etilamina
da triptamina com um aldeido ou cetoacido de acordo com a complexidade do
substrato.
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Propriedades psicoativas sédo relatadas nas plantas Pegamum harmaia e
Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae) atribuidos aos alcaldides B-carbolinicos
simples harmina (Figura 7A), harmalina (Figura 7B) e tetraidroharmina (Figura
7C) (Mustich, 20083).

o |
_N
MeOr N MeO NH MeO NH
Me Me Me

A B C
Figura 7. Alcal6ides B-carbolinicos simples.
2.3.3.3. Alcalbides inddlicos monoterpénicos

Esta classe de alcaléides possui uma origem biossintética comum, o
precursor estrictosidina, glicosideo formado a partir da condensacao da triptamina
com o aldeido monoterpénico secologanina (Figura 8). Esta reacdo é catalisada
pela enzima estrictosidina sintase. Os alcaldides inddlicos monoterpénicos
constituem o maior grupo de alcaléides em plantas, podem ser encontrados em
cerca de oito familias, dentre as quais a Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae
(Bruneton, 1999).

© OGli

| NH,
NH

+

Triptamina Secologanina Estrictosidina

Figura 8. Reacao de obtencao da estrictosidina.

Rearranjos na parte terpendidica da estrictosidina leva a formacao de
subclasses (Figura 9) (Bruneton, 1999 & Zenk, 1980).
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Classe | - Alcaléides em que a unidade monoterpénica ndo sofreu rearranjos
[esqueletos corinanteano (a) ou estricnano (b)]

Classe Il - Alcaléides com rearranjo nos carbonos C-17 e C-20 da unidade
monoterpendidica (esqueleto aspidospermano)

Classe Ill - Alcaléides com rearranjo nos carbonos C-17 e C-14 da unidade
monoterpendidica (esqueleto ibogano)

la - CORINANTEANO
3 2 Ib - ESTRICNANO

)= P BT N
VN

Kﬁv 3
16
14 20
\/kyk/ b
\

[ -ASPIDOSPERMANO Il - IBOGANO

Figura 9. Esquema das reagdes na cadeia terpendidica.

Estas subclasses sao ainda subdivididas em 9 tipos principais as quais se
adicionam os bis-indélicos que sao alcaléides diméricos (Figura 10).
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Figura 10. Esqueletos basicos dos alcaléides inddlicos monoterpénicos.

2.3.4. Alcal6ides e atividade biolégica de espécies de Aspidosperma

2.3.4.1 Aspidosperma quebracho blanco

Del Vitto et al. (1997) catalogaram 273 espécies vegetais de uso popular
como medicamento na Argentina, dentre as quais se encontra a A. quebracho
blanco relatada como antidisnéico, antiasmatico, cicatrizante e febrifugo.
Seguindo a mesma linha Scarpa (2000) realizou uma busca das espécies
vegetais utilizadas contra transtornos digestivos na regidao do Chaco na Argentina
e das espécies mais utilizadas foi relatada a aplicagdo da infusdo em agua das
cascas e dos talos de A. quebracho blanco para curar diarréias.

Desta espécie ja foram isolados e identificados cerca de 34 alcalbides
(Marques, 1988), dentre os quais a aspidospermina (Figura 11A), um alcaléide
inddlico com atividade sobre uma linhagem de Plasmodium falciparum resistente
a cloroquina (Mitaine-Offer et al., 2002), e a ioimbina (Figura 11B), que atua
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como bloqueador dos receptores «p-adrenérgicos, como serotoninérgicos,
provocando excitacdo central, elevacdo da pressdo sanguinea, aumento da
frequéncia cardiaca, e aumento da atividade motora e antidiurética (Deutsch et
al., 1994). O extrato de A. quebracho blanco é usado como droga prescrita para o
tratamento da disfuncao erétil e este efeito tem sido atribuido ao seu contetudo de
ioimbina (4), mas diferentemente ao uso da substéncia pura o extrato ndo &

seletivo ao se ligar aos receptores o4 ou o, (Sperling et al., 2002).

Figura 11. Alcal6ides de A. quebracho blanco.

2.3.4.2 Aspidosperma polineuron

Os extratos etandlicos de folhas, raizes e caules de A. polineuron (peroba
rosa) foram avaliados quanto a atividade antifiungica contra Clasdosporium
herbarum, Aspergillus niger, Penicilium chrysogenum, Candida albicans,
Trichoderma harzianum, Rhizoctonia sp. Assim foram testados os extratos
etandlicos das folhas, raizes e caule dessa espécie, mas apenas o extrato
etandlico do caule foi capaz de inibir o crescimento de C. herbarum (Ferreira et al.,
2003). Estudos semelhantes foram conduzidos por Granato et al. (2005) que
testaram o extrato etandlico de rejeitos de industria madeireira de A. polineuron,
resultando em atividade positiva contra Pseudomonas mirabilis, neste caso foram
obtidos dados de espectroscopia de ultravioleta, os quais demonstraram grande
similaridade com valores descritos na literatura para o alcal6ide polineuridina
(Figura 12), o principal alcaléide inddlico isolado das cascas e das folhas de A.
polineuron (Marques, 1988), espécie reconhecida também por apresentar

alcaléides quaternarios nas raizes (Alves, 1991).
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Figura 12. Alcal6ide de A. polineuron.

2.3.4.3 Aspidosperma nitidum

As cascas do caule de A. nitidum (carapanauba) sao utilizadas por mais
de 8.000 nativos em varias partes do Brasil para curar malaria (Brandao et al.,
1992). Os indios Makunas e Taiwanos relatam que o latex desta arvore é eficaz
na cura de lesGes provocadas pela hanseniase (Estrella e Picasso, 1995). No
estado do Amapa, a espécie A. nitidum é utilizada no tratamento de bronquites e
diabetes, e em Manaus ¢é utilizada como antiinflamatéria, cicatrizante e
contraceptivo (Estrella e Picasso, 1995).

Pereira et al. (2006) tomando por base que A. nitidum era utilizada no
tratamento de inflamacdes, avaliaram a atividade antinociceptiva do extrato
etandlico do cerne, através dos testes de nocicepcdo induzida por formalina, da
laténcia para o reflexo de retirada da cauda (“tail-flick”), de performance motora
(“rota-rod”), e edema induzido pela injecao intraplantar da carragenina. O efeito
antinociceptivo foi detectado em 22 fase, indicando que nédo houve a participacéao
do sistema opioidérgico, houve ainda uma reducao do edema de pata em relagcéao
ao controle do teste (Pereira et al., 2006). Recentemente foi relatado o isolamento
e a identificacdo de um novo alcaldide inddlico de A. nitidum com um sistema
1,2,9-triazabiciclo[7.2.1], denominado braznitidumina (nome este em homenagem
ao Professor Raimundo Braz-Filho) (Figura 13A), o que poderia justificar as
atividades bioldgicas relatadas (Pereira et al., 2006).

De A. nitidum j4 sao conhecidos pelo menos treze estruturas de
alcaléides inddlicos, merecendo destaque a aspidospermina (Figura 11A),
quebrachamina (Figura 13B), e ioimbina (Figura 2), muito comuns em outros
representantes do género, e na sua maioria presentes nas cascas, folhas e

galhos (Marques et al., 1996).
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Figura 13. Alcaldides de A. nitidum.

2.3.4.4 Aspidosperma ramiflorum

Do total de 114 extratos de 88 espécies de plantas diferentes ocorrentes
na Mata Atlantica no estado de Sao Paulo, somente os extiratos de folhas e
cascas do caule de A. ramiflorum (guatambu) mostraram atividade antibacteriana
contra E. coli (Agripino et al., 2004).

Com o objetivo de se descobrir drogas menos toxicas para o tratamento
da leishmaniose, extratos de plantas brasileiras bioprodutoras de alcaléides vém
sendo avaliadas (Oliveira et al., 2002). Assim a atividade antileishmaniose do
extrato alcaloidal das cascas do caule e substancias puras de A. ramiflorum
contra Leishmania brasiliensis e L. amazonensis foram avaliados e constatou-se
uma maior efetividade contra L. amazonensis do que contra a L. brasiliensis, tanto
para o extrato (DLso<47 ng/mL) quanto para as substancias puras, ramiflorina A
(DLso = 16,3 + 1,6 ug/mL) e ramiflorina B (DLsp = 4,9 + 0,9 ug/mL) (8) (Tanaka et
al., 2006(b) & Ferreira et al., 2004).

O mesmo grupo de trabalho avaliou a atividade antibacteriana, e neste
foram constatados resultados de inibicdo de crescimento de Bacilus subtilis e
Staphylococcus aureus do extrato basico e das substancias ramiflorinas A e B
(Figura 14A) (Oliveira, 1999 & Tanaka et al., 2006(b)), e antifungica do extrato
bruto metandlico e ramiflorinas A e B (Figura 14A) contra Cryptococcus
neoformans (Souza et al., 2006).

Data de 1988 o primeiro trabalho de isolamento e identificacdo de
alcal6ides de A. ramiflorum, onde foram descritos os alcal6ides B-ioimbina (OH-17
em ) (Figura 2), 10-metoxigeissoschizol (Figura 14B) presentes nas cascas do

caule e sementes com estruturas ja relatadas em outras espécies, e ramiflorinas
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A e B (Figura 14A), presentes nas cascas do caule (Marques, 1988 & Marques et
al., 1996). Somente dez anos depois um novo alcaldide foi isolado, a
isositsiriquina (Figura 14C) (Oliveira, 1999).

OH

Figura 14. Alcal6ides de A. ramiflorum.

2.3.4.5 Aspidosperma ulei

Campos et al. (2006) observaram o efeito pré-erétil de uma fracao rica em
alcaléides de cascas da raiz de A. ulei (pequid) comparado ao padréo ioimbina (4)
como controle positivo mediado por mecanismos  dopaminérgicos,
noradrenérgicos e nitrergicos, resultados estes que, segundo os autores, aliados
a estudos posteriores serao suficientes para embasar o uso popular de extratos
de A. ulei como remédio para disfuncao erétil.

A. ulei possui pelo menos cinco alcaldides inddlicos isolados e
identificados: 1,2-diidro-olivacina (Figura 15A), 1,2-diidro-elipticina (Figura 15B),
N-metil-tetraidro-elipticina (Figura 15C), (D)-guatambuina (Figura 15D) e uleina
(Figura 15E) (Marques, 1988).
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Figura 15. Alcal6ides de A. ulei.

2.3.4.6 Aspidosperma subicanum

A. subicanum (guatambu) foi submetida a analises de dados de coleta,
analises macroscépicas e microscopicas das cascas, analise microscopica do p6
da casca, prospeccgao fitoquimica e testes de pureza a fim de se obter dados
padronizados a respeito das partes da planta que sao aplicados por populares
como medicamentos para tratamento de diabete e da hipercolesterolemia. Dessa
forma pode ser assegurado certo grau de confianga as populacées consumidoras
(Morais et al., 2005 & Balzon et al., 2004).

Outro aspecto importante é a toxicidade aguda presente em algumas
espécies de plantas consumidas como medicinais, dessa forma, o extrato
metanodlico das cascas do caule de A. subicanum foi submetida a estudos de
toxicidade aguda de dose Unica e dose letal aproximada. Nao havendo resposta
significativa de letalidade para nenhum dos métodos aplicados em doses variando
de 500 mg/Kg a 5000 mg/Kg, caracterizando a espécie praticamente como
atéxica (Goloni et al., 2005).

De A.subicanum foram isolados e identificados a partir das cascas, dez
alcaldides inddlicos, dentre os quais, N-metil-tetraidro-elipticina (Figura 15C),
uleina (Figura 15E), 3-epi-dasycarpidona (Figura 16A), 3-epi-uleina (Figura
16B), e subincamina (Figura 16C), (Marques, 1988).
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Figura 16. Alcaldides de A. subicanum.

2.3.4.7 Aspidosperma excelsum

A. excelsum (sapopema) é uma espécie com grandes aplicacées na
medicina popular. No Peru é utilizada por indios Shipibo-Conibo, para o
tratamento da hepatite e malaria, e por outros nativos como afrodisiaco,
vasodilatador, antiséptico, antimicrobiano, cicatrizante, aumento da pressao
sanguinea e bronquite (Perez, 2002).

No Brasil, é utilizada como carminativa, estomaquica, contra bronquite,
inflamacéo, febre, diabete, cancer e malaria (Mejia e Rengifo, 2000 & Perez,
2002). Apesar das varias indicagdes terapéuticas e de sua grande aplicacdo como
poderoso agente antimalarico (Perez, 2002) poucas pesquisas biolégicas tém sido
conduzidas com esta espécie. Os dados que provavelmente sustentam estas
indicacoes etnofarmacoldgicas, em especial a atividade antimalarica, que é
comum nas espécies do género, é a presencga do conteldo alcaloidal, da qual sdo
conhecidas cerca de 18 alcaldides inddlicos, dos quais, a ioimbina (Figura 2), N-
acetilaspidospermidina (Figura 17A), excelsinina (Figura 17B) e aspexcina
(Figura 17C) (Marques, 1988).

A atividade antimicrobiana foi confirmada por Verpoorte et al. (1983)
demonstrando a atividade inibitéria no crescimento de Bacillus subtilis de pelo
menos seis alcaloides desta espécie, tais como a 11-metoxitubotaivina (Figura
17D), ochrolifuanina A (Figura 17E), e tetraidrosecamina (Figura 17F), todos

presentes nas raizes da planta (Marques, 1988).
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Figura 17. Alcaloides de A. excelsum.

2.3.4.8 Aspidosperma marcgravianum

A. marcgravianum (carapanauba) é também uma espécie com indicacoes
populares no tratamento da malaria, além de diabete e céancer, da qual séo
utilizadas madeira e cascas (Quignard, 2003).

De A. marcgravianum ja sdo conhecidos cerca de 50 alcaldides inddlicos,
dentre estes a reserpinina (Figura 18A), reserpilina (Figura 18B), aspidoscarpina
(Figura 18C), e aspidolimidina (Figura 18D) (Marques, 1988), os quais podem
justificar sua atividade letal frente as larvas de Artemia franciscana na
concentracdo de 500 ug/mL (Quignard, 2003), e atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niger,
entre outros (Verpoorte et al., 1982).
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Figura 18. Alcal6ides de A. marcgravianum.

2.3.4.9 Aspidosperma macrocarpon

Mesquita et al. (2007) testaram os extratos hexanico e etandlico das
folhas, madeira, casca do caule, raizes e cascas das raizes de A. macrocarpon
frente a atividade antimalérica in vitro contra uma linhagem de Plasmodium
falciparum, resistente a cloroquina e citotoxica contra células pulmonares
embrionarias de humanos (MRC-5) e células retiradas dos musculos de ratos (L-
6). O melhor resultado foi obtido com o extrato etandlico das cascas das raizes
para a atividade contra P. falciparum, e ndo foram observados efeitos citotoxicos
para nenhum dos extratos nas células ensaiadas.

Das cascas de A. macrocarpon foram isolados e identificados quatro
alcaldides inddlicos, kopsanona (Figura 19A), epi-kopsanal-10-lactama (Figura
19B), kopsanol (Figura 19C), e epi-kopsanol (Figura 19D), (Ferreira-Filho et al.,

1966), 0 que poderia justificar os resultados obtidos por Mesquita et al. (2007).
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Figura 19. Alcal6ides de A. macrocarpon.

2.3.4.10 Aspidosperma megalocarpon

A. megalocarpon foi avaliada quanto a sua atividade antimalarica por
Weninger et al. (2001) realizando testes in vitro dos extratos obtidos em
diclorometano e metanol contra P. falciparum obtendo-se bons resultados.
Mitaine-Offer et al. (2002) testaram trés dos quatro alcal6ides isolados desta
espécie, aspidolimidina (Figura 18D), aspidoalbina (Figura 20A) e fendlerina
(Figura 20B) (madeira) (Mitaine et al., 1998) demonstrando uma baixa atividade

antimalarica ao testar os alcalbides purificados.

MeO

A. R=OCHj; B. R=H

Figura 20. Alcalbéides de A. megalocarpon.
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2.4. Aspidosperma spruceanum

A. spruceanum é o objeto de estudo deste trabalho. E uma arvore de 5-20
m, dotada de copa arredondada, com ramos sem lenticelas e com pelos diminutos
dando uma aparéncia farinhenta. Tronco de 30-40 cm de didmetro e revestido por
grossa camada de cortica. Folhas curto pecioladas, coriaceos, discolores, de 6-10
cm de comprimento, com a face superior glabra e a inferior densamente pubérola
com pilosidade levemente ferruginea. Fruto foliculo denso-viloso, deiscente, com 8-
10 sementes dispostas em cimeiras verticiladas ou racemo-corimbiformes (Figura
21) (Corréa, 1931).

Ocorrem preferencialmente em solos argilosos de boa fertilidade. Produz
anualmente moderada quantidade de sementes viaveis, facilmente disseminada
pelo vento (Woodson, 1951).

Ocorrem desde a Amazénia até os Estados de Sao Paulo e Minas gerais,
tanto na mata primaria como secundaria (Lorenzi, 1998).

Fornecedora de madeira moderadamente pesada, dura, textura média, gra
reversa, de boa resisténcia mecénica e bastante duravel empregada na construcéo
civil, como caibros, vigas e esteios, para obras externas como dormentes de
estradas de ferro, postes, cruzetas e moirdes.

A arvore apresenta copa ampla e frondosa quando completamente
desenvolvida fora da mata, caracteristica essa muito desejavel no paisagismo rural.
Quando jovem, entretanto, sua copa é graciosamente piramidal e muito ornamental,
0 que a recomenda para a arborizacdo de parques e grandes jardins (Lorenzi,
1998).
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Figura 21. Aspidosperma spruceanum. Em detalhes: tronco (1), folhas (2), galhos
(2), frutos (2 e 3) e sementes (3).

Gilbert et al. (1965) e Bolzani et al. (1987) realizaram os Unicos trabalhos
de isolamento de substancias do metabolismo secundario de A. spruceanum. A
partir do extrato etandlico das cascas do caule foram isolados dois alcal6ides
nunca relatados na literatura a Aspidoalbina (Figura 22A) e N-acetil-N-
despropionilaspidoalbina  (N-acetilaspidoalbina) (Figura 22B) e Des-O-
metilaspidolimidina (Figura 22C).

A: Ri=R,=0OMe; R3;=0OH; R,=COEt
B: R;=R.=OMe; R;=0H; R,=COMe
C: R1=H; R2= R3=OH, R4=COMe

Figura 22. Alcal6ides de Aspidosperma spruceanum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Escolha da espécie vegetal

A escolha da planta foi realizada de acordo com os objetivos propostos pelo
grupo de pesquisa de produtos naturais da UENF, e ainda devido aos poucos
trabalhos realizados com determinadas espécies vegetais.

Dessa forma a escolha da espécie vegetal Aspidosperma spruceanum
Muell. Arg. foi realizada segundo critérios filogenéticos e pela escassez de trabalhos
de isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos do metabolismo secundario
da mesma.

Outro aspecto importante para a escolha desta espécie pertencente ao
género Aspidosperma refere-se a informacao popular sobre o uso de espécies do
género para o tratamento da malaria e outras enfermidades como citado na revisao

de literatura apresentada neste trabalho.
3.2. Coleta do material vegetal e identificacao botanica
O material vegetal, constituido das cascas do caule, sementes, folhas,

frutos sem as sementes e galhos de Aspidosperma spruceanum foram coletados

em novembro de 2004 na reserva florestal da Cia. Vale do Rio Doce na cidade de



27

Linhares — ES, onde sua exsicata encontra-se depositada sob o nimero CVRD-
273.

3.3. Secagem e moagem

As folhas, frutos sem as sementes, cascas do caule e galhos de A.
spruceanum foram secos separadamente, inicialmente ao ar livre, sendo os
mesmos revirados de tempos em tempos para evitar a proliferacdo de
microorganismos, em seguida foram levados para estufa de secagem com
circulacdo de ar a 40°C até perda total da umidade, e posteriormente moidos em

moinho de martelos da marca Tecnal.

3.4. Obtencéao dos extratos brutos

As sementes foram submetidas diretamente a infusdo em metanol (Todos
os solventes utilizados sao PA da marca Synth) para realizacao de trés extracoes
sucessivas. O extrato resultante foi submetido a evaporagdo em evaporador
rotativo Blchi modelo R-114 sob pressao reduzida, e particionado segundo o
esquema descrito na Figura 23, resultando em cinco extratos de polaridades
distintas.

As cascas do caule, frutos e galhos secos ftriturados foram
separadamente submetidos a maceracdo para realizagcdo de trés extracoes
sucessivas, a frio, inicialmente com hexano e posteriormente com metanol. Os
extratos resultantes foram filtrados e evaporados separadamente em evaporador
rotativo sob pressao reduzida.

As folhas secas e moidas foram submetidas a trés extracées sucessivas,
a frio, com metanol. O extrato livre de solvente foi submetido a extracao

acido/base (Harborne, 1984) como descrito na Figura 24.
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EXTRATO MeOH
(Sementes)

i1l Ressuspensdo em H>O:MeOH (3:0,5)
v Extragdo com CHxCl»

A

EXTRATO H,O:MeOH EXTRATO CH.Cl,

Evaporagdo do MeOH § v Evaporacgéo

Extragéo c/ Acetato de Etila il Particdo ¢/ MeOH:Hexano (1:1)

\ 4 \ 4 \ 4
EH,O EAcCOEt EMeOH EHex
(0,56 g) (1,20 g) (7,44 g)

Evaporacao $

Extracdo com n-Butanol
\ 4

EH.O EButOH
(ND) (5,43 g)

Figura 23. Fluxograma de particdo do extrato metandlico das sementes de A.
spruceanum com solventes imisciveis para obtencdo de extratos de polaridades
distintas.

Folhas (2,256 kg)

A
Extrato bruto das folhas
(45,8 g)

\ 4
Extracdo com H3PO, 4% (3 vezes)

A\ 4

Basificacdo com solucao de
NH,OH 10%

Extracdo com CH.Cl, (3 vezes)

Extrato acido/base (1,8 g)

Figura 24. Fluxograma de obtengdo do exirato acido/base das folhas de A.
spruceanum.
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As massas secas obtidas nos extratos brutos das cascas do caule, folhas,

galhos, frutos e sementes de A. spruceanum encontram-se descritas nas Tabelas 1

e 2.

Tabela 1. Extratos brutos obtidos de partes vegetais de A. spruceanum

Espécie Vegetal | Parte do vegetal Peso do Material (g) Solventes Peso dos Extratos (g)
Sementes ND b 18,54
Cascas do caule 3095,30 a 7,71
b 163,75
A. spruceanum Frutos 1293,50 a 113,29
b 98,68
Galhos 1772,0 a 20,46
b 58,49
Folhas 2256,0 b 1,80

a — Hexano; b —Metanol; ND - Nao Determinado

Tabela 2. Extratos obtidos na particado do extrato metandlico das sementes

Espécie Vegetal | Parte do vegetal | Solventes Peso dos Extratos (g) Denominagéo
Agua ND EH,0S
Metanol 1,20 EMS
A. spruceanum | Sementes Butanol 5.43 EBS
Acetato de etila 0,56 EAS
Hexano 7,44 EHS

ND - Nao Determinado

3.5. Prospeccao preliminar

Esta etapa foi realizada com o intuito de se confirmar a presenca de

alcal6éides nos extratos obtidos. Para tal uma pequena quantidade dos extratos

obtidos de A. sprucenum foi adicionada em cromatofolhas de gel de silica (60 Fasy),

utilizando como revelador o reagente de Dragendorff, solucdo de nitrato basico de

bismuto Il em acido acético diluido com iodeto de potassio (MERCK, 1972), onde

foram confirmadas as presencas de alcaldides indélicos através da formacao de

coloracao laranja-avermelhado (Matos, 1997).

Todos os extratos obtidos foram submetidos a testes para confirmacao da

presenca de alcaléides nos mesmos, e destes apenas os extratos hexanico e

metanodlico das cascas do caule, e os extratos metandlico, acetato de etila,

hexanico e butandlico das sementes apresentaram resultados positivos, o que

justificaria o fracionamento para o isolamento dos alcal6ides. Mas vale mencionar
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gue estes resultados ndo foram suficientes para justificar o fracionamento devido
ao complexo perfil cromatografico apresentado e as pequenas quantidades em
massa obtidas. Dessa forma foram submetidos ao fracionamento, os extratos
hexanico obtidos da particio do extrato metandlico das sementes, e do

metanodlico e hexanico das cascas do caule.

3.6. Fracionamento dos extratos brutos de A. spruceanum

Foram utilizadas técnicas de cromatografia em coluna a pressdo normal e
cromatografia em camada delgada analitica e preparativa.

Nas analises de cromatografia em coluna foram utilizados gel de silica Merck
Darmstadt 60 (0,063—0,200 mm) e alumina neutra.

As andlises de cromatografia em camada delgada analitica foram realizadas
em cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 Fos4 Merck. As substancias
foram visualizadas por irradiacdo com lampada ultravioleta (Aldrich) a 254 nm e 365
nm e/ou pulverizadas com o0s seguintes reagentes cromogénicos: Dragendorff e
H.SO,4 conc./Vanilina, seguido de aguecimento.

As fracbes descritas como misturas complexas, com perfis semelhantes a

outras, com massas insuficientes ou impurezas nao foram trabalhadas.

3.6.1. Fracionamento do Extrato Hexanico das Cascas - EHC

Inicialmente o extrato em hexano das cascas de A. spruceanum foi
submetido a cromatografia em coluna empacotada com gel de silica. Utilizando-se
como eluente hexano (100%), com um gradiente de polaridade até acetato de etila
(100%). Foram coletadas 68 fracdes, as quais foram posteriormente reunidas em 10
novas fracoes através de comparagdo por cromatografia em camada delgada
analitica. O estudo cromatografico das fracées encontra-se detalhado na Tabela 3.
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Tabela 3. Estudo cromatografico do extrato hexanico das cascas do caule de
Aspidosperma spruceanum

Fracbes Reunidas Cédigos Massa (mg) Observacgao
1-6 1 374,8 Mistura complexa
7-12 7 2917,9 Mistura complexa
13-17 13 1299,4 Mistura complexa
19-29 18 135,7 Mistura complexa
30-32 30 372,5 Mistura complexa
33-42 33 307.4 Mistura complexa
43-45 43 453,7 Trabalhada
46-51 46 475,8 Trabalhada
52-54 52 63,0 Perfil semelhante a 46 e 55
55-68 55 364,5 Trabalhada

Analise da fracdo 43 (453,7 mg)

A fracao 43 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel
de silica. Inicialmente utilizou-se como eluente hexano (100%), com um gradiente
de polaridade até acetato de etila (100%), na qual foram coletadas 26 fracdes, que
posteriormente, através de comparacdo por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 3 novas fracées. O estudo cromatografico da fracao

encontra-se detalhado na Tabela 4.

Tabela 4. Estudo cromatogréfico da fracao 43

Fracoes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacao
1-3 43.1 87,2 Mistura complexa
4-19 43.4 323,0 Trabalhada
20-26 43.20 32,0 Impureza

Analise da fracdo 43.4 (323,0 mg)

A fracao 43.4 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel
de silica, usando inicialmente como eluente diclorometano (100%), com gradiente
de polaridade até diclorometano:metanol (98,5:1,5 v/v). Foram coletadas 86 fracdes,
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que através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica foram
reunidas em 7 novas fracdes. A Tabela 5 mostra o estudo cromatografico das
fracOes coletadas.

Tabela 5. Estudo cromatografico da fragcdo 43.4

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mgQ) Observacéao
1-30 43.4.1 160,0 Perfil semelhante a 43.4.51
31-50 43.4.31 48,5 Perfil semelhante a 43.4.51
51-82 43.4.51 70,9 Trabalhada
83-86 43.4.83 31,6 Impureza

Analise da fracdo 43.4.51 (70,9 mg)

A fragao 43.4.51 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, utilizando-se inicialmente uma mistura de eluentes, hexano:acetato de
etila (95:5 v/v), com um aumento de gradiente de polaridade até acetato de etila
(100%). Deste procedimento foram obtidas 40 fragdes, as quais foram reunidas em

7 fragdes de acordo com os perfis cromatograficos apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Estudo cromatografico da fragéo 43.4.51

Fragbes reunidas Cédigos Massa (mg) Observagao

0 43.4.51.0 2,7 Contém o alcal6ide 43.4.51.1
1-10 43.4.51.1 19,0 Desmetoxipalosina
11-16 43.4.51.11 2,2 Contém o alcal6ide 43.4.51.1
17-18 43.4.51.17 2,5 Contém o alcal6ide 43.4.51.1
19-23 43.4.51.19 5,3 Contém o alcal6ide 43.4.51.1
24-36 43.4.51.24 18,0 Contém o alcal6ide 43.4.51.1
37-40 43.4.51.37 0,8 Nao trabalhada

Analise da fracdo 46 (475,8 mg)

A fracdo 46 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada com

gel de silica, sendo usado inicialmente como eluente diclorometano (100%), com um
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aumento de gradiente de polaridade até a mistura, diclorometano:metanol (90:10

v/v), sendo coletadas 44 fracoes, que através de comparacao por cromatografia em

camada delgada analitica foram reunidas em 7 novas fragdes. A Tabela 7 mostra o

estudo cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 7. Estudo cromatografico da fracdo 46

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacéao
1-6 46.1 3,8 Nao trabalhada
7 46.7 4.1 Aspidolimina

8-11 46.8 85,0 Trabalhada

12-13 46.12 39,9 Trabalhada

14-15 46.14 45,0 Igual a 46.14 + impurezas

16-28 46.16 123,0 Igual a 46.14

29-44 46.29 170,0 Nao trabalhada

Analise da fragdo 46.8 (85,0 mg)

A fracao 46.8 foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa

usando como eluente diclorometano:metanol (85:15 v/v) obtendo-se desta 6 novas

fracOes, descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Estudo cromatografico da fracdo 46.8

Fragbes obtidas Cédigos Massa (mg) Observacgao
1 46.8.1 13,8 N&o trabalhada
2 46.8.2 9,9 N&o trabalhada
3 46.8.3 10,9 Contém o alcal6ide 46.8.6
4 46.8.4 15,8 Contém o alcal6ide 46.8.6
5 46.8.5 2,8 Contém o alcal6ide 46.8.6
6 46.8.6 30,6 Aspidolimina
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Analise da fracdo 46.12 (39,9 mg)

A fracao 46.12 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, sendo usado inicialmente como eluente diclorometano (100%), com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (97:3 v/v), sendo coletadas 65
fracOes, que através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica
foram reunidas em 7 novas fragdes. A Tabela 9 mostra o estudo cromatografico das
fracdes coletadas.

Tabela 9. Estudo cromatografico da fracdo 46.12

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacéao

0-4 46.12.0 2,1 Contém o alcaléide 46.12.5
5-19 46.12.5 15,9 Desmetoxipalosina
20-21 46.12.20 4,0 Contém o alcaléide 46.12.5
22-27 46.12.22 6,1 Contém o alcal6ide 46.12.5
28-48 46.12.28 3,8 Contém o alcal6ide 46.12.5
49-59 46.12.49 1,8 Contém o alcal6ide 46.12.5
60-65 46.12.60 1,0 Contém o alcal6ide 46.12.5

Analise da fracdo 55 (364,5 mg)

A fracdo 55 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, inicialmente eluida com diclorometano (100%), e com gradiente de
polaridade até diclorometano:metanol (50:50 v/v), onde foram coletadas 50 fracées,
que apds andlise em cromatografia em camada delgada comparativa foram
reunidas em 8 novas fracoes (Tabela 10).
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Tabela 10. Estudo cromatogréfico da fracao 55

Fragbes reunidas Cédigos Massa (mg) Observagao
1-7 55.1 12,0 Mistura complexa

8-11 55.8 155,0 Trabalhada
12-13 55.12 25,2 Perfil semelhante a 55.8
14-15 55.14 13,0 Perfil semelhante a 55.8
16-19 55.16 38,3 Perfil semelhante a 55.8
20-30 55.20 89,0 Trabalhada
31-45 55.31 21,0 Perfil semelhante a 55.20
46-50 55.46 17,2 N&o trabalhada

Analise da fracdo 55.8 (155 mg)

A fracao 55.8 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel
de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%), com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (50:50 v/v), onde foram
coletadas 62 fragdes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica foram reunidas em 6 novas fracées. A Tabela 11 descreve o
estudo cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 11. Estudo cromatografico da fragdo 55.8

Fracoes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacéao
0-2 55.8.0 2,1 Contém o alcal6ide 55.8.7
3 55.8.3 4,0 Contém o alcal6ide 55.8.7
4-6 55.8.4 2,0 Contém o alcal6ide 55.8.7
7-19 55.8.7 27,4 Aspidocarpina
20-59 55.8.20 92,2 Trabalhada
60-62 55.8.60 12,0 N&o trabalhada

Analise da fracdo 55.8.20 (92,2 mg)

A fracao 55.8.20 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, utilizando inicialmente como eluente diclorometano (100%), com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (60:40 v/v), sendo coletadas 55

fracoes, que foram reunidas em 3 novas fragdes, através de comparagao por
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cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fracdes
coletadas esta descrito na Tabela 12.

Tabela 12. Estudo cromatografico da fragao 55.8.20

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacéao
0-2 55.8.20.0 13,0 Mistura complexa
3-29 55.8.20.3 70,5 Aspidocarpina
30-55 55.8.20.46 5,0 Nao trabalhada

Analise da fragdo 55.20 (89,0 mg)

A fracdo 55.20 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, utilizando inicialmente como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade de eluicdo até diclorometano:metanol (50:50 v/v), sendo
coletadas 96 fracdes, que foram reunidas em 9 novas fragdes, através de
comparagdo por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo
cromatografico das fracoes coletadas esta descrito na Tabela 13.

Tabela 13. Estudo cromatografico da fragdo 55.20

Fragbes reunidas Cédigos Massa (mg) Observagao
0-14 55.20.0 6,9 Mistura complexa
15-18 55.20.15 3,0 Contém o alcal6ide 55.20.43
19-30 55.20.19 1,1 Contém o alcal6ide 55.20.43
31-42 55.20.31 17,2 Contém o alcal6ide 55.20.43
43-66 55.20.43 49,0 Trabalhada
67-72 55.20.67 6,2 Contém o alcal6ide 55.20.43
73-96 55.20.73 2,4 Contém o alcal6ide 55.20.43

Analise da fracdo 55.20.43 (49,0 mg)

A fracdo 55.20.43 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente
diclorometano (100%) com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol
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(50:50 v/v), onde foram coletadas 47 fracbes que, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica foram reunidas em 5 novas fragdes. A

Tabela 14 mostra o estudo cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 14. Estudo cromatografico da fragao 55.20.43

Fracbes reunidas Cédigos Massa (mg) Observagao
0-13 55.20.43.4 8,6 Contém o alcaléide 55.20.43.14
14-26 55.20.43.14 19,1 Aspidospermidina
27-47 55.20.43.27 21,4 Contém o alcaldide 55.20.43.14

A seguir sdo apresentados os fluxogramas que resumem os procedimentos

experimentais adotados no fracionamento do extrato hexanico das cascas do caule

de A. spruceanum Figuras 25, 26 e 27.
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EHC (7,709 g)

]
68 fracdes

[
10 fracdes

43
(453,7mq)

]

26 fracoes
|

3 fracOes

43.4
(323 ma)

]
86 fracoes

I
7 fracoes

43.4.51
(70 mg)

|

40 fracoes
|

7 fragdes
|

43.4.51.1
(19 mq)

Figura 25. Fluxograma do esquema operacional adotado no fracionamento da fracao
43 obtida a partir do extrato hexanico das cascas do caule de A. spruceanum.
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.
EHC (7,709 g)
]
68 fracdes
I
10 fracdes
|
46
(475,8 mg)
[
44 fracdes
]
7 fracdes
I I
46.7 46.8 46.12
(4,1 ma) (82 mg) (39,9 mg)
[ |
Placa preparativa 65 fracdes
6 fracdes l
| 7 fragbes
46.8.6 I
30,6
CoS 46.12.5
(15,9 mq)

Figura 26. Fluxograma do esquema operacional adotado no fracionamento da fracao
46 obtida a partir do extrato hexanico das cascas do caule de A. spruceanum.
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.
EHC (7,709 g)
]
68 fracdes
|
10 fracdes
|
55
(364,5 mq)
|
50 fracoes
|
8 fracdes
|
I ]
55.8 50.20
(155 ma) (89 mq)
| |
62 fracoes 96 fracoes
| |
6 fracdes 9 fracées
| ]
| ] 55.20.43
55.8.7 55.8.20 (49 mg)
(27,4 mg) (79,1 mq) T
I 47 fragbes
55 fracoes I
| -
3 fracoes 5 fralcoes
| 55.20.43.14
55.8.20.3 (19,1 mg)
(70,5 mq)

Figura 27. Fluxograma do esquema operacional adotado no fracionamento da fracao
55 obtida a partir do extrato hexanico das cascas do caule de A. spruceanum.
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3.6.2. Fracionamento do Extrato Metandlico das Cascas — EMC

O extrato em metanol das cascas do caule de A. spruceanum foi submetido
a uma cromatografia em coluna empacotada com gel de silica, usando inicialmente
como eluente diclorometano (100%), com gradiente de polaridade até metanol puro
(100%), sendo coletadas 30 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 7
novas fracbes através de comparacdo por cromatografia em camada delgada

analitica. O estudo cromatografico das fracées esta na Tabela 15.

Tabela 15. Estudo cromatografico do extrato metandlico das cascas do caule de A.
spruceanum

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacao
1-6 2 323,4 Mistura complexa
7-8 8 130,6 Perfil semelhante a 19
9 9 16,2 Perfil semelhante a 19
10-16 10 198,2 Perfil semelhante a 19
17-18 18 150,9 Perfil semelhante a 19
19-26 19 3837,1 Trabalhada
27-30 20 5756,8 Nao trabalhada

Analise da fragdo 19 (3837,1 mg)

A fracao 19 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel de
silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano puro com gradiente
de polaridade até diclorometano:metanol (70:30 v/v), onde foram coletadas 28
fracbes que, através de comparacdo por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 4 novas fragdes. A Tabela 16 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 16. Estudo cromatografico da fracao 19

Fragbes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacgao
1-3 19.1 323,4 Mistura complexa
4-10 19.10 250,8 Trabalhada
11-18 19.11 817,1 Perfil semelhante a 19

19-28 19.19 1206,8 Mistura complexa
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Analise da fracdo 19.10 (250,8 mg)

A fracao 19.10 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com gel
de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano puro com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (92:8 v/v), onde foram coletadas
54 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 10 novas fracbes. A Tabela 17 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 17. Estudo cromatografico da fragdo 19.10

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacéao
1-4 19.10.1 62,7 Mistura complexa
5-7 19.10.5 1,5 Massa insuficiente
8-9 19.10.8 8,6 Perfil semelhante a 19.10.45
10-13 19.10.10 3,4 Perfil semelhante a 19.10.45
14-23 19.10.14 12,2 Perfil semelhante a 19.10.45
24-26 19.10.24 8,6 Perfil semelhante a 19.10.45
27-28 19.10.27. 19,8 Perfil semelhante a 19.10.45
39-44 19.10.39 15,4 Perfil semelhante a 19.10.45
45-49 19.10.45 84,0 Trabalhada
50-54 19.10.54 10,2 Mistura complexa

Analise da fracdo 19.10.45 (84,0 mg)

A fracdo 19.10.45 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com alumina neutra, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano
(100%) com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (97:3 v/v), onde
foram coletadas 101 fragcbes que, através de comparacdo por cromatografia em
camada delgada analitica, foram reunidas em 6 novas fragcoes. A Tabela 18 mostra

o estudo cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 18. Estudo cromatografico da fragdo 19.10.45

Fracdes reunidas Cédigos Massa (mg) Observacéao
1-4 19.10.45.17 13,1 Mistura complexa
5.7 19.10.45.45 11,3 Mistura dos alcaldides
spruceanumina A e spruceanumina B

8-9 19.10.45.57 7.9 Contém o alcaldide 19.10.45.45

10-13 19.10.45.69 20,4 Mistura complexa

14-23 19.10.45.94 27,2 Mistura complexa

24-26 19.10.45.99 4.1 Mistura complexa

A seguir sdo apresentados 0s organogramas contendo 0s esquemas
operacionais adotados no fracionamento do extrato metandlico das cascas do caule de

A. spruceanum (Figura 28).

'
EMC (15,71319)
| —

30 fracdes

|
07 fracdes

|
19
(3837,1 mg)

28 fracoes
]
04 fragdes

1
19.10
(250,8 mg)

l
54 fracdes
|
10 fracdes

]
19.10.45
(84,0 mg)

]

101 fragbes
]

06 fracoes

]
19.10.45.45
(11,3 mg)

Figura 28. Fluxograma do esquema operacional adotado no fracionamento da fracao
19 obtida a partir do extrato metandlico das cascas do caule de A. spruceanum.
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3.6.3. Fracionamento do Extrato Metandlico das Sementes - EMS

Inicialmente o extrato metandlico das sementes foi submetido ao
procedimento de particio segundo esquema descrito em 3.4 na Figura 23,
resultando na obtencdo de 5 extratos de polaridades distintas. Destes o extrato

hexanico foi submetido ao fracionamento descrito a seguir.

3.6.3. Fracionamento do Extrato Hexanico das Sementes resultante da particdo —
EHS.

A fracao hexanica (EHS) das sementes de A. spruceanum resultante da
particao foi submetida a uma coluna cromatografica empacotada com gel de silica
utilizando inicialmente como eluente diclorometano (100%) e aumentando a
polaridade com uso de metanol até 60%. Foram coletadas 48 fragdes,
posteriormente reunidas em 06 fracoes (Tabela 19).

Tabela 19. Estudo cromatografico da fracdo hexanica das sementes de
Aspidosperma spruceanum

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
1 1 148,6 Mistura complexa
2-7 2 103,2 Mistura complexa
8-9 5 3953,8 Trabalhada
10-12 6 147,2 Perfil semelhante a 5
13-15 7 1007,0 Trabalhada
16-48 9 2132,0 Trabalhada

Analise da fracdo 5 (3953,8 mg)

A fracdo 5 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (97:3 v/v), onde foram coletadas
22 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 4 novas fragcbes. A Tabela 20 mostra o estudo
cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 20. Estudo cromatografico da fracao 5

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
1 5.1 3201,7 Trabalhada
5.2 712,8 Perfil semelhante a 5.1
5.3 20,5 Mistura complexa
4-16 5.16 44 Mistura complexa

Analise da fracdo 5.1 (3201,7 mg)

A fracdo 5.1 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (90:10 v/v), onde foram
coletadas 45 fragbes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 3 novas fragoes. A Tabela 21 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 21. Estudo cromatografico da fragéo 5.1

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao

1-28 51.1 1210,5 Trabalhada

29-33 5.1.29 1744,0 Trabalhada
34-44 5.1.38 86,7 Mistura complexa

Analise da fragdo 5.1.1 (1210,5 mg)

A fracdo 5.1.1 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, sendo inicialmente utilizado como eluente diclorometano (100%)
com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (95:5 v/v), onde foram
coletadas 89 fracbes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 5 novas fragcoes. A Tabela 22 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 22. Estudo cromatografico da fragéo 5.1.1

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
01-25 51.1.1 124,7 Mistura complexa
26-29 51.1.2 1,1 Perfil semelhante a 5.1.1.1
30-45 5.1.1.3 760,9 Trabalhada
46-75 5114 179,7 Perfil semelhante a 5.1.1.3
76-89 5115 36,8 Mistura complexa

Analise da fracdo 5.1.1.3 (760,9 mg)

A fracédo 5.1.1.3 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%)
com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (98,5:1,5 v/v), onde foram
coletadas 37 fragbes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 4 novas fragoes. A Tabela 23 mostra o estudo
cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 23. Estudo cromatografico da fragéo 5.1.1.3

Fracdes reunidas Fracdo resultante  Massa (mg) Observacgao
01-16 5.1.1.3.1 367,3 Mistura complexa
17-25 51.1.3.2 366,8 Perfil semelhante a 5.1.1.3.4
26-32 51.1.3.3 40,5 Perfil semelhante a 5.1.1.3.4
33-37 5.1.1.34 20,6 Mistura dos alcaldides Fendlerina

e Aspidolimidina

Analise da fragdo 5.1.1.3.2 (366,8 mg)

A fracdo 5.1.1.3.2 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente
diclorometano (100%) com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (99:1
v/v), onde foram coletadas 23 fracbes que, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica, foram reunidas em 6 novas fragdes
Tabela 24.
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Tabela 24. Estudo cromatografico da fragdo 5.1.1.3.2

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
01-3 5.1.1.3.2.1 1,0 Massa insuficiente
04-07 5.1.1.3.2.4 68,2 Mistura dos alcaldides
Obscurinervidina e Obscurinervina

08 5.1.1.3.2.8 86,9 Perfil semelhante a 5.1.1.3.2.4

09-18 5.1.1.3.2.18 11,7 Perfil semelhante a 5.1.1.3.2.4

19-20 5.1.1.3.2.20 2,4 Massa insuficiente

21-23 5.1.1.3.2.23 7,7 Mistura complexa

Analise da fragédo 5.1.29 (1744,0 mg)

A fracdo 5.1.29 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%)
com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (97:3 v/v), onde foram
coletadas 17 fragdes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 3 novas fragcoes. A Tabela 25 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 25. Estudo cromatografico da fragéo 5.1.29

Fracdes reunidas Fracdo resultante  Massa (mg) Observacgao
1-8 5.1.29.1 1129,5 Mistura complexa
9-16 5.1.29.2 91,1 Trabalhada
12-17 5.1.29.3 140,9 Perfil semelhante a 5.1.29.2

Analise da fracdo 5.1.29.2 (91,1 mg)

A fracdo 5.1.29.2 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com alumina neutra, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano
(100%) com gradiente de polaridade até metanol 1%, onde foram coletadas 20
fracbes que, através de comparacdo por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 4 novas fragbes. A Tabela 26 mostra o estudo
cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 26. Estudo cromatografico da fragao 5.1.29.2

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
1-20 5.1.29.2.1 2,3 Mistura complexa
9-21 5.1.29.2.9 45,4 Mistura dos alcaldides spruceanumina
C e spruceanumina D
11 5.1.29.2.11 3,1 Contém o alcaléide 5.1.29.2.9
12-20 5.1.29.2.12 5,2 Contém o alcaléide 5.1.29.2.9

Analise da fragdo 7 (1007,7 mg)

Inicialmente a fracdo 7 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, utilizado como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (75:25 v/v), onde foram
coletadas 116 fracbes que, através de comparagao por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 5 novas fragcoes. A Tabela 27 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 27. Estudo cromatografico da fragéo 7

Fracdes reunidas Fracdo resultante  Massa (mg) Observacgao
1-36 7.1 0,8 Mistura complexa
37-47 7.37 1,7 Mistura complexa
48-54 7.54 52,4 Trabalhada
55-85 7.85 834,7 Perfil semelhante a 7.54
86-116 7.116 68,0 Mistura complexa

Analise da fragdo 7.54 (52,4 mg)

A fracao 7.54 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, sendo utilizado como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (80:20 v/v), onde foram
coletadas 39 fragbes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 5 novas fragcoes. A Tabela 28 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 28. Estudo cromatografico da fragao 7.54

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
1-2 7.54.1 8,5 Mistura complexa
3 7.54.3 0,5 Massa insuficiente
4-5 7.54.5 5,1 Perfil semelhante a 7.54.6
6 7.54.6 35,2 Trabalhada
7 7.54.7 1,1 Massa insuficiente

Analise da fracdo 7.54.6 (35,2 mg)

Inicialmente a fragdo 7.54.6 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com alumina, sendo utilizado como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (97:3v/v), onde foram coletadas
25 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 5 novas fragcbes. A Tabela 29 mostra o estudo
cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 29. Estudo cromatografico da fragao 7.54.6

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
01-02 7.54.6.20 6,7 Massa insuficiente
03-13 7.54.6 19,9 Mistura dos alcaldides spruceanumina
A e spruceanumina B
14-16 7.54.6.26 1,7 Contém o alcal6ide 7.54.6
17 7.54.6.28 0,7 Contém o alcal6ide 7.54.6
18-25 7.54.6.29 2,6 Contém o alcal6ide 7.54.6

Analise da fragdo 9 (2132,0 mg)

A fracdo 9 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, sendo inicialmente utilizado como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (9:1 v/v), onde foram coletadas
37 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 7 novas fragcbes. A Tabela 30 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 30. Estudo cromatografico da fracao 9

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
1-6 9.1 103,9 Mistura complexa
7 9.7 256,98 Perfil semelhante a 9.17
8 9.8 69,5 Perfil semelhante a 9.17
9-10 9.10 205,2 Perfil semelhante a 9.17
11-26 9.17 1024,0 Trabalhada
27-68 9.68 498,26 Perfil semelhante a 9.17
69-86 9.86 302,4 Perfil semelhante a 9.17

Analise da fragdo 9.17 (1024,0 mg)

A fracao 9.17 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%)
com gradiente de eluicdo até diclorometano:metanol (95:5 v/v), onde foram
coletadas 40 fragdes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 5 novas fragcoes. A Tabela 31 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 31. Estudo cromatografico da fragao 9.17

Fracdes reunidas Fracdo resultante  Massa (mg) Observacgao
0-9 9.17.9 113,6 Mistura complexa
10-21 9.17.21 40,8 Trabalhada
22-29 9.17.29 20,6 Perfil semelhante a 9.17.21
30-32 9.17.32 803,1 Trabalhada
33-40 9.17.40 571,7 Perfil semelhante a 9.17.32

Analise da fracdo 9.17.21 (40,8 mg)

A fracdo 9.17.21 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, sendo utilizado inicialmente como eluente diclorometano (100%)
com gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (97:3 v/v), onde foram
coletadas 21 fragbes que, através de comparacado por cromatografia em camada
delgada analitica, foram reunidas em 4 novas fragoes. A Tabela 32 mostra o estudo
cromatografico das fracoes coletadas.
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Tabela 32. Estudo cromatografico da fragao 9.17.21

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
1-21 9.17.21 17,2 Mistura dos alcaléides spruceanumina
A e spruceanumina B
29 9.17.21.29 2,39 Contém o alcaléide 9.17.21
30 9.17.21.30 5,2 Contém o alcaléide 9.17.21
31 9.17.21.31 8,23 Contém o alcal6ide 9.17.21

Analise da fragdo 9.17.32 (83,1 mg)

A fragdo 9.17.32 foi submetida a cromatografia em coluna empacotada com
gel de silica, sendo inicialmente utilizado como eluente diclorometano (100%) com
gradiente de polaridade até diclorometano:metanol (93:7v/v), onde foram coletadas
25 fragbes que, através de comparagao por cromatografia em camada delgada
analitica, foram reunidas em 3 novas fragcbes. A Tabela 33 mostra o estudo

cromatografico das fracoes coletadas.

Tabela 33. Estudo cromatografico da fragdo 9.17.32

Fracdes reunidas Fragao resultante  Massa (mg) Observacao
0-1 9.17.32.1 1,1 Massa insuficiente
2-3 9.17.32.2 37,5 Mistura dos alcaldides spruceanumina
A e spruceanumina B
3-14 9.17.32.3 39,4 Contém o alcaléide 9.17.32.2

A seguir sao apresentados o0s organogramas contendo o0s esquemas
operacionais adotados no fracionamento do extrato hexanico das sementes de A.
spruceanum Figuras 29 e 30.
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|
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l _—
48 fracdes
I
6 fracoes
I
5
(3953,8 mg)
I
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|
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|
5.1
(3201,7 mg)
I
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I
3 fracdes
I
' |
5.1.1 51.29
(1210,5 mg) (1744,0 mg)
. I
89 fragdes 35 fragdes
l 1
5 fracOes 3 fracdes
] I ] '
5.1.29.2
onl. 1.1 5.1.1.3 1.1 mg)
(124,7 mg) (760,9 mg)
1
I —
37 fracoes 20 fracoes
I
1 P
4 fracoes 4 fracdes
]
| ' | 512929
5.1.1.3.2 51134 (45,4 mg)
(366,8 mg) (20,6 mq)
]
23 fracdes
I
6 fracoes
]
5.1.1.3.2.4
(68,2 mq)

Figura 29. Fluxograma do esquema operacional adotado no fracionamento da fracao 5
obtida a partir do extrato hexanico das sementes de A. spruceanum.
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|
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7.54.6 | I
(19,9 mg) 9.17.21 9.17.32.2
(17,2 mg) (37,5 mg)

Figura 30. Fluxograma do esquema operacional adotado no fracionamento das
fracoes 7 e 9 obtidas a partir do extrato hexanico das sementes de A. spruceanum.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacgao estrutural dos alcalbides isolados de Aspidosperma spruceanum

As anadlises espectrométricas foram realizadas em aparelhos do Laboratorio
de Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro, na
Universidade Federal do Ceara e na Universidade de Ribeirdo Preto.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono-13 (RMN '3C) foram obtidos em um espectréometro Jeol (400 MHz para 'H e
100 MHz para '*C) e em um Briker (500 MHz para 'H e 125 MHz para '3C). Os
solventes utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCIs;) e metanol deuterado
(MeOH-d,), utilizando como padrdao interno tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em parte por milhdo (ppm), e as

constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos por CG/EM em um aparelho CG/EM—
QP-5050 A SHIMADZU, utilizando impacto de elétrons (70 eV), e por ESI-MS/MS em

um espectrometro Q-TOF Micro™ MICROMASS.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos utilizando pastilha de

KBr, em um equipamento FTIR-8300 da marca SHIMADZU.

As andlises de poder 6tico rotatério foram realizadas em um polarimetro digital

343 da Perkin Elmer.
As medidas de ponto de fusdo foram determinadas em um aparelho digital
tipo Kofler marca Microquimica modelo MQRPF-301.
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4.1.1. Determinacgéo estrutural do alcal6ide (+)-aspidospermidina

(+)-Aspidospermidina Mo-1 Mo-2

A substancia presente na fracdo 55.20.43.14 apresentou-se como um
sélido amorfo de cor marrom alaranjado, com ponto de fusdo 180°C, e com valor
de rotagdo dtica [o]p?® +40° (1,5x10™, CHCI3), revelando ser um alcaléide através
do teste positivo com o reagente de Dragendorff.

Analisando o espectro na regido do infravermelho (1V) (Espectro 1, p.13,
v.2) pode-se observar a presenca de absorcdes em 3399 cm™ (N-H inddlico),
caracteristica de grupamento amina, e 742 cm™, 1470 cm™ e 2929 cm™ de anel
aromatico substituido (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H ((Espectros 3-6, p.15-18, v.2)) apresentou sinais
(0n) na regiao correspondente a hidrogénios aromaticos, e no espectro de RMN
3C- APT (Espectro 7, p.19, v.2) observou-se sinais (8;) para 19 atomos de
carbono.

O espectro de massas de alta resolugao (EM-EM) (Espectro 2, p.14, v.2)
mostrou um sinal em m/z= 283,2192 correspondente ao pico [M+H]", que
juntamente com o espectro de RMN '*C—APT, pdde-se propor a férmula
molecular C1gH2sN2 para o alcaléide presente na fracdo 55.20.43.14.

No espectro de massas foram observados ainda a presenca dos ions m/z
= 252,1626 [(M+H) - C.Hg], indicando a perda de um grupamento etila e
hidrogénio, e do ion m/z= 252,1752 [(M+H) — CH3NH,] indicando a perda de
metilamina (Figura 31). Os demais fragmentos presentes no espectro de massas
sugerem um esqueleto do tipo plumerano para o alcaléide presente na fragao
55.20.43.14 e sao coerentes com o espectro de massas para o alcalbide
aspidospermidina, isolado anteriormente de Aspidosperma quebracho blanco
(Biemann et al., 1963 & Brown e Djerassi, 1964).
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O espectro de RMN 'H apresenta quatro sinais relativos a hidrogénios
aromaticos a oy 7,07 (1H, dd, J= 7,7 e 1,4 Hz, H-9), 6,72 (1H, dt, J= 7,7 e 1,1 Hz,
H-10), 7,01 (1H, dt, J= 7,7 e 1,4 Hz, H-11) e 6,63 (1H, d, J= 7,7 Hz, H-12)
caracteristicos de um nucleo inddlico, indicando que o anel A encontra-se livre de
substituintes (Lounasma e Tolvanen, 1986 & Kam e Anuradha, 1995) confirmado
através das correlacdes heteronucleares (HMQC) (Espectros 8-12, p.20-24, v.2)
entre CH-9 (8¢ 122,78)/H-9 (8w 7,07), CH-10 (8¢ 119,00)/H-10 (84 6,72), CH-11 (3¢
127,07)/H-11 (84 7,01), CH-12 (8¢ 110,37)/H-12 (84 6,63).

A presenga do nucleo inddlico livre de substituintes foi também
corroborada pelas correlagoes heteronucleares a longa distancia apresentadas no
espectro de HMBC (Espectros 13-15, p.25-27, v.2) através das correlagcdes entre
CH-9 (8¢ 122,78)/H-11 (84 7,01), CH-10 (3¢ 119,00)/H-12 (64 6,63), CH-11 (8¢
127,07)/H-9 (84 7,07), CH-12 (8¢ 110,37)/H-10 (84 6,72), e C-13 (8¢ 149,33)/H-9
(6w 7,07)/H-11 (84 7,01), as demais correlacdes estao descritas na Tabela 34.

Um grupamento etila ligado a um atomo de carbono sp® tetra substituido
pode ser reconhecido no espectro de RMN 'H pelo sinal triplo a & 0,67 (3H, J =
7,4 Hz) e pelos dois sinais multiplos a d4 0,86 e 64 1,48, através das correlacdes
heteronucleares a longa distancia dos atomos de carbono CHs-18 (3¢ 6,78) e CHa-
19 (d¢c 29,97) apresentadas no espectro de HMBC (Espectros 13-15, p.25-27,
V.2).

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20 e CH-21 como apresentada na estrutura do alcal6ide, foi baseada na
comparacgdo com valores de rotagdo 6tica [a]p?® +40° (1,5x10™,CHCIs), ou seja,
forma (+) (Kam e Anuradha, 1995). A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios metilénicos e metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 34), foi
feita com base nos parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de
hidrogénio.

O conjunto de dados de RMN e massas descritos acima para o alcaldide
55.20.43.14 estdo em acordo com os dados descritos em literatura (Biemann et
al., 1963 & Patrick e Nicole, 1991) e permitiram atribuir para esta substancia, a
estrutura do alcaléide (+)-aspidospermidina, anteriormente isolado de
Aspidosperma quebracho blanco. (Biemann et al., 1963).
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A atribuicdo dos dados de RMN 'H, '®C e massas aqui discutidas para o
alcal6ide servirdo de modelo para os demais alcalbides identificados aqui neste
trabalho.

Tabela 34. Dados de RMN 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do alcaléide (+)-
aspidospermidina, e comparacao com valores de literatura para os modelos Mo-1
e Mo-2

(+)-aspidospermidina Mo-1 Mo-2
HMQC HMBC
dc On *Jen *Jeu Oc Oc
C
7 53,30 - 51,3 53,4
8 135,67 - H-10; H-12 136,7
13 149,33 - H-9; H-11 150,1
20 35,62 - 2H-19 3H-18 34,6 35,3
CH
2 65,57 73,3 69,5
9 122,78 7,07 (dd, 7,7, 1,4) H-11 121,3
10 119,00 6,72 (dt, 7,7,1,1) H-12 117,1
11 127,07 7,01 (dt, 7,7, 1,4) H-9 127,6
12 110,37 6,63 (d, 7,7) H-10 106,5
21 71,29 2,24 (s) 2H-19 67,7 71,1
CH,
3 53,60 3,52 (dd, 11,0; 6,2) 53,1 53,5
5 52,96 3,14 (m) 53,7 52,4
2,26 (m)
6 38,79 2,28 (m) 411 37,8
1,48 (m)
14 21,68 1,48 - 21,3
15 34,43 1,65 (m) - 34,0
1,11 (m)
16 28,06 1,46 (m) 19,9 24,6
17 22,95 1,96 (m) H-15b; H-19b 23,4 22,7
1,05 (m)
19 29,97 1,48 (m) 3H-18 H-15b; H-17b 27,7 29,8
0,86 (m)
CH,
18 6,78 0,67 (t. 7,4) 2H-19 7,5 6,5

*O ¢ 28,06 do CH,-16 quando comparado com valor correspondente do Mo-1 (8¢ 19,90) revela
auséncia do efeito y do grupo metila localizado no atomo de nitrogénio.
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Figura 31. Proposta de fragmentacao para MS/MS do pico em m/z= 283,2192
([M+H]") para o alcaléide (+)-aspidospermidina.
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4.1.2. Determinacgéo estrutural do alcal6ide (-)-desmetoxipalosina

(-)-desmetoxipalosina

A substancia presente nas fracoes 46.12.5 e 43.4.51.1 apresentou-se
como um 6leo de cor amarelo-clara, com valor de rotagdo 6tica [op® -79°
(2,8x10™, CHCl3), revelando ser um alcaléide através do teste com o reagente de
Dragendorff.

O espectro na regido do infravermelho apresentou sinais caracteristicos
de anel aromatico (750, 1477 e 2993 cm™) e 1660 cm™ caracteristico de carbono
de amida (Espectro 16, p.28, v.2) (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H (Espectros 20-22, p.32-34, v.2) apresentou sinais
correspondentes a hidrogénios aromaticos. No espectro de RMN '3C-APT
(Espectro 23, p.35, v.2) observou-se sinais (d;) para 22 atomos de carbono.

O espectro de massas de alta resolugdo (EM-EM) mostrou um sinal em
m/z= 339,2458 (Espectros 17-19, p.29-31, v.2) correspondente ao pico [M+H]",
que juntamente com o espectro de RMN '*C—APT, pdde-se propor a férmula
molecular C22H31N2O para o alcal6ide 46.12.5.

A presenca do ion m/z= 308,1874 [(M+H) - C2Hg], indicando a perda de
um grupamento etila e hidrogénio, e ou [(M+H) — CH3NH>] indicando a perda de
metilamina (Figura 32). Os demais fragmentos presentes nos espectros de
massas sugerem um esqueleto do tipo plumerano para o alcaléide 46.12.5,
coerente com o espectro de massas descrito para o alcaléide desmetoxipalosina
(Budzikiewicz et al., 1964) isolado anteriormente de Aspidosperma discolor
(Ferreira et al., 1963).

Os espectros de RMN 'H e ®C mostraram-se bastante semelhantes aos
do alcaléide (+)-aspidospermidina apresentando quatro sinais relativos a
hidrogénios aromaticos, [(d4) 7,16 (d, 7,4), 7,04 (t, 7,4), 7,20 (dd, 7,4; 8,0), 8,15 (d,
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8,0)], comprovando a presenca do nucleo inddlico livre de substituintes,
corroborada pelas correlacées heteronucleares a longa distdncia apresentadas
nos espectros de HMBC (Espectros 29-33, p.41-45, v.2). A Tabela 35 descreve
todos os valores de deslocamentos quimicos para o alcaléide em questao.

Novamente, a presenca do grupamento etila ligado a um atomo de
carbono sp® tetra substituido pdde ser reconhecido no espectro de RMN 'H, e
confirmado pelas correlacdes heteronucleares a longa distancia apresentadas nos
espectros de HMBC (Espectros 29-33, p.41-45, v.2).

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20 e CH-21, como apresentada na estrutura o alcaléide (+)-
aspidospermidina, foi baseada na comparagdo com valores de rotagéo 6tica [o]p?®
-79° (2,8x10°, CHCls), ou seja, forma (-), e confirmada através das interagdes
espaciais observadas nos espectros de 'H-'H-NOESY (Espectros 34-36, p.46-
48, v.2) (Figura 33).

A oxidacao do atomo de nitrogénio N-1 pode ser verificada através do sinal
no espectro de RMN *C em &c 172,07 relativo ao carbono carbonilico C-1°,
caracteristico de uma fungao amida (Breitmaier e Voelter, 1987), o qual apresentou
correlacdes a longa distancia 2J com sinais multiplos em &4 2,56 e 2,43, e a J com
sinal triplo em &4 1,23 (J = 7,7 Hz), observadas no espectro de HMBC.

Semelhante ao alcaléide (+)-aspidospermidina, a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos hidrogénios metilénicos e metinicos restantes da cadeia
alifatica, foi feita com base nos parametros conhecidos para deslocamentos
quimicos de hidrogénio e estdo de acordo com as correlacdes apresentadas nos
espectros de HMQC (Espectros 24-28, p.36-40, v.2).

Os dados de RMN e massas descritos acima para o alcaldide
desmetoxipalosina estdo em acordo com os dados descritos em literatura
(Budzikiewicz et al., 1964 & Ferreira et al.,, 1963) para o alcaldide (-)-
desmetoxipalosina, isolado anteriormente de Aspidosperma  discolor,

comprovando assim a proposta estrutural para este alcaloide.



61

Tabela 35. Dados de RMN 'H (400 MHz) e ®C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do alcaléide (-)-
desmetoxipalosina

(-)-desmetoxipalosina

HMQC HMBC
oc OH %Jen *Jen
C
7 52,57 - H-2 H-9
8 138,21 - H-2; H-6; H-10; H-12; H-21
13 140,64 - H-2; H-9; H-11
20 35,30 - H-19; H-21 3H-18
1’ 172,07 - 2H-2’ 3H-3’
CH
2 66,85 4,18 (dd, 11,3; 6,2) 2H-6; 2H-17; H-21
9 122,14 7,16 (d, 7,4) H-11
10 124,06 7,04 (t, 7,4) H-12
11 127,46 7,20 (dd, 7,4; 8,0) H-9
12 118,25 8,15 (d, 8,0) H-10
14 - - - -
15 - - - -
21 70,78 2,38 (s) H-3b; 2H-5; 2H-15; 2H-19
CH,
3 53,58 3,14 (dl, 10,2) H-5b; 2H-15
2,00
5 52,36 3.20 (ddd, 9,2; 6,6; 2,6) H-3b
2,27
6 39,45 2,10 2H-5 H-2; H-21
1,50
14 21,27 1,78 H-3a
1,55
15 33,93 1,58 H-3a; H-19a
1,15
16 25,70 1,90 H-2; 2H-17
1,40
17 22,87 2,02 H-19b; H-21
1,15
19 30,04 1,40 3H-18 H-21
0,85
2 28,07 2,56 (M) 3H-3’
2,43 (M)
CH;
18 6,67 0,64 (t, 7,7) 2H-19

3 9,15 1,23 (t, 7,7) 2H-2'
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Figura 32. Proposta de fragmentacdo para MS/MS do pico em m/z= 339,2458
([M+H para o alcaléide (-)-desmetoxipalosina.



Figura 33. Principais interacdes observadas no espectro 'H-'H-NOESY
alcalbide (-)-desmetoxipalosina.
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4.1.3. Determinacgéo estrutural do alcal6ide (+)-aspidocarpina

(+)-aspidocarpina

A substancia presente nas fracoes 55.8.7 e 55.8.20.30 apresentou-se
como um soélido de cor amarelo alaranjado, com ponto de fusdo 172°C, e com
valor de rotagdo 6tica [o]p? +149° (6,3x10™*, CHClIs), revelando ser um alcaldide
através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro na regidao do infravermelho revelou sinais caracteristicos de
anel aromatico (792, 1456 e 3012 cm™') e do grupamento C=0O em 1627 cm”
(Espectro 37, p.49, v.2) (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H (Espectros 39-42, p.51-54, v.2) apresentou sinais
(8u) correspondentes a hidrogénios aromaticos e no espectro de RMN *C-APT
(Espectro 43, p.55, v.2) observaram-se sinais (8.) para 22 atomos de carbono.

O espectro de massas de alta resolucao (EM-EM) (Espectro 38, p.50,
v.2) mostrou um sinal em m/z= 371,2352 correspondente ao pico [M+H]", que
juntamente com o espectro de RMN '*C—APT, pode-se propor a férmula
molecular CgH3zoN2O3 para o alcaléide 55.8.20.30. Foram observados ainda a
presenca do ion m/z= 329,2255 [(M+H) - C.H.0], indicando a perda de um
grupamento C,H.0O, e do ion m/z= 284,1681 [(M+H) — CH3CH2NH;] indicando a
perda de etilamina (Figura 34). Os demais fragmentos presentes no espectro de
massas sugerem um esqueleto do tipo plumerano para o alcal6ide 55.8.20.30,
coerente com 0 espectro de massas para o alcaléide aspidocarpina, isolado
anteriormente de Aspidosperma megalocarpon (McLean et al., 1960).

O espectro de RMN 'H apresenta dois sinais duplos relativos a dois
hidrogénios aromaticos a o4 6,62 (1H, d, J= 8,3, H-9), e 64 6,68 (1H, d, J= 8,3 Hz,
H-10) acoplando entre si com valor de J caracteristico de acoplamento orto,

condizente com um nucleo inddlico dissubstituido (Mclean et al., 1987),
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confirmado pelo espectro de 'H-'H-COSY (Espectros 51-52, p.63-64, v.2),
corroborado pelas correlacbes heteronucleares no espectro de HMQC
(Espectros 44-47, p.56-59, v.2), onde se observam as correlagdes a 'Jcy entre
CH-9 (8¢ 109,94)/H-9 (34 6,62), CH-10 (3¢ 110,15)/H-10 (34 6,68).

O modo de substituicdo e os substituintes no anel aromatico foram
confirmados pela presenca de um sinal caracteristico de um grupo metoxila no
espectro de RMN '*C em &8¢ 56,31 acoplando com um sinal relativo a trés
hidrogénios em & 3,87 no espectro RMN 'H a 'Jcn confirmado pelo espectro de
HMQC. A posicado do grupo metoxila ligado ao atomo de carbono C-11 no anel
benzénico pdde ser confirmado através das correlagdes a longa distancia a 3Jc
C-11 (3¢ 149,22)/H-9 (64 6,62) e MeO-11 (o4 3,87) apresentadas no espectro de
HMBC (Espectros 48-50, p.60-62, v.2).

A funcéo hidroxila ligada ao a&tomo de carbono C-12 do anel benzénico foi
confirmada pelo sinal caracteristico de hidrogénio do grupo hidroxila em dy 10,97,
mostrando que este se encontra quelado com o grupo carbonila C=0 na posicao
C-1", como mostra o espectro de RMN 'H (Mclean et al., 1987).

O grupamento etila ligado a um atomo de carbono sp® tetra substituido
pode ser reconhecido no espectro de RMN 'H pelo sinal triplo a &4 0,64 (3H, J =
7,3 Hz), e pelos dois sinais multiplos a d4 0,85 e &4 1,38, confirmado também
através das correlacdes heteronucleares a longa distancia dos atomos de carbono
CH3-18 (8¢ 6,63) e CH»-19 (8¢ 29,97) apresentadas no espectro de HMBC.

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20 e CH-21 como apresentada na estrutura do alcal6ide (+)-aspidocarpina,
foi baseada na comparagdo com valores de rotagdo dtica [o]p?® +149° (6,3x10™,
CHCI3), ou seja, forma (+), e confirmada através das interacoes espaciais
observadas no espectro de 'H-'H-NOESY (Espectros 53-54, p.65-66,
v.2)(Figura 35).

A oxidacao do atomo de nitrogénio N-1 pode ser verificada através do sinal
no espectro de RMN '*C em &: 169,20 relativo ao carbono carbonilico C-1°,
caracteristico de uma funcdo amida (Breitmaier, E. e Voelter, W. 1987), o qual
apresentou correlacdes a longa distancia no espectro de HMBC (2Jc), com um sinal
simples, integrando para trés hidrogénios em oy 2,32, caracteristico de um grupo

metila ow a um carbono carbonilico.
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A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica, foi feita com base nos parédmetros
conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio (Tabela 36) (Breitmaier e
Voelter, 1987).

Os dados de RMN e massas descritos acima para o alcaléide 55.8.20.30
estdo em acordo com os dados descritos em literatura (Budzikiewicz et al., 1964 &
Mclean et al., 1987) para o alcaléide (+)-aspidocarpina, isolado anteriormente de
Aspidosperma megalocarpon, comprovando assim a proposta estrutural para o

alcal6ide em questao.
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Tabela 36. Dados de RMN 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do alcaléide (+)-
aspidocarpina, e comparacao com valores de referéncia do alcaldide
aspidocarpina

(+)-aspidocarpina Aspidocarpina
HMQC HMBC
dc On *Jeu *Jen dc S
C
7 52,05 - H-2 H-9 52,20
8 133,01 - H-2; MeO-11 133,13
11 149,22 H-10 149,35
12 137,30 H-2; H-9 137,47
13 127,39 - H-15b; 127,51
2H-19
20 35,34 - 3H-2’ 35,46
1’ 169,20 - 169,31
CH
2 70,13 4,07 (dd, 11,3;6,2) H-21 70,25 4,07 (dd, 11,6)
9 109,94 6,62 (d. 8,3) 112,36 6,61 (d,8,0)
10 110,15 6,68 (d, 8,3) 110,04 6,69 (d, 8,0)
21 70,50 2,24 (s) H-6b; H-15b; 70,62 2,25 (s)
2H-19
CH,
3 53,55 3,04 (d, 11,7), H-14b H-5b 53,67 3,04 (dm, 12,0)
1,84 (m) 1,98 (id, 12,0 e 4,0)
5 5232 3,12(ddd, 9,2, H-6b H-3 52,43 2,27 (m), 3,12 (m)
6,2, 2,9), 2,26
6 39,23 1,98, 1,52 H-2 39,37 1,57 (m), 2,04 (m)
14 21,36 1,78, 1,52 21,50 1,72 (tm, 12,0),
1,53(dm, 12,0)
15 33,87 1,67,1,12 34,02 1,65(dt, 12,0 e 4,0),
1,11 (td, 12,0 € 4,0)
16 24,97 1,78, 1,49 25,10 1,86 (m), 1,52 (m)
17 22,79 1,96, 1,14 2H-19 22,92 2,0 (id, 12,0 e 14,0),
1,15(dm, 12,0)
19 29,97 1,38, 0,85 3H-18 30,03 1,44(m), 0,93(m)
CH;
18 6,63 0,64 (t, 7,3) 2H-19 6,76 0,63 (t, 7,5)
22 2253 2,32 (s) 22,68 2,33(s)
MeO 56,31 3,87 (s) 56,43 3,88(s)

HO - 10,97 (s) - 10,98 (s)
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m/z 371,2352
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C22H30N2N303
m/z 393,215412
m/z 393,2185

CH,C=0

m/z 298,180704
m/z 298,1824

CZOH29N202
m/z 329,222903
m/z 329,2255

CH3CHoNH,

J

C16H20N202
m/z 272,152478
m/z 272,1665

+
13" N

C18H22N02
m/z 284,165054
m/z 284,1681

A

/4N
ouH H

C13H16N02
m/z218,118103
m/z 218,1209

C16H17N02
m/z 255,125928
m/z 255,1251

A

ClOHIONOZ
m/z 176,071153
m/z 176,0739

C1 1 H12N02
m/z 190,086803
m/z 190,0899

CyqH1gN
m/z 164,143924
m/z 164,1465

Figura 34. Proposta de fragmentacao para MS/MS do pico em m/z= 371,2352
([M+H]") para o alcaléide (+)-aspidocarpina.
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Figura 35. Principais interacdes observadas no espectro 'H-'H-NOESY do
alcaléide (+)-aspidocarpina.



70

4.1.4. Determinacgao estrutural do alcal6ide (+)-aspidolimina

(+)-aspidolimina

A substancia presente nas fracdes 46.7 e 46.8.6 apresentou-se como um
6leo de cor amarelo-clara, com valor de rotacéo 6tica [a]p?® +67° (3x10™*, CHCIs),
revelando ser um alcaldide através do teste com o reagente de Dragendorff.

A analise do espectro na regidao do infravermelho demonstrou bandas
caracteristicas de hidroxila em 3500 cm™, de anel aromatico em 792, 1463 e 2993
cm' e ainda do grupamento C=0O em 1630 cm (Espectro 55, p.67, v.2)
(Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H (Espectros 57-61, p.69-73, v.2) apresentou sinais
(8y) correspondentes a hidrogénios aromaticos e no espectro de RMN '*C-APT
(Espectro 56, p.68, v.2) observou-se sinais (d;) para 23 atomos de carbono.

O espectro de massas de alta resolugao (EM/EM) (Espectro 56, p.68,
v.2) mostrou um sinal em m/z= 385,2561 correspondente ao pico [M+H]", que
juntamente com o espectro de RMN ']C—APT, pode-se propor a férmula
molecular Ca3H3oN2O3 para o alcal6ide 46.7. Observou-se ainda a presenca do
ion m/z= 329,2302 [(M+H) — C3H40], indicando a perda de um grupamento
C3H4O, e do ion m/z= 284,1695 [(M+H) — CH3CH2NH,] indicando a perda de
etilamina (Figura 36). Observa-se uma diferenga de 14 unidades de massas em
relacao ao alcaldide (+)-aspidocarpina, ou seja, uma unidade de CHo.

Os demais fragmentos presentes no espectro de massas sugerem um
esqueleto do tipo plumerano para o alcaléide presente na fracdo 46.7, coerente
com o espectro de massas descrito para o alcaléide aspidolimina, isolado
anteriormente de Aspidosperma limae (Pinar et al., 1965).

O espectro de RMN 'H do alcaléide aspidolimina, igualmente ao do
alcaldide (+)-aspidocarpina, apresenta dois sinais relativos a hidrogénios
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aromaticos a oy 6,60 (1H, d, J= 8,4, H-9), e oy 6,68 (1H, d, J=8,4 Hz, H-10)
caracteristicos de um nucleo indolico dissubstituido, corroborado através das
correlacdes heteronucleares apresentadas no espectro de HMQC (Espectros 72-
74, p.84-86, v.2) a 'Jon entre CH-9 (§c 112,33)/H-9 (84 6,60), CH-10 (S¢
110,03)/H-10 (3 6,68).

Como no alcal6ide (+)-aspidocarpina, o alcaléide aspidolimina apresenta
no espectro de HMQC um sinal em &c 56,52 e dy 3,87, caracteristico de grupo
metoxila. A posicado deste grupo pode ser confirmada pelas correlacdes a longa
distancia a 3Joy C-11 (8¢ 149,41)/H-9 (84 6,60) e MeO-11 (8 3,87) apresentadas
no espectro de HMBC (Espectros 63-71, p.75-83, v.2). A segunda substituicao
foi confirmada pelo sinal simples, caracteristico de grupo hidroxila quelado
apresentado no espectro de RMN 'H em & 10,98 (Pinar et al., 1965).

A presenca do grupo etila ligado ao atomo de carbono C-20 no espectro
de RMN 'H foi reconhecido pelo sinal triplo a &y 0,63 (3H, J = 7,3 Hz) e pelos dois
sinais multiplos a oy 0,85 e &4 1,38 através das correlagdes heteronucleares a
longa distancia dos atomos de carbono CHs-18 (6¢c 6,76) e CH»>-19 (d¢ 30,08)
apresentadas no espectro de HMBC.

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20 e CH-21 como apresentada na estrutura do alcalbide (+)-aspidolimina,
foi baseada na comparacdo com valores de rotagdo 6tica [op® +67° (3x10™,
CHCls), ou seja, na forma (+).

A oxidacado do atomo de nitrogénio N-1 pode ser verificada através do
sinal no espectro de RMN *C em & 172,85 relativo ao carbono carbonilico C-1,
caracteristico de uma funcao amida (Breitmaier e Voelter, 1987), o qual
apresentou correlagdes a 2Jen (2H, 8y 2,65; 2,45) e 3Jcn (3H, 84 1,27) no espetro
de HMBC.

Os dados de RMN e massas descritos acima para o alcaldide
aspidolimina e a comparagdao com valores de referéncia para o alcaldide
aspidocarpina estdo em acordo com os dados descritos na literatura (Tabela 37)
(Budzikiewicz et al., 1964 & Pinar et al., 1965) para o alcal6ide (+)-aspidolimina,
isolado anteriormente de Aspidosperma limae, comprovando assim a proposta
estrutural para o alcaléide em questao.
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Tabela 36. Dados de RMN 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas no espectro de HMQC e HMBC do alcaléide (+)-
aspidolimina, e comparacao com valores de referéncia do alcaléide aspidocarpina

(+)-aspidolimina

Aspidocarpina

HMQC HMBC
dc On *Jen *Jeu Oc OH
C
7 52,21 52,20 -
8 133,10 H-10 133,13 -
11 149,41 H-9; MeO-11; HO-12 149,35
12 137,60 HO-12 H-10 137,47
13 127,79 H-9 127,51 -
20 25,51 2H-19 3H-18 35,46 -
1’ 172,85 2H-2’ 3H-3’ 169,31 -
CH
2 69,19 4,10 (dd, 11,0, 5,8) H-6b; H-21 70,25 4,07 (dd, 11,6)
9 112,33 6,60 (d, 8,4) 112,36 6,61 (d,8)
10 110,03 6,68 (d, 8,4) 110,04 6,69 (d, 8)
21 70,70 223 (s) H-5a 70,62 225 (s)
CH,
3 5322 3,04 (dI, 12,5) H-21 53,67 3,04 (dm, 12)
1,97 1,08 (td, 12, 4)
5 5252 3,11 H-21 52,43 2,27 (m)
2,26 3,12 (m)
6 39,23 39,37 1,57 (m)
2,04 (m)
14 21,52 21,50 1,72 (tm, 12)
1,53 (dm, 12)
15 34,03 34,02 1,65(dt, 12, 4)
1,11 (td, 12, 4)
16 25,32 25,10 1,86 (m)
1,52 (m)
17 22,98 2,04 H-21 2292 2,0 (td, 12, 14)
1,11 1,15 (dm, 12)
19 30,08 1,38 3H-18 H-21 30,03 1,44 (m)
0,85 0,93(m)
2 2870 265-245(m)  3H-3
CH;
18 6,76 0,63(t, 7,3) 6,76 0,63 (t, 7,5)
2 22,68 2,33 (s)
3 9,02 1,27 (t, 7,7) oH-2'
MeO 56,52 3,87 (s) 56,43 3,88 (s)
HO 10,98 (s) 10,98
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CaaHaaNoOs m/z 407,231062

m/z 385,249118 m/z 407,2382
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m/z 298,168128
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MeO 7 CigHiNO,
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oyH H m/z 255,12593
C13H1gNO,
m/z 218,118103
m/z 218,1212
H
5 41 3
N2 14
6 2 15 -— C11H12N02
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> 17 m/z 190,0900
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m/z 164,1466
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m/z 176,0738

Figura 36. Proposta de fragmentacdo para MS/MS do pico em m/z= 385,2561
([M+H]") para o alcaléide (+)-aspidolimina.
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4.1.5. Determinacado estrutural da mistura dos alcaldides spruceanumina A e

spruceanumina B

spruceanumina A spruceanumina B

A substancia presente nas fracbes 7.54.6, 9.17.21, 9.17.32.2 e
19.10.45.45 apresentou-se como um sélido de cor amarelo-clara, revelando seres
alcaldides, através do teste com o reagente de Dragendorff.

A mistura dos alcaldides spruceanumina A e spruceanumina B
apresentou valor de rotagdo 6tica [op® -102° (6x10™", CHCI3) e ponto de fusdo na
faixa de 192-195°C.

Analisando o espectro na regido do infravermelho (Espectros 75, p.87,
v.2) pode-se observar a presenca de absorgdes em 1755 cm” (-C=0)
caracteristica de carbonila de lactona, e 738, 1479 e 2950 cm™' de anel benzénico

e 3430 cm™ de grupamento amina do nuicleo indélico (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H (Espectros 79-82, p.91-94, v.2) apresentou sinais
(8u) correspondentes a hidrogénios aromaticos e no espectro de RMN '*C-DEPT
(Espectros 87, p.99, v.2) observou-se sinais (d;) para 24 e 25 atomos de
carbono.

O espectro de massas de alta resolucdo (EM-EM) (Espectros 76-78,
p-88-90, v.2) mostrou sinais em m/z= 424,1998 (Figura 37) e m/z= 438,2154
(Figura 38) correspondente ao pico [M+H]", que juntamente com o espectro de
RMN 'C (Espectros 83-86, p.95-98, v.2), pdde-se propor as férmulas
moleculares C,4H2sN2Os para o alcaléide spruceanumina A e CasH3oN2Os para o
alcaldide spruceanumina B. Os demais fragmentos presentes no espectro de
massas sugerem um esqueleto do tipo plumerano para a mistura dos alcalbides

spruceanumina A e spruceanumina B, semelhante ao espectro de massas para
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esqueleto do tipo 18-oxo-aspidoalbidina, isolado anteriormente de Aspidosperma
exalatum (Keith et al., 1966).

O espectro de RMN 'H da mistura dos alcaléides spruceanumina A e
spruceanumina B, apresenta um sinal simples relativo a um hidrogénio aromatico
a oy 6,63 (1H, s, H-9) caracteristicos de um nucleo indélico substituido nas
posicoes C-10, C-11 e C-12, e apresentando correlagbes heteronucleares no
espectro de HSQC (Espectros 92-94, p.104-106, v.2) a 'Jcy entre CH-9 (8¢
101,78; spruceanumina A) e (d¢c 101,86; spruceanumina B).

O modo de substituicdo pode ainda ser confirmado pelas correlagdes a
longa distancia a 2Jocy C-10 (8¢ 147,45; spruceanumina A) (8¢ 147,27;
spruceanumina B) e 3Jcy C-7 (8¢ 60,21), C-11 (8¢ 136,53), C-13 (8¢ 131,06) com o
hidrogénio H-9 (d4 6,63; spruceanumina A e spruceanumina B) apresentadas no
espectro de HMBC (Espectros 95-104, p.107-116, v.2).

Os sinais em §¢ 56,49 (spruceanumina A) e 56,97 (spruceanumina B) e &¢
61,18 (spruceanumina A) e (spruceanumina B), apresentados no espectro de
RMN '3C, os quais apresentam correlacdes heteronucleares no espectro de
HSQC a "Jcy com os sinais em 8y 3,70 (spruceanumina A) e 3,74 (spruceanumina
B) e &4 3,81 (spruceanumina A) e 3,86 (spruceanumina B), respectivamente,
corroboram com a presenca de dois grupos metoxila, sendo um desprotegido,
pois se encontra impedido estericamente (OCHs-11).

A localizacao dos dois grupos metoxila foi apoiada nas correlacbes a
longa distancia a 3Joy C-10 (8¢ 147,45, spruceanumina A) e (8¢ 147,27,
spruceanumina B) com OCH3-10; oy 3,70 (spruceanumina A) e 3,74
(spruceanumina B); C-11 (8¢ 136,53) com OCHgs-11; 64 3,81 (spruceanumina A) e
3,86 (spruceanumina B), respectivamente, apresentadas no espectro de HMBC.

A formagao de um anel de seis membros envolvendo o atomo de carbono
C-12 e o nitrogénio N-1 foi apoiada nas correlagdes a longa distancia a 3Jcy C-12
(6c 136,24; spruceanumina A e spruceanumina B) com 2H-1"; &y 4,27 e 3,91
(spruceanumina A) e 4,35 e 4,00 (spruceanumina B), respectivamente,
apresentadas no espectro de HMBC.

A presenca dos sinais no espectro de RMN 'H em &y 4,27 (1H, dd, J =
10,8 e 2,6 Hz, H-1"b (spruceanumina A) e &4 4,00 (1H, dd, J = 10,8 e 8,6 Hz, H-
1’a (spruceanumina A) e em oy 4,35 (1H, dd, J = 10,8 e 2,6 Hz, H-1'b
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(spruceanumina B) e 64 4,00 (1H, dd, J= 10,8 e 8,6 Hz, H-1"a (spruceanumina B),
ambos acoplando com um sinal em dy 3,13 (1H, m, H-2" (spruceanumina A) e
(spruceanumina B) como apresentado no espectro de 'H-'H-COSY (Espectros
88-91, p.100-103, v.2), confirmam a formacéo do anel de seis membros.

O grupo CH3-3" presente no alcaldide spruceanumina A foi comprovado
pelo sinal duplo em oy 1,12, J = 6,2 Hz, acoplando com o hidrogénio H-2', e
confirmado por correlagdes a longa distancia a 3Jcy CHs-3" (8¢ 22,56) com os
hidrogénios 2H-1" (84 4,35 e 4,00) apresentados no espectro de HMBC.

Ja para o alcaléide spruceanumina B o grupo CH>CHs; pode ser
comprovado pela presenca de sinais multiplos em oy 1,69 e 1,46, relativos ao
CH»-3" acoplando com sinal triplo em &4 0,97 com J = 7,5 Hz, relativo ao grupo
CHs-4", e confirmado pela correlacdo a longa distancia a 3Jc CH2-3" (8¢ 22,56)
com os hidrogénios 3H-4" (84 0,98) apresentados no espectro de HMBC.

A oxidacao nos atomos de carbono CH-14 e CH-15 pode ser observada
na mistura dos alcalbéides spruceanumina A e spruceanumina B no espectro de
RMN '3C, através dos sinais em &c 123,51 (CH-14) e 130,65 (CH-15),
respectivamente, e pelos sinais no espectro RMN 'H em & 5,81 (1H, ddd, J = 9,9;
3,7 e 1,7 Hz, H-14) e 64 5,37 (1H, dl, J = 9,9 Hz, H-15) acoplando entre si, como
observado no espectro de 'H-'"H-COSY, caracteristicos de hidrogénios olefinicos
(Silverstein et al., 2007).

Observa-se agora na mistura dos alcaldides spruceanumina A e
spruceanumina B a auséncia do sinal triplo com J = 7,0 Hz, e dos dois sinais
multiplos relativos ao grupo etila ligado ao atomo de carbono C-20, como
apresentado nos alcaldides anteriormente descritos.

Pode-se observar ainda pelo espectro de RMN *C-APT a formagéao de
uma 7y-lactona entre os atomos de carbono C-20 e CH-21, onde se observa um
sinal em &¢ 175,10 (C-18), caracteristico de carbono de lactona de cinco membros
(Silverstein et al., 2007 & Breitmaier e Voelter, 1987).

A funcado lactona foi comprovada pelas correlacbes heteronucleares a
longa distancia a 2Jcy C-18 (8¢ 175,10) com os hidrogénios em & 2,50 (1H, d, J =
16,4 Hz, H-19b) e &4 2,12 (1H, d, J = 16,4 Hz, H-19a) e diferentemente da mistura
dos alcalbides spruceanumina C e spruceanumina D, onde a funcdo y-lactona

encontra-se localizada nos carbonos C-20 e C-17, pode-se comprovar ainda a
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formagado de uma y-lactona entre os atomos de carbono C-20 e CH-21, através
das correlagdes >Jecy CHz-19 (8¢ 40,53) com os hidrogénios 2H-17 (livre de
substituintes) e com o hidrogénio olefinico H-15 em oy 5,37, apresentados no
espectro de HMBC.

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20, C-21 e CH-2°, como apresentada nas estruturas da mistura dos
alcaléides spruceanumina A e spruceanumina B, foi baseada na comparagao com
valores de rotacdo 6tica [a]p?® -102° (6x10™", CHCIs), ou seja, na forma (-), e
confirmada pelo espectro de 'H-'H-NOESY (Espectros 105-110, p.117-122, v.2)
(Figura 39).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica, foi feita com base nos paréametros
conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio (Tabela 38).

Observando-se a intensidade dos sinais dos grupos CH3-3" e CH3-4"pbde-
se propor uma mistura dos alcalbides spruceanumina A e spruceanumina B, na
proporcédo aproximada de 32,9% do alcal6ide spruceanumina A para 67,1% de
spruceanumina B.

Os dados de RMN e massas descritos acima para os alcaléides
spruceanumina A e spruceanumina B estdo sendo descritos pela primeira vez

pelo melhor do conhecimento.
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Tabela 38. Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) em CDCl; e as
correlacées observadas no espectro de HSQC e HMBC para a mistura dos
alcaléides spruceanumina A e spruceanumina B

spruceanumina B

spruceanumina A

HSQC HMBC
dc o *Jen *Jeu dc O
C -
7 60,21 - H-2; H-5a; H-9; 2H-16 60,21 -
2H-6
8 124,76 - H-9 H-6b 124,90 -
10 147,27 - H-9 MeO-10 147,45 -
11 136,53 - H-9; MeO-11 136,53 -
12 136,24 - 2H-1’ 136,24 -
13 131,06 - H-9 131,03 -
18 175,10 - 2H-19 175,10 -
20 43,90 - H-15; H-14; 2H-16 43,90 -
2H-27
CH
2 68,91 3,50 H-1’; 2H-6; 2H-17 68,91 3,50
9 101,85 6,63 (s) 101,78 6,63 (s)
14 123,51 5,81 (ddd, 9.9;3.7;1.7) H-3 123,51 5,81 (ddd, 9,9,
3,7:1,7)
15 130,66 5,37 (dI, 9.9) H-3; 2H-17; 2H-19 130,79 5,37 (dl, 9.9)
2 50,43 3,13 (m) oH-1" 3H-4' 50,09 3,13 (m)
2H-3’
CH,
3 4588 3,60-3,40 (m) H-14 H-15 4500  3,60-3,40 (M)
5 5043 334(m).315(m)  2H-6 50,09 3,34 (m), 3,15 (m)
6 3389 255(m).203(m)  2H-5 H-2 33,76 2.55 (m). 2.03 (m)
16 1911  1.77(m). 147 (m)  2H-17 1896 1,77 (m), 1.47 (m)
17 2882 1.75(m) 158(m)  2H-16 H-19a 28.82 1.75 (m). 1.58 (m)
19 4053 2.50 (d, 16,4) H-15;2H-17 4053 2,50 (d, 16.4)
212 (d, 16.4) 212 (d, 16.4)
1’ 70,20 4,35 (dd, 10,8, 2,6) H-2’ 2H-3’ 72,26 4,27
4.00 (dd, 10.8, 8.6) (dd, 10,7; 2,7)
3,91
(dd, 10,7; 8,8)
3 2256  1,69(m);1,46(m)  H-2: oH-1" i .
3H-4’
CH;
MeO-10 56,97 3,74 (s) 56,49 3,70 (s)
MeO-11 61.18 3.86 (s) 61.18 3.81 (s)
3 i i i i 1510 1,12 (d, 6,2)
4 939 0,98 (t, 7.5) oH-3' H-2 i )

O CHx-1’' da spruceanumina B recebe efeito y do grupo metil CHs-4’, o que nao ocorre na

spruceanumina A.
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CZ4H28N205 C24|-|29N205 C23HZ6N205

miz 424,199822 mlz 425 207647 miz 410,184172
iz 4252170 (Any/z=0,0094) m/z 410,1928 (Am/z=0,0326) 3
5 A+

wwW 1

C23H29N203 CZZHZSNZOS
miz381,217818 miz 365,186518
Mz 381,2279 (Apyz=0,0101) Mz 365,19498 (Apy/z=0,0084)

H2C=CH21\/1 3
14

MeO 1
Ci7HpNO; o
m/z 287,152143 \1)2\ 3
m/z 287,1458 =0,0063
2671458 0,085 Cate0;
m/z 337,155217
iz 37,1642 (Ayz=0,009)

C1gHiN;0O3
m/z 313,15521
m/z 313,1615 (Ap/z=0,0063)
C1gH1gNO;
m/z 272,128668
iz 272,233 (Apy,=0,0054)

Figura 37. Proposta de fragmentagao para MS/MS do pico em m/z= 424,1998
([M+H]") para o alcaléide spruceanumina A.



CosHoN,O5 CosH31N,O5
m/z 439,223297
iz 439,2332 ( Apy=0,0099)

CG;

CosH3iN;03
m/z 395,233468
iz 3952432 (Apy=0,0097)

H2C=OF/i 5 +I|-I 3
i

MeO_10

Y

Co3HagNo0,
m/z 365,222903
iz 365,1949 (Ary=0,028)
CyoHarN;0,
m/z 351,207253

m/z 351,1799 (Aryz=0,0273)

Figura 38. Proposta de fragmentacao para MS/MS do pico em m/z= 438,2154

([M+H]") para o alcaléide spruceanumina B.

7.54.6B

CasHagN,O5
m/z 425,207647
iz 4252170 (Ay,=0,0094)
5 4 3

C3Hy7N,03
m/z 379,202168
m/z 379,2125 (Amy5=0,0103)

C1gHagN.0O3
m/z 327,170868
miz 32T ATT3 (Ay2=0,0064)

Figura 39. Principais interacdes observadas no espectro 'H-'H-NOESY dos

alcaléides spruceanumina A e spruceanumina B.
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4.1.6. Determinacao estrutural da mistura dos alcaldides (-)-aspidolimidina e (-)-

fendlerina

(-)-aspidolimidina (-)-fendlerina

A substancia presente na fracdo 5.1.1.3.4 apresentou-se como um soélido
amorfo de cor marrom alaranjado com ponto de fusdo na faixa de 210-214°C, e
com valor de rotacdo 6tica [a]p?® -157° (2x10™, CHCIs), revelando ser um
alcaléide através do teste com o reagente de Dragendorff.

O espectro de RMN 'H (Espectros 111-113, p.123-125, v.2) apresentou
sinais (&) correspondentes a hidrogénios aromaticos e no espectro de RMN '3C-
PENDANT (Espectros 114-116, p.126-128, v.2) observou-se sinais (d;) para 23
atomos de carbono.

O espectro de RMN 'H, igualmente ao do alcaléide (+)-aspidolimina,
apresenta dois sinais relativos a hidrogénios aromaticos a éy 7,04 (1H, d, J= 8,2,
H-9), e &4 6,69 (1H, d, J= 8,2 Hz, H-10) caracteristicos de um nucleo inddlico
dissubstituido, corroborado através das correlacbes heteronucleares
apresentadas no espectro de HMQC (Espectros 117-119, p.129-131, v.2) a 'Jcy
entre CH-9 (8¢ 114,50)/H-9 (84 7,04), CH-10 (8¢ 110,21)/H-10 (84 6,69).

Como no alcaléide (+)-aspidolimina, a mistura dos alcalbéides (-)-
aspidolimidina e (-)-fendlerina apresenta no espectro de HMQC um sinal em dc
56,37 e oy 3,86, caracteristico de grupo metoxila. A posicao deste grupo pode ser
confirmada pelas correlagdes a longa distancia a 3Jey C-11 (8¢ 149,41)/H-9 (84
7,04) e MeO-11 (84 3,86) apresentadas no espectro de HMBC (Espectros 120-
122, p.132-134, v.2). A segunda substituicdo foi confirmada pelo sinal simples,
caracteristico de grupo hidroxila quelado apresentado no espectro de RMN 'H em
oy 10,74 (Pinar et al.,1965).
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A auséncia do sinal triplo com J = 7,0 Hz, e dos dois sinais multiplos
relativos ao grupo etila ligado ao &tomo de carbono C-20, como apresentado nos
alcal6ides anteriormente descritos indicam a auséncia desta parte da molécula no
alcaldide em questao.

Pode-se observar agora no espectro de RMN '*C-PENDANT, uma
oxidagédo do carbono CH»-18 formando um anel tetrahidrofurano com o carbono
C-21 (8¢ 101,71), comprovado pelas correlacdes heteronucleares a longa
distancia a Joy C-21 (8¢ 101,71)/H-18a (84 4,08)/ H-15b (54 1,36) e H-16b (54
1,35) apresentadas no espectro de HMBC.

Com a oxidagao do carbono C-21, observa-se uma desprotecéo (efeito p)
nos atomos de carbono C-7 (8¢ 57,44) e C-20 (6¢ 39,69) em relagao ao alcalbide
(+)-aspidolimina, onde C-7 (d¢c 52,21) e C-20 (8¢ 25,51), e para os carbonos CH»-3
(8¢ 43,87), CH2-5 (3¢ 48,72), CH2-6 (5c 34,45), CH2-15 (3¢ 32,89) e CH»-17 (8¢
20,95) em relacao ao alcaldide (+)-aspidolimina sdao CH»>-3 (3¢ 53,22), CH2-5 (8¢
52,52), CH»>-6 (6¢c 39,23), CH2-15 (3¢ 34,03) e CH2-17 (3¢ 22,98), e observa-se
uma protegéo (efeito y) confirmando a oxidag&o do carbono C-21.

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20 e CH-21 como apresentada na estrutura da mistura dos alcaléides (-)-
aspidolimidina e (-)-fendlerina foi baseada na comparacado com valores de rotacao
6tica [op>® -157° (2x10™, CHCl3), ou seja, na forma (-).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 39), foi feita com base nos
parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio, e também
pelo espectro de 'H-'H-COSY (Espectros 123-124, p.135-136, v.2).

A oxidacdo do atomo de nitrogénio N-1 pode ser verificada através do
sinal no espectro de RMN °C em ¢ 172,21 relativo ao carbono carbonilico C-1,
caracteristico de uma funcdo amida (Breitmaier e Voelter, 1987), o qual
apresentou correlagdes a 2Jen (2H, 84 2,56; 2,50) e 2Jon (3H, 84 1,26) no espectro
de HMBC.

Observou-se ainda a presenca de um sinal simples em oy 1,26, integrado
para trés hidrogénios, caracteristico de grupo metila ligado a um carbono
carbonilico N-C=0, o qual apresentou correlagdo a 2Joy com & 172,21 (C-1))

mostrado no espectro de HMBC, comprovando que a amostra trata-se de uma
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mistura de uma fungcdo 1-oxo-metil (92,29%; (-)-aspidolimidina) e 1-oxo-etil
(7,71%; (-)-fendlerina).

Os dados de RMN descritos acima para a mistura dos alcaléides
presentes na fracdo 5.1.1.3.4 estdo de acordo com os dados descritos na
literatura (Ferrari e Marion, 1964) para os alcaldides (-)-aspidolimidina e (-)-
fendlerina, isolados anteriormente de Aspidosperma album, comprovando assim a

proposta estrutural para os alcaldides em questao.

Tabela 39. Dados de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacées observadas nos espectros de HMQC e HMBC para a mistura dos
alcalbides (-)-aspidolimidina e (-)-fendlerina

(-)-aspidolimidina e (-)-fendlerina

HMQC HMBC
3¢ O *Jen *Jen
C
7 57,44 H-9
8 132,37 H-2; H-10
11 149,41 H-10 H-9; MeO-11; HO-12
12 137,06 HO-12 H-10
13 128,11 H-9; H-2
20 39,69 2H-18
21 101,71 H-15b, H-16b, 2H-18
1 172,21 2H-2’ 3H-3’
CH
2 69,47 3,89 (m) H-6b
9 114,50 7,04 (d, 8,2)
10 11021 6.69 (d. 8.2)
CH,
3 43,87 2,76 (dt); 2,57 (m) H-15b
5 4872 2,98 (m):2.90 (m)
6 34,45 2,00-1,80
14 24,97 1,80-1,70
15 32,89 1,72-1,76 H-16
16 26,35 1,90-1,35
17 20,95 1,53; 1,23 H-15b
18 65,16 4,13 (1, 8,8);4,08 (m)
19 36,39 1,92
1,85
> 2829 256 (m)- 250 (m) 3H-3'
CH;
P . .
3 9,76 1,26 (t, 7,0) 2H-2’
MeO 56,37 3,86 (s)

HO 10,74 (s)
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4.1.7. Determinacéao estrutural da mistura dos alcaléides (-)-obscurinervidina e (-)-

obscurinervina

(-)-obscurinervidina (-)-obscurinervina

A substancia presente na fracdo 5.1.1.3.2.4 apresentou-se como um
sélido de cor marrom com ponto de fusao na faixa de 219-222°C, e com valor de
rotacdo 6tica [a]p?® -114° (3,2x10™*, CHCI3), revelando ser um alcaléide através do

teste com o reagente de Dragendorff.

No espectro na regido do infravermelho (Espectro 125, p.137, v.2) pode-
se observar a presenca de absorcées em 1766 cm™ (C=0) caracteristica de
carbonila de lactona, e 732, 1487 e 2960 cm™' de anel benzénico e 3494 cm™ de
grupamento amina do nucleo inddlico (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H (Espectros 126-128, p.138-140, v.2) apresentou
sinais (8y) correspondentes a hidrogénios arométicos e no espectro de RMN '3C
(Espectro 129, p.141, v.2) observou-se sinais (d;) para 25 a&tomos de carbono.

O espectro de RMN 'H da mistura dos alcaldides presente na fragdo
5.1.1.2.3.4, apresenta um sinal simples relativo a um hidrogénio aromatico a ou
6,33 (obscurinervidina) e 6,32 (obscurinervina) (1H, s, H-9) caracteristicos de um
nucleo indélico substituido nas posigcdes C-10, C-11 e C-12, e apresentando
correlacées heteronucleares no espectro de HSQC (Espectros 130-131, p.142-
143, v.2) a 'Joy entre CH-9 (8¢ 100,22)/H-9 [(8y 6,33 (obscurinervidina) e 6,32
(obscurinervina)].

O modo de substituicdo pode ainda ser confirmado pelas correlagdes a
longa distancia a 2Jocy C-10 [(8c 147,79, obscurinervidina) (8¢ 147,54,
obscurinervina)] e 3Jey C-7 (8¢ 51,40), C-11 (8¢ 136,88), C-13 [(c 130,43,
obscurinervidina) (8¢ 131,01, obscurinervina)] com o hidrogénio H-9 [(6y 6,33
(obscurinervidina) e 6,32 (obscurinervina)] apresentadas no espectro de HMBC
(Espectros 132-137, p.144-149, v.2).
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Os sinais em 8¢ 57,52 e 61,18, apresentados no espectro de RMN '3C, os
quais apresentam correlacdes heteronucleares no espectro de HSQC a 'Jcy com
os sinais em &y 3,79 (obscurinervidina) e 3,78 (obscurinervina) e dy 3,86
(obscurinervidina) e 3,85 (obscurinervina), respectivamente, corroboram com a
presenca de dois grupos metoxila, sendo um desprotegido, pois se encontra
impedido estericamente (OCH3-11).

A localizacao dos dois grupos metoxila foi apoiada nas correlacbes a
longa distancia a 3Joy C-10 [(8c 147,79, obscurinervidina) (8¢ 147,54,
obscurinervina)] com OCH3z-10 [(dy 3,79 (obscurinervidina) e 3,78
(obscurinervina)]; C-11 (8¢ 136,88) com OCH3-11 [(8y4 3,86 (obscurinervidina) e
3,85 (obscurinervina)], respectivamente, apresentadas no espectro de HMBC.

A formagéo de um anel de seis membros envolvendo o atomo de carbono
C-12 e o nitrogénio N-1 foi apoiada nas correlagdes a longa distancia a 3Jcy C-12
[(6c 135,65, obscurinervidina) (8¢ 135,95, obscurinervina)] com 2H-1" [(04 4,17 e
4,12 (obscurinervidina) e 4,30 e 4,10 (obscurinervina)]; C-13 [(6c 130,43,
obscurinervidina) (3¢ 131,01, obscurinervina)] com H-2" [(dy 3,45 (obscurinervidina
e obscurinervina)], respectivamente, apresentadas no espectro de HMBC.

A presenca dos sinais no espectro de RMN 'H em &y 4,17 [(1H, dI, J=
10,3 Hz, H-1'b (obscurinervidina)] e o4 4,30 [(1H, dl, J= 10,3 Hz, H-1b
(obscurinervina)], e em oy 4,12 [(1H, dd, J= 10,3 e 1,2 Hz, H-1" a
(obscurinervidina)] e oy 4,10 [(1H, dI, J= 10,3 Hz, H-1"a (obscurinervina)], ambos
acoplando com um sinal em &y 3,45 [(1H, m, H-2" (obscurinervidina e
obscurinervina)] como apresentado no espectro de 'H-'H-COSY (Espectro 138,
p-150, v.2), confirmam a formagéo do anel de seis membros.

O grupo CH3-3" presente no alcal6ide obscurinervidina foi comprovado
pelo sinal duplo em &y 1,04, J = 6,6 Hz, acoplando com o hidrogénio H-2', e
confirmando correlacdes a longa distancia a %Joy CHs-3" (8¢ 10,64) com o0s
hidrogénios 2H-1" (84 4,17 e 4,12) apresentados no espectro de HMBC.

Ja para o alcal6ide obscurinervina, o grupo CH>CH3; péde ser comprovado
pela presenca de sinais multiplos em &4 1,60 e 1,30, relativos ao CH»-3"
acoplando com sinal em &4 0,95 relativo ao grupo CHs-4" em 'H-'H-COSY, e
confirmado pela correlacdo a longa distancia a Joy CH2-3" (8¢ 16,97) com os

hidrogénios 3H-4" (84 0,95) apresentados no espectro de HMBC.
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A oxidagédo nos atomos de carbono CH-14 e CH-15 pode ser observada
na mistura dos alcaléides obscurinervidina e obscurinervina no espectro de RMN
3G, através dos sinais em 8¢ 123,47 (CH-14) e 133,83 (CH-15), respectivamente,
e pelos sinais multiplos no espectro RMN 'H em &4 5,70, acoplando entre si, como
observado no espectro de 'H-'"H-COSY, caracteristicos de hidrogénios olefinicos
(Silverstein et al., 2007).

Observa-se agora na mistura dos alcaldides obscurinervidina e
obscurinervina a auséncia do sinal triplo com J = 7,0 Hz, e dos dois sinais
multiplos relativos ao grupo etila ligado ao atomo de carbono C-20, como
apresentado em alcaldides anteriormente descritos.

Pode-se observar agora no espectro de RMN '°C a formagéo de uma -
lactona entre os atomos de carbono C-20 e CH-17, onde se observa um sinal em
oc 176,57 (C-18), caracteristico de carbono de lactona de cinco membros
(Silverstein et al., 2007 & Breitmaier e Voelter, 1987).

A funcao lactona foi comprovada pelas correlacbes heteronucleares a
longa distancia a 2Jcy C-18 (8¢ 176,57) com os hidrogénios em & 2,49 (1H, d, J =
18,6 Hz, H-19b) e o4 2,07 (1H, d, J = 18,6 Hz, H-19a), e ainda pelas correlacdes
3Jcn C-17 (8¢ 81,71) com os mesmos hidrogénios descritos anteriormente 2H-19 e
com o hidrogénio olefinico H-15 em 64 5,70, apresentados no espectro de HMBC.

A estereoquimica relativa dos atomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20, CH-21 e CH-2 como apresentada na estrutura dos alcaléides
obscurinervidina e obscurinervina, foi baseada na comparagdo com valores de
rotacdo otica [op® -114° (3,2x10™, CHCI3), ou seja, na forma (-), e confirmada
pelo espectro de 'H-'H-NOESY (Espectros 139-140, p.151-152, v.2) (Figura 40).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 40), foi feita com base nos
parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio, e também
pelo espectro de 'H-'H-COSY.

Observando-se a intensidade dos sinais dos grupos CHs-3’e CHs-4"pbde-
se propor uma mistura dos alcaléides obscurinervidina e obscurinervina, na
proporcdo de 75,61% de obscurinervidina para 24,39% do alcaldide
obscurinervina.

Os dados de RMN "H descritos acima para os alcaléides obscurinervidina

e obscurinervina estdo de acordo com os dados descritos na literatura (Brown e
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Djerassi, 1964) para os alcal6ides obscurinervidina e obscurinervina, isolados
anteriormente de Aspidosperma obscurinervium Azembuja, (na época uma nova
classe de alcalbides heptaciclicos) comprovando assim a proposta estrutural para
os alcalbides em questao.

Tabela 40. Dados de RMN 'H (400 MHz) e ®C (100 MHz) em CDCl; e as
correlacbes observadas no espectro de HSQC e HMBC para a mistura dos
alcaléides (-)-obscurinervidina e (-)-obscurinervina

(-)-obscurinervidina (-)-obscurinervina
HSQC HMBC HSQC HMBC
8¢ SH *Jen ®Jen Sc SH “Jen *Jen
C
7 51,40 - H-9 51,40 - H-9
8 130,05 - 130,00 -
10 147,79 - H-9 MeO-10 147,54 - H-9 MeO-10
11 136,88 - H-9; MeO-11 136,88 - H-9; MeO-11
12 135,65 - 2H-17 135,95 - 2H-17
13 130,43 - H-2; H-2"; H-9 131,01 -
18 176,57 - 2H-19 176,57 - 2H-19
20 40,78 - H-15; H-14 40,78 - H-15; H-14
2H-19; 2H-19;
H-21 H-21
CH
2 65,17 3,26 (m) H-6b 64,73 3,26 (m) H-6b
9 100,22 6,33 (s) 100,22 6,32 (s)
14 123,47 5,70 (m) 123,47 5,70 (m)
15 133.83 5,70 (m) 2H-19 H-17 133,83 5,70 (m) 2H-19 H-17
17 81,76 4,54 (sl) H-15;2H-19 81,76 4,54 (sl) H-15; 2H-19
21 69,67 2,20 (m) H-6b; H-15; 69,67 2,20 (m) H-6b; H-15;
H-19b H-19b
2 44,58 3,45 (m) 3H-3” 50,72 3,45 (m) 3H-4’
CH;
3 52,30 3,47 (m) H-14 H-15 52,30 3,47 (m) H-14 H-15
2,72 (m) 2,72 (m)
5 54,48 3,20 (m) 54,48 3,20 (m)
2,30 (m) 2,30 (m)
6 23,86 2,26 (m) 23,81 2,26 (m)
2,20 (m) 2,20 (m)
16 38,93 2,25 (m) 38,93 2,25 (m)
1,80 (m) 1,80 (m)
19 39,43 2,49 (d, 18,6) 39,36 2,49 (d, 18,6)
2,07 (d, 18,6) 2,07 (d, 18,6)
1’ 72,07 4,17 (dl, 10,3) 3H-3° 68,03 4,30 (dl, 10,3)
4,12 (dd,10,3;1,2) 4,10 (dl, 10,3)
3 - - 16,97 1,60 (m) 3H-4’
1,30 (m)
CH;
MeO-10 57,52 3,79 (s) 57,52 3,78 (s)
MeO-11 61,18 3,86 (s) 61,18 3,85 (s)
3 10,64 1,04 (d, 6,6) 2H-17 - -
4 - - 10,53 0,95 (t, 7,5)
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Figura 40. Principais interagdes observadas no espectro 'H-'H-NOESY da
mistura dos alcal6ides (-)-obscurinervidina e (-)-obscurinervina.
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4.1.8. Determinacédo estrutural da mistura dos alcaléides spruceanumina C e

spruceanumina D

MeO_10 8
11 S | -2
MeO™ Y ®°N H
OMe)T\
0 ,
spruceanumina C spruceanumina D

A substancia presente na fracdo 5.1.29.2.9 apresentou-se como um sélido
amorfo de cor marrom com ponto de fusao na faixa de 216-220°C, e com valor de
rotagdo 6tica [a]p?® -110° (1,1x 10, CHCIs), revelando ser um alcalide através
do teste com o reagente de Dragendorff.

No espectro na regido do infravermelho (Espectro 141, p.153, v.2) pode-
se observar a presenca de absorgées em 1747 cm™ (C=0) caracteristica de
carbonila de lactona, e 725, 1446 e 2941 cm™ de anel benzénico e 3440 cm™ de

grupamento amina do nucleo inddlico (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN 'H (Espectros 142-144, p.153-155, v.2) apresentou
sinais (8y) correspondentes a hidrogénios arométicos e no espectro de RMN '3C
(Espectros 145-146, p.157-158, v.2) observou-se sinais (3;) para 25 atomos de
carbono.

O espectro de massas mostrou um sinal em m/z= 458 correspondente ao
pico do ion molecular [M]*" (Figura 41), que juntamente com o espectro de RMN

'SC-DEPT (Espectro 147, p.159, v.2), pdde-se propor a férmula molecular
C24H30N20O7 para a mistura dos alcaldides spruceanumina C e spruceanumina D.
Foram observados ainda a presenca dos ions m/z= 410 indicando a perda de um
grupamento H>,CO e H»O, e m/z= 382 indicando uma subseqlente perda de
H.C=CH,. Os demais fragmentos presentes no espectro de massas sugerem um
esqueleto do tipo plumerano para a mistura dos alcaldides spruceanumina C e
spruceanumina D, semelhante ao esqueleto dos alcaléides obscurinervidina e
obscurinervina, descritos no item anterior e isolados de Aspidosperma

obscurinervium Azembuja (Brown e Djerassi,1964).
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O espectro de RMN 'H da mistura dos alcaléides spruceanumina C e
spruceanumina D, apresenta um sinal simples relativo a um hidrogénio aromatico
a oy 6,94 caracteristico de um nucleo inddlico substituido nas posi¢cées C-10, C-11
e C-12, e apresentando correlagcdes heteronucleares no espectro de HSQC
(Espectros 150-151, p.162-163, v.2) a 'Jcy entre CH-9 (8¢ 104,7)/H-9 (84 6,94).

O modo de substituicdo pode ainda ser confirmado pelas correlagées a
longa distancia entre o hidrogénio H-9 (84 6,94) a ?Jcr com os carbonos C-10 (8¢
151,98) e C-8 (8¢ 133,37), e a °Jon C-7 (8¢ 60,13), C-11 (3¢ 142,00) e C-13 (8¢
127,05) apresentados no espectro de HMBC (Espectros 152-155, p.164-167,
v.2).

Os sinais em &¢ 56,47, 61,44 e 60,13, apresentados no espectro de RMN
13C, os quais apresentam correlagdes heteronucleares no espectro de HSQC a
'Jecn com os sinais simples, ambos integrando para trés hidrogénios em 8y 3,79,
3,86 e 3,77, respectivamente, corroboram com a presenca de trés grupos
metoxila, sendo um desprotegido, pois se encontra impedido estericamente
(OCH3s-11).

A localizacao dos trés grupos metoxila foi apoiada nas correlagbes a
longa distancia a 3Joy C-10 (8¢ 151,98) com OCHs-10 em &y 3,79; C-11 (8¢
142,00) com OCH3-11 em oy 3,86, e C-12 (8¢ 144,60) com OCH3-12 em oy 3,77,
respectivamente, apresentadas no espectro de HMBC.

Observa-se agora na mistura dos alcaléides spruceanumina C e
spruceanumina D a auséncia do sinal triplo com J = 7,0 Hz, e dos dois sinais
multiplos relativos ao grupo etila ligado ao atomo de carbono C-20, como
apresentado em alguns dos alcal6ides anteriormente descritos.

No espectro de RMN *C-DEPT observa-se a formagao de uma y-lactona
entre os atomos de carbono C-20 e CH-17, onde se verifica a presenga de um
sinal em 6¢c 175,19 (C-18), caracteristico de carbono de lactona de cinco membros
(Silverstein et al., 2007 & Breitmaier e Voelter, 1987).

A funcao lactona foi comprovada pelas correlacbes heteronucleares a
longa distancia a 2Jcy C-18 (8¢ 176,57) com os hidrogénios em & 2,23 (1H, d, J =
16,8 Hz, H-19b) e 64 2,16 (1H, d, J = 16,8 Hz, H-19a), apresentados no espectro
de HMBC.
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A presenca de um sinal relativo a um carbono quaternario no espectro de
RMN '3C desprotegido em ¢ 108,36 sugere uma oxidagdo no atomo de carbono
C-21, com a presenca de um grupo hidroxila, comprovada pelo fragmento em
m/z= 410 indicando a perda de um grupamento H,CO e H,0.

A presengca do grupo OH no carbono C-21 justifica os maiores
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono C-7 e C-20 (efeito B) e os
menores observados para CH-1, CH»-3, CH»-5, CH»-6 e CH»>-15 (efeito y) quando
comparado ao alcaléide (+)-aspidocarpina descrito anteriormente.

A oxidacao do atomo de nitrogénio N-1 pode ser verificada através do sinal
no espectro de RMN *C em &c 170,45 relativo ao carbono carbonilico C-1°,
caracteristico de uma fungdo amida (Breitmaier e Voelter, 1987), o qual apresentou
uma correlacdo a longa distancia no espectro de HMBC (®Jgy), com um sinal
simples, integrando para trés hidrogénios em oy 2,03, caracteristico de um grupo
metila o a um carbono carbonilico

Observando os espectros de RMN 'H e ®C da mistura dos alcaléides
spruceanumina C e spruceanumina D, observa-se a presenca de grupo CH.CHj;
ligado ao carbono C-1" em &¢c 173,84, um sinal em &¢c 27,75 (CH»>-2") acoplando
em HSQC com dois sinais multiplos em dy 2,66 e 2,29. Por fim, um sinal em ¢
9,98 acoplando com um sinal triplo em 8y 1,12 com um J= 7,3 Hz, comprovando a
presenca de uma funcado etila ligada ao carbono C-1°, comprovando que a
substancia 5.1.29.2.9 trata-se de fato de uma mistura de alcaléides.

A estereoquimica relativa dos dtomos de carbono estereogénicos CH-2,
C-7, C-20, CH-21 e CH-2, como apresentada na estrutura dos alcalbides
spruceanumina A e spruceanumina B, foi baseada na comparacdo com valores
de rotagdo otica [o]p>>-114° (1,1x103, CHCI3), ou seja, na forma (-).

A atribuicao dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e
metinicos restantes da cadeia alifatica (Tabela 41), foi feita com base nos
parametros conhecidos para deslocamentos quimicos de hidrogénio, e também
pelo espectro de 'H-'H-COSY (Espectros 148-149, p.160-161, v.2).

Observando-se a intensidade dos sinais dos grupos CHs-2°e CH3-3"pbde-
se propor uma mistura dos alcaldides spruceanumina C e spruceanumina D, na

proporcéo de 75% de spruceanumina C para 25% do alcal6ide spruceanumina D.
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Os dados de RMN descritos acima para os alcaldides spruceanumina C e

spruceanumina D estdo sendo descritos pela primeira vez pelo melhor do

conhecimento.

Tabela 41. Dados de RMN 'H (500 MHz) e

8C (125 MHz) em CDCl; e as

correlacées observadas no espectro de HSQC e HMBC para a mistura dos
alcaléides spruceanumina C e spruceanumina D

spruceanumina C e spruceanumina D

HSQC HMBC
dc On *Jeu *Jen
C
7 60,13 - 2H-6 H-9
8 133,37 - H-9 H-6b
10 151,98 - H-9 MeO-10
11 142,00 - H-9; MeO-11
12 144,60 - MeO-12
13 127,05 - H-9
18 175,19 2H-19
20 45,25 - 2H-15; H-17;H-19 H-14a
21 108,36
1’ 170,45(C) Me/AcO
173,84(D)
CH
2 67,38 4,48 (sl) H-16b 2H-6
9 104,07 7,27 (s)
17 74,88 4,81 (dd, 11,7 e 4,5), H-17a 2H-19
CH.
3 41,52 3,01 (m), 2,84 (dd, 11,8 € 2,4) H-15a
5 48,13 3,14 (m), 3,02 (m) 2H-6
6 34,41 2,09 (m), 1,97 (m) 2H-5
14 23,73 2,02 (m), 1,30 (m) 2H-15
15 20,46 1,86 (m), 1,67 (dI 14,7) H-14a H-17; H-19a
16 25,42 1,95 (m), 1,86 (m) H-17 H-19a
17 - - -
19 39,24 2,23 (d, 16,8), 2,16 (d, 168) 2H-15; H-17
2 27,75(D) - - -
CH;
2 21,21(C) 2,03 (s)
3 9,98 (D) 1,12 (t, 7,3) - -
MeO-10 56,47 3,79 (s)
MeO-11 61,44 3,86 (s)
MeO-12 60,13 3,77 (s)
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Figura 41. Proposta de fragmentacéo para IE/MS do pico m/z= 458 [M+7] para os
alcaléides spruceanumina C e spruceanumina D.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho € uma contribuicdo ao conhecimento da quimica da
espécie Aspidosperma spruceanum, para tal foram isolados e identificados 12
alcaldides inddlicos monoterpénicos. Do extrato em hexano das cascas do caule
foram isolados os alcaldides inddlicos (-)-desmetoxipalosina, (+)-aspidolimina, (+)-
aspidocarpina e (+)-aspidospermidina; do extrato em hexano das sementes foram
isolados os alcaléides inddlicos (-)-fendlerina, (-)-aspidolimidina, (-)-obscurinervidina,
(-)-obscurinervina, e 4 alcalbides indélicos descritos pela primeira vez na literatura
(spruceanumina A, spruceanumina B, spruceanumina C e spruceanumina D). Foi
constado que os alcalbides spruceanumina A, spruceanumina B estdo presentes

nas cascas do caule e nas sementes de A. spruceanum.
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