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RESUMO

Este trabalho se constimi no estudo de quatro espécies do género
Aspidosperma a saber, A Pyricollum Muell. Arg., A olivaceun Muell. Arg., A
pryrifelium Martius e A polyneuron Muell. Arg., por Cromatografia Gasosa -
Espectrometria de Massa. :

Para a utilizagBo desta técnica 3 nivel de identificagfio estrutural ¢
necessdric o uso de padrdes. Parz tanto foi feito um estudo fitoquimico das cascas da
espécie A. pyricollum Muell. Arg., e foram isolados cito padroes cujas estruturas foram
identificadas por métodos fisicos convencionais ¢ RMN de alta resolugfio. Desta planta
foram isolados a Yohimbins 49, B-Yohimbina 6, Uleina 12 e Desmetil-aspidospermina 47,
compostos estes jd isolados desta espécie. Os compostos Fster metilico do 4cido 4-
metéxi-3-amino benzéico 283, N-Desmetil-uleina 38, e Sitsiriquina 139 nfo haviam sido
isolados nesta planta A estrutura inédita 17-Metil-uleina foi sugerida a um composto
detectado na forma de uma mistura com a Ulefna. Todos estes padrdes foram identificados
nos diferentes extratos obtidos dos galhos desta planta.

Apés o isolamento dos padrBes e utilizando dados da literatura de
compostos j4 isolados das oufras trés espécies, submeteu-se o material destas quatro
espécies de modo uniforme & extracfio ¢ em seguida os extratos menos polares foram a
CG-EM em cohma capilar. |

Na anslise por CG/EM das quatro espécies , pdde-se detectar em maior
concentragio aqueles isolados fitoguimicamente e além disso, foram detectados outras
dezenas de Al estas informagdes poderfio suxiliar nos estudos quimiosistematicos. Outro
resultado interessante foi 2 andlise das duas espécies sindnimas (4. pyricollum e A.
otivaceum) que pelos resultados obtidos confirma 2 hipdtese de Aparicio P. Duarte que as
classifica como espécies distintas.

Esta técnica podera também trazer beneficios na selegéo de plantas que
contenham Al com atividade farmacolégica reconhecida, bem como na anilise de Al em
controle de qualidade de plantas medicinais.
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ABSTRACT

In this we have studied four species from Aspidosperma genera, A

pyricollum Muell. Arg., A olivaceum Muell. Arg., A pyrifolium Martius and 4.

pofyneuron Muell. Arg., by Gas Chromatography / Mass Spectrometry.

In this analysis, standards are of crucial importance for complete structure
identification, therefore, we made a phytochemical study of the bark from A. pyricollum
Muell. Arg.. Eight standards were isolated and identified by conventional physical
methods and high resolution NMR. The substances identified were yohimbine 49, p-
yohimbine 6, uleine 12 and demethyl-aspidospermine 47, which have been previously
reported in the literature. The compounds methyl ester derivatives of 4-methoxy-3-amine-
benzoic acid 283, N-demethyl-uleine 36, and sitsiriquine 139, which have never been
isolated from this plant, and lastly, 17-methyl-uleine 243, which we believe is a novel
compound. Materials from the four Aspidoesperma species were extract by a uniform
procedure and the less polar extracts were analyzed by GC/MS with capillary columns.
Using the standards obtain from Aspidosperma pyricofium Muell. Arg. and literature data
for substances previously isolated from the other species, we were able to identify the
compoimds previously isolated from these species and various others compounds which
have not been detected or isolated. The results also confirm suggestion concerning the
classification of these species in the series proposed by A. P. Duarte.
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INTRODUCAO

A literatura mostra que diversos métodos de andlise tanto qualitativa como
quantitativa estfio disponiveis para 8 identificagio de alcaléides indélicos provenientes de
extratos de plantas ou cultura de células. A andlise destas misturas complexas tem sido
feita cualitativamente por cromatografia em camada delgada (CCD), através de
comparagfio de valores de Rf em diferentes sistemas de solventes, e por comparagfio com
reagBes de cores especificas de componentes da mistura com compostos padrdes (1). A
CCD permanece como um dos métodos preferidos para a anélise qualitativa de compostos
conhecidos, pois ela nfio requer equipamentos sofisticados e nem preparagbes laboriosas
da amostra

Para a anilise quantitativa, sistemas de cromatografia liquida de alta
eficidneia (CLAE) acoplados a um detector de ulira violeta {(UV) sfio comummente nsados
{2). Acoplando um sistema de fotodiodo com o detector de UV torna-se possivel combinar
a informacfio sobre o tempo de retengfio (tR) ¢ o especiro de UV de cada conmpostos e em
alguns casos ele também ¢ capaz de fazer a quantificagfio mesmo em picos sobrepostos.

O uso da cromatografia gasosa (CQ) capilar tem sido
descrita para diversas classes de alcaléides. Uma importante vantagem da CG sobre os
outros métodos mencionados anteriormente ¢ o grande poder de detectibilidade e o alto
poder de resolugfio das colunas. A utilizac8o da CG acoplada a Espectromefria de Massas
{GC/MS), que permite a identificacfio de compostos presentes em pequenas quantidades
numa mistura, sem os laboriosos procedimentos de isolamento. Isto 86 ¢é valido se a
decomposi¢io devidos as altas temperaturas empregadas no injetor do cromatbgrafo
gagoso for controlada. O nfimero de artigos descrevendo a
anilise de alcaldides por CG capilar estd sumentando continuamente. Por exemplo,
alcaléides pirrolizidinicos atnalmente sfio analisados rotineiramente onde a CG & utilizada
gézinha (3) ou em combinagio com EM (4-6) como também com espectroscopia de infra
vermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) (7), em andlise qualitativa ¢ quantitativa.
A andlise de alcaléides dos tipos: tropano (8,9), esteroidais {10,11), quinazolinicos (12),
lupinicos(13), diterpénicos {14) e licopodium (15) tem sido descrita

Um método mais recente é o uso da cromatografia de fluido super critico
{CFS), utilizando-se colunas empacotadas similares as da CLAE ou colunas capilares
semelhantes as da CG, acoplada 3 EM (16). A CFS promete para o futuro, por causa de
sua grande resolugfio e a alta estabilidade dos composto sob as condigBes de CFS. A



maior aplicabilidade do método € agora limitada pela pouca disponibilidade dos
equipamentos necessérios.

Outro método recente que vem sendo utilizado com relativo sucesso é 2
chamada elétroforese capilar (EC), ela também apresenta alta detectibilidade associada a
alta resolugfo. Utiliza equipamentos relativamente acessiveis. Foi utilizado na anglise de
alcaléides isoquinolinicos quaterndrios com bons resultados (17).

Um dos primeiros trabalhos no qual tentou-se separar alcaldides por CG
foi realizado por Ligyd et. al. (18) em 1960 utilizando uma coluna empacotada Muitos
cutros trabathos publicados tem sido revisados por Verpaorte ¢ Bairhelm Svendsen (19),
e mais recentemente um método foi descrito para separagfio e identificagio de Vindolina
278 e Ajmalicina 279 por CG-EM (20).

COOCH3
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Entre os géneros da familia Apocynacese de ocorréncia no Brasil,
Aspidosperma ¢ um dos mais interessantes do ponto de vista fitoquimico. O nfimero de
espécies deste glnero ¢ discutivel mas segundo Woodsen (21), so distribuidos em nove
séries. B. Gilbert et. al. (22) estudaram a grande maioria das "Aspidoespermas”, isolando
e descrevendo mais de uma centena de alcaléides indélicos.

Na quimica de alcaléides, a concentragio destes nos extratos é muits
importante, portanto ¢ necessério que eles esteiam presenfes em concentragBes razodveis
para permitirem o seu isolamento, pois eles sfio muito suscetiveis & decomposi¢io. Desse
modo os componentes minoritdrios, principalmente aqueles que poderiam colaborsr na
elucidagfo de rotas biossintética nSio seriam normalmente isolados. Os mais recentes
trabalhos publicades na literatura tem mostrado a utilizag8io da cromatografia gasosa de
alta resolugfo (CGAR) acoplada a EM para a detecglio e identificagio destes alealéides
(23).

C nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao isolamento e identificagio
de alcaléides tercifrios e gquaternérios das espécies do glnero Aspidosperma Neste
trabatho foi realizado pela primeira vez a andlise por CGAR-EM dos extratos
alcalofdicos nfio derivatizados das espécies: Aspidosperma pyricollum Muell. Arg,
Aspidosperma olivaceumn Muell. Arg, Aspidosperma pyrifelium Martins ¢
Aspidosperma polincuron Muell. Arg.

O estudo deste género por CGAR-EM facilitard a localizaco de espécies
que contenham substincias abundantes com atividade biolégice jd reconhecida, como
mostrado na tabela 1, on passiveis de serem transformados em quimioterdpicos
tradicionais como por exemplo a Vindolina 278 e a Catarantina 280 que podem ser
acoplados quimicamente ou enzimaticamente para reproduzir a Vinblastina 289 um
anticancerigeno (24). OH




TABELA 1 (*)

Alcaléide Atividade Biolégica Referéncia
Apsaricina 13 Propriedades analépticas; agfio antiviral (25)
sobre o virus da Poliomielite do tipo TIL
Elipticina 43 Inibigio da  proliferagic  celular; (25, 161)
interag8es cardiovasculares.
Olivacina 42 Inibigfio da proliferagio celular. {25, 128)
Quebrachamina 66 Agente  simpatolitico; inibidor da (25)
acetilcolinesterase.
Sitsiriquina 139 Depressor do SNC {25)
Yohimbina 49 Bloqueador dos receptores adrenérgicos (25)
e serofoninérgicos;, excitagdc central;
elevagfio da pressfio sanguinea; aumento
da taxa cardiaca; aumento da atividade
motora; antidiurético.
Dihidrocorinanteol Atividade antimicrobiana contra {26)
987 bactérias gram positivas

* As estruturas dos compostos se encontram na figura 1.
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Figura 1. Estruturas dos compostos databela L.
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CAPITULO]

Revisfio Biblografica dos Espectros de Massas Obtidos dos Alcaléides Inddlcos
Isolados no Gé&nero Asplidosperma

O estudo dos alcaléides por Espectrometria de Mazsas vem desde os
classicos estudos de Biemann, que utilizou a técnica de "deslocamento™ no infcio de 1960
para estabelecer a estrutura de-alcaléides que possuem substitnintes diferenciados ligados
ao anel aromdtico (70). A estabilidade dos sistemas arométicos dos alcaléides indblicos
frente ao impacto eletrénico, como por exemplo a Ibogamina 281, sofre quebra
preferencial nos sistemas aliciclico e heterociclico. Os alcaléides que diferem somente na
substitnigfio do anel aromético mostram picos com deslocamentos 4 massas altas, quando
ge adicionam substituintes. A Tbogalina 282 e a Ibogamina 281 sfo exemplos que mostram
claramente a aplicagio da técnica de "deslocamento”, como se observa na figura 2 o
composto 281 mostra os fragmentos Mt 280w, 256u, 25lu, 195u e 156u que
corresponderia a perda de 15, 29, 85 e 124u de massas respectivamente, e utilizando-ge os
estudos de Biemann onde o composto 282 difere de 281 na adi¢io de dois grupos metoxila
(60u), a Ihogalina 282 apresenta os picos M 340u, 325u, 311u, 255u e 216u que sfo
aqueles correspondentes & adigio dos substituintes em 281,

O método ¢ também apropriado para alcalbides relaclonados com &
Aspidospermina (18, Rj=CH3C0-, Ry=CH30-, R3=H), 0s quais diferem nos substituintes
Ry, Ry e R3. Todos os compostos relacionados déo uma quebra do tipo retro -Diels-Alder
no anel C (M1 - 28), com uma nova clivagem para dar o fon base a m/z 124 (43, 70),
figura 3.

O método de "deslocamento” de Biemann pode também ser usado quando
os alcaléides diferem na parte aliciclica da molécula, mas isto depende principalmente do
modo como 08 outros grupos presentes, interferem na fragmentacdio.

O advento da Cromatografia Gasosa acoplada 4 Especirometria de Massas
(CG-EM) permitiu o estudo de alcaldides mais voléteis como os alcaléides do tabaco, os
alcaléides "frog”, e os alcaléides piperidinicos em insetos.

A disponibilidade comercial de um bom nmero de fases estaciondrias
para colunas capilares de silica-findida para Cromatogarafia Gasosa (CQ), tem
sumentado grandemente a abrang®ncia da anélise por CG de uma variedade de drogas e
compostos naturais, incluindo os alcaléides ind6licos entre oufros, que nfio podiam ser
analisados rotineiramente por este método (23).

O interesse pelo génerc Aspidosperma se deve ao fato deste ser mmito rico



100- 136

7S 4 280

504

124

254

200 250 300

100r 136

340

75+

149

50+

123

255

25

0 . ]u[ f!_IMET: i ‘3“31 282

T

[ T T
15¢ 200 250 3;0 | 350

Figura 2. Comparac&o entre os espectros da bogamina 281 (A, PM=280) e da
bogalina 282 (B, PM=340).

10

A S S 4 M 40 SO & S S S S S S S M A . e am am e e o e e e o o e am an e am e am im am am em am me e e e



- zHCﬂCHQ

m/z 354 Rx=COCH,, R=OCH,, R;=H Aspidospemmina 18_
]

s !
{c)

v m/iz 326

T,
m’z 152 mfz 124 @ i
@ @ o
R3 |
Rz H
miz 160
)

Figura 3. Esquema de fragmentac&o da Aspidospermina 18. (52, 53)

4t



em alcaléides indblicos, que podem apresentar atividade biolégica, como também
apresentam fragmentos caracteristicos sob impacto eletr8nico e sfio amplamente estudados
por EM. O estudo deste genero por CG-EM facilitars a localizagfio de espécies que
contepham substincias abundantes e de atividade biolégica j4 reconhecida por isso
realizou-se esta revisllo bibliogréfica dos espectros de massa dos alcaldides isolados. O
objetive desta revisfio foi compilar dados e anxiliar na analise dos compostos defectados
nos extratos diclorometéinicos de espécies deste género. Outro importante objetivo desta

revisfio ¢ confeccionar um banco de dados a fim de facilitar as analises por CG-EM
através desta biblioteca

12



Esrpectros de Massa de Alcalélide Isclados de Espécies do Género Aspddosperms

TABELA2

ALCALGIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF.
KOPSANOMNA 306 306(M+,100), Z78(28), @7
250,249,224 218, 211,
203.
J[ s
|
M
i
EPI- 322 32204+,100). t2)
KOPSANOL-
10-LACTAMA
2
KOPSANOL 308 309(21), 308(M+,100), 27
3070743, 251(14), 22401,
207163, 194(18), 180273, i/cﬁ
168(27), 167(28), 154(17). O j
| ~
H
3
EPl- 308 309(21), 308(M+,100), (273
KOPSANOL 307(74}, 290(23), 280(6),
279(7}, 261(9), 251(33},
249(185), 224(38), 209(22),
207(21), 194(25), 182027),
180(36), 168(36), 167(34),
154(61).
N-FORMIL- 336 3360Mt)), 309, 308, 307, )
KCOPSANOL 290, 280, 279, 261, 251,

249,210, 208, 196, 195,
182,180, 168, 167, 154

{*) Estas estruturas nfie foram relatas na Lteratura.
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Continuagio da TARELA 2

ALCALGIDE PM ESPECTRO DE MASSA (ma)  ESTRUTURA REF
f-YOHIMBINA 354 334(M$,82), 353(100), (28)
184(11), 170010, 169(17),
156(8).
10-METOXI- 326 326(M+,1003, 325(31), (29
GEISSOSCHI- 295(21), 281(34), 267(15),
ZOL 253(14), 214(8), 200(29),
199(45), 186(29).
RAMIFLORINA 466  466(Mf,23)), 283(19), )
A 282(77), 281(39), 279(33),
253(17), 201(25), 186027,
185(100), 184(16), 171(38),
119(22), 117(24).
RAMIFLORINA 466  466(Mt+,25), 284(583, 283(80}, (253
B 282(77), 279(70), 253(48), 201
(35), 186(58), 185(100), 184
(62), 183(65), 171(80), 142
{43), 130(33).
KOPSININA 340 338(M+), 310, 124, 109 (30)
N
pg-g COOoHs
16

14
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Continuagho da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF.
DASYCARPI- 268 268(M+, 76), 239(38), 225(40), (303
DONA 211(100), 198{60), 196(58),
183(36), 167(38), _CH3
"
oy
1
ULEMNA 266 266(M+, 88), 251(18), 237(64), 310

223(58), 209(84), 208(603,
194(100), 180(84), 167(40).

h
|
H
12
APARICDNA 264 264(M+, 100), 245(38), 235 €32)
(38), 22258}, 208(68), ,\N
N/
|
H
13
ASPIDOFILINA 338 338(M+), 310, 124, 109(100). e (33)
14
DESACETIL- 342 34204+, 314,190, 124(100) (34)
PIRIFOLIDINA

5



Continuactio da TABELA

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\z) ESTRUTURA REF.
PIRIFOLINA 382 382(M%), 354,307, 174, 154, (34)
139,109,
PIRIFOLIDINA 384 384(M+), 356, 190, 124 (34)
1z
ASPIDOSPER- 354 354(0+),326, 160, 124 (+2}
MINA /Y
A
@)
b
HCO f=0
CH,
18
APIDOSPER- 266 266(M+), 136(100), 77 72
MATIDINA
N
o7y
!
H
240
17-METOXI- 310 210(M7), 282, 174, 124, (30)
AS- 103(100) -
PIDOFRACTI-
NINA
12
1€

P
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Continuagto da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (\s) ESTRUTURA REF.
N-FORMIL-17- 338 338(+), 310, 124, 109(100) (30)
METOMI-
ASPIDOFRAC-
TINDN A
16,17- 340 340003, 312, 278, 170, 124, (30)
DIMETOXI- 109(100).
ASPIDOFRAC-
TINDN A

21
ASPIDOFRACTI 280 280(M4), 252, 144, 124, (33)
NINA 109(100)

/T

1)

~T >~

]

H

22
REFRACTINA 396 396(M1+), 368, 154, 124, 109. (3%5)

P
11-METOXI- 354 354(M+), 339, 323,311, 297, (30)

14,15-
DHIDRO-
CONDILCCAR-
PINA

283,270, 259(100), 224, 212,
177,154,140, 107.
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Continuacio de TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF.
N-FORMIL- 368 368(M+). 340, 124, 105(100), (300
16,17-

DIMETOXI
ASPIDOFRAC-
TININA
REFRACTIDINA 338 338(ME), 316, 154(100), 144, (34)
139, 16%. W:)
ASPTDOFRAC- 366 366(M+), 338, 124, 109. (36)
TINA /\N ;\[
[
CHo on,
27
LIMATININA 324 3240M%, 24), 261(4,6), 137(10), 28 (373
136(100), 123(8).
ASPIDOS A 316 20 (%)
" 20 (*
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Continuagic da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (i) ESTRUTURA REF.
HASLERINA 30
QUIRANDINA 31
GUATAM- 264 264(M+,10), 263(25), 245(100), (38)
BUINA 247(33), 223(22), 221(21),
208(23), 205(26), 204(27), Vak
167(7), 132(21), 124(38), C i
117(36). T >
H .
2
N-METIL- 264 264(M+,53)), 263(100), 249(32), 38)

133(24), 132(18), 124(22),
123(14), 117(11).

('a
TETRAHIDRO- 233(6), 221(69), 206(11), /\,,/CHQ
ELIPTICINA 205(10), 204(12), 191(6), P
i
H

19



Continmac%so da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (ma) ESTRUTURA REF.
DES-N-METIL- 254 254(M+,53), 225(21), 211(45), (38)
DASYCARPI- 197(97), 184(65), 163(100),
DONA 157(29), 130(29).
J
H o]
_ 34
DESIDRO- 250 250(M+,86)3, 230(67), 220(77), (38)
DES-N-METLL- 218(57), 205(67), 204(77), e
ULEINA 181(100), 180(51). : :}-MH
!
i CH3
35
DES-N-METIL- 252 2520M+,100), 237(15), 223(4%93, (38)
ULEINA 209(24), 195(33), 194(30),
180(26), 167(11). H
-—.P;!(/
i
H
36
DASYCARPI- 270 270(M+,21), 252(19), 223(29), (38)
DOL 213(19), 209(27), 195(100),
187(38), 183(22), 180(42), CH3
168(24), 167(27), 157(36). -
i
H OH
37
1,13-DIHIDRO- 284 284(M+,2), 266(100), 237(9), (38)
N-HIDROXI- 230(10), 223(13), 209(10),
ULEINA 194(31), 180(16), 167(9), CHa
143(12). ~n
? CH20H
H
s

20
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Contiraco de TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF,
ASPIDODASY- 370 3700M, 21),339(6), 267(10), (38)
CARPINA 263(12), 152, 232(8), 204(6),
159(5), 156(6%, 144(5), 130(6),
108(100}.
DESMETOXI- 324 324(004,19), 296(16), 144(11), (30)
ASPIDOSPER- 130¢12), 125¢22), 124(300).
MINA
N-ACETIL~ 324 324(19), 296(16), 152(16), (3%)
ASPIDOSPER- 144(11), 130€12), 125(22),
MIDINA 124(300)
j
?=a
CHy
41
OLIVACINA 246 246(QM+,1003, 245(36),231(5), {A0)
229(3), 204(8), 123(12).
! ’
H
42
ELIPTICINA 246 2460+, 100, 245(35), 231(18). 41
Ly
O
E :
H




Contiruaclio da TARELA 2

ALCALOIDE PM

ESPECTRO DE MASSA (im'z)

ESTRUTURA REF.

1,.2-DIHIDRO- 248
OLIVACINA

20-FPI-ULEINA 266

N-METI -ASPI- 296
DOSPERMIDI-
NA

DEIMETIL- 340
ASPIDCOSPER-
MINA

18,19- 352
DESIDRO-
YOHIMEINA

24800M4).

266(M+,76), 237(54), 223(31),
222(17), 210022), 209(69),
208(37), 195(32), 194(69),
193(24), 181(36), 180(64).

(40}

206(M+, 48), 268(22), 158(16), (42)
157(12), 152(19), 148(11),
144(19), 124(300). ’ﬁ

; ]

CHy

46

34 OQMH), 124(100), {(43)
352(M¢,100),351(93), 184(11), (44)

170(39), 169(56), 156(70).

oH

22
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Cortinazcto da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA () ESTRUTURA REF.
YOHIMBINA 354 355(22), 354(Mt, 82 ), 353(100), (28)
323(4), 295(5), 224(5), 184(1 1),

183(4), 171(4), 170(10), 169(17),
168(5), 167(4), 156(8), 144(5),
125(4), 73(4).
OH
49
PSEUDO- 3540M+)  355QM#, 22), 35400+, 90), (44)
YOHIMBINA 353(100), 351(2), 339(1), 325(2),
256(3), 295(13), 281(3), 267(2), y
251(1), 235(1), 221(13), 207(3),
184(10), 170(11), 169(16),
156(8), 149(8], 147(5), 144(6), OO0
143(5), 129(3).
O
s0
9-METOXI- 276 276(M4) (45)
OLIVACINA
OCH3
H
51
LIMASPER- 298
MIDINA
oy
i £OH
H
52
15,16,17- 456 456(M+, 70D, 412(45), 399(11), (46)
TRIMETOXI- 397(19), 383(41), 38120}, N
21-0X0- 355(21), 340(14), 325(8), 300(8), [ g
ASPIDOAL- 220(9), 174(21), 161(70), O, 3 /5\
BIDINA 160(1003, 136(17), 132(1 1) L! } A
.JVKN, . ?
OCH» ¢=0
3 Cie

23



Continuacac da TABELA 2

ALCALGIDE

PM

ESPECTRO DE MASSA (ma)

ESTRUTURA

REF.

ACIDO-
HARMAN-3-
CAR-
BOXILICO-
ETIL-

ETER

ASFIDOIPER-
MIDINA

DESMETOXI-
PALOSINA

DESOXI-
ASPIDODIS-
PERMINA

ABPTDHOSDIS-
PERMINA

254

282

33g

312

328

282(M+), 254,130, 124(100).

338QM+), 310, 130, 124(100)

312QM7), 294, 144, 140, 130,

itz

328(M1), 160, 146.

©

i

=Ny

/"""'\

!
H

12

1

}/\"

3

@7, 53

(43)

(48)

48

24
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Contimaagto da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\%) ESTRUTURA REF.
N-ACETLL- 370 370(M+), 140(100) (49)
CILINDROCAR-
PINOL
i OH
=0
Ly
‘ =2
PALOSINA 368 368(M+), 340, 160, 130, (45)
124(100)
CHy &0
s
60
NORMACUSINA 294 294(M+,100), 280(15), (50}
B 263(38),182(10),16%(80),
168(60).
POLINEURIDI- 352 35200+, 70), 334(50), 249(60), (50)
NA 169(78), 168(100).
METIL-ESTER 240 240(M+), 182, 51y
Do
ACIDO -
HARMAN-3- COOCH,
carBOXiLICO

25



Continiacic da TARELA 2

ALCALGIDE

PM ESFPECTRO DE MASSA (m'\z) ESTRUTUORA REF.
{603
ERURMNAME- 278 278(1».&-}}, 249, 208, 206, 193, A
NINA [/
O !
N
149
1,2=-DESIDRO- 280 280(1&!-1—), 251, 210. {69}
ASPTHOSPER-
o Q%g
R N i
i
H
pE1)
O-METIL-12- 368 368(M+, 73, 324(41), 309(6),
OX0-18- 295(4), 296(2), 280(3), 240(9),
ASPIDOAI RIDI- 174(14), 161 {273, 16601003, 0
NA 136(35), 132(13).
OH ¢z 0
|
G
is82
{-)-QUEBRACHA— 282 282(}4?}. 267, 253, 210, 199,157, (52}
MINE 144, 143, 138, 1230100), 124, 115,
= RAFIDINA 110, 96,

26
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Continmaglio da TARELA, 2

ALCALOIDE ~ PM  ESPECTRO DE MASSA (m) ESTRUTURA REF.
DESACETIL- 312 312(M#),284, 160,124 A (53,72)
ASPIDOSPER-
MINA
HLC0 gf &5
PEROBINA 294 64
QUEBRACHA- 282  282(M#, 100, 253(20), 157(58), (52)
MINA 138(45), 125(86), 124(85),
110(30), 96(303,
|
H
66
ASPIDOSPER- 338  338(Mt,50), 136(100), 174(30), 53
MATINA 160(30).
o
JHCO f=0
o
67
MACUSINAE 305  3090Mp), 308, 294, 293, 279, (54)

277,263,185, 183, 169, 168, 156,
144, 143, 130.

27



Continuagho ds TABELA 2

ALCALOIDE PM

ESPECTRO DE MASSA (m') ESTRUTURA REF.
ALCALOIDE (55)
Q2
OCH,
L-cn,
_ 69
. PANARTNA 321(M+ - HIX, 100), 308(50), (56)
264(24), 249(16), 169(39), N
168(71).
it}
POLINEURDNA 308QM+ - HX, 10}, 290(10), . (56)
263(8), 249(3), 169(100),
168(493.
i}
MACUSINAA 365(M+ - HIX, 11), 352(15), (56}
335(11,%), 321(23), 249(26),
293(30,7), 263(19), 249(42),
169(92), 168(100).
2
ASPIDOCORI- 184(100), 183(92), 170(40), (56)
NA 169(69), 156(53).

28
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Corntinuactio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (mz) ESTRUTURA REF.
MACUSINAC 366 366(M+ - HX, 30, 352(4), )
336(20), 308(27), 294(67),
293(67), 277(24), 263(50),
249(21), 169(93) e 168(100),
: 74
CILINDROCAR 398 398(M+), 339, 356, 124(100), . (56)
PIDINA ]
] :] ﬁ
| COOCH,
OMe (l:: o
Chg
is
CILINDROCAR 486 486(M+), 427, 355, 124(100). (57)
PINA
@
DMEéza GDU’_{E
{
CHy
i
cH
[ 36
Nb-METIL- 336 336(M+ - HX, 5), 278(50), Covg (56)
AKUAMMI- 172(52), 158(50), 142(88),
CINA 1211003, 107(22), 93(66), o O
O
~
H  COOCH,
17
CILINDROCA- 356 356(M4), 328, 325, 282, 263, (49)
RINA 196, 168(100), 160. .
e | COOCH,
78

28



Contiruaciio da TARELA 2

ALCALGIDE

PM ESPECTRO DE MASSA (m\z) ESTRUTURA REF.
N-ACETIL- 442 -~ {49)
CEINDROCAR
PINOL O
] CHOH
Mea =0
|
CH,
N-ACETIL-20- 414 414(‘M~f}, 386, 327,326, 325, 324, {4%)
HIDROX - 281,212, 184(100), 174, 160,
CONDROCA- 122,43,
RINA
N-FORMIL~ 356 356(h4+t, 25), 355(16), 328, 312, 4%
CILINDROCAR 211, 297, 160, 140(100), 109, 43
FINOL. O
Mg | CH20H
C=0
!
H
81
N-FORMIL-20- 400 400QM+,29), 372, 313(54), o~ @9
HORGXICILIN 3120283, 311(100), 310095), 212, &
DROCARINA 184(100), 174, 160(12), 122. © ‘ OH
] cooc
£=0 e
i
H
82
N-CINAMOIL- 502 502(M+, 800, 474, 471, 415(39), (4%
20- 414(38), 413(64), 412(39), 372,
HIDROXICILIN 285(18), 281, 184(1003, 131(58), H
DROCARINA 103, 77,
OMe | COOCH,
?zi}
fH
s

30
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Contirmagio TABELA Z

ALCALOIDE PM ESPECTROG DE MASSA (m) ESTRUTURA REF.
N-BENZOIL- 476 4TE(ME), 448, 445, 387(95), 212, (4%)
20- 184¢100), 174, 160, 105, 77.
HIDROXICI-
LINDROCA- OH
RINA
COOCH,
¢
",
84
N-DIHIDRO- 504 5040+, 14D, 454(40), 453, (45}
CDNAMOIL-20- 415(215, 414, 372(38), 367, 346, H
HIDROXI- 365(28), 364, 321, 285(36), 212, [_)
CILIN- 184(100), 174, 16G, 124 Mo | COOCH,
DROCARINA =0
?Hz
CH,
| ss
Cehls
20- 372 372(M+, 85), 316, 285(71), 284, (4%)
HIDROCTLIN- 283(35), 282(31), 212(24),
DROCARINA 184(100), 174(14), 163, 58(26). /\Nf\
O 1 ‘f o
YN T Cooch,
OCH, H
86
N-FORMIL- 384 384(M+, 22), 356, 353, 310(82), (4%
CILINDROCA- 196, 168(1003, 160.
RINA
Cc[;ea ) COOCH,
17- 368 368(M+, 22), 340, 327, 325, 309, (49)
DESMETOXI- 205(27), 294(73), 196, 168(100),
N-ACETIL- 144, 130,43,
CILIN- _
DROCARINA 3 o COOCH,
|
CH,
88

31



Continuagio da TARELA 2

ALCALOIDE

PM ESPECTRO DE MASSA (m\s) ESTRUTURA REF.
N-BENZOIL- 460 460(M+), 432, 429, 386(85), 281, (4%)
CILINDROCA- 196, 168(1003, 160, 105,77
RINA /\“
CODCH,
Me |
CeHs
89
N-METIL- 370 370QM+, 54), 342, 339, 296, 196, ~ (49)
CILIN- 174, 168
DROCARINA
20
DESACETIL- 358 358(M+), 157(100), €]
PICRALINA aHCCOOHK, - cooCH, -
16-EPI-ISO- 354 354(0+,74), 353(100), 336, (590
SITSIRIQUINA 3230245, 295, 251(60), 249, 237,
186, 170(21), 169(30), 156,
23
DES-O-METIL- 336 356044, 190, 176, 163 (603
ASPIDOCAR- *
PINA
H |
OH ¥c=o
CH,
23

32
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Cortimuacio da TARFLA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF.
ASPIDODASY- 370 370(M), 339, 267, 263,159, 156, HOH,C coocH, (38)
CARPINA 108(100).
RESERPILING 412 4120M+), 411, 244, 270,229, 216.
95
CARAPANAU- 428 428(M+), 223, 219, 205, 190, 69. 1 GD
BINA FCO A i Y
H
HCO \:Arf’fw\lﬂ
H M o
HCOOL T T
96
DIHIDROCORI 298 298 (61}
NANTEOL
TETRAHIDRO- 680 580(M+), 126. (623
SECAMINA

33



Continuagfio da TABELA 2

ALCALGIDE PM ESPECTRO DE MASSA (n'g) ESTRUTURA REF,
10,11- 410
DIMETOMXI-
PICRAFILINA
HIDROXI- 426
DIMETOXI-
PICRAFILINA

100
16-EPI-35,43- 370 370(M+, 48), 354(74), 353(100), (63)
ISOSTTSIRIQUI- 337,313, 295, 251, 249, 184, 170,
Na-N-033D0 169, 156.

101
3,4,5.6- 294 294(M+, 5) 277, 265, 250(47), {63)
TETR AHI- 249(100), 222{30),
DRO-18,19- 221(97),219(47),207(25), 193,
DIEIDRO- 182,169, 168,
CORINAN-
TECL

102
2-ETIL-3-[2-(3- 298 298(M+, 20), 281, 172, 158, (63}
ACETII PIPERT- 140(100), 126.
DINAYETIL]
INDOL

/H
JHCoC
103

Al A S A & AR am
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Continuagio da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (mz) ESTRUTURA REF.
18-0X0- 268 368(M+, 46), 324(70), 309, /\N (€3)
HAPLOCIDINA 281(20), 226(18), 174, 160(100), /A
140(74), 136(30). m
. T
HO j::g 0
CHy
104
0. 296 296(M+, 91), 295(100), 281, 265, (63)
GEISSOSCHIZOL 251(33), 247, 223, 184, 183, 170, m
169(38), 156, 144, 143 \,/\.N, AN
10-METOXI- 326 326(M+,100), 325(99), 311, 297,
GEISSOSCHIZOL 295, 281(35), 214, 200, 199(39), .
186, Mal
18,19-DIHIDRO- 298 298004+, 86), 297(100), 283, 281,
ANTIRINA 269, 267, 223, 198, 184, 170,
169, 156, 144, 143,
HOH,C
107
ISCANTIRIRINA 296 296(M+), 225, 223(100), 197, {63}

184, 169, 156,
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Comtimiactio ds TARELA 2

ALCALOIDE

PM

ESPECTRO DE MASSA frn'z} ESTRUTURA REF.
17,4, 5%, 6 - 436 436(M+, 38), 265, 263, 252(61),
TETRAHIDRO- 251(46), 250(42), 249(55), 235,
17 (R)- 223,185¢100), 171, 169, 156, 144,
USAMBAREN- 143,
SINA
N- 494 494{M+), 435, 265, 252(100),
CARBOMETOXI 251(49), 249(603, 235, 229(50),
17,4, 5. 6" - 223, 285, 171, 169, 156, 144, 143,
TETRAHIDRO-
(17R}-
USAMEBAREN-
SRiA
N- 508 5080+, 20), 479, 463, 435, 368,
CARROETOXI- 265(35), 253, 252(100), 249, 243,
17,4, 5', &' 223, 185(34), 184, 171, 169, 156,
TETRAHIDRO- 144, 143,
{17R)-
USAMBAREN-
SINA
DIMIDRO- 268 268(M+,183, 253(10), 239(10),
ULEINA 222(18), 211(40), 210¢20),
209(18), 194(40), 182(100),
180(40), 167(40), 157(38).
RESERPILINA 412 412(M+), 411, 244, 230, 229, 216,
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Contirpiacso da TABFLA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (D) ESTRUTURA REF.
RESERPININA 382 38Z(M+), 381,214, 200, 199, 186, {63)
1S0- 412 41200M+),4 11, 244, 230, 229, 216,
RESERPI DNA *
115

I30- 354 354(¢+), 353(100), 339, 325, 223, {63}
STTSIRIQUINA 267,251, 249,223, 184, 170, 169,

156, 144, 143.
EPI-16- 354 35401), 353(100), 339, 325, 223,
SITSIRIQUINA 267,281, 249, 223, 184, 170, 169,

156, 144, 143,
GEISSOSCHI- 296 296(M+, 91), 295(100), 281, 265,
ZOL 251(31), 237,223, 184, 183,170,

165(28), 156, 144, 143,
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Contiruacio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\s) ESTRUTURA REF.
10-METOX- 326 326(M¢, 100), 325(99), 311,297, g (63)
GEISSOSCHIZOL 293, 281(35), 214, 200(23),
199(39), 186(333,123.
O-ACETIL~ 296 3960M1), 395(100), 184, 170,
YOHIMBINA 169, 15¢.
ATFPIDOLIMI- 384
DINA
HC
LIMAPODINA 356 356(044), 355, 354, 328341, 340, (63)
327,311, 310,, 297, 190, 175, ‘-—N”"*
168, 160, 140(100). w
[
OH =0
CHy 122
HAPLOCIDINA 354 354(M+, 70), 326(74), 311(32), (63
310(89), 309(45}, 160{31), ;
146(133, 138(100). /\"
() “
ngt! A
oH C=0
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Contirmiacio de TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\a) ESTRUTURA REF.
10-METOXI- 228 328V, 85), 327(100), 299, 297,
DIHIDRC- 286, 25%, 214,200,199, 186, 168, MeD
CORINANTECL 163, !
TETRAHIDRO- 352 352(M+3, 351100}, 184,170,195,
AT ITONINA 156,
OCHROLIFUA- 438 438(M+), 437, 436,422, 408,
IAA 38£, 200, 187, 185, 184, 183,
181, 160, 15%.
AXTIRDNA 296 2960+, 225, 223(100), 197,
184, 169, 156.
USAMBAREN- 446 446(M+), 251, 250, 249, 183,
SA 182.
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Contirmagio da TARELA 2

ALCALGIDE PM ESPECTRC DE MASSA (m's)
TETRAHIDRO- 436 4360+, 21), 265(10), 263¢11),
USAMBAREN- 253(17), 252077), 251(30),
SINA 250(42), 249(55), 235(14),

223(25), 185¢1003, 171(15),
169(22), 156(15), 144(23),

143(18).
10-METOXI- - 384 384(M+,100), 383, 354, 353, 325,
o~ YOHIMBINA 214,200, 199,186, 174, 173, 172. - Me0
19,20-DESIDRO- 352 35200+, 100), 351(53), 184(11),
o- YOHDMBINA 170(393, 169(55), 158(70).
ARICINA 368
PSEUDO-INDO-
XILa
METOXI- 326 326(Mt), 253, 253(100), 197, (65)
ANTIRINA 220, 20, 199, 186.
133
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Contimiagio da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (miz) ESTRUTURA REF.
3]

16(R)-3,4.5,6- 364 350(M+, 503, 332(45), 291(38), s (65)

TETRADESIDROD 24701003, 219(14), 207(17), O 4o

-SITSIRIQUINA 182(13), 168(13), 156(12). 2

10-METOXI- 384 384(Mt), 383(100), 355,214,200, (65)
SITSIRIQUINA 199, 188, 174, 173. 0

138
10-METOXI- 326 326(M+), 323(58), 311, 295, {65)
12,20-DESIDRO- 281(82), 267, 253, 200, 199(100), o
DIHIDRO- 186(76), 174, HED~ o N
SORTNANTEOL "
TETRAHIDRO- 352 3520M#), 351(100), 170, 169, 184, (65)
ALSTONDNA 156, '
10-METOXI- 384 oo
CORINANTRINA 2 S
H
L e
HCooC ~ 4
OH
138
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Contiruacto da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF,

SITSIRIQUINA 354 354(M+), 353(100), 379, 325, 267,

251, 244, 229, 223, 184, 170, 169,

156, 144, 143,
DIHIDRO-18,19- 356 356(M+), 355, 184, 170, 169, 156,
STTSIRIQUDNA 144, 143.
(16
CANTLEIINA 207 207(M+, 68), 179(43), 175(79),

160(10), 147(100), 132(23),

188(32), 104(19)
VALLESIACHO- 350 3500M+), 184, 170, 169, 156.
TAMINA

142

VALLEIAMINA 340 340(M+) (65

Heooc  CHOH

143
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Contimiagio da TABELA 2

ALCALGIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'a) ESTRUTURA " REF,
NEO-OXI- 345 344(M+,100), 329, 311,284, 255, (65)
GAMBIRTANINA 172, 142¢100),

ALO- . 354 354(M+), 353(100), 184, 170, 169,
YOHIMBINA 156.

TETRADESIDRO- 350

3,4,5,6-

B - YOHIMBINA

a-YOHIMBINA 354

Y- ISO-
RESERPIIDNA

428

35443, 35301003, 184, 170, 169,
156.




Continuactio da TABELA 3

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\z) ESTRUTURA REF,
N-METIL- 296 206QM1), 268,144, 124(100). 53
ASPIDOSPER-

MIDINA
PRUINOSIDINA 341 341(M+,4), 340(16), 326(100), a1
325(97), 311(12), 295(25), MsO cHy
281(46), 267(14), 253(12), O &~
215(28),214(9), 200(24), 199(39), N2
186(33). ;
" l
PRUINOSINA 350 3500M+,8), 332(8), 291(4),
273(12), 261(36), 248(22),
247(100), 246(36), 245(19),
233(19), 221(27), 219(38),
207(50), 206(21), 182(29),
168(12), 167(6).
ALCALOIDE 352 35200+ ), 337,293,223, 184, 170,
1352 169, 156.
ALCALOIDE 382 382(M1), 367, 323, 253, 214, 200,
/382 a 199, 186.

MeO

L dh S A B e o e e e A e e dh . . o e e



Contirmacio da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'z) ESTRUTURA REF.
ALCALOIDE 382 38Z(Mt), 367, 323, 253,214, 200, an
¥382b 199, 186 3

N
MeD *5 H,
H
,HCOOC o0
157
ALCALOIDE 298 298(M1), 269, 252, 251, 225,
/298 184,170, 169,156,
ALCALOIDE 296 296(M+), 251, 184, 170, 163,
/296 156.
ALCALOIDE 328 328(M1),299, 283, 281, 255, a2
328 214,200,199, 186.
N
N
M0 |

H
ALCALOIDE 354 354(Mt), 323, 184, 170, 169,
/354 156.
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Contirmacto da TABFELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m's) ESTRUTURA REF.
ALCALOIDE 352 352(Mt), 321,184,170, 169, 156 72
/382 N

= N
e
1
JHCooC HOH

162
ALCALOIDE 384 384(Mt), 353, 214,200, 199, 7%
/384 186,

Mel
A

aHCO0C ™ “SCHOH

163
ALCALOIDE 382 382(M+), 351, 214, 200, 1989, {73}
/382 186,

MaO | §
e

3HCOOC /&CF{}H
ALCALOIDE 356 356(M+), 253, 184,170, 169,
IV/356 156.
ALCALOIDE 354 354(M+), 251, 184,170, 169,
IV/354 156.
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Continnagsio da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (w'z) ESTRUTURA REF.

ALCALOIDE 386 385(M+), 283, 214, 200. 199,

TV/386 186.

ALCALOIDE 384 384(M+), 383, 354,353, 325, 219,

IV/384 200, 169,186,174, 173, 172.

Me(

10-METOXI- 384 384(M+, 83), 383¢100), 369(10), MeO

17-EPIALO- 353(3), 325(3), 214(8), 200(15),

YOHIMBINA 199(16), 186(11).

19,20-DESIDRO- 352 3520M¢, 100), 351(77), 337(2), ’} (65)

B - YOHIMBINA 293(9), 249(13), 184(9), 183(8), ~ )
182(8), 170(40), 165(43), 7Y Lk
156(43), , 144(17), 143(15).

3,4-DESIDRO- 352 352QM+, 100), 351(69), 337(10), (65)

B - YOHIMBEDNA 353(13), 321(14), 294(42),

293(97), 275(28), 235028},

221(86), 209(14), 186(6),
168(14), 129(17). *l *\ jL(H
He
SHCOOC
111 OH
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Contirmiacio da TABELA 2

ALCALOIDE PM

ESPECTRO DE MASSA (m'a) ESTRUTURA REF,

OXINDOL- 370
B - YORIMBINA

PSEUDO- 370
INDOXILA-
B - YOHDMBINA

N-OXIDO- 370
B - YOMDMBINA

14,12-DIHIDRO- 340
ASPIDOSPER-
MATINA

HIPOQUEBRA-
CHAMINA '

370(Mt, 45) , 353(4), 339(8),
311(5), 225¢100), 166(11),
154(7), 148(7), 130(5), 69(8).

37000, 53), 353(11), 339(7),
311(5), 225(65), 224(100),
166(7), 148(6), 130(7), 69(6).

3T0(M+, 17D, 354(84), 353(100),
295(11), 221¢11), 184(16),
170(18), 169(23). 156(16),
144(14), 143(11).

340(M%), 160, 138(100). (65)

:
=0
!
C

Hy

i
)
th
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Contirmacso da TARFLA

ALCALGIDE PM ESPECTRODE MASSA () ESTRUTURA REF.
VINCINA 384 384QM+), 369,355, 337, {74}
325,324, 314,297, 282, 281, O
254, H\L
)
Ny
177
RAZIDIGENINA 298 (76
as
O N
} A
et
178
O-METIL- 400 400(M+), 372, 206, 124{100). /N 5
ASPIDOCARPI-
. O
a7 T/\N -~ w
Omie *
c=p
179 CHs
AKUAMIDINA 352 35200+, 78), 249(60), 182(36), HEOOC (76>
169078, 1687100). 3
RAZIDIGENINA 314 314Q0M+,297, 144, 143, 130, o Sea))
N-OIDO 0
/\‘f PN
A
N
i81




Corttimiagio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'a) ESTRUTURA REF.
RAZINTLAM 294 294044, 265,237,224, 205, )
f"“\.\
]
@ y
0
N \de{\—”,}
]
H
ACETIL- 394 16
394(M4), 275, 249,169,168, )
AKUAMIDINA ™D HCOOC e
. ESPEGAZINI- 356 356(M+), 312, 124(100), (8G)
A /\N g
;! H
ESPEGAZIDI- 372 372(M+), 328, 124(100).
NDNA ’ '
FENDLERIDI- 296 296(M+), 268, 252, 144, (81, 823
NA 138(100), 130, 110, 96. ’
=ASPIDOALRI-
NA .
@
— AN \\]
|
H
186
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Continuacio de TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\z) ESTRUTURA REF.
ASPIDOFEN- 354 354QM+), 138(100) (82)
DLERINA /\N
HOJE;A
OH C}=0
i,
: 187
FENDLERINA 398 398(M+), 138(100), 161. (82,83)
HZCO N/L/
OH C=0
Lohe
188
FENDLISPER- 298 298(M+), 281(100). (84)
MINA
CROMATINA 384
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Contirmacho da TARELA 2

ALCALOIDE

PM ESPECTRO DE MASSA (m'2) ESTRUTURA REF.
ASPIDOAIBINA 428 428(M#), 400, 384, 138(100). (305,(87)
OBSCURINER- 424 424(01+), 409(100), 246, 244,
VIDINA 198.
DIHIDRO-ORS- 426 426(M+),411, 426, 244, 199.
CURINERVIDI-
NA HyCO
H,CO
183

OBSCURINER- 438 438(M+), 423, 260, 244, 219, 205.
VINA *

H,CO

H,CO
DIHIDRO-ORS- 440 440(M+), 425, 244, 206.
CURINERVINA *

§2
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Continuacio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m) ESTRUTURA REF.
ALCALOIDE 382 382(M+), 351, 323, 279, 140, 122, (85)
6 121.
196 ™
ASFIDOLIMINA 384 384(M), 356, 176, 124(100). (85)
//\N,_f\\\l
f
LA
O Necnon
HCO @, N \j\‘
H 60
éﬂs
NERVOOBSCU- 382 (86
RINA CH,0H -
SHCO
) = _CO0C
O W00t
}
198
DIMERC 710 199 %)
ASPIDOLIMI-
DINGCL
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Contimuacio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'g) ESTRUTURA REF.
W-ACETIL-DES- 338 338(M+, 370, 360, 140(100). 201 (*) 7871
PROPIONIL- T o
ASTIDC-

ALRDNOL.

(- 412 (88}
ALALACOURNA )

Ms O

JOILTT
MO I

202
VINCADIFCR- 338 338iM1TL, 1240100), {88, 89)
MINa
Qw0
‘\/ \N/L )
} COOCH,
203
CONDILOCAR- 322 (88
PINA 85
TETRABETDRG- 326 3T, 28
CONDILOCAR- 144,130
FINA
204
STEMBMA- 354 354{}«1-5}, 324, 336,123(100) {3
DENDIA - )
O
.
AL
CH,OH
JHCOOC
300
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Continusclio da TABELA 2

ALCALOIDE PM ESFECTRO DE MASSA (mz) ESTRUTURA REF.

TUROTAIVINA 314 324(M+, 23), 309(3), 293(4), (e
281(3), 267(8), 265(8), 253(8),
240(6), 229(38), 197(8), 194(12), : j
182(162, 181(16), 180(2%), G
167(25), 182(8),154(9), 95(64), © N
84(29), 71(100).

H CODCH3

20%

|-4-A2

VINCAMINA 354 354Q0EE), 339, 336, 325, 307,295, 8
294,293, 284, 267, 165, 252, 237,

224, O H
» Mo

206
ANDRAGININA 334 334CM'::}, 229,214, 133(1 00), ) (87}
120,112, 105,
() N
\& ,Y./“\
b
HCooc
207
ERTJRIAMO- 224 294(1&{1), 265,224, 209, 237, 91
NINA '
ow®
[
1,2-DEJIDRO- 340 340(}&3—), 312,188,124,
DESACETIL-
PIRTFOLIDINA

Ma(d

83



Continvacio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m\s) ESTRUTURA REF.
HOMONEBLI- 394 394(M+), 379, 230, 216, 214,
NINA
Me O :
LIMASPER- 376 3760M1), 366, 324, 160, 146,
MINA 140100}, 138, 122, 110, 109,
16-METOXI- 410 410QM+), 398, 354, 190, 176, (92)
LDMASPER- 140(100), 138, 122, 110, 109.
MINA
(+)- 324 324(M+,100), 309, 281, 238, (93)
LRMATININ A 160(32), 146(30), 136(1003,
123(40), 108(18). ---——/N\!
H  COOCHg
213
(-)-IS0- 354
SITSIRIQUIN A

354(M+), 353(100), 339, 325, (88)
223,267,251,249, 223, 184, 170,
169,156, 144, 143 N N
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Continagtio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'\s) ESTRUTURA REF.
(+)-LIMATINA 338 338(Mt), 281, 160, 146, N BB
136(100), 128, 123.
HO- : :N/
O-ACETIL 380 380QM+,100), 338, 323, 160, 146,
136(100), L, coochs
CoHg
218
(+)11- 354 354(M4), 339, 311, 268, 190, , (93}
METOXI- 176, 136{100), 123, 108. "
LIMATININA < j
;{)/[/\O e
I
ocw, M €OOCH,
216
3-11- (93}
*+)-11 368 368(M1), 311,190,176, —N.
METOXI- 136(100), 128, 123, 128, j
LIMATINA B
HO N xr/
|
CH, (ep COOCH:
Hg
217
21-0XO-~ 442 442(M+),398, 383(28), 385(30),
ASPIDOALEL- 341(38), 369(51), 326(19),
DINA 312(3), 286(23), 206(9), 174(17),
161(60), 160, 136(8), 132(12).
3 o'
21-0XO0- 456 A56(M+,70), 412(45), 457(19),
O-METIL- 399(11), 355(21), 383(41),
ASPIDOALRI- 340(14), 381(20), 225(8), 300(&)
DINA 220(9), 174(21), 161(70),

160100, 136(17), 132(11).
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Contirmacio da TARFELA 2

ALCALOIDE PM  ESPECTRO DE MASSA (m'a) ESTRUTURA REF.,
O-DESMETIL- 354  354(My), 337, 326, 172, 160, (94)
PALOSINA 124(100).
N
cL =0
Ho
CHg
220
DESMETOXI- 338 338QM+), 310, 130, 124(100), (94)
PALOSDNA
CIMICINA 382
ATMALINA 352 352QMi), 200, 183, 182, 158, %)
144,
223
N-METIL- 366 366(M), 313,299,173, 172 HCooe o O
AKUAMIDING, . Hy
éHBH
224

58
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Cotimagho de TABELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (my) ESTRUTURA REF,

ESPEGATRINA 325

CLORETODE 302
N-METIL-
SARPAGINA

5.ETIL2- 261 T (567
METIL-11-
PIRIDO|3,4-a]-
CARBAZO-
LIUM HIDRO-
XIDO

GILBERTINA 284 280(M+), 251, 208 S col

N,N-DIMETIL- T (9%
TETRAHIDRO-

ELIPTICINUM CH,

HIDROXIDO ey,
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Contirmuacho da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRO DE MASSA (m'a) ESTRUTURA REF.
DIMERQO 646 646(M+) 230
)
FTALIMIDA 147
—H
0
232
QUILOROR- 233 (%)
DIM -
LICHEXAN- 292
TONA
CHy 07 0
|
H;C0 © o OCH,
231
3-EPI- 268 268QM1), 239, 225, 211, 198, 183. (30)
DASYCARPI- ‘
DONA < 2 H3
w
e
H
234

&0
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Contirnacio da TARELA 2

ALCALOIDE PM ESPECTRC DE MASSA (m'z) ESTRUTURA RE¥F.
SJUBINCA- 348
MINA

DESCARBO- 626 E26QM+), 126. T (62)
METOXI-

SECAMINA M

N-OXIDODE 314 (63)
DIHIDRO-
CORINAN-
TEOL

ASPIDOCAR- 370 370(0M1), 342, 176,124
PINA

OLIVACINA 262 262(M+, 503, 246(100), 3BO

N-O¥IDO 245(100), 230, 131,123, 109,
e e g
L%/\N:iff e
[
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CAPITULOII
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OBJETIVO

Este frabalho teve como obijetivo, o desenvolvimento de um método de
anslise para alcalides indélicos contidos nes extrates apolares de quatre espécies de
plantas do género Aspidesperma. A técnica escolhida foi a Cromatografia
Gasosa/Espectrometria de Masgas(CG/EM). O desenvolvimento deste método pode trazer
facilidades na procura de plantas com componentes de atividade biclogica comprovada.
Por outro lado, este método poderd também ser utilizado na anglise de AI em controle de
qualidade de plantas medicinais.
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DESCRICAO DAS PLANTAS ESTUDADAS E COLETA
A - Descric8o das Plantas
A . 1. Aspidesperma pyricollum Muell. Arg. (109)

Divisfio: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Ordem: Gentianales

Familia: Apocynaceas

Sub-Familia: Plumerioidae

‘Trihe: Plumeriae

Género: Aspidosperma

Espécie: Aspidosperma pyricollum Muell. Arg.
Denominacfie Vulgar: Pequid-da-restinga

Esta drvore alcanga geralmente 10-15 m, podendo atingir 20-60 m A casca
é parda, fina e bem dspera As folhas sfio lanceoladas a oblengas, agndas ou arredondadas
no 4pice e de 5-10x 1-3 cm

Inflorescéncia subterminal a terminal, glabra , medindo 3-4 cm. A corola ¢
branca ou amarelo-claro ¢ 5-6 mm de comprimento. Fruto piriforme, medido 4,5 x 3-3,5
cm e as sementes elipsdides de 4 x 2,5 ecm.

Floresce de novembro a janeiro em S#o Paulo ou setembro a novembro em
Minas Gerais. Frutifica nove meses depois (S#io Paulo) ou quatorze meses depois {(Minas
Geraig). Reproduz-se por sementes.

Ocorre nos estado de Minas Geraig, Rio de Janeiro a Santa Catarina.

A.1.1.Coleta
As amostra do caule ¢ galhos desta espécie foram coletados no Rio de

Janeiro, Mata de Maric4, pelo Professor Dr. Armande de Mattos Filho. Planta
identificads no Herbdrio do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(IB-UNICAMP) - Excicata N* 49.176.



A . 2. Aspidosperma ollvaceum Muell. Arg. (109)

Divisfio: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Ordem: Gentianales

Familia: Apocynaceae

Sub-Familia: Plumerioidae

Tribo: Plumeriae

Género: Aspidosperma

Espécie: Aspidosperma olivaceum Muell. Arg.

Denominac#o-Vulgar: Guatambu, Peroba (SC), Tambu, Guatambu-branco,
guatambu-amarelo, Guatambu-legitimo, Guatambu-rosa, Amareldo.

Arvore que alcanga usualmente 10-15 m, podendo ter a 20 cm x 60 cm de
difimetro. Casca parda, fina (cerca de 5 mm), rigida, compacta, integra, bem dspera devido
a superficie minutamente irregular, por dentro pardo-amarelada; nas matas secas, a casca
mosira-se bem mais grossa, rimosa, anfractuosa ¢ amarelo por dentro. Folhas lanceoladas
a oblongas, agudas ou arredondadas no dpice, cuneiformes nz base, firmemente
membrandceas, glabras, as margens onduladas, quase sem nervuras visiveis, mais pdlidas
em baixo, 5-10 x 1-3 cm; peciolo com 1-2 em; espécimes das florestas secas do Brasil
central apresentam folhas tomentelas ¢ com nervura algo marcadas na face inferior, onde
gfio bem glancas. Inflorescéncia sub-terminal a terminal, medindo 3-4 cm; pedinculos com
1-2 cm; pedicelos alcancando 1-3 mm de comprimento. Flores com célice provido de
lobos ovado-agudos, os quais tem 1 mum; corola branca ou amarelo-claro, 5-6 mm de
comprimento, pilosa internamente ou sem pelos; ovédrio constantemente vestidos de pelos
brancos; estigma quase clavado. Fruto piriforme, contraido em delgado estipe com 1-2 cm,
medindo 4,5 x 3*3,5 cm, recoberto de numerosas lenticelas pequeninas, visfveis sob lente,
semente elipséides, 4 x 2,5 cm, dotadas de nficleo seminifero pardo, central e cordiforme,
a asa amareln, estreita e subcoridcen

Muito utilizada para carpintaria, xilogravura, wtensilios vérios, formas de
sapatos, tacos, etc.. Bonita quando envernizada.

Caracteristica da floresta pluvial Atléntica, ocorrendo de Minas Gerais e
Rio de Janeiro a Santa Catarina, muito frequente, neste ultimo estado denominada
"Peroba", achando-se altamente difindida Em Minas Gerais encontra-se ainda na margem
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dos campos ¢ nas matas secas, suportando forte periodo sem chuvas. Vulgar no Rio de
Janeiro , é o maig espalhado dos Guatambus.

Floresce de novembro a janeiro {SP) ou de setembro a novembro (MGj).
Frutifica em julho-agosto (SP} ou em dezembro-fevereiro (MG). Um quilo encerra cerca
de 5.500 sementes que germinam em cerca de 8-12 dias. Podem se multiplicar por estacas
de uns 30 cm x 10 mm, colocados em areia lavada e imida onde enrafzam.

A.2.1.Coleta
As amostras de galhos e caules foram coletadas pelo Professor Dr.

Antdnio José de Aratijo, professor titular da Faculdade de Engenharia Florestal da
Universidade Federal do Parand, na regifio de Curitiba

A . 3. Aspidosperma pyrifolizm Martius (109, 110)

Divisfio: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneas

Ordem: Gentianales

Familia: Apocynaceae

Sub-Familia: Plumerioidae

Tribo: Plumeriae

Género: Aspidosperma

Espécle: Aspidosperma pyrifolium Martins

DenominacicVulgar: Brasil: Bahia: Pereiro, Pereiro-branco; Ceard:
Pereiro-preto; Goidis: Peroba-rosa, Treve; Minas Gerais: Pereiro-vermelho, Peroba-
panlista; Piaui: Pan-pereiro, Pereiro-de-saia Paraguai: Kirandi, Palo-de-rosa, Palorroso.

Arvore ou arvoreta, cerca de 3-8 m; ramos, castanhos, glabros, com
algumas lenticelas, pubérulo a tomentoso quando bem jovem. Folhas ovais a cbavadas,
membrandceas cartdceas, glabras ou pilosas, quando jovens pubérulas a tomentosa; base
arredondada a obtusa; dpice obtuso, agudo ou acuminado; cerca de 7 x 3,5-8,5 x 5 cm; face
inferior discolor, 48 vezes venagfio reticulada um pouco emersa; peciolo cerca de 1,5-2.5
cm. Inflorecéncia subterminal, dicdsio modificado, reduzido, chegando a ser quase
subfasciculado, pubérula a tomentosa, raramente glabra; pedicelos cerca de 2 mm. Célice
de cerca de 2-3 mm, lacinos ovais, longamente agudos, pubérulo a tomentoso.
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Corola brancacents; pubérula a tomentosa externamene, internamente com
p&los longos abaixo da inser¢fio dos estames e, mais abaixo, bem curtos; tubo de cerca de
2,5-5 cm; lobos cerca de 10-23 mm, oblongos, estreitando em diregio ao #pice. estames
inseridos no quarto superior do tubo, anteras ovais, cerca de 1 mm. Ovidrio globoso, cerca
de 1 mm, com alguns pélos longos ; estigma globoso, com elguns pélos, estilete estigma
cerca de 3 mm Foliculos de cerca de 5,5 x 4 cm, piriformes, lenhosos, castanhos, com
lenticelas, estipitado, geralmente nfio mmcronado, glabros. Sementes ovaladas, ala
concénirica, cerca de 3 x 2,5 cm, cerca de 4 a 5 sementes por fruto.

Ocorrem na caatinga ou bosques secos com solos pedregosos do Brasil
(principalmente a regifio Nordeste) e no Paraguai {Chaco). Floresce de setembro a janeiro.

A.3.1.Coleta
Amostras do caule ¢ da casca desta espécie foram coletadas pelo Dr.
Washington Marcondes Ferreira Neto, quando aluno de doutorado no IB-UNICAMP.

A . 4. Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (109, 110)

Divisfte: Angiospermae

Classe: Dycotiledoneae

Ordem: Gentianales

Familia: Apocynaceae

Sub-Familia: Plumerioidae

Tribo: Plumeriae

Género: Aspidosperma

Espécie: Aspidosperma polyneuron Muell. Arg,
Denominacao Vulgar: Peroba, Peroba-rosa

Arvore com cerca de 6-30 m, tronco com ritidoma sulcado, acinzentado,
ramos jovens glabrascentes e pubérulos. Folhas obavadas s eliptico-oblongas, cartsiceas,
face superior glabra, brilhante com rarissimos pelos, face inferior um pouco discoler,
glabra ou curto-sericea; nervuras secunddrias e tercidrias proeminentes em ambas as faces,
lobos das nervuras cerca de 1 mm da margem, nervuras secunddrias numerosas, guase
paralelas entre si; 5 x 1,5-14 x 4 cm, emergindo 2 agudo, base atenuada Inflorescéncia
terminal, dicdsio composto modificado, cerca de 3 cm; pubérula, pedicelos cercade 1 mm.
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Céalice cerca de 2 mm, lobos largamente ovados agudos cerca de 1 mm, piloso com pélos
amarelo-acinzentados. Corola brancacenta, glabras exteriormente com alguns pélos perto
dos lobos; tubo cerca de 2,5 ¢m; lobos ovados, cerca de 1,5 mm. Estames inserindo no
quarto superior do tubo da corola, anteras ovais, cerca de 1 mm, acuminadas. Ovirio
ovéide, cerca de 1 mm, densamente pubérulo. Foliculos oblongos, cerca de 4 x 1 mm,
castanho com lenticelas, mucronado. Sementes de cerca de 3 cm, ala lateral basal,

Florezce em novembro-dezembro e fiutifica onze meses depois, reproduz-
se por sementes. '

Devido a ngidez e durabilidade de sua madeira, é amplamente utilizada na
vida didria

Encontrada em matas da América do Sul, principalmente do Brasil, nos
estado do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sfic Paulo e Parand, ¢ da
Colémbia, podendo aparecer até na caafinga

A.4.1 Coleta

As amostras da espécime, foram coletadas no campus da Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR, pelo professor Milton Faccione. Planta identificada
no Herbério do IB UNICAMP -Excicata N°31.316.
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PARTE EXPERIMENTAL
Experimental A - Iselamento de Padries

A . 1. Materiais ¢ Técnicas de Identificacfio Estrutural

Para cromatografia em camada delgada (CCD), foi empregada silica gel
HF 254435 e silica gel PF 24 + 3% ambas da Merck. Para CCD preparativa foi utilizada
silica gel PF 254435 (espessura de 1 mm) e sflica gel GF 25435 (espessura 1 num).

As cromatografias em coluna foram desenvolvidas utilizando-se silica gel
60 (0,063-0,200 mm, ASTM) e silica gel 60 {0,04-0,063 mm, ASTM, Flash) ambas da
Merck. O difmetro e o campriniento das colunas de vidro, variaram de acordo com a
quantidade de adsorvente utilizado. A relagio material:adsorvente variou de 1:20 a 1:50.
O material a ser cromatografado foi inicialmente adsorvido na silica (10% da quantidade
de silica na coluna). Este material, apés a introdugfio na coluna, foi inicizlmente eluido
com um solvente adequado (escolhido por CCD), e o gradiente de polaridade aumentado
afravés de adigfio de porcentagens crescentes de um solvente mais polar.

Os solventes e reagentes utilizados para cromatografia e outras operagdes
foram préviamente purificados através de fratamento com agentes secantes, seguido de
destilagfo.

A visualizagfio dos alcaléides foi realizada através de absorgfio em luz UV
(250nm e 350nm) e pulverizagio com Dragendorff (111), coloragfio alaranjada para
alcaléides, seguida de carbonizagfio em uma placa de aquecimento, utilizando-se uma
prévia pulverizagiio com uma solugfio de 4cido sulfiirico:metano} (1:1).

Os pontos de fus#o foram determinados em um aparetho Mettler FP-5.

Os espectros de absorgio UV foram obtidos em um espectroftometro UV-
VIS Perkin Elmer Lambda 3A.

Para os espectros de IV foi utilizade um espectrofotdémetro Perkin Elmer
FT-IR série 1000, utilizando-se pastithas de KBr contendo aproximadamente 1% de
amostra ou na forma de um filme em cloroférmio ou diclorometano.

Os espectros de ressonfncia magnética nuclear de préton (RMN 1H) e
ressonfincia magnética nuclear de carbono-13 (RMN 13C) foram obtidos a temperatura
ambiente, em um intrumento da Varian Associates modelo Gemini 300 (7,5T). Para a
obtencéio destes espectros fez-se o uso de solventes como o tetracloreto de carbono,
cloroformio deuterado e metanol deuterado. Utilizou-se como padriio externo o
tetracloreto de carbono ou ¢ hexametilsiloxano.
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Os deslocamentos quimicos sfio indicados em ppm e suas constantes de
acoplamento em Hertz (Hz).

Os espectros de massa foram obtidos em um espectrometro Varian MAT
311A por impacto eletrfnico a 70eV ou em um equipamento de CG-EM HP-5970B (EL
70eV).

Os desvios 6pticos foram obtidos em um polarimetro fotoeléctrico Carl
Zeiss Jena Polamat A, com lampada de merciiric (456nm) e posteriormente corrigidos
para a lampada de sédio (114). Os solventes utilizados para cada composto serfio
descritos a seguir.

A . 2. Isolamento des Alcalbides de 4 spidosperma pyricollum Muell. Arg.

O extrato brute de A . pyricollum foi submetido a uma extragfo dcido-base
conforme descrita na figura 4. Obteve-se 3 fragbes a diferentes pHs, dcido, bésico ¢
neutro. Estas frag@es foram entio submetidas a um estudo fitoquimico com objetivo de
isolar compostos novos e compostos j& conhecidos para serem usados como padrdes
internos ou externos na andlise de CG/EM.

A.2.1.Extrate a pH Acido

A fragfio a pH 4cido foi refracionada conforme o descrito na figura 7. O
estudo desta fragfio foi realizado através de CCD preparativa utilizando-se como fase
mével acetato de etila com vapores de aménia e permitin isolar uma mistura de dois
alcaléides: a Uleina 12 e a 17-Metil-uleina 243.

Uleina (2,6 mg) 12

Espectro de massa: figura 9.
m/z: 266(M+, 87%), 252(84%), 237(81%), 223(59%), 209(100%), 194(97%), 180(78%),
167(34%).

RMN 'H (8, ppm, CDCls): figuras 12 g, b, e ¢

0,78-0.8(SH, m, H-18 e H-19), 2,29(3H, s, N-CH;), 4,14(1H, d, J=2,3 Hz, H-21),
4,98(1H, s, H-178), 5,27(1H, 5, H-17b), 7,0-7,65(4H, Ar-H) e 8,62(1H, sl, NH).
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Material Vegetal
Seco e Pulverizado

Extracfio em EtOH 70%

Exirato Ftandlice Concentrado

8) HAc 20% e agita¢lio magnética por 3h

b) Filiracho
— i
Insclivel em Solucfio Aquosa
HAc 20% Acida
Extrac@io c/ cloreférmio
]
S:ﬂm;ﬁo Aguesa Extrato Cloroférmico
Acido
a) Basificagfio até pH 7.0
i b) Extracio com cloreférmio
f !
Extrate Cloroférmico Sohicfio Aquosa
Neutro apH78
a) Basificacfio até pH 10
b) Extrac¢lio ¢/ cloroférmio
| !
Soluc#o Aquesa Extrato Cloroférmico
Basico
Dissolugfio em
Acetona:MeOH (1:1)
¢/ Adiclio de Sal de Reinecke
| ' i
Precipitadeo de Sal Solugfio Aquosa
de Reinecke
Colunsa de Dowex-2 -3 Cloridratos de Alcaléides Quaternarios

Figura 4. Esquema de extragfio dcido-base de Aspidosperma pyricollum Muell. Arg.
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RMN!3C (5, ppm, CDCls): figura 13 e 14.

C-2(135,7), C-3(46,1), C-5(43,7, N-CHs), C-21(56,9), C-8(129,9), C-9(1186), C-
10(120,2), C11(123,0), C-12(111,0), C-13(136,7), C-14(33.9), C-15(38,9), C-16(138.7),
C-17(107,8), C-18(11,52), C-19(24,1), C-20(45,2), C-21-56 8).

17-Metil-uleina (9,6 mg) 243

Espectro de Massa: figura 10.
m/z: 280(M+, 100%), 265(45%), 252(20%), 237(32,5%), 223(50%), 209(32%),
194(45%), 167(15%).

RMN H (3, ppm, CDCl3): figura 122 bec.

0,78-0,80(5H, m H-18 ¢ H-19), 1,9(3H, d, J=8,0 Hz, C-17-CHy), 2,3(3H, 5, N-CH,),
4,18(1H, d, J=2,3 Hz, H-21), 5,92(1H, q, J=8,0 Hz, H-17), 7,0-7.65(4H, Ar-H), 8,50(1H,
gl, N-H)

RMN13C (3, ppm, CDCly): figuras 13, 14

C-2(136,5), C-3(45,2), C-5(43,3), C-7(129,2), C-8(129,3), C-9(119,0), C-10{119,3), C-
11(122,5), C-12(111,0), C13(136,5), C-14(33,9), C-15(38,9), C-16(137.2), C-17(106,4),
C-18(11,4), C-19(24,2), C-20(44,2), C-21(57,6), C-22(12,6).

A fragdo metanélica (7,82 g) da figura 7 apresentou um espectro de
infravermelho (figura 5), com bandas largas 4 1636 ¢m-1 e a 3400cm-1 caracteristicas de
estiramentos de carboxilato e hidroxila respectivamente. Deste modo optou-gse pela
metilagfio com cloreto de acetila (113) para se obter os ésteres metilico dos carboxilatos e
a seguir uma reagfic com diazometano {112), para se obter éteres derivados de fenéis. O
término da reagfio foi detectado em CCD, e o espectro de infravermelho que mostrou a
transformagfo do COO" em COOCHj; (1636 cm-1 para 1734 cm-1, figuras 5 e 6). A seguir
a fraco metilada foi submetida a CCD preparativa utilizando-se como fase méve! tolueno-
cloroférmio: metanol (10:2:2) com vapores de aménia e isolou-se dois compostos o metil
éster do dcido 3-amino-4-metdxi-benzéico 283 e a Desmetil-aspidospermina 47.
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Extrato Cloroformico
Acido

(1) HCCl;:MeOH (9:1)
(2) MeOH silica gel 60

(1) Frac#io cloreférmica 10% (12g)

(2) Fraciie metandlica (7,8g)
(a) Cloreto de acetila
Fracdo metandlica » (Fraciio metandlica metiladal
{b) Diarometano

/

(1) HCCly
silica gel 60
(2) MeOH

N

Fracéic metilada Fraciio metanélica
niic metilada

Figura 7. Refracionamento do extrato 4 pH 4cido.
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Ester metilico do acido 4-metoxi-3-mmino-benzéico (16 mg) 283

OCHy |
Ponto de Fusfio: 62,6 °C NHy

coocH,
Infravermelho (KBr): figura 15 283

Vi 3402 em-1, 2953 em-1, Vo 1713 cm-1, 1590 em-1, 1514 cm-1, VC_O(aroméhco)
1229 em-1, VC-0 1223 cm-1, 1032 cm-1, 765 em-1.

Espectro de Massa: figura 16.
m/z : 182(M+, 60%), 151(100%), 121{20%).

RMN 'H (3, ppm, CDCl,): figuras 17a e b.
3,82(3H, 5, 0-CE), 3,88(3H, 5, COOCEL), 6,87(1H, d, H-5, J= 8,0 Hz), 749(1H, d, H-2,
J=2,0 Hz), 7,56 (1H, dd, H-6, J= 8,0 ¢ J=2,0 Hz).

RMN 13C (3, ppm, CDCl,): figuras 18 e 19.
50,1(COOCHs), 54,25(Ar-OCHs), 120,5(C-1), 144,5(C-2), 112,3(C-2), 148,5(C-4),
122,5(C-6), 109(C-5), 165,3(C=0).

Desmetil-aspidospermina (Smg) 47

o?
Espectro de Massa: figura 20. I AN
m/z: 340(15%), 339(18%), 124(100%). i

A.2.2. Extrato 4 pH Basice
O extrato 4 pH bdsico (3,55 g) foi submetido a uma cromatografia em
coluna do tipo "flash” em silica gel Meck (0,049-0,063, ASTM). A coluna foi empacotada

com cloroférmio como eluente, sumentando-se o gradiente de polaridade por adigfio de
metanol. Recolheu-se 138 fragBes de 40 ml cada, que foram reunidas conforme o resumido

74



na tabela 3. A fragfio a pH bésico rendeu duas fragbes principais que foram purificadas
por CCD preparativa, permitiu o isolamento e identificagio de dois compostos a
Yohimbina 49 e 2 B - Yohimbina 6, que tiveram suas estruturas comprovadas através de
dados fisicos (PF, [a]o, EM, UV, IV, RMN 'H e RMN 13C) e cromatogrificos por
comparagfio com padries auténticos.

TABELA3
FracOes Eluente Quantidade (g) Composte Isolado
CHCCl5:MeOH
1-20 95:5 0,36 Yohimbina

21-30 94:6 0,49 B-Yohimbina
31-43 93:7 0,39 B-Yohimbina
44-61 92:8 0,18 p-Yohimbina
62-90 90:10 0,28 B-Yohimbina
91-97 85:15 0,12 B-Yohimbina
98-103 80:20 0,12 p-Yohimbina
104-110 70:30 0,14 B-Yohimbina
111-115 50:50 0,14 B-Yohimbina
116-121 30:70 0,15 B-Yohimbina
122-138 0:100 0,39 B-Yohimbina
Total 2,76

Ponto de Fusfio: 155-160°C {diclorometano)
[a}p = +36,9° (EtOH)

Yohimbina (26 mg) 49 -
:-Ij H"T’
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Ulira Violeta: figura 22.

Amax(MeOH) = 222 nm (logs = 4,14), 281 nm (logs =3,57), 298 nm (logs = 3,52),
concentragfio= 1,88 x 10-4M (0,066mg/ml).

Infravermelho (KBr): figura 23.

Viomnrp 3403-3010 om-1, 2924 cm-1, 2895 cm-1, 2805 em-1, 2754 cm-1, Veonems

1721 om-1.

Espectro de Massa: figura 24.

m/z: 354(M+, 70%]), 353(M - 1,100%), 295(5%), 170(10%), 169(12%).

RMN'H (5, ppm, CDCl3 + CD;0D): figura figuras 252 b

3,51(H-3a, dl, 3=10,5 Hz), 2,7-3,3(4H, m, H-5a, H-3p, H-6x, H-68), 7,42(d, J=7,5 Hz,
H-9), 7,06(dt, J=7,5 e 1,8 Hz, H-10 ), 7,1(dt, J=7,5 ¢ J=1,8 Hz, H-11), 7.34(d, J=7.5 Hz,
H-12), 1,27( m, J=12,5 Hz, H-14a), 2,40(dt, H-14B), 2,1{m, H-15w), 2,35(dd, 3=12.5 e
J=4,6 Hz, H-16p), 4,28(d, J=4,0 Hz, H-178), 1,4(m, H-18c), 1,92(m, H-188), 1,4-1,7(m,
H-19a e H-190), 1,4-1,7(m, H-20«), 2,3(m, H-210a), 2,98(m, 21P), 3,80(s, OCHs).

RMN 13C (3, ppm, CDCl; + CD;0D): figura 26.

C-2(134,0), C-3(61,3), C-5(53,3), C-6(21,1), C-%107,1), C-8(128,7), C-9(118,2), C-
10(119,3), C-11(121,6), C-12(115,5), C-13(137,0), C-14(32,4), C-15(36,3), C-16(52,6),
C-17(67.6), C-18(33,6), C-19(26,6), C-20(40,1), C-21(61,3), 175,2(COCH:),
52,0(0CHD).

B - Yohimbina (51,1 mg) 6

Ponto de Fuséo: 193—206°C(diclérometmao)

[ejp = -16,4° (EtOH)
HEOOC™ j:‘

Ultra Violeta: figura 27.

amax(MeOH) = 222 nm (loge = 4,28), 298 nm (logs = 3,87), 281nm (logs = 3,80),
concentraglio 1,46 x 10-4M (0,56 mg/m!).

Infravermelho (KBr): figura 28.

Vor 3420 em-1, Yy 3211em-1, 2924 om-1, 2845 om-1, Voo 1717 em-1, 1452 om-1,

736 cmi-1.
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Espectro de Massa: figura 29.
m/z: 354(M+, 73%), 353(M - 1, 100%), 295(4%), 170(10%), 169(12%).

RMN H (3, ppm, CDCl; + CD,0D): figuras 3la b,ced.

4,15(dl, J=12,5 Hz, H-3w), 2,70-3,70(m, H-Sc, H-5p, H-6c, H-6B), 7,42(d, J=7.5 Hz, H-
9), 7,05(dt, =7,5 ¢ J=1,8 Hz, H-10), 7,12(dt, J=7,5 e J=1,8 Hz, H-11), 7,32(d, J=7,5 Hz,
H-12), 1,52(m, J=12,0 Hz, H14p), 2,37{(dt, J=12,0 e J=3 Hz0, H-14¢), 1,7-1,85(m, H-15
@), 2,2(t, I=11,0 Hz, H-16B), 3,8(mH-17), 1,4(m, H-18ct), 2,1(m, H-18p), 1,4(m,
J=13,0 eJ=3,0 Hz, H-19), 1,75(m, H-19p), 1,65(m, J=12,0 Hz, H-20), 2,75(m, J=12,0
Hz, H-21at), 3,25(m, H-21B), 3,80(s,0CH>.

RMN 13C (8, ppm, CDCl; + CD30D): figura 31.

C-2(136,5), C-3(61,7), C-5(53,8), C-6(21,7), C-7(107,5), C-8(127,7), C-9(118,7), C-
10(119,1), C-11(122,3), C-12(112,1), C-13(136,4), C-14(34.6), C-15(42,7), C-16(58,2),
C-17(72,6), C-18(33,8), C-19(28,6), C-20(38,4), C-21(58,2), 52,2 (OCH:s), 1764 (C=0).

A . 2.3. Extrato 4 pH Neutro

O estudo do extrato & pH neutro foi feito por CCD analitica, objetivando
selecionar a melhor fase mével para separagfio dos componentes da mistura, para depois
ser reproduzida em escala preparativa. A fase mével selecionada foi acetato de etila com
vapores de aménia Apés repetidas CCD preparativas, utilizando-se silica gel GF 2544366 ¢
silica gel HF 254 + 3¢, isolou-se quatro alcaléides e identificados seis compostos pelos
métodos fisicos: Yohimbina 49, B-Yohimbina 6, N-Desmetil-uleina 36, Uleina 12, ¢ uma
mistura de Sitsiriquina 139 e Dihidrositsiriquina 140.

Yohimbina (21,5 mg) 49
Identificada através de CG-EM e confirmada por andlise cromsatogréfica {CCD e CG) por
comparacfio com padrfio auténtico.

f-Yohimbina (24,1 mg) 6
Identificada através de CG-EM e RMN 1H e confirmada por andlise cromatogréfica (CCD
e CQ) por comparagfic com padrio auténtico.

Uleina (S mg) 12
Identificada por CG-EM ¢ RMN 'H e confirmada por andlise cromatografica (CCD ¢ CG)
por comparagfo com o padréic de Uleina obtido no extrato & pH 4cido.
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N-Desmetil-uleina (16,8 mg) 36

Infravermelho(XBr): figura 33.
Vg 3484 cm-1{largo), 2925 cm-1, 2361 cm-1, 1629 cm-1,, 1461 cm-1, 2925 cm-1.

Espectro de Massa: figura 34.
m/z: 252(M+, 100%}, 223(60%), 209(42%), 223(18%), 194(56%), 180(45%), 167(20%).

RMN 1H (8, ppm, CDCl;): figuras 35a, b,ced.

0,78(3H, t, J=7,0 Hz, H-18), 1,6(1H, m J=11,5, 2,.8(1H, m, J=11,5 Hz, H-15), 4,55(1H, &,
H-21), 4,98(1H, =&, H-17a}, 5,30(1H, s, H-17b), 7,02(1H, ¢, J=7,5 ¢ J=1,6 Hz, H-10),
7.14(1H, t, J=7.5 e J=1,6 Hz H-11), 7,30(1H, d, J=7,5 Hz, H-12), 7,50(1H, d, }=7,5 Hz,
H-9), 8,2(1H, NH).

Sitsiriquina (5,0 mg) 139

@Uf;j(

HCooe I Per,on

Infravermelho(filme em CHCCI,): figura 36.
Vi 3374 cm-1, 3018 em-1, Voo 1705 em-1, 1425 em-1, 1215em-1.

Espectro de Massa: figura 37.
m/z: 354(M+, 100%), 353(M - 1, 98%), 251(65%), 184(44%), 170(88%), 169(60%),
156(74,5%).

RMNH (3, ppm, CDCl,): 402 b,ced
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3,15(d, 7=10,0 Hz, H-3w), 2,5(m, H-5a), 2,93(m, J=15,0 Hz, H-5B), 2,68(d, J=15,0 Hz,
H-6c), 2,90{m, H-6P), 7,4(d, J=7,0 Hz, H-9), 7,05(m, 77,0 e J=3,0 Hz, H-10), 7,05(m,
J=7,0 e J=3,0 Hz, H-10), 7,27(d, J=7,0 Hz, Hi2), 2,15(m, J=12,0 Hz, H-14a), 1,38(q,
3=12,0, J=12,0 e J=12,0 Hz, H-14p), 1,78(m, J=12,0 Hz, H-15a), 2,5(m, J=5,0 Hz, H-16 ),
3,90(dd, J=8.,0 e J=11,0 Hz, H-17a), 3,7(dd, J=6,0 e J=11,0 Hz, H-17-b), 5,1(d, J=3,0 Hz,
H-191), 5,18(d, J=16,0 Hz, H-19b), 5.4 5(m, J=6,0, J=6,0, J=6,0 ¢ J=6,0 Hz, H-18), 1,7(m,
J=12,6 Hz, H-20et), 2,18(m, J=12,0 Hz, H-21a), 2,9(m, H-21p), 1,88(s!, N-H), 8,09(s!,
Na-H).

Dihidrositsiriquina 140

3HCOOC""H CH, OH

Espectro de Massa: figura 38.
m/z: 356(M+, 81%), 355(M+ - 1, 100%), 253(44%), 225(38%), 170(28%), 169(42%),
156(21%).
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Experimental B. Andlise das quatro espécles de Aspidosperma por Cromatografia
Gasosa / Espectrometria de Massas.

B . 1.Extragdio e Fracionamento:

O material obtido das cascas do caule depois de seco em estufa & 40°C por
sete dias foi finalmente friturado em moinho de faca do tipo WILEY e submetido a
extragio com etanol 4 70%. O extrato bruto foi submetido a uma extragfio dcido-base
usando-se o método de Maldoni (115} modificado, figura 8. A mesma metodologia foi
utilizada para todas as espécies estudadas com a excegfio de A . pyricoflum, na qual
obfeve-se também um extrato neutro, figura 4.

As fragBes brutas & pH écido, basico e neutro (A . pyricollum) das quatre
espécies de Aspidosperma foram submetidas a ums extragfio com diclorometano, que apés
secas deram origem g nove fra¢des: ASPPYRIA, ASPPYRIB, ASPPYRIN, ASP.OLIA |
ASP.OLIB., ASPPIFIA, ASPPIFIB, ASPOLYA e ASPOLYD, conforme o descrito na
tabela 4, Estas fraces foram dissolvidas em MeGH e analisadas por CG e CG-EM.

TABELA 4
Planta Extrate Bruto Extrato 2 pH Fracfio Diclorometfinica
® ® (mg)

A. pyricollum 96,60 Acido 31,12 ASPPYRIA 234
3690 Basico 3,55 ASPPYRIB 10,0
Neutro 4,14 ASPPYRIN 87,3
A olivaceum 40,69 Acido 533 ASP.OLIA. 213,5
1000 Basico 0,76 ASP.OLIB. 28,2
A. pyrifolium 67,19 Acido 17,01 ASPPIFIA 2609
1000 Basico 7,42 ASPPIFIB 524
A pyrifolium 1112 Acido 8,69 ASPOLYA 363,1
1000 Bésico 12,12 ASPOLYD 3524
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Material Vegetal
Pulverizado e Seco

Extracéio com EtOH 70%
Extrato Etanélico Cencentrado

(a) HAc 20% e agitag&o magnética

{b) Filtracio
s !
Inschivel em Solugdo Aquesa
HAc¢ 20% Acida

Fxtracfo ¢/ cloreférmio

! i
Seluc@io Aquosa Extrate Cloroférmico

Acida Acido

a} Basificacio até pH = 10
i b} Extragiio com cloroférmio
|

I 1
Extrate Cloroférmico Selucfio Aquosa
Basice : Basica
a) HCI 2N ate¢ pH 2-3
b} Reagente de Reinecke
% ' |
Precipitade de Sal Solucio Aquosa
de Reineckato Acido
Dissolugiio em

Acetona:MeOH (1:1)

Colmna de Dowex-2 ———————p Cloridratos de Alcaléides Quaternarios

Figura 8. Esquems de extraciio de Alcaloides de Aspldosperma
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B. 2. Condi¢des de Analise

B.2.1. Cromategrafia Gasosa

A andlise por cromatografia gasosa foi realizada com um equipamento da
HP modelo 5890. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida modelo HP-1{(12,5 m x
0,22 mm i. d.)} com uma espessura do filme de 0,13 pm , um Detector de Ionizagfio de
Chama e o H; como gés de arraste numa razfio de split 1:50. As temperaturas usadas

foram: o injetor mantido a 220 °C | a programagfic de temperatura do forno de 15 °C /min
de 100 4 175 °C ¢ entfio até 230 °C 4 5 °C/min. e a temperatura do detector de 240 °C.
Estas mesmas condi¢8es foram utilizadas posteriormente na analise por CG-EM.

B.2.2. Cromategrafia Gasosa-Espectrometria de Massas

As condigdes utilizadas nesta andlise foram sumarizadas ¢ descritas na
tabela S
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TABELA 5. Condigées de Analise para Cromatografia Gasosa-Espectrometria de

Massas
PARAMETROS CONDICOES
EQUIPAMENTO Hewlet-Packard 5970 B
COLUNA Modeio: HP-1, metil-polisiloxano
Comprimento: 12,5 m
Difmetro Interno: 0,22 mm
Espessura do Filme: 0,13um
PROGRAMACAQ DE Rampa Temperatura Tempo Velocidade Temperatra Tempo  Tempo
TEMPERATURA Inicial (°C) Imicial (°Cmin)  Final (°C) Final  Totel
1 70 1,60 10,0 225 L69 171
2 20,0 300 17,0 208
TEMPERATURA 270 °C, com razfio de split 1:50
DO INJETOR
GAS DE ARRASTE Hélio
PRESSAO DO GAS 70 kPa
TEMPERATURA DA 280 °C
INTERFACE
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A . Estudo Fitoquimico e Isolamento de Padrdes de A. pyricollum Muell. Arg.

A. 1. Fracionamento do Extrate Bruto

O extrato bruto foi ebtido conforme o descrito na parte experimental |
partindo-se de 3600 g do material vegetal seco e pulverizado e a0 final deste processo
obteve-se 96,0g de extrato bruto. Este foi submetido a uma extragfio dcido-base conforme
o descrito na figura 4, estes resultados estfio sumarizados na tabela 4.

A .2 Estudo do Extrato a pH Acido

G Extrate a pH dcido foi estudado conforme o descrito anteriormente no
esquemsa 3. A fragfio cloroférmica 10% foi submetida a CCD preparativa, e permitiu isolar
uma mistura de dois alcaléides a Uleina 312 e a 17-Metil-uleina 243. A fragfio metandlica
foi metilada e os componentes foram isolados através de CCD preparativa, neste processo
isolou-se  Metil éster do 4cido 4-metéxi-3-amino benzéico 283 e a Desmetil-
aspidespermina 47.

Uleina 12 e 17-Metil-uleina 243

A Ulefna 12 ¢ uma subtfincia que ja foi isolada de A . pyricellum (44) e
cuja estereoquimica ja foi bem determinada por RMN 13C (40). O isolamento desia
mostrou uma 86 mancha em CCD. A inje¢fo desta mistura no CG-EM no entretanto revelou
duas substincias de pesos moleculares diferindo de 14 u Estes compostos constituem uma
mistura cujo isolamento por CCD foi impossivel. A separagio por CG foi eficiente
permitindo separar estes compostos com boa resolugfio ( cromatograma 1) e o espectro de
massa deste composto (figura 9, tR= 10,59 minutos) apresenton os principais fragmentos
em m/z : 266(67%), 251(82%), 237(81%), 223(59%), 222(50%), 209(100%), 208(50%),
207(35%), 194(97%), 180(78%), e 167(34%). Ambos os espectros mostram fragmentos
caracteristicos de compostos do tipo uleina 12 (figuras 9, 10 e 11).

O espectro de RMN 'H da mistura dos compostos 12 & 243 nos revelon
alguns aspectos estereoquimicos dos componentes (figuras 12a b e ¢), utilizando-nos da
integrac#io total relativa dos prétons foi utilizada (figura 12a) e nos forneceu a informagéo
que ambos os compostos apresentam anel indélico nfio substituido.

A presen¢a dos dois grupos metilas H-18 4 0,78 ppm mostra que o grupo
etila se volta para os anéis A, Be C.
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Figura 11b. Fragmentacdo proposta para 12 e derivados continuagio.

+ .

m/z 180 12,38
miz 184 243

mz 196 12,36
miz 208 243

-l

OU?)J @U?H —

Et
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Figura 11a. Esquema de fragmentag#o proposta para Uleha 12 e Derivados.

R=CH, R,=H m# 266 42
REH.Ry=H  mx 252 36
R1=CH3, R2=CH3 m/z 243

R Ry
miz206 12, 36 miz 223 12,36
mz222 243 mu 237 243

: |

T+

miz207 12,36
miz221 243
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Os prétons dos N-Hz indélicos ressonam a 8,60 (H-1 de 12) e 8,50 (H-1 de
243). A metila de 243 ( H-22, dubleto) com constante de acoplamento de 8,0 Hz entra em
ressondncia & 1,84 e o hidrogénio (H-17, quarteto) constante de acoplamento de 8,0 Hz a
5,92 ppm . O préton H-21 entra em ressonfincia a 4,14 ppm com J Hy1-H5(=2,48 Hz para
o composto 12 ¢ 4,14 com J Hy-H,p, igual a 2 48 Hz e esta atribuicfio estd coerente com a
literatura (40). As metilas sobre o nitrogénio (Nb) ressonam 4 2,29 ppm em 12¢ 2,34 ppm
em 243. Desta mistura foram atribuidos ainda os prétens H-17a ¢ H-17b do composto 12
2 5,30 e 4,98 ppm respectivamente.

aH
BE 4p8

850 sm

Pritons aribuides de Uleina 12 isclada

_ Protons aribuidos da 17Meti-
de A pyrcofium

Uleine isolada de A pyricoiium
243



O espectro de RMN 13C damistura de 12 ¢ 243 (figura 13 e 14) confirmam
as estruturas sugeridas, ou seja, Uleina para 12 e 17-Metil-uleina para 243. As atribui¢Bes
foram feitas tilizando-se dados da literatura da Uleina 12 e seu epimero 20-Epi-uleina 45
{40) e deste modo por subtragfo dos sinais pode-se atribuir a 17-Metil-ulefna 243, na
figura 13 os picos com asterisco {(*) séio correspondentes ao composto 243. Foram
vtilizados o espectro totalmente desacoplado e o espectro de transferéncia de polarizagtio
nfio seletiva (DEPT), péde-se definir com clareza a estrutura do composto 243 com a
presenca de um grupo metila C-22a 8 12,60 ppm. E afravés do efeito y gafiche entre C-19 e
C-16, 0 que leva o C-16 a ressonar & 138,7 ppm com ligeira protegfio mostrando que o
grupo etila sobre o C-20 estd dirigide para os andis A, Be C, se fosse ao contrérie, como
no caso da 20-Epi-ulefna 45 (40) este carbono ressonaria & 141,1 ppm. E um fato
interessante foi a airibui¢do do C-17 que em DEPT (figura 14) sofre inversfio e ressona 4
107,85ppm, os demais deslocamentos foram afribuidos considerando a literatura (40).

1081
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Ester metilico do Acido 3-amino-4-metéxi benzéico 283

O composto foi isolado da fragfio metanélica 2 pH 4cido apés ter sido
metilado conforme mostrado na figura 7 através de CCD preparativa ¢ apresentoy P.F.=
62,6°C {(CH,Cl»).

O espectro na regifio do IV , figura 15, mosiron os sabsorgBes
correspondentes a0s Vo e Viy(3500-3000 cm-1), Veooows (1713 em-1) e Veo(1294-
1223 em-1).

O espectro de massa do composto 243, figura 16, apresentou um fon
molecular 2 181 u.

G espectro de RMN!H , figuras 17a e b, mostra dois singletes que podem
ger atribuidos a uma metila de um grupo éster 4 3,82 ppm e outra 4 3,88 ppm que foi
atribuida a uma metoxila, suportado pelo peso molecular.

3,88
OCH,

/L);LNHZ
756 H™ ™77 TH 749
COOCH,

3.82
283

6,37 1y

O espectro de RMN 13C | figuras 18, 19, mostrou dois grupos metilas, a
50,1 ppm assinalada a metila dos éster e @ 54,3 ppm a metoxila,
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a presenga de trés carbonos nflo ligados a hidrogénio evidencia pela anséncia do sinal no
espectro obtido em DEPT, e também baseados no efeito de desprote¢fio em "Hipso” na
infrodugio de grupos fimcionais no anel benz8nico, cujos valores de desprotegio
decrescem na seguinte ordem -OCH, > -NH, > -COOCH; {116a). Os carbonos ligados 2
hidrogénio bem como 2 confirmegfio da atribuigfio total dos sinais feito utilizando os
modelos 284, 285 e 286 da literatura {116b).

QCH; 8.1 NH, 1088 e

1145 1476 N
O 15,0 O ’

130,5 ~ 1257

T130.2

CHO

285 288
284
Desmetil-Aspidosperming 47

A atribuiglio desta estrutra basecou-se principalmente nag informacgtes
obtidas por CG-EM (cromatograma 2. figura 20), pois muito pouca guantidade deste
composto pode ser isolada, conforme havia sido relatado em trabathos anteriores (44).

O seu espectro de massa (figura 20) apresenta picos principais em m/z:
340(M+, 15%), 339(18%) e 124(100%) e os seus fragmentos sic semelhantes aos dos
alcaléides do tipo Aspidospermano 290 (107). O uso da técnica de deslocamento proposta
por Biemman (70) em espectrometria de massas, permitiv concluir que o composto possui
praticamente o mesmo esqueleto carbénico que a Aspidospermina 18, diferindo de apenas
14u (figura 21a e b), provavelmente devido a substituiclio de um grupo metila por
hidrogénio. Este fato associado acs dados da liferatura citando que este composto foi
anteriormente isolado de A . pyricollum (44), p8de-se sugerir-lhe 4 estrutwra da

Desmetil-aspidospermina 47.
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Figura 21a. Espectro de massa da Pirifofiding 18 obtido por CG/EM,

$(523) Scan 16.727 min. of DATA:PRSPPIFIA.D

102 N
124

Abundance
b
®

20 /5; 109 . //i?a 188 2z ™~
265 a1y
P N \ J/ 7 4 4 L(L__L__
5@ 1ee 152 zge 250 oo 2 ’
Mass/Chargc

Figura 21b. Modeio de fragmentagdo proposta para Aspidospermina 18 e derivados.
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A .3 .Estudo do Extrate & pi Basico

O exirato 2 pH basico (3,55 g), foi submetido a uma cromatografia em
coluna do tipo "flash” e eluida em gradiente de cloroformio:metanol. Apés a anslise da
frag8es obfidas, foram isolados e identificados dois compostos a Yohimbina 49 ¢ a p-
Yohimbinag 6.

Yohmbina 49

A base livre foi cristalizada em metanol apresentando P.F.= 155-160 °C.

O sen espectro na regifio UV (figura 22) apresentou absor¢Bes
caracteristicas de um anel indélice nfio substituido (117), Amax (MeOH) 2 222 nm (loge
4,14), 281 nm (loge 3,57}, 289 nm (logs 3,52).

O espectro de IV (figura 23), em pastilha de KBr, permitin observar as
absorg8es correspondentes & Voy e Viygs 4 3400-3200 cm-1 e Vg ooz 8 1721 em-1.

O espectro de massa (cromatograma 3, figara 24) de composte mostrou
picos principais em m/z: 354(M+70%), 353(M-1, 100%), 295(3%), 170(10%),
169(12%), apresentou uma fragmentagfio carateristica para compostog do tipo Yohimbina
42 (50).

O espectro de RMN 1H (figuras 253 b e ¢), foi totalmente atribufdo
utilizando-se de espectros uni e bidimensionais, os prétons que mais se destacam sfio o
conjunto de prétons aromdticos de 7,0-7,5, cuja integragfio (figura 25a) permitiu
estabelecer a existdncia de quatro prétons e padric de anel indélico nfio substituido.
Outros prétons importantes que podem ser salientados foram o C-3H 4 3,5 ppm (d, Jyz-
JHI4E: =12 I‘IZ), 08 pl'éfOIlE C-}.Gﬂﬁ a 3,& ppm(m, JHiGﬁ-HES(! =12Hze JHiGB—H}FJB =
3,0 Hz) e o préton C-17HP 44,3 ppm (d, Jy17p.11168 = 3,0 Hz).

Os compostos Yohimbina 49 e B-Yohimbina 6 s3o diasteroisbmeros
diferindo apenas a posiglio da hidroxila no C-17 e consequentemente no préton H-17, a
Yohimbina 49 na posigdo B e a B-Yohimbina na posigdo o portanto o deslocomento
quimico do préton H-17 da Yohimbina 49 & decisivo para diferiencia-la da B-Yohimbina
6, o préton H-17 em 49 se posiciona equatorialmente no anel E nfio apresentando
interagdes 1,3-diaxial ressonando abaixo de 4,0 ppm (3,8 ppm, figuras 30a e c). Estas
atribuigbes estdo coerentes com a literatura (118) como mostra a tabela 6.

Os espectros de RMN 13C de 49 em desacoplamento de faixa larga ¢
DEPT, foram interprefados e os sinais atribuidos aos carbonos e a seguir foram
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comparados com os dados da literatura permitindo atribuir a este composto a estrutura da

Aribuicdo dos protons do composio atribuido
cemo Yohimbina 49.

§47.7 12?018? 21,6

ms@j ~ 52,3
!

3 8t 0
”05135313343?(%8 H
H )

33,8 ™ 23,1
Ho 33 8 %4
A28~ 314
51,7 ,HCOCC” 66,9
1751 oH
Yohimbina 49

Dados de RMN 13¢ do composto Isciedo de A pyricotium

arbuido como Yohimbine 48

p-Yohimbina (6)

A base livre foi cristalizada em metano! apresentando P.F.= 193-200 °C. A
medida da rotagfio 6ptica especifica [o]D= ~16° (etanol).

O seu espectro na regifio do UV (figura 27) apresentou absor¢8es
caracteristicas dos alcaldides indélicos com anel sromdtico nfio subtituide (117).
Apresentando & absorg8es & Améx : 225 nm (loge = 4,28), 281 nm (logs = 3,87), 289 nm
(logs = 3,80).

No espectro de IV (figura 28) foi possivel assinalar as bandas
correspondentes 20s Vy; & 3420 cm-1 e Vo3 4 3211 em-1, Vagoops 81717 em-1.
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A analise em CG-EM apresentou o espectro de massas {cromatograma 4,
figura 29) com uma fragmentagfio caracteristica de compostos do tipo Yohimbina 49 (50)
com picos principais em m/z 354(M+, 73%), 353(M - 1, 100%), 295(4%), 170(10%3,
169(12%), sugerindo tratar-se de um composto de estrutura semelhante a Yohimbina 49
(59)

O espectro de RMN TH (figura 302, b, ¢, d) permitiu confirmar a existéncia
de um anel indélico nfio substituido, e a presenga do grupo carbometéxi 4 3,85 ppm {s).
Foram atribuidos também os prétons C3-Ho 44,12 ppm (J= 12 ¢ J=3,0 Hz), 0 C16-H &
22 ppm (t, J= 12 e J= 3,0 Hz) ¢ 0 Cl70 4 3,8 ppm (m). Pars o préton H-17 vale a
discussfio feita no RMN 1H da Yohimbina 49.

A tabela 6, faz uma comparaglio entre os dados de RMN !H para os
protons dos dois compostos isolados e os diasteroisbmeros da Yohimbina 49 (119),
mostrando uma boa correlagio de dados com os existentes para Yohimbina 49 ¢ B-
Yohimbina 6 na literatura (119, 28).

Os espectros de RMN 13C foram analisados (figura 31) e atribuidos do
mesmo modo que para a Yohimbina 49 e a elucidagfio estrutural para o composto § como
B-Yohimbina

%22 1784

p-¥ohimbina § Composty atribuldo como B-Yohimbina

Atribuicdo dos prétons do composto atribuido
como B-Yohimbina & o8



TABELA 6. Identificagfio Sistematica de Compostos do Tipo Yohimbina

Critérios de Configuracfio (119)
SERIE IVBANDAS DE H-C3RMN H-C17RMN CO2Me RMN
BOHLMANN (ppm) (ppm) {(ppm)
2706-2900 cm-1
SERIE NORMAL
Yohimbing 49 + » 4,18¢ 373e
Corinantina 292 + * 398e 3,53
B-Yohimbina 6 + * 3,73 a 373 e
Yohimbina 1 49 + 3,50(d, J=12)  4,30e  3,80e
B-Yohimbina ! § + 4,10(d, J=12) 380a 380¢
SERIE PSEUDO
PseudoY ohimbina 50 - 4,33(m) _ 367
Epi-Corinantina 293 - 4 45(m) _ 3.73e
Epi-3-B-Yohimbina - nfio _ nfio publicade
294 publicado
SERIE ALLO
Allo-Yohimbina 145 + 3,25(m) i 3,802
o.-Yohimbina 147 + 3,15(m) _ 373e
Composto 1 (*) 295 + 3,05(m) _ 382e
Composto 2 (*) 296 ? 3,95(m) _ 3,60 e
SERIE EPI-ALLO
Epi-3-AlloYohimbina + 3,48(m) B 382a
297
Epi-3a-Yohimbina - 4 4A0{m) _ 382e
298
"Quaternatina” 299 4,38{(m) _ 3,80e

i compostos isolados de A prricollum neste trabatho

8%

hodih M S . MR dR Ak s e AR am e . e am M e e o m e



Hecooc™

145 299

gura 32. Estruturas da Tabela 6.
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A . 4. Estudo do Extratoe & pH Neutro

O Extrato 4 pH neutro foi obtido conforme descrito no figura 4 e
posteriormente submetido a CCD preparativa por repetidas vezes e deste permitiu-se
isolar e identificar quatro alcal6ides: a Uleina 12, N-Desmetil-uleina 36, Yohimbina 49
f-Yohimbina §. Foi também identificada a Sitsiriquina 139 impurificada com pequena
quantidade do composto Dihidro-sitsiriquina 140.

A Uleina 12 (figuras 9, 12a b e ¢}, Yohimbina 50 (figuras 22, 23, 24, 25,
26) ¢ P-Yohimbina 49 (figuras 27, 28, 29, 30, 31), foram isoladas nesta fragfio ¢
identificadas como anteriormente.

N-Desmetil-Uleina 36

O especiro de IV (figura 33) apresentou as bandas correspondentes Vi 4
3500-3400 cm-1 e VO=C 1629 cm-1.

A anglise do composto 36 por CG-EM (cromatograma 5, figura 34)
mostrou {on molecular em m/z 252 e fragmentos em m/z 194, 195, 209 e 223 og quais séio
caracteristicos de compostos com a estrutura bdsica do tipo Uleina 12 (figuras 10, 11)
porém com qguatorze unidades de massa menor que 12 e todos estes fragmentos, sugerem a
auséncia de um grupo metila sobre o Nb que ¢ confirmado pelo fon molecular em nv/z 252,

O espectro de RMN 1H (figura 35a, b, ¢, d) feito em uma mistura de
solvente CDCl,/D;COD os quais mostram sinais 4 2,0, 4,54 ¢ 7,2 ppm.

O espectro de RMN 1H (figura 35a) mostra integragio para quatro prétons
aromgticos na regifio de 6,8-7,7 ppm caracteristico de um composto com um anel indélico
ndo substitiido. A presenca de um singleto 4 8,20 ppm foi atribuido ao NH indélico. Os
sinais dos prétons olefinicos, os singletes 2 5,29 ppm e 5,0 ppm ligados ao C-17 puderam
ser atribuidos sem dificuldades em como o préton ligado ao C-21, um dubleto & 4,55 ppm.
Conforme foi discutido no caso da Uleina 12 o grupo etila ligado no C-20 estd voltado
para os anéis A , B e C , pois o grupo metila aparece na forma de um tripleto 4 0,80 ppm.
A literatura (40) mostra que a metila sobre o Nb da Uleing 12 ressona 4 2,3 ppm e nada se
observa no espectro de 36 na regifio de 2,2 a 2.4 ppm. O préton H-21 ressona 4 4,55 ppm
e se mostra acentuadamente desprotegido em relago 4 Uleina 12 (4,11 ppm normalmente)
como previsto na literatura (127). Devido aos sinaiz relativos & impureza aos foi
impossivel assinalar outros prétons da molécula 36, a qual se afribuiu a estrutora da N-
Desmetil-uleina 36.
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6,80-7,70

~
M aH Hb
820 493 5,30

Prétons atribukdos da N-Desmetit-Uleiha 36
isolada de A. pyricolium

Sitsiriquina 139

A identificagfio deste composto foi baseada nos dados obtidos por IV, CG/
EM e RMN 'H e comparagéio com os dados existentes na literatura (120, 121, 122) para
este composto.

O espectro de 139 na regifio do Infravermelho (figura 36) apresentou
absorgdes de VN-H 4 3374 em!, VO-H & 3334cm’!, VC=0 4 1706 cm-! e VC-O 1215
em-l,

A andlise por CG/EM mostrou (cromatograma 6, figurar 37 ¢ 38) a
presencga de dois compostos. O de maior concentragfio com fon molecular em m/z 354 ¢ o
de menor concentragfo com duas unidades de massa a menos em m/z 356. O fon molecular
em m/z 354(M+, 10%), e os fragmentos 353(M+ - 1, 99%), 251(54%), 184(44%),
170(88%a), 163(60%), 156(74,5%), mostraram uma fragmenfagfo caracteristica de
aicaléides do tipo corinante 291 (50). No entanto a existéncia do fragmento em m/z
251(M+ - 103) atribuido ao fon proviniente da perda de um grupo B-hidréxi-éster, cujo
fon estd representado na figura 39, caracteristico de compostos do tipo Sitsiriquina 139.

A airibui¢fio dos prétons do composto 139 foi feita baseando-se nos
modelos existentes na literatura: a 16(R)- 18, 19-Dihidro-sitsiriquina 140, 16(R)-10-
Metéxi-sitsiriquina 133, Ciclositsiriquina 287 e a 16-Epi-ciclositsiriquina 288, figura 41.

A andlise do espectro de RMN H de 139 (figura 40a, b, ¢ ¢ d) mostra,
ap6s a integrachio da regific dos prétons caracteristicos de 6,9 a 7,5 ppm (figura 40a), a
presenga de quatro prétons caracteristicas de um anel indélico nfo substituido. O singlete
largo 4 8,05 foi atribuido a0 H sobre o nitrogénic indélico. Os prétons olefinicos H-19 &
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545 ppm por acoplar fortemente com os prétons H-20 e HI8 aparece como um
multipleto. Os prétons do grupo metileno terminal H18a e H-18b puderam ser atribuidos
H-18a é o dubleto 4 5,17 ppm { Jy18q.7919= 17 Hz ¢ Jg1ga. g™ 1.3 H2), estes valores
das constantes de acoplamento sfio tipicos para um préton olefinico do tipo metileno
terminal acoplado com um préton vizinho na posigfio trans. O préton H18b apresenta-se na
forma de um dubleto 4 5,12 ppm (Jg;81,.3710= 10HZ € Jy1181.3118,= 1,3Hz) com valores de

constantes de acoplamento tipicos para um préton olefinico acoplado na forma vicinal.
Dos prétons alifiticos foi atribuido o préton H-3a, um dubleto large a 3,15 (Jyysq 511 4B

=10Hz). Os valores das constantes de acoplamento dos prétons H-16 e H-17 sfo
importantes para a defini¢fo da estereoquimica do C-16. O préton H-16 se mostra como
um multipleto complexo na regifio de 2,5 ppm sobreposto ao H-5a, nfioc podendo ser
utilizado como diagnéstico para definir a estereoguimica Porém através da andlise das
constantes de acoplamento dos prétons ¥H-17a e H-17b, que foram atribufdos como sendo

H17a um dubleto & 3,90 ppm (JH172-1176= 11 HzZ € Ji337,.111¢= 8 Hz) e H-17b um dubleto
4 3,70 ppm (Jgy7p-g17.= 11 Hz e Jgpqqme= 5,0 Hz), as constantes de acoplamento

medidas para estes prétons metildnicos, segundo a literatura {121, 120, 65), o C-16 tem
configuracfio R

_ As tabelas 7 e 8 resumem os dados de RMN 'H citados na literatura para
os compostos Ciclositsiriquina 287 e 16-Epi-sitsiriquina 288. Portanto comparando-se
com estes dados existentes na literatura (121) péde-ge atribuir a estrutura do Composto
139 como a 16(R)-Sitsiriquina.

O composto de menor concentragfio apresenton ion molecular com duas

unidades a mais, com fragmentacio caracteristica e similares a 139 {figura 39), para o
qual podemos sugerir a estrutura da 18,19-Dihidro-gitsiriquina 140. A literatura (120)
comenta que os compostos 139 e 140 se compdem de uma mistura de dificil separagio em
CCD, mas em CG/EM nota-se claramente a presenca dos dois compostos.
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7086

7.1

374

16(R)-10-Metoxi-Sitsiriquina 135

Atribuigio dos prétons compostoe isolado de A. pyricolium
atribuido como Sitsiriquina 188

Figura 41, Dados de RMN'H da Sitsiriquina 139 e dados de RMN'H da fiteratura
(120, 121 e 122) dos compostos 135 e 140.
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TABELA 7

Ciclositsiriquina 287 (121)

Proton & (ppm) Maultiplicidade J/Hz {préton acoplade)

NH 7.74 8§

3 3,33 d+fo . 10(14p), ~3(14a), ~1(6w), 1{6P)
SaL 2,62 td 12(6B), 12(5B). 3,5(60.)

5B 3,05 m 12(5a), ~5(6B}, ~2(6a}

6a 2,76 d+fe 14{68), 3,5(5a), ~2,5(5p), ~1(3)
6p 3.0 m 14(60), 12(5c), 5(56), ~1(3)
9-12 7.0-7,5

14 2,10 m 14(14B), 3(15), ~3(3)

146 1,34 q 14(14a), 11(15), 10(3)

15 1,82 qd 11(14B), 11(20), 11(16), 3{14c)
16 2,53 td 11(15), 11(17), 4,5(178)

17 3,54 t 11(17B), 11(16)

176 4,12 dd 11{17a), 4,5(16)

18-Me 1,20 d 7{19)

19 3,25 m 10(20), 7(18)

20 1,50 m 11(21a), 11(15), 10(19), 3.5(21p)
2l 2,10 t 11{218), 11(20)

21p 3,0 dd 11{21a), 3,5(20)

CO2Me 3,72 8
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TABELA 8
16—Epi-Ciclositsiriquina 288 (121)

Préton é (ppm) Multiplicidade J/Hz (préten acoplado)

NH 7,76 g

3 3,39 d+fc 10(14B), ~3(14a.), ~1{60), ~1{6p)
S5a 2,69 td 12(5B), 11(6pB), 4,5(6a)

5p 3,16 m 12(5a), ~5(6p), ~2{6c)

HoL 2,77 d+fc 15(6p), 4.5(5a), ~2(38), ~1(3)

6p 3,00 m 15(6a}, 11(5e), ~5(5B), ~1(3)
9-12 7,00-7,50

140 2,1 m 14(14p), 3(15), ~3(3)

14p 1,38 q 14{14¢a), 11{15), 103)

15 1,78 m 11{20), 11{148), 4,5(16), 3(140)
16 2,59 m 4,5(15), 3(17w), ~1(17B)

17a 3,77 dd 12(17¢), 3(16)

178 4,36 dd 12(17a), ~1,6(16)

18 1,30 d 7{19)

19 3,22 m 10{20}, 7(18}

20 1,63 m 11(21a), 11(15), 10(19), 4,5(218)
21 2,1 t 11(21p), 11{20)

21p 31 dd 11(21a), 4,5(20)

CO2Me 3,71 B
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B . ANALISE DAS FRACOES DICLOROMETANICAS DAS QUATRO ESPECIES
DO GENERO Aspidosperma POR CG-EM.

A literatura recente (20, 23) tem mostrado a eficiéncia do método de
CG/EM na deteccfio de Alcaléides Indélicos (AI), demonstrando a andlise de vérias
classes de Al cujos pesos moleculares variaram de 264 (Aparicina 13) a 704
(Conuduramina 303). Baseados nestas publicagBes, iniciamos o estudo de CG-EM em
extratos alcaloidicos de quatro espécies do género Aspidosperma. Espécies estas jd
estudadas por métodos fifoquimicos. Deste modo a comparagfio entre substincias isoladas
fitoquimicamente e detectados por CG/EM poderia ser feita E o método fitoquimico

controlaria as possiveis alterages estruturais ocorridas no injetor.
' ~_~gHcooC,

©

303 COOCH,

As fragBes extraidas com diclorometano (Tabela 4) foram analisados em
CG e em seguida as condigBes foram levadas ao CG-EM (tabela 5) para identificagio dos
componentes dos extratos. Esta andlise foi feita procurando minimizar a formagfio de
artefatos devido as altas temperaturas no injetor do equipamento.

As sugestdes ¢ afribuigBes estruturais foram feitas, baseando-se em quafro
pontos principais: (1) revisfo na literatura de todos os componentes isolados de espécies
do género Aspidosperma com seus respectivos espectros de massa, (2) apoio nas
hipéteses biogenéticas propostas para a biossintese de Al bem como as interconversdes
existentes entre as diferentes classes (3) injecio de padrBes anténticos isolados e (4)
auxilio da biblioteca NBS/WILEY de espectros de massa existentes na biblioteca do

computador do apareltho HP 5970B.
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B. 1.Extratos Dicloremetiinicos de Aspidesperma. pyricolium Muell. Arg.

Os extratos obtidos a diferentes pHs (ASPPYRIA, ASPPYRIB e
ASPPYRIN) de A. pyricollum foram analisadas e as substincias detectadas foram
comparadas com a lista de substfincias j4 anteriormente isoladas pelos estudos
fitoquimicos {44).

A literatura (44 ¢ 37) mostra que foram estudados os galhos e os frutos e
foram isolados da espécie A pyricoltum os compostos: B-Yohimbina 6. Dasycarpidona
11, Uleina 12, Aparicina 13, Aspidospermina 18, Desmetil-aspidospermina 47, 18,19-
Desidro-yohimbina 48, Yohimbina 49 e Stemmadenina 300 (tabela 9 e figuras 42 ae b). A
Stemmadenina foi isolada somente dos frutos desta espécie.

A andlise dos extratos de A pyricoftum foi feita e detectou-se
principalmente alcaléides do tipo indSlico do grupos biogenéticos A, C e P (figura 43,
tabelag 10, 11 e 12) (123).

A comparagio entre os alcaléides isolados por métodos fitoquimicos com
os detectados por CG/EM permitiu-nos observar que os alcaléides que estfio em maior
concentragfio, com algumas excegles, sfio aqueles que j4 haviam sido isolados pelos
métodos fitoquimicos usuais. Os alcalbides isolados por métodoes fitoquimicos também
puderam ser detectados por CG/EM (cromatogramas 7ae b, 8a e b, 92 e b, figuras 493, b,
ced 508 be Sla b ¢ e d), com exce¢do dos compostos: Dasycarpidopa 11,
Aspidospermina 18 e Stemmadenina 300. A Stemmadenina 300 nfio pode ser detectada ,
mmito provavelmente, devido ao nosso trabatho concentrar-se somente com os galhos desta
espéeie.

A Uleina 12 foi o composto detectade em maior concentragéio, comprovado
pela integragfio relativa dos cromatogramas 7aeb, 8aeb. 9ae b. A andlise dos perfis dos
espectros da Uleina 12 obtidos em CG/EM (figura 44a) comparado com o isplado por
Djerassi (figura 44b) mostrou fragmentagio muito semelhante. O esquema de fragmentagfic
para a Uleina 12 estd apresentado nas figuras 11ae 11b.

A analise por CG/EM da A. pyriceflum revelou outros compostos na
frachio scida (ASPPYRIA) os quais pode-se destacar a Aspidospermatidina 249,
Tubifolina 241 ¢ Condifolina 242 (cromatogramas 7a e 7b, picos 3, 4 e 6
respectivaments). A busca na literatura pelos processos biossinteticos a fim de
explicarmos a presenca destes compostos nfio isolados fitoquimicamente, porém
detectados por CG/EM, mostra que alcaléides do tipo corinanteanc 291 (figuras 45 e 46)
como por exemplo a Geissoschizina 302, pode produzir a Stemmadenina 300 ¢ esta a
Condilocarpina 301 que por sua vez produz Tubifolina 241 ¢ Condifolina 242 {124, 125).
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Esta andlise revela que a Stemmadenina 300 é o principal composto intermediério na
planta pois foram detectados compostos que sfio produtos de biossintese de 308. Este
raciocinio mostra porque foi detectado Corinanteol 97 e detectado, isolado a Sitsiriquina
139, os quais possuem estruturas relacionadas com a Geissoschizina 302.
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TABEIL.A 9. Alcaléides de Aspidosperma pyricollum Muell. Arg.

Alcaléid es isclados ¢ Alcaléides detectados por CG-EM
identificados (44 e 37)
Aspidespermina 18 Aspidofractinina 22
Desmetil-aspidospermina 47 Desmetil-aspidospermina 47  Dihidro-uleina 112
Uleina 12 Uleina 12(%) N-desmetil-uleina 36
Aparicina 13 Aparicina 13(%) 20-Epi-uleina 45
Dasycarpidona 11 17-Metil-uleina 243
Yohimbina 49 Yohimbina 49(#) Aspidospermatina 67
B-Yohimbinsa 6 B-Yohimbina 6(%) Tubifolina 241
18,19-Desidro-yohimbina 48  18,19-Desidro-yohimbina Condifolina 242
48%) Guatambuina 32
Stemmadenina 304 1,2-Dihidro-Olivacina 44
Aspidospermatidina 240 Akuamidina 180
Az‘zp.idaspennidiua 33 Sitsiriquina _I____ZE‘_
Dihidrocorinanteol 7(#) Dihidro-sitsiriquins 140

O-Desmetil-aspidocarpina 33 Minovincinina 245
12-Metéxi-N-desmetil-ulefna G_Epi-gitsiggqag—a 117
24409 o

Observagéio : Os compostos detectados em CG/EM grifados em negrito j& haviam sido
isolados por métodos fitoquimicos usuais.

(#) Compostos detectados em maior concentragfio.
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Figura 42a. Estruturas dos compostos da tabela 8,10, 11, 12.
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Figura 42b. Estruturas dos compostos das tabelas 8, 10, 11, 12.
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ura 43. Os oito principais tipos de Esqueleto (A, C, D, E, J, P, 8, V) de akaloides inddlicos com
unidade monoterpenica CS ou C10,
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Outro grupo de alcaléides que pode ser detectade possui um esqueleto
carbbénico do tipo Plumeranc, iais come a Desmetil-aspidospermina 47, Desmetil-
aspidocarpina 93, Minovincinina 24% e Aspidospermidina S8, que como mostra a figura
47 também podem ser biossintetizados a partir da Stemmadenina 300 (126). Oz compostos
derivados do esqueleto da Uleina 12 que foram detectados, completam essa variedade de
substincias que podem ser biossintetizados pela A. pyricollum.

A eficidncia do método de analise por CG/EM deve ser comprovada pela
injecfio de padres e obtengfio dos indices de retengfio dos componentes analisados. Os
indices de retengfio nfio foram calculados pela falta de padries especificos relacionados
nos alcalbides. Porém alguns componentes foram isolados da prépria planta (Capitule 2
A) por métodos fitoquimicos cujas estruturas foram determinadas por métodor fisicos e

243 ¢ 47 permitiram a comparagfio dos tempos de retengfio nos extratos dcido e neutro
{ASPPYRIA, ASPPYRIN) desta espécie (figura 48a e 48b).

Figura 442 Espectro da Uleina 12 obtido por CG-EM.

s(£48) Scan 1B.822 min.

198 N
184 2P3 . 466

o =1} { 4

8]

< sa

T

<

5 48

£

€ 2o 335 376 412 N
/ 4 / / : \‘\

e 158 %=1 % z5e 3é@ 358 420 458 S8
ﬁass/Charq:J

Figura 44b. Espectro da Uleina 12 reproduzido da ;fefeféi_leia (31).
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]
N OH
! 4 Preakuamicing 304
A
Geissoschizing 302 \

rf:? ’/\f/COOH
l\ /J\N) NH;
l
H

H
. . | OH  CO,CH;
\ -~ Stemmadenina 300
Triptofano A e ==

H 7
QLI
H (;/\

Uleha 12

OH  CO,CHy H  CO,CH,

Valiesamina 305
— Condilocarpina 391

Figura 45. Esquema de bisossintese dos alcaléides de A. pyricolfum
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Figura 46. Esquema biogenético dos alcaldides de A. pyricollum.
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gura 47. Proposta Biogenética para os Alcaléides com Esqueleto Tipo Plumerano 308
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TABELA 10. Andalise da Fracde ASPPYRIA

Pico tR (min.) Espec. de Massa (m/z) Estrutura Provavel Esqueleto  Ref.
1 10,619 266{M+), 209, 167 Uleina 12 A (31
2 10,979 268(M+,100), 211, Dihidro-uleina A 31}

135,94 112
11,068 264(M+,100), 180, 158
3 11.270 266(M+), 136(100), 77  Aspidospermati- A
dina 240
4 11,517 266{M+}, 122, Tubifolina 241 A 1102)
123(100),108 ou
Condifolina 242 A
& 12,056 266{M+), 122, Tubifolina 241 A (102}
123(100), 108 ou A
Condifolina 242
7 12,326 264(M+,100), 208, 154 Aparicina 13 A {32}
8 14,732 264(M+), 221(100), Guatambuina 32 A {38)
123
9 15,955 298(M+,100), 182, 156 Dihidro-corinan- C {61)
teol :
97
16 16.361 340(M+), 339, Desmetil-aspi- P {43)
124{100) dospermina
47
il 18,203 356(M+), 124(100) O-Desmetil-aspi- P {611}
docarpina 93
12 21,865 352{M+), 351, 251, 18,19-Dihidro-yo- C (44
223,156 himbina 48
22.562 358(M+), 205,
151{100)
13 23,238 354(M+), 333(100), Yohimbina 49 C {28)
184, 169, 156
14 23,644 354(M+), 353(100), B - Yohimbina 6 C (28)
184, 169, 156
27,543 388(M-), 267,

151(100)
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TABELA 11 Analise da Fraclie ASPPYRIB

Pico tR (min.) Espec. de Massa (m/z) Estrutura Provavel Esqueleto Ref.
i 10,612 266(M+,100), 209, 180  Uleina 12 A 31
15 10,834 180{M+), 252(100), Aspidofractinina P {33}
124, 109 22
11 16,855 356(MH+), 124(100) 0-Demetil-aspidos- P {60}
carpina 93
13 23,247  354(M+), 353(100), Yohimbina 49 C (28)
184,
169, 156
14 23,620 354(M+),353(100), 184, P - Yohimbina 6 C (28)

169, 156
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TABELA 12. Anélise da Fracio ASPPYRIN

182,169

Akuarmidina 180

tR (min) FEspec. de Massa (m/z} Estruiura Provavel Esqueleto Ref.

10,623 266(M+), 252, 194(100), Uleina 12 (313
167

10,824 280(M+)), 252, 124, Aspidofractinina {33}
109{100) 22

11,069 266(M+), 180, 138,77  20-Epi-uleina 45 (40)

11,159 252(M+,100), 223,167  N-Desmstil-uleina (31)

36
11,249 266{M+), 136{100) Aspidospermati- {(53)
na 267

11,496 266(M+), 208, 122(100), Tubifolina 241 ou A (102)
123 Condifolina 242 A

11,697  280(M+), 254,197, Aspidospermidina P (47
124{160) 33

12,032 266(M-+), 180, 122(100), Tubifolina 241 ou A (102
123 Condifolina 242 A

12,144 248(M+), 247(100), 232, 1,2-Dihidro- A
186 olivacina 44

12,301 264{M+,100), 208, 154  Aparicina 13 A (32)

13.421 282(M+), 252, 225(100), 12-Metéxi-N-des- A (3D)
167 metiluleina 244

18,219  356{M+), 124(109) O-Desmetil- P (60)

aspido-

19,449 354(M+,76), 353(80),  carpina$3 {120
251(100), 182, 169 16-Epi-sitsiriquina

21,239 354(M+), 251, 223, 117 (103)
140(100) Minovincining

21,239 354({M+), 353(80), 248 C (120)
251(100), 182,169 16(R)-

23,300 354(M+), 353(100), 184, Sitsiniquinal3s (28)
169, 156 Yohimbina 49

23,708 354(M+), 353(100), 184, C (28)
169, 156 {3 - Yohimbina 6

24,608  352(M+), 351(100), 249, (50

12¢



‘urnponsdd p op opoe Hgd e orixo

OU SOPBIYNUSPL 3 SOPB[OSL s0150dW0d 50 3 (VTAJdSY 08%y) oplop pd g
0IMUBIAUIOIO[TP OTBIX3 Op SEWEISOJBWICI) SO aNus 0gderedwio)) ey BINGIY

SPOBURSU -RW-/T B TT BUR[ N ¢ ~u L w)

ae 82 gz b2 22 az 81 91 b1 21 at 8 g
i i a— + i . ) ..‘ L] s A 1 " L L [} " " | X i L " " " H L L i M - A 1_ " . . I3 a ] " " i - I.& .
, i
92 1
i o
[ Bb 5
r o
@9 8
C 0
@8 o
4 -
. Lol
0 E€dDMALHIHO 49 DIL = I

ow 18P g Bp /DD 10d 0phqo BuaBommoy;) ‘| SUBIB0wo)

VIEALDSY ¢ ~uiwy awlg

CEAELY B OPRIJQIE BuIRB0mumo.l,) "qL BURISOEBUIOL

BE 87 az te ee pe 81 91 vl e i 8 9
| Y A Py 1 " i A 1 L A Y ﬂ, A PO I ' A i A A 3 ' A s A 3. i i ] i i A i . £, M 9 _a |F 8
. N
z.jjf. jgj 5 U
’ o
~1 ] 4
- 3
o
o0 | .
3
ae 0
0
e
M et
5

A HIadAddSEiygigd 40 OIL

127



20

(8-

10

Ab o Y ance

S

'Y€ of NNIR:R[8PPYRIN.D

14

13—

b S BN BN B BB At Ja e o e SR

€ 8 1@ 12

TR o e s TTETEF TP TSR O 4 & g e e v . kv ok,

it 18 ryy

Cromntograma $b. Cromatograms smplindo

Fransil
TERCBO

T emo rmf"l-)AsppYme

i@ge

8

&2

4

Rhundance

28

Al

= TIC of DRTR:X.D

o

A

[«] = 7 3 ;
B B8 1@ 12
Cromeatograme 3. Cromatograms obtide por CG/EM

16 18 20 22 =4
Time (min.D{hYﬁ@wMgﬂg

14 38

=
1838

88

S

48

Abundance

2

" TIC of DRTAR:RPYSANB.D

14

.

A

%] v 7 T 5
B 8 1a 12

| Cromatograms 4. Cromatograms ebtido par CG/EM da
s

129

17
=2%}
=3%}

G2

Hbundancq

eg

T T

14_ 16 18 28__ 22 24 25 28
Time (mir.3 [ - Yohimbina 6

TIC of DATA:PYRSAND.D

2Ly r gt e
g 8 18 12

T 1] %

26 2B 32

14 18 1B 28 22 24
Time (min.thJ»ﬁmﬁHmﬁmag

Cromatograma 5. Cromefograms obtidp por CG/EM.

-
188

=1}

(3%}

oY)

Ahundances

2a

—

TIC of DATA:RPYSANA.D
5

o ue

A.

+

%] ¥ x T
e 8 e 12
ﬁmmmqmnm&ChmmqmmmdﬁMmeQ@Mdo

16 18 20 22 24 26 28 3B
Time (min.) }ﬂ)slhmmm

14

Figura 48b. Comparacio entre os cromatogramas do extrato diclorometamico
a pH neutro (frag8o ASPPYRIN) ¢ 0s compostos isolados ¢ identificados n-

extrato "a pH neutro de A. pyricoliom.

128



B
e

L

I

et
[N

L f|

P s

£

]

g e eyl Ao

dos na anélise por CG/EM da Fracéo
I

i

Y. I
i ; ]

[t i T e S R B B e - I e
, [RCN I ] ) Pt} =Y

e S L

[F ._;...\f.w.z_ms«\ds 1.:4
i e [

Figura 49a Cromatogramas e espectros obt

ASPPYRIA




40

¢ por CG/EM da Frag

i8

omalogramas e espectros obtidos na andl

I

ASPPYRIA.

righura 43p. {

-
T

-
[
it e ot i

sidc. iR

o

L

~i

PN St e e YT

] pa]

[EI Tm Lifl L T

[
et

e

LI}

"

ERS RN

R e S WP Y

L e et

11
LI

£ T

LS i

£

Lo am

[

LI SN0t It I I At et sl

o e

130




.
= NG
e S o
£ p
o A
[, = g d
e il
- i

—

)

ho
L

o]

.,

N,

faiw]
sy
X

t.Ll
ok

]
[y

oy

_._.__1._1._“q_-m.!ﬁﬂ

{5 S o Y S " W%
) [4n] =3 d

=R i f 4

2
b
L

i
fas]
ot

s
O
S

i3

i y
v,m
-~ I....rv
R
;
i
.H.sm
Mu.
;
1
g
LS
5
H
¥
s

ST

-

P,

5

{
i
|
P
{
]
|
!

e

o z
<
1
i,
3 L
)
Luu L
T T
-
g
s T ~
——y
)
*
T -
;S0 DU M S AN M S MM N Ny S S M St |
(i) AR (W 250
st i

BIURpUNGH

£

e
£

5

)
ey

ey}
n}

e

k"
)

Lmin.

e

"
-
=1

0

nf¥ DOHTRA:REFPYRIA,

b

4]
s}

44

« 8

v i

=l

fi*

o+
el
Ly
o LA

mw

=

o

GG

[=4]
.,
—

1 6E

YT T T T T

i | @
i ] e

i ] &F

i [ [

- -

A WERM QY

Mass Charpge

0

BTR:BEOEVRT R,

[}

#l

IR LR DHRL D18

]
{
i 1@
&
< ™
ﬁ.ﬁu.,w
....J.
3 io]
< T
b ]
;
;)
i
M b
Ha
ﬂ” - ¥
1|3
ol om
¢or
1
&
7
{
/
...uanHﬂ ]
€« F n_.m
[ =
a_
i
i
1
J
Lllﬂ...ilur:hﬁ”nlr
=, e
S S N
.fi.!._._ I
3 ks
e
I &3 g e
-t v

Lmin.

T4 me

131

Figura 49¢. Cromatogramas e espectros obtidos na anglise por CG/EM daﬁfai;ﬁo ‘

ASPPYRIA.



IA. D

R

HEPFY

OATA

ot

361 min.

ol |

-

2

i
3

] : ey B | :
A ! ST T x>
i . Lol ! , ] ! ! b :
T ™o o4 |5 S H .. : fayl E
o - o o - 51 .
_LJ T e E — 1 e ! e I o I
- & RO S R - w LS R S
o . W e S [ o | =
; £ S ] 1 £ 1oL = 4 M7
: v o . I . i . .
- ol - - I~ - o3 - L0 -
e B - Ly () i § [ o T L L. 3
LY - B Tl_ fex i b ..,ﬁ;.a .. [ e o : freed e m
¥ o Cx; T £x ~ A ¥ -+ | 3 :
N s o " e ; - .
; L ; ri 3 ' _ Ch - :
i - o - i g : ol bl 1
ay N Mmmm M_J I . WJ L 5 ml_srw SR m“__m A B
., G - R AN e S e . e
£ ,/z i HH §oE Dn £ 1 _u.. MM e ] e mH i
s . ; - o ; s E
g} do — i & - i b ) o
o - z.ml e _..,m‘ .&.‘ I.ll..I-J mm...ﬂ /,llin..li.li..lnl.li. [ \z...l...,.ll.-llnllll!.llm F.H‘_ ;::ElulullulllL
P .-!i..!l..” e = A ! - R R = f“./ Pan 3 o™ e lm
[y ) L LI E L T Kl
i Ui = n 1 it My o T il B 17 ! B e ! 4
N % o o B0 4 om0 = T
F R T - T . of  L=J
L A 2 s S en 2l M. 3 o
o =l R ST IR B T BN S B o g
Tl [ el £ - - - e I o 10 i ot B L
o O = g K =4 ol ] "~ = ) - = w
LW 18 w g 4
U ,m m,w M e ¥ M 53 W = i
A 1 Rt — ik it o =
Lr = = | o s e A i = | it il g
xl e e O ) PP B R . - ! . =
e | o . ] . P o 5 . o, 9 13 . @, = Gl
N, [N [} ] | ) gt H,...r._ Ay 1T} A ......,e %3 A £y - T
Sy — ot Fa o : £t g £
=
-

hC b e . " o s

o
&
Se
57
N
e thd

ST M L ] en S0 (L — § — :
i d O e e e i E: m
] [ ] i ] y =
= — - — b - i — k o
| . - y 7 I . s — =
= oy — -t : -

. [~ 1 ey J e Mo, — L =P B )

s, e

x./. .* s J.,.r... ! m
hE o K (3 ' :

| LI e e\ e 2 g 2o I et e 2 e ot [ LIt e e i e e e e B e e B B B e e Rl

Le] ] %) s ] s [e] 52 [4en 51 [win] [a] 5 [} i

£5) L sl ! o LiT 75 L ‘ e ¥y

] ot " - -

-
i

5]
-
I
£
A
ha
S 0 e

S LE Pt SIUR T (PR Q & R TR pun mw -l

HuUE ﬂ_ L 3 I ST T Ln _”mm

btidos na andlise por CG/EM da Fragéio
132

Figura 49d. Cromatogramas e espectros o

ASPPYRIA.




:REPPYRIB.LD

A

13
Hg 1 b
14

S
. m... ’ . -t LV ] L
_ - : £
. Mmoo [y o0
] 5 LI ) ) = .uu - P L
- [ U R Y i

e Lre

¥

L A — L - =
LN} X [

el R

wﬁg B s

TM‘ [ P o b M._u..”._ ", pud [ 3 £}
- [ S Yy T [
™ e S S

P
4

Wil bl

g:
i
I
I
J"r

e it
£ T

o
)
4
ﬁui
]
4
i

- LT Lim i

§
M £l i s — . - =t L B e e o
it o . < g =
F [, & o i =
m 3 7 v e — L it TS
- 1 L= 2] oot S Lo 2 [ wt
‘ L 15 L ) RNy ; . A . N
r - N | I £ = A3 R £ - Lo LS — il
Lot L - g SO B WD L =]
eng cu = S L B ;o e
N = = : e . e M P w3
= = I R et T wi | v el Bw P L L
M - - P - [l N — T - (] - - [ - o H.\ A faiN] £l
Sl g M = ol E AT - & — -,
pE] w R ' - i LT
L. = =1 R [N ] - o b ogg i
ﬁ - Rl “..Ih L B [ o [ I J— i a0
S b L g e = = w . ] p
¥ - . £y e B . P Bt B . ] -
‘w N ey o s S ) = i -
L fa ¥ T d onf N Y — et T
] : -
- Pl - - 55
by = T : _f=
= | % ? R i LR i o et
E i DN - ] Rl i (] L e
= R o] (] — T |3 bt L oo
ot pmd e m.. _ g L
37 e o
v, —] LTk . Y. Sa— s
- - e e - e viase————
i . - RS L N [
o - . et o LI =gl ey o x.ﬂ = e T =L,
m WA= e T K T =
.W d m { =i o LI | _ o
- ? c 4 P ol , L
N . L ] K] o 3
e e T e T T T T T T T T T T [ i e Ay e e S B Rl et ek i e CETTTT TR T I T PP e T e s FyvTT

£ [ B A | £ 75 [ [N} 3 [en] £ 5] 5 s ] e L3620 B 9 Y ¥ S i ¥ S N S ¥
= o] [dw] <3 ] 75 (W] L=l ] L=l LI [ T T 0 T SO v B o B =

—— —t y— —— —

i3

@3UepLngy WU U Il G = U g H HOUR Py j H CEIul w" U qH

133

Figura 50a. Cromatogramas e espectros obtidos na analise por CG/EM da Fragfio

ASPFYRIB.
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B . 2. Extratos Diclorometfinicos de A . alivaceim Muell. Arg.

Woodson (21) baseando-se em aspectos botanicos classificou as espécies
Aspidesperma olivaceum como sinonfmia da A. pyricaflum. Por outro lado, existe a
opinifio que estas duas espécies sejam distintas (109). Considerando-se este fator,
escolhemos estas espécies para estudo em CG/EM com o objetivo de confrontar o
contetido alcalofdico destas duas espécies, esclarecendo através da quimiotaxondmia
alguns aspectos desta divergéncia de opinides.

A andlise por CG/EM dos exiratos ASP.OLIA e ASP.OLIB
{cromatogramas 10aebe Ilaeb, tabelas 13, 14 ¢ 15 e figuras 528, b, c, de e, 53a,beg),
- mostrou a presenga de Al de estrutura bésica muito semelhante a da 4. pyricollam.

A literatura mostra que desta espécie foram isolados cinco compostos {12,
13, 32. 42 e 238) (tabela 15, figura 544, e b ). A andlize por CG/EM identificou trinta e
dois compostos e dentre estes agueles que foram isolados fitoquimicarnente estfio em sua
maioria presentes em maior quantidade relativa, observados através da integragfio dos
cromatogramas obtidos.

As andlises dos extratos por CG/EM revelaram que a Uleina 12 é o
principal composto presente nesta espécie. Outros componentes de concentracéio
significativa foram detectados a saber, a Olivacina 42 um composto de interesse
farmacolégico, pois demonstrou agfio antineopldsica sobre alguns tipos de leucemias
(128). Detectou-ge também alcaléides hexaciclicos como a Aspidofractinina 22 (33) e a
Haplocidina 123 (63). A Haplocidina 123 (figura 55a e 55b) é um alcaléide de estrutura
basica relacionada 4 Aspidospermina 18 onde o grupo etila da cadeia lateral do anel D
deu origem a um anel tetrahidrofiirano.
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TABELA 15, Alcaléides de Aspidosperma olivaceum Muell. Arg.

Alcaléid es isolados Alcaléides detectados por CG-EM
¢ ldentificados (30)
Olivacina 42 Olivacina 42 (#) Haplocidina 123
Uleina 12 Uleina 12 (% Dihidro-uleina 112
Aspidocaipina 238 Aspideocarping 238 (#) 1,13-Dihidro-hidréxi-
Aparicina 13 Aparicina 13 (#) uleina 38
Guatambuina 32 Guatambuina 32 N-Desmetil-uleina 36

Aspidagpenn_ina 18 Aspidofilina 14
Desmetil-aspidospermina  Agpidofractinina 22

47 N-formil-aspidofractinina
Desmetéxi-aspidospermina 248

40 Pirifolina 16

Pirifoliding 17 (%) Metdxi-N-desmetil-uleina
Dasycarpidona 11 244
N-Desmetil-dasycarpidona  Tetrshidro-olivacina 254
34 N-Metil-

Polyneuridina 62 tetrahidroelipticina 33
1,2-Dihidro- Metéxi-Haplocidina 255
aspidospermidina 139 20-Epi-uleina 45
O-Metil-aspidofilina 249 Aspidolimina 197
Composte 250 Composto 251

Composto 247 Composto 252

Composto 316 Composto 253

Desacetil-pinfolidina 15 Composto 315

Observagfio: Os compostos detectados em CG/EM grifados em negrito j& haviam sido
isolados por métodos usuais.
(#) Compostos detectados em maior concentragéio.

A andlise do espectro de massa deste composto mostra seu pico base 4 m/z
138 (figura 55a e 55b), um fragmento caracteristico dos anéis D e F proveniente da
estrutura com grupo tetrahidrofurano, se este anel fosse aberto, o fragmento seria de maior
massa (63). Analisando a proposta de fragmentacfio da Aspidospermina (fipura 3) pode-se
notar a analogia do fragmento A m/z 124 de 18 com o 2 m/z 123, cujos fons precursores afio
provenientes do anel C com perda de etileno. O fragmento & m/z 160 pode ser proveniente
do ion molecular com perda de éxido de etileno ou acetaldeido, seguida da fragmentagéo
do anel B com aromatizac¢fio do anel C.

A existéncia de alcaléides com esqueleto carbbnico do tipo Plumerano 309
fot evidenciado principalmente na fragio ASP.OLIA., onde destacam-se a Aspidospermina
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18 e as estruturas relacionadas 40, 47, 197, 238 e 316 ¢ Aspidofractinina 22 ¢ seus
congéneres 14, 16, 248 249 Também foram detectados alguns compostos com esqueleto
bésico da Aspidospermina 18, composto 251 (pico 35) e composto 252 (pico 40), ciios os
espectros de massa sugerem fratar-se de compostos ainda nfio descritos na literatura. A
ocorréncia deste tipo de compostos também em A. pyrifolium faz com que a discusséio
para esses compostos seja tratada posteriormente quando esta outra espécie for discutida
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Figura 54a. Estruturas dos compostos das tabelas 13, 14 e 15
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Figura55a . Espectro de massa da Haplocidina 123 obtido por CG/EM.
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TABELA 13. Analise da Fracfio ASP. OLIA.

Pico tR (min) FEspec. deMassa (m'z)  Estruturas Provaveis Esquelets Ref.
24 10299 280(M+), 252, 124, 240 A {33}
109{100)
1 19,633 266(M+ 100}, 209, 167  Uleina 12 A {31
15 10,839 2BO(M+), 252,124, Aspidofractinina P {33}
169(100) 22
2 10991 268{M 1}, 211, 168 Dihidro-uleina 112 A (31)
16 11,080 266({M+,100), 209, 167  20-Epi-uleina 45 A (40)
7 12347 264{M+), 208, 154 Aparicina 13 A {32)
25 12920 264(M+,100), 222, 154  N-Metil-tetrahidro- A (38)
elipticina 33
26 13217 308(M+), 293, 124, N-Formil-aspi- P {30}
109(100) dofractinina 248
27 13,977 324(M+), 124(100) Desmetéxi- P (30)
aspidospermina 40
28 13486 342(M+), 124(100) Desacetil-pirifolidina P {108)
15
o4 14,001 324(M+), 296,124{100) Composte 315 {30}
28 14380 308(M+), 307, 280, 124, Composto 247 P {(30)
109(100)
36 15240 354(M+), 124(100) Aspidospermina 18 P (70,
73)
31 15687 246(M+100),229, 123, Olivacina 42 A (40}
108
32 16,068 352(M+,100), 281, 124,  O-Metil-aspidofilina P (103
109 249
33 16269 340(M+), 263, 124(100) Composto 316 P (43)
10 16381  340(M+), 339, 124¢100) Desmetil- P (43)
aspidospermine 47
>
34 16825  384(M+), 356, 124(100) Pirifolidina 17 P {34)
35 17,571 384(M+), 356, 154(100) Composto 251 P (34)
36 17,930 370(M+), 342, 124(100) Composto 253 P (60,
74)
37 18,266 384(M+), 124{100) Aspidolimina 197 P (107
38 1B 446 338(M+), 295, 124, Aspidofilina 14 P {33}

109{100)
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continuacfo da Tabela 13. Analise da Fraciio ASP. OLIA.

Pico tR {min) Espec. de Massa (m/z) FEstrutwra Prevavel Fsquleto Ref.

39 19.163  382(M+), 339, Pirifolina 16 P (34)
154(100),109

40 19,457 414(M+), 383,154{100) Composto 252 P (34)

41 20,081 370(M+), 342,124(100) Aspidocarpina 238 P (60)
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TABELA 14 . Andlise da Fracdo ASP.OLIB.

Pico tR (min) Espec. de Massa (m/z) FEstratura Provavel Esqneleto Ref.
1 10,620 266({M+), 209, 167 Uleina 12 A {31)
2 11,00 268({M+), 211(10), 168, Dihidro-uleina 112 A (31)

77
16 11,068 266(M+), 209, 167 20-Epi-uleina 45 A (40)
17 11,157 252(M+,100}, 195, 167 N-Desmetil-uleina A (31)
36
42 11.539 268(M+,100), 211, 168  Dasvearpidona 11 A {30,
38)
43 11,713 234(M+,100), 169, 167  N-Desmetil-
dasycarpidona 34 A {38}
7 12316 264(M+,100), 208, 154  Aparicina 13 A (32}
44 13,299 284(M+,100), 227,168  1,13-Dihidro-
hidréxi-uleina 38 A (38)
45 13,434 282(M+), 252, 22,167  Metdxi-N-desmetil- A (31)
Uleina 244
46 14,194 280(M+) 194, 167 1,2-Dihidro-aspidos-
permichna 1560 P (73
47 14441 250{M-+), 249(100), Tetrahidro-olivacina A
235,116 254
g 14,755 264(M-+), 221(100) Guatambuina 32 A (3&)
31 15,6539 246(M+,100), 204,123,  Olivacina 42 A {40)
138
48 19,026 334(M+), 310, 281, Haplocidina 123 P (63)
138(100)
49 19404 352{M+,100), 249, 207, Polineuridina 62 C {50}
169
41 19,984 370(M+), 124(100) Aspidocarpina 238 P (60)
50 23,191 384(M+), 340, 138(100) 12-Metbxi- P (63)
haplocidina 255
150
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B .3 . Extratos Diclorometénicos de Aspidosperna pyrifolium Martius

A andlise dos extratos diclorometnicos ASPPIFIA e ASPPIFIB mostrou
que estes extratos 8fio ricos em componentes, conforme revelado nos cromsatogramas das
andlise de CG/EM 12meb , 13aeb e tabelas 16 e 17 e as figuras 563 b, ¢c. d, e, fege
573, b, ¢, d, e e £ Um fato interessante notou-se na andlise dos cromatogramas do CG/EM
da A. pyrifolium. Os componentes que estfio em maior concentragfio relativa sfio os
compostos 22, 15, 18, 247, 248, 17, 251, 14, 16 ¢ 321 (figura 583, b e ¢, tabela 16-18)
cuja estrutura bdsica ¢ o anel Plumerano 309.

e

1]

OL 1N

=

W
o=
=

*

A tabela 18 mostra que seis componentes foram isolados fitoquimicamente
desta espécie cujos dados foram encontrados na literatura (129-131). Esata tabela indica
também os compostos detectados por CG/EM. Uma integragfio do cromatograma obtido
em CG/EM, mostron que os compostos de maior concentragio entre os extratos 4cido e
bdsico sfio exatamente aqueles que foram isolados fitoquimicamente, mostrando a validade
deste método de andlise, e foram detectados um total de quarenta e duas substéncias.

A literatura mostra que A. pyrifolium possui duas plantas sinonimias que
stio A. populifoliim A, DC, e A. refractum Martins. A tabela 19 apresenta os compostos
izolados das duas sinonimias ¢ nesta nota-se que os alcalédides indélicos isolados também
possuem a estrutura basico do Plumerano 309 porem, nota-se compostos mais oxigenados,
sugerindo serem espécies semelhantes porem mais evoluidas.
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TABELA 18. Alcaléides de Aspidosperma pyrifelium Mart.

Alcaloides isolados e
identificados (129-131)

Alcaldides detectados por CG-EM

Aspidofilina 14
Desacetil-pirifolidina 15
Pirifolina 16
Pirifolidina 17
Aparicina 13
Aspidospermina 18

Aspidofilina 14 (¥
Desacetil-pirifolidina 15
Pirifolina 16 (%)
Pirifolidina 17 (#)

Aspidospermina 18 (#)
N-Formil-aspidofractinina
247

248 - IsSmero de 247
14,15-Desidro-
aspidofiractinina 262
N-Formil-14,15-desidro-
aspidofi-actinina 263
Composto 256
Composto 237
Composto 265
Composto 251 (%)
Composto 261
Composto 321 (#)
Composto 266
Composto 267
Composto 268
Composto 322
Composto 323
Composto 253
Composto 318

Aspidofractinina 22
Deformil-refract-3-eno 256
Refract-3-eno 259
Desmetbxi-pirifolina 317
O-Metil-aspidofilina 249
Aspidocarpina 238
Aspidolimina 197
Limaspermina 211
16-Metéxi-Limaspermina
212

Metdxi-N-acetii-
cilindrocarpinol 268
Composto 260
Desmetil-aspidospermina
47

Composto 246
Compostc 248 (#)
Composto 258

Composto 252

Composto 264

Composto 265
Compaosto 320

Composto 319
12-Metéxi-aspidofractinina
326

Composto 327

Observagio: Os compostos detectados grifados em negrito ja haviam sidos isolados por

estudos fitoquimicos de A. pyrifollum.
# Compostos detectados em maior concentragiio
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Figura 58b. Estruturas das tabelas 16, 17,18,19,20 e 21.
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Figura 58c. Estruturas das Tabelas 16, 17,18,19,20¢ 21
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TABELA 19. Alcaléides de Aspidosperma populifolium e Aspidosperma refractum
(30)

Alcaléides isolados e identificados Alcaléides isolados e identificados
de A . papulifolium A. DC. de A. refractum Martius.
17-Metéxi-aspidofractinina 19 Aspidofractinina 22
N-Formil-17-metéxi-aspidofractinina 20 Refractiding 26
Kopsinina 10 Aspidofractina 27
16,17-Dimetéxi-aspidofiactinina 21 Refractina 23
Aspidofractinina 22
Refractina 23

11-Metoxi-14,19-dihidro-condilocarpina 24
N-Formil-16,17-dimetéxi-aspidofractinina 25

A caracteristica marcante de A. pyrifolium foi apresentar compostos de
estruturas basicas pouco variadas, porém com um grande nlmero de isbmeros, Esta
caracteristica foi notada na andlise por CG-EM, apresentando vérios componentes no
Cromatograma da Corrente Iénica Total (CCIT, cromatogramas 12, 13), cujos espectros de
massa possuem fragmentagSes semelhamtes como por exemplo os picos 26 e 29; 32 e 75;
36 e4l; 38 ¢ 49; 39 ¢ 76 (tabela 16) como os compostos 78 e 15; 26 e 29; 37 ¢ 34; 84,
85, 88 ¢ 89 (tabela 17).

De uma maneira geral a fragmentagfio por impacto de elétrons dos
alcaléides do grupo da Aspidospermina 18 (figura 21b) (70) o anel C sofre uma quebra do
tipo retro Diels-Alder com perda de C16 e C17, na forma de etileno, para dar um
fragmento ¢ m/z[254 + n], onde n ¢ a massa de um ou mais substituintes no ane! indélico
ou no anel D, que pode ser convenientemente quebrado na ligagio C-5 - C6 para dar o
fragmento piperidinico a (m/z 124), o qual é vsualmente o pico base no espectro, e o
fragmento ind6lico b. Uma quebra do tipo retro Diels-Alder incompleta do anel C levard a
um fon cation d, o qual possivelmente ciclizapara o e,

No caso dos alcaléides do grupo da Aspidofractinina 22 (figura 59a e b)
(122), a fragmentagfo inicial envolve a quebra do anel C, com a expulsfio de etileno e &
formagdo do fon a [M - 28]. A forga dirigente para esta fragmentagfio é provavelmente a
aromatizagdo do anel indélico e o alivio de tensfio no sistema hexaciclico findido. Nova
quebra na ligaghio C-5 - C-6 ¢ C-16 -~ C-17 dando origem sos fragmentos derivados da
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Figura 692. Espectro de massa da Aspidofractinin 22 obtida por CG/EM.
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TABELA 16. Analise da Fragic ASPPIFIA

Pico tK (min.) Espec. de Massa(m/z) Estrutura Provavel Esqueleto Ref.
15 10,801 2BO(M+), 252, 182, 124, Aspidofractinina P (33)
109(100) 2
51 11,925 312(M+), 284, 124(100) Desacetilaspidos- P (53,
penmina 65 72}
94 12,367 310(M+, 100), 154 109 12-Metéu-
aspidofractinina 326 P (34}
95 12417 310(M+), 124, 109(100) Composto 327 P (33)
26 13,096 308(M+), 293(100), N-Formilaspido- P {30)
207,108 fractinina 247
70 13.209 322(M+), 308, 294, 124, Deformil-refract-3- P (105)
109{160) eno 256
28 13,365 342(M+), 190, 124(100) Desacetil- P 34
Pirifolidina 18
71 13,475 342(M+), 190, 154(160) 257 P (34)
29 14.245 308(M+), 307(100), Composto 248 P (30}
280,124,109
72 14,447 352{M+), 252, 154, Desmetoxi- P {106}
109(160) pirifolina 317
30 15.077 354(M+), 124(100) Aspidospsrmina P {73,
18 78)
73 18,674 370(M+), 342, 154(100) Composto 258 P (60)
32 15,899 352{M+), 281, 124, 109  O-Metl- P (104,
aspidofilina 249 33)
74 16,146 350(M+,160), 308, Refract-3-eno 259 P {105)
296,124, 105
34 16,727 384(M+),356, 124(100) Pirifolidina 17 P (34)
35 17.355 384(M+), 356, 154{100) Composto 251 P (34}
36 17,712 370{M+), 342, 124(100) Composto 253 P (60,
4)
75 17,825 352{M+), 124, 109 Composto 260 P (33)
37 18.048 384({M+), 356, 124(100) Aspidolimina 197 P (108)
38 18,228 338(M+,100), 124, 109  Aspidofilina 14 P {34)
39 18,989 382(M+,100), 339, Pirifolina 16 P {34}
154,109
40 19.237 414({M+), 380, 337, Composto 252 P (34)
205154
41 19,725 3T0(M+), 124(100) Aspidocarpina 238 P (60)
76 21.181 382(M+,100), 339,154, Composio 261 P (34)

109
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TABELA 17. Andlise da Fracio ASPPIFIR

Pice tR (min.) Fspec. de Massa (m'z) Estrutwra Provavel Esquelets Ref.
77 10,066 278(M+.100), 209, 168
78 10,287 280(M+), 252, 158, 246 P (333
109(100)
13 16,844 2B0(M+), 252, 158, Aspidofractinina P {33)
: 169(100) 22
79 10,977  278(M+,100), 182, 168 P
80 11,312 278(M+,100), 171, 158,  14,15-Desidro- P (107
' 167 aspidofractinina
262
72 12,819 306(M+100), 277, 167, N-Formil-14,15- P (30,
180 desidro- 1067)
aspidofractinina
263
26 13,198 308(M+),193(100), 124, N-formil- | (30,
109 Aspidotractimina 167}
248
28 13,445 342(M+), 124(100) Desacetil- P {34)
pirifolidina 15
29 14,363 308(M+,100), 124, 109  N-formil- P {30)
Aspidofractining
247
81 14,506  306(M+,100), 278, 252, Isomero N-Formil- P (30,
134 14,15-desidro- 107)
aspidofractinina
318
30 15226 354{M+), 124(100) Aspidospermina P {73,
78
18
32 16,035 352(M+), 281(100), 220, O-Metil- P (104}
167,124, 109 aspidofilina 249
i0 16,260 340(M+), 124(100) Desmetii- P (43,
aspidospermina 443
47
34 16,892 384({M+), 356, 124(100} Pirifolidina 17 P (34)
35 17,592 384(M+), 356, 154(100; 251 P {34
36 17,932 370(M+), 342, 124(100) Composto 253 P (60,
74}
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continuacio da TABELA 17 . Andlise da Fracie ASPPIFIB

Pico tR (min.) Espec. de Massa (m/z) Estratura Provavel Esqgueleto Ref
37 18,271 384(M+), 124(100) Aspidolimina 197 F (108)
33 18452 33R8(M+), 2905, 124, Aspidofilina 14 P (33)
109{160)
66 18,657 370{M~+}, 340, 140{106)  Limaspermina 211 P (923
73 18,861 370(M-+), 154(100) Composto 238 P (60}
40 19472 414(M+), 154(100) Composto 252 F (34}
g2 19,994 398(M+), 370, 124(100)  Composto 264 P
g3 20,174 368(M+,100),325,186, Composto 265
125, 105
84 20,425 400(M+), 342, 140(100)  16-Metbxi- P (92)
limaspermina 212
85 20,630  400(M+), 358, 140{100)  Metoxi-N-acetil- P (49)
cilindrocarpinol
266
86 20,993 414(M+3,154{100) Composto 320 P (34)
87 21,265 370({M-+),154{100) Composto 319 P {60)
88 22,035 400(M+),358, 140(100) Composto 321 P {49}
89 23,957 400(M+), 140{100) Composto 267 P (49)
a0 24,229 3B6(M+), 140{100) Composto 268 P (49,
108)
91 25,072 396(M+,100), 354, 186
92 25,523 386(M+), 140{100) Composto 322 P (49,
108)
93 27.454 384{M+,100), 341, 190, Composto 323 P (49,
125, 146G 108)
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piperidina b e o {ons arométicos ¢ e e, por outro lado a ruptura dos anéis C e E sem perda
dos C18 e C19 dando o fon £ o qual pode se fragmentar para dar g-f.

R=COCH;, R,=0CH,, Ry=H, R,=H 18

Uma ouira evidéncia observada afravés da andlise por CG-EM foi a
identificagfio de Al que nfio haviam sido isolados nesta espécie e também em nenhuma
oufra do género Aspidosperma. Um total de dez novas estruturas puderam ser sugeridas
destas, quatro substiincias possuem um esqueleto carbdnico do tipo Aspidospermina 18 e
a8 oufras seis do tipe Aspidofractinina 22.

Os compostos novos apresentando esqueleto do fipo Aspidospermina 18,
apresentam (tabela 20), o pico base 2 m/z 154, que sugerem que 30u adicionadas ao ion
piperidinico 8 (m/z 124, figura 21b), devido a uma metoxila, cuja & localizagfio mais
provavel sejano anel D. O anel D apresenta trés posi¢8es passiveis de substituigfio, o C3,
Cl14 e o C15, porem até o momento &6 se conhecem alcaléides com substitnintes no C15
{33, 123) com estrutura bdsica 22.. Acredita-se que esta possa ser a posigio na qual
ocorra a substitui¢lio. Aos picos 71, 73, 34, 35, 40 do cromatograma 12aebe 13ae b
respectivamente , foi proposto uma fragmenta¢Bio que se encontra na figura 60 e a tabela
20 compara os espectros de massas destes compostos (*) com modeios onde o substitninte
se localiza no anel indélico, apresentando pico principal A m/z 124.

Os compostos com esqueleto carb8nico semelhante 4 Aspidofractinina 22
nfic foram anslisados em conjunto em fingfio de algumas variagBes estruturais em
diferentes posigBes nas moléculas. Dois destes componentes foram siribufdos como sendo
os conhecidos: Deformil-refract-3-eno 256 {pico 70 no cromatograma 12b) e Refract-3-
eno 289 (pico 74 no cromatograma 12b) que s6 haviam sido obtidos afravés de
modificacSes moleculares {105). Um modelo de fragmentaglio proposta para estes
compostos esté apresentado na figura 61.

Aos outros dois compostos foram sugeridas as estruturas 14,15-Desidro-
agpidofractinina 261 (pico 76 no cromatograma 13b) e N-Formil-14,15-desidro-
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60. Fragmentag¢éo proposta para os compostos novos com esqueleto do
1sico da Aspidospermina 18.

=R;=H, Ry=0CH, M*m/z 342 257
=COCH,, R=0OH, R,=H M'm/z 370 251
=COCH,;, R,=0CH,, Ry=H Mtm/z 384 252 .
=COCH,, Ry=R.=OCH, Mtm/z 414 258 JONT
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Figura 81. Fragmentacaoc proposta para o Refract-3-enc 256 e N-Deformil-
refract-3-eno 259, -
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TABEL.A 20. Fragmentos principais no EM dos compostos novos com esquelete do
tipo Aspidospermina 18.

Compostos Fragmentos Principais

M+ c d b a
Aspidospermidina 282 254 152 130 124
| D)
Aspidospermina{18) 354 325 152 160 124
Desacetil-
pirifolidina 15 342 114 152 190 124
Composto 257 (*) 342 314 182 190 134
Aspidocarpina 238 370 342 152 176 124
Composto 258 (*) 370 342 182 146 154
Pirifolidina 17 384 356 152 190 124
Composto 251 (%) 334 356 182 160 154
Composto 252 (*) 414 386 182 190 154

TABELA 21. Fragmentos principais no EM dos compestos novos com esqueleto do
tipo Aspidofractinina 22 .

Compostos Fragmentos Principais
M+ a b c d e h

Aspidofiactinina 22 280 252 109 143 144 158 124
Deformil-refract-3-eno 22 294 109 124
236 (")
Refract-3-eno 259 (*) 350 322 109 124
14,15-Desidro- 278 250 107 158 122
aspidofiractinina 262 (*)
N-Formil-14,15- 306 278 107 158 122
desidro-aspidofractinina
263
N-metil-14, 15-dihidro- 292 264 107 144 158 122
aspidofiactinina 325
Venaistonina 324 348 107 122

{*) Compostos novos identificados na A. piryfolium.
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aspidofractinina 262 {pico 80 no cromatograma 13b) que também 86 haviam sidos obtidos
por modificag8es moleculares {108), foram identificados baseando-se nos espectros de
massas de compostos isolados que possuem estruturas semelhantes como por exemplo, a
Venalstonina 324 (122) e a N-Metil-14,15-desidro-aspidofractinina 325 (que foi isolada
recentemente de Vinca sardoa (Sterm) Pignetti (107)), que auxiliaram muito na
atribuigio, a saber 262 e 263, destas duas estruturas. A tabela 21 resume e compara o8
espectros da  Aspidofractinina 22, N-metil-14,15-Desidro-aspidofractinina 325,
Vena}ston.ina'gg_i com as duas estruturas novas propostas, mostrando uma boa correlagfio
entre eles, e por fim a fragmentagfio sugerida ¢é mostrada na figura 62.

A 12-Metéxi-aspidofractinina 326 (pico 94 mo cromatograma 12b) e
composto 327 (pice 95 no cromatograma 12b) , com esqueleto bésico do tipo Pirifolina
16 ¢ Aspidofiactinina 22 respectivamente. O composto 22 (figura 55g ¢ b), apresenta os
picos principais em m/z 124 ¢ 109 semelhantemente ao 327 (tabela 16). Pela regra de
rdeslocamento” o composto 326 apresenta o fragmento correspondente a0 124u de 22
acrescido de 30u, sugerindo uma estruhura semelhante a 22, porém substituide com um
grupe metoxila na pesigic 15 com espectro caracteristico do composto 16 (34). Os
compostos 326 ¢ 327 nfio haviam sido isolados nas espécies do género Aspidosperma.
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Figura 62. Fragmentacfio proposta para o 14, 15-Desidro-aspidofractinina 262 ¢

N-Formil-desidro-aspidofractinina 263.
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B. 4. Extratos Diclorometinicos de Aspidosperma polyneuron Muell. Arg.

Os cromatogramas 14a ebe 15aeb, tabeln 22 ¢ 23 e as figuras 63a. bece
64a, b e ¢, resumem os resultados obtidos da andlise para os alcaldides
detectados por CG-EM dos exiratos & pH dcido, ASPOLYA, e bdsico, ASPOLYD,.
Trabalhos realizados anteriormente (S0} descrevem o isolamento e a identificagfio de um
bom niimero de alcalbéides nesta esp&cie conforme o descrito na tabela 24, Og alcal6ides
Aspidospermina 18 (60 mg/Kg de planta) e Polyneuridina 62 ( 6,6 mg/Kg de planta) foram
descritos como of presentes em maior quantidade (50). Isto também foi observado na
andlise por CG-EM pela integragfio relativa dos cromatogramas 14 e 15, sendo a
Aspidospermina 18 (pico 20, cromatograma 14) a principal substincia no extrato 4 pH
écido ¢ a Polyneuridina 62 { pico 49, cromatograma 15) & pH bésico. Nota-se que estes
compostos possuem uma estruturs bédsica que da origem a toda série de compostos
isolados e detectados desta planta (figuras 67a e b).

A tabela 24 demonsira que a correlagfio entre os alcaléides isolados em
trabalhos anteriores versus alcaléides detectados por CG-EM, nota-se que os alcaléides
igolados desta espécie sfio altamente polares. Isto pode ser explicado pelo fato de que uma
parte destes aicaldides nfio detectados serem quaterndrios, e estfio presentes em boa
quantidade, conforme o demonstrado em trabalhos anteriores no nosso grupo de pesquisa
{56). Entretanto quando a comparacfio & feita a nfvel de alcaléides tercidrios, cerca de
70% destes compostos puderam ser detectados.

Uma constatagfio importante ¢ a presenca de alcaléides dos tipos
Cilindrocarina 78 e 21-Oxo-aspidoalbina 219, que sfio variagbes do esqueleto carbfnico
do tipo Aspidospermina 18. Nas figuras 652 e b ¢ 66a ¢ b estio propostas as
fragmentagdes para estes compostos. A Cilindrocarina 78 (Figura 65a e b) apresenta uma
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TABELA 24. Alcaldides de Aspidasperma polyneuron Muell. Arg.

Alcaléides isolades (50, 56) Alcaltides detectados por CG-EM
Quebrachamina 66 Quebrachamina 66 O-Metil-aspidofilina 249
Aspid ospermina 18 (#) Aspidospermina 18 O-Metil-desacetil-
Polineuridina 62 (#) Polineuridina 62 aspidofilina 328
Palosina 60 ' Palosina §0 Desmet6xi-aspidospermina

90#
Normacusina B 61 Normacusina B 61 Desmetoxi-palosina 86
Yohimbina 49 | Desmetil-aspidospermina 47
Acido  harman-3-carbexilico N-acetil-cilindrocarina 333
63 *)
Perchina N-Propionil-cilindrocarina
328
(->-Desacetil-aspidospermina Desacetil- N-Formil-cilindrocarina 87
65 aspidospermina 65
Panarina (*) 70 21-Oxo-aspidoalbidina 218
#
Polineurina (*) 71 21-Oxo-O-metil-
aspidoalbidina 219
Macusina A (*) 72 O-Metil-12-0x0-18-
aspidoalbidina 151
Aspidecorina (*) 73 Aspidofractinina 22
Macusina C (") 74 Cilindrocarina 78
Nb-Metil-askuamimicina (*)77 1,2-Desidro-
Composto 272 aspidospermidina 150
Composto 250 Aspidospermidina 55
Composto 330 Desacetil-aspidospermina
Composto 331 (# 65
Composto 332

(*) Os compostos sfio alcaléides quaterndrios

Observagio: Os compostos detectados que haviam sido isolados anteriormente por
métodos fitoquimicos estfio grifados em negrito.

(#) Compostos detectados em maior concentracio.
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Figura 65b. Espectro de massa da cilindrocarina 78 obtido por CG-EM.
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fragmentagio muito semelhante a da Aspidospermina 18 (49, 132), entretanto a 21-Oxo-
aspidoalbidina 218 apresenta um modelo um pouco mais complexo (figura 66a ¢ b), com
alguma semelhanga ao que foi discutido no caso da Haplocidina 123. A 21-Oxo-
aspidoalbidina 218 sendo uma lactona, o pico contendo o grupo piperidina & m/z 124 néio ¢
mais o fiagmento principal. Os fragmentos do anel indélico aparecem da maneira usual e
pode-se destacar a perda de diéxide de carbono do fon molecular levando ao fon de massa
m/z 398 que pela perda de -CHj e quebra do anel indélico levando & aromatizagfio do
ane! C produzindo pico base 160u {46).

o1y
|
OCH; H OH ?’D
CHa
78
- 123 418

A detecgfio destes compostos ¢ alge novo nesta espécie , pois até o
momento nfio existem trabathos na literatura descrevendo o isolamento de alcaléides com
este tipo de estrutura em A . pofyneuron. A literatura mostra que os composto 218 foi
isolado de A. ¢rlindrocarpon Muell. Arg. (46). Uma explicagdo plausivel para o fato de
detectarnios o composto 218 na A. polyneuron é a consideragfio de que estay espécies
pertencem a mesma série ou seja, a série Polineura (109) o segundo Rizzini, a A
eylindrocarpon & uma espéeie "afim" de A polyneuaron, e portanto muito relacionada
taxonémicamente, que explica a capacidade desta espécie biossintetizar este tipo de
estrutura.
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Figura ©Ga. Espectro de massa da 21-Oxo-aspidoalbidina 218 obtido por CG/EM.
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Figura 66b. Fragmentacdo proposia para a 21-Oxo-aspidoabidina 218.
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TABELA 22. Analise da Fracfio ASPOLYA

Pice tR (min} FEspec. de Massa (m/z) Estrutura Provavel Esquelete Refl
7,402 194(M+), 193(100), 144
8,514 210(M+), 182,167, 77
51 312,031 312{M+), 284, 124{100)  Desacetilagpidos- P (53,
: permina 65 72)
52 12409 282(M+}, 249, 168, 124,  Quebrachamina 66 P {53,
25,110 52
53 13432 310{M+), 282, 124(100) O-metil-desacetil- P (33)
aspidofilina 328
27 14,081 324(M+), 296, 124(100)  Desmetoxi- P (30)
aspidospermina 40
54 14839 338(M+), 282, 124(100}  Desmetéxi-palosina P (45)
56
30 15433 354(M+), 124(100) Aspidospermina P (70,
18 73
55 16,060 368(M+}, 349, 124(100)  Palosina 6¢ P (45,
108}
56 16,375 368(M+), 340, 240, 272 P (45
124{100) 108}
10 16,488 340{M+), 339, 124(100)  Desmetilaspidos- P (43,
permina 47 44)
£7 17473 354(M), 294, 124(100) 250 P (70,
73)
38 18906 398(M+), 324, 168(100), N-Acetilcilindro- P (49
160 carinz 333
59 19,803 412(M+), 338, 281, N-Propioml- P (49)
168{100) cilindrocarina 329
60 20,211 384(M+), 310, 168(100)  N-Formul- P {49)
cilindrocarina 87
61 24449 442(M+), 383,355,234,  21-Oxo- P {46)
160(100) aspidoalbidina
218
62 25447 456(M+), 383,355,253,  21-Oxo-o-metil- P (46)
160(1003, 174 aspidoalbidina
219
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TABELA 23. Andlise da Fraciic ASPOLYD

Pico tRK (min.) Fspec. de Massa (m/2) Estrutura Provavel FEsqueleto Ref.
15 10,207 2B0{M~+), 252, 216 1,2-Dihidro- P {33}
{100),115 aspidospermidina

150
18 10,537 282(M+), 254, 124(100)  Aspidospermidina P (43,
35 53)
68 10,559 282{M+,100), 124 Composto 330
51 12,014 312(M+), 284, 124(100)  Desacetii- P (53,
aspidospermina 3
65
52 12,389 28B2{M+.100), 208, 125,  Quebrachamina P {32}
124 56
27 14,018 324(M+), 296, 124(100)  Desmetéxi- P {30)
aspidospermina
40
63 14,832 356(M+), 282, 207, Cilindrocarina 78 P 49}
168(100)
30 15,262 354(M+), 326, 124(100)  Aspidospermina 18 P (73,
78)
64 18,135 294(M+), 293(100}, 182, Normacusinza B C {(50)
169 61
65 19426 352(M+), 308,293 180, Composto 331 P (46)
160{106), 138
49 19,5158 352(M+,100), 249, 236,  Polineuridina 62 C 50
182, 169, 168
66 19,650 370(M+), 342, 140(100)  Limaspermina P {923
211
67 23,569 368(MIT), 324, 281,226,  12-O-metil-18-oxo- P {46}
160{100) aspidoalbidina
151
61 24,437 442(M+), 383, 240, 239, 21-Oxo- P {46)
160(100) aspidoalbidina
218
62 25,450 456{M+), 383, 353, 281,  21-Oxo-O-metil- P (46)
207, 160{100) aspidoalbidina
218
69 32,531 428(M+), 384, 326, 281, Composto 332 P (46)

207, 160(100)
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B .S . Correlagfio entre as Espécies Estudadas

As espécies estudadas, A. pyricollum, A. olivaceum e A. pyrifolium
pertencem 4 série Pyricolla (37). Através de estudos fitoquimicos mostra-se que as
espécies agrupadas em uma mesma série, possuem conceniragfio maior de alcaléides de
um tipo estrutoral que as caracteriza (37). A andlise por CG-EM confirma esta
caracteristica e mostra que pode ser utilizado como um dos critérios para o0 agrupsmento
de espécies em uma série, mmiliando na classifica¢io taxondmica

A figura 43 mosira as estruturas bdsicas dos alcaléides isolados do género
Aspidosperma Considerando-se as estruturas bésicas, levantou-se o afimero de alcaléides
que possuem a mesma estrutura no género Aspidosperma, tabela 25 (133).

TABELA 25, Percentagem dos tipos de esqueleto no género Aspidosperma.

Esqueleto N® de Alcaldides Percentagem
Plumerano 309 99 46,81 %
Aspidospermatano 299 23 10,90 %
Corinanteno 291 88 4045 %
Eburmano 312 3 1,36 %
Vallesiochotamano 310 1 045 %

A percentagem de cada esqueleto bdsico para as quatros espécies
estudadas € mostrada na tabela 26 .

As trés espéoies classificadas por Wosdson (21) na série Pyricolla : A
prricollum, A. olivaceum ¢ A pyrifolium, spresentam diferenges nas porcentagens dos
esqueletos bdsicos. Nota-se que em A pyricollum os compostos do tipo
Aspidospermatano sfo mais sbundantes do que os Plumeranos e Corinanteanos
respectivamente (tipos A, P e C, figura 43). Em A. ofivaceum o tipo Plumerano 309 ¢é o
principal, Aspidospermatano 290 vem a seguir e por fim Corinanteano 291, A espécie A
pyrifollusn apresenta alcaléides do tipo Plumerano exclusivamente.

As espécies A pyricollum e A. olivaceum sfio considerados por Woedson
(21) como sendo a mesma espécie, o que foi questionado por AP, Duarte (109) que
apoiado em aspectos botlnicos as classifica como espécies diferentes. Com os dados
obtidos por CG-EM, pode-se propor que a sugestio de A. P. Duarte é a melhor, pois as
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diferencas nas percentagens dos esqueletos bdsicos sfic evidentes. Entretanic esta
proposi¢fio 86 serd valida se os dados obtidos nesta andlises por CG-EM se repetirem sob
condigBes de estudo mais rigidas como: coleta e anélise dos extratos das duas plantas em
diferentes meses do ano e andlise de plantas origindrias de uma mesma regifio do pais
{mesmo clima e tipo de solo).

TABELA 26. Percentagens de cada esqueleto basico obtidas da andlise por CG-EM

Espécle Esqueleto N° de Alcaléldes  Percentagem

A pyricollum Plumerano 06 22,2%
Aspidospermatano 13 48.1%
Corinanteanc 08 22,07%
Total 27

A. olivaceum Plumerano 22 61,1%
Aspidospermatano 13 36,1%
Corinanteano 01 2. 7%
Total 36

A. pyrifolium Plumerano 42 100%
Aspidospermatano 00 00,00%
Corinanteano 00 00,00%
Total 42

A polyneuron Plumerano 25 92,04%
Aspidospermatano 00 00,00%
Corinanteano 02 07,96%
Total 27
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Outra proposta de A.P. Duarte (109) é a reclassificagio de A. pyrifollum
em uma nova série, a Pyrifolia, que pode ser acatada, pois a mesma apresenta uma
distribuigfio percentual dos esqueletos carbénicos bésicos bem diferentes das outras duas
espécies de sua série: a Pyricolla Quando se analisa a série somente em fimgio dos
resultados obtidos através de estudos fitoquimicos cldssicos, das espécies a ela
pertencentes (29), as mesmas caracteristicas sfo observadas ( tabela 27). Esta diferenga ¢
um pouco menos acenfuada em A. ofivaceum (CG-EM), pois a mesma apresenta 61,1%
dos seus alcaléides com o esqueleto do tipo Plumerano 309. Um importante fator a ser
analisado antes de se concordar com esta sugestéio, ¢ a influéncia da variagio climética na
produglio dos alcaléides, pois estudos mostram que os alealdides produzidos por plantas
de regibes tropicais possuem ponto de ebuligdo mais elevado do que os produzidos em
regides temperadas (133) o nimero de dtomos de carbono em cada alcaléide também
aumentam das regiSes temperadas para as tropicais e o nfimero de dtomos de oxigénio por
molécula é maior em regides temperadas do que nos frépicos. Portanto o fator climético
pode de alguma maneira exercer um controle sobre os processos envolvidos nz biossintese
dos alcal6ides, fazendo com que produzam alcaléides com um tipo de esqueleto carbénico
em quantidades superiores ou inferiores a outros. No caso destes trés espécies esta
hipétese nfio pode ser descartada pois A. prricollum (PR) e A. oflvaceum (RY) foram
coletadas em regides temperadas e A. pyrifoliam (PI) em uma regifio tropical. Portanto
levando em consideragfio os fatores climdticos, o estudo por CG/EM tem comprovado
neste trabalho que ¢ uma ferramenta poderosa na classificagfio das espécies em séries.
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TABELA 27. Percentagem dos esqueletos basicos obtidos de estudos fitoquimicos

Espécie Plumerano (P) Aspidospermatano Cerinanteano  Total
A multiflorum 25,0% (1) 75,0% (3) . 4
A. DC.
A pyrifolium 83,3% (5) 16,6%(1) - 6
Martins
A. populifelium 100% (8) - - 8
A.DC.
A refractum 100% (4) - - 4
Martius
A. tomentosum 75,0% (3) 25,0% (1) - 4
Martius

A. dasycarpon - 83,3% (10) 16,6%(2) 12
A. gomegianum 50,0% (2) 50,0% (2) - 4
A.DC,
A subicanum - 100%(10) - 10
Martius

A. parvifolium - 100% (1) - 1
A.DC.

A. australe 28,57% (2) 71,4% (5) - 7
Muell. Arg.

A. pyricollum 33,3% (3) 33,3% (3) 33,3%(3) 9
Muell. Arg.

A olivaceum 25%(1) 75,0% (3) - 4
Muell. Arg.

A. vargassi - 100% (4) - 4
A.DC.
A wilei Mgf. - 100% (5) - 5
A. rkombeosig. 83,3% (5) - 16,6% (1) 6
Mgf.

Média Total 38,6%(34) 54,5%(48) 6,8%(6) 88
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CONCLUSAO

O estudo dos galhos de Aspidosperma pyricollum Muell. Arg., permitin o
isolamento de seis alcaléides j4 conhecidos, Yohimbina 49, B-Yohimbina 6, Uleina 12,
Desmetil-aspidospermina 47, N-Desmetil-uleina 36 e Sitsiriquina 139 | as duss 6ltimas
nfio isolado anteriormente desta planta, bem como sugerir a estrutura inédita atribuida
como 17-Metil-uleina 243 . Um composto envolvido na biossintese dos alcaléides
indélicos o éster metilico do 4cido 4-amino-3-metéxi-benzéico 283 também foi izclado e
identificado.

A andlise por CG e CG-EM dos extratos brutos de quatro espécies do
género Aspidosperma foi realizada, pela primeira vez, permitindo detectar og principais
componentes j4 isolados fitoquimicamente, também como dezenas de alcaléides que nfo
haviam sido encontrados anteriormente nestas espécies. Este método promete ser muito
Gitil para andlise de alcaléides indélicos em extratos apolares.

O método trard importantes aplicages nas pesquisas envolvendo produtos
naturais (fitoquimica, quimiosistemdtica e biossintese) e farmacognosia (controle de
qualidade de plantas medicinais). O mesmo permitird a selecio de plantas do género
Aspidesperma que contenham alcaléides indélicos com agfio farmacelégica comprovada e
a selegfio de plantas apresentande novas atividades biolégicas.

O estudo fitoquimico dos alcaléides indélicos ganhard um contribuigéio
muito importante pois a téenica de CG/EM permitiré monitorar quase todas as etapas do
estudo de uma determinada planta. A sua utilidade serd notéria jd na etapa de selegfio das
espécies a serem estudadas, pois permitird escolher para os estudos aquelas espécies que
apresentarem uma maior quantidade e diversidade de alcaléides ind6licos. O método nas
etapas de fracionamento do extrato bruto permitird avaliar a composi¢fio alcaloidica de
cada fracfio obtida antes de se efetuar uma andlise mais detathada. A seguir a andlise por
CG/EM poder4 ser feita de uma maneira mais apurada, permitindo detectar os alcaléides
principais presentes, estudo este que pode ser associado ao método fitoquimico cldssico.
Além disso, poder-se-& estudar os componentes minoritérios, que por estarem presentes
em quantidades muito pequenas, ndo poderiam ser isolados ou detectados pelas técnicas
usuais.

A anilise dos componentes minoritérios serd de findamental importancia
para os estudiosos de biossintese de alcaléides indélicos , pois permite que se detectem
intermedidrios biogenéticos que existem em quantidades muito pequenas na planta A
detecglio destes intermedidrios fornecerd dados de grande valia para o esclarecimento de
algumas rotas biossinteticas ainda nfio elucidadas totalmente. Das andlises realizadas com
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as quatro espécies de Aspidosperma, pdde-ge tirar algumas sugestdes sobre o processo
de biossintese, como por exemplo em A. pyricollum e A. pofyneuron. O importante papel
da Stemmadenina 308 ja foi discutido no caso da A. pyricellum (figuras 45, 46 e 47), em
A. polyreuron uma possivel rota de biossintese envolvendo compostos com esqueleto
basico da Aspidospermina 18 que por uma ou mais etapas poderd gerar compostos do tipo
Cilindrocarina 78, que por ciclizagio formarfio uma lactona que dard origem sos
compostos do tipo da 21-Oxo-aspidoalbidina 219 (figura 68a), pode ser visualizada de
uma maneira superficial. Estas informacgSes conjugadas com métodos de estudos
biossinteticos "in vivo” ou "in vitro", poderfio permitir o conhecimento mais detathado
desta rota biossintetica '

A quimiossistemdtica também poders utilizar este método de analise, pois 0
mesmo permitird estudar um maior nlimero de espécies e de uma maneira mais rapida A
partir do dados obtidos por CG/EM poderd se comparar componentes de uma espécie,
série, género, fribe ou até mesmo de wma familia, para que conjuntamente com os dados
fitoquimicos jé existentes e informagSes botanicas, possa-se fazer uma classifica¢fo mais
precisa para as espécies vegetais que contenham alcaléides indélicos, como realizado com
as espécies A.pyricollum, A olivacewm (distingfio enfre espécies sindnimas) e A
pyrifolium (reagrupamento em uma série nova). A praticidade do método permite que
estudos sazonais venham a ser realizados procurando efetuar-se a comparagfio enfre as
espéeies, fazendo com que os resultados obtidos tenham um valor ainda maior. A
perspectiva de realizacfio de estudos com andlise sazonal inferessa em muito também para
os estudiosos de fitoquimica e biossintese, pois através dos resultados obtidos pode-se
estabelecer 0 comportamento metabélicos das plantas nas diferentes estaces do ano.

O métedo trard também uma grande contribuigfio nos estudos que visam
selecionar plantas com compostos de atividade farmacolégica ji comprovada e também
naqueles que procuram descobrir plantas com compostos novos que possam apresentar
atividades biolégicas com aplicagdes ferapéuticas. O processo que permite obter um
composto puro e farmacologicamente ativo ¢ demorado e tedioso, e requer a colaboragio
de botinicos, quimicos, farmacognosistas e toxicologistas, este processo enmvolve uma
série de etapas conforme mostrado na figura 68b. A andlise por CG/EM podera dar sus
confribui¢éio em algumas etapas como por exemplo na selegio das espécies, através de um
"screening” buscando detectar compostos com atividade farmacolégica reconhecida, bem
como auxiliar no estudo visando estabelecer a composigéio dos extratos obtidos.
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