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Resumo

Pajavras-chave: Rauvolfia bahiensis, Rauvolfia weddelfiana, alcaidides inddlicos.

O nosso trabalho tem por objetivo o estudo fitoquimico de espécies brasileiras do género
Rauvolfia (Apocynaceae), dirigido para o isolamento, identificagdo e estudc de atividade
bioldgica de aicalbides encontrados nestas piantas. O género Rauvolfia (familia Apocynaceae) €
fonte de alcaldides inddlicos, dos quais, muitos apresentam atividade bioldgica e muitos sdo
utilizados como agentes terapéuticos, como por exemplo, a reserpina.

No Brasil existem dezessete espécies de Rawvolfia, sendo que catorze ndo foram
quimicamente estudadas para o isolamento de alcaldides.

Iniciamos nosso trabalho com o estudo de R. bahiensis. Das folhas e cascas isolamos:
picrinina, vinorina, raucafrinoling, normacusina B, norseredamina, seredamina, 10-metoxi-
sarpagan-17-ol, norpurpefina e purpelina. Estes alcalbides j& foram anteriormente isolados &
seus dados espectroscopicos sdo compativeis com os da literatura. Isolamos e identificamos
quatro alcaldides inddlicos inéditos: 12-metoxi-N,-metil-velosimina, 12-demetoxipurpelina, 12-
metoxi-afinisina e 12-metoxi-velosimina. Todos os alcaldides isolados de R. bahienses possuem
o ntcleo inddlico com esqueletos ajmalan ou sarpagan.

Trabathando com as raizes de R. weddelliana isolamos: 18-hidroxi-yohimbina, 3a-epi-
yohimbina e reserpina, que € um importante farmaco, utilizado como antihipertensivo,

Analisamos o perfil cromatografico dos exiratos alcaloidicos de Rauvolfia weddelliana, R.
grandifiora e R. mattifeldiana por CG/EM e CLAE, que mostraram claras diferencas com o perfil
cromatografico de R. bahiensis.

Testes de citotoxicidade com Artemia salina com os extratos alcaloidicos de R. bahiensis
e R. weddellians, mostraram promissora atividade citotoxica. Essa atividade citotéxica foi
confirmada por bioensaios de citotoxicidade /7 vitro com cinco tipos de cultura de células
tumorais. Este teste foi realizado no CPQBA com a colaboragdo do Dr. Jodo Ernesto de Carvalho



Abstract i

Abstract

indolic alkaloids are found in plants of the Rawvolfie genus (Apocynaceae family). This
genus is a source of important therapeutical agents. In Brazil there are 17 species of Rauvolfia,
of which 14 had not been studied chemically for alkaioid isolation. Our work has the objective of
a phytochemical study of Brazilian species of Rauvolfia, for the isolation and identification of
alkaloids and the study of biological activity of alkaloidic extracts of these plants. We began our
work with a study of R. bahienses. We isolated from leaves: picrinine, vinorine, raucafrinoline
and nomacusine B; from the bark: norseredamine, seredamine, 10-methoxy-sarpagan-17-ol,
norpurpeline and purpeline. These alkaloids already had been previously isolated. Their
spectroscopic data are compatible with the literature. We isolated and identified the unknown
indolic alkaloids: 12-methoxy-vellosimine,  12-methoxy-N,-methyi-sarpagan-17-al, 12-
demethoxypurpeline, 12-methoxy-affinisine. Al NMR data have been assigned. All isolated
alkaloids of R. bahienses have ajmalan or sarpagan skeletons. Working with the roots of R.
weddeliana we isolated 18-hydroxy-yohimbine and 3a-epi-yohimbine. From a study of the acid
dicloromethanic extract of the bark of the roots of R. weddeliana we isolated the reserpine, an
important medicine used as an antihypertensive. Tests of cytotoxicity using Arfernia salina with
R. bahiensis alkaloids and extracts of R. bahiensis and R. weddelliana show promising cytotoxic
activity, confirmed by bioassays of 'in vitro' antiproliferative activity in cultures of tumor cells.
We analyzed the chromatographic profile of alkaloidic extracts of other Brazlian species of
Rauvolfia by GC/MS and HPLC, that show clear differences of R bahiensis from the

chromatographic profiles of R. weddelliana, R. grandifiora and R. mattfeldiana.
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HMQC: (heteronuclear multiple quantum coherence ). Experimento 2D de RMN heteronudear que
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LKRM: Lucilia Kato Rauvolfia Matifeldiana; (usado para identificar os extratos origindrios de R
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LKRW: Ludlia Kato Rauvolfia Weddelliana; (usado para identificar os extratos originarios de R
weddelliand)

m/z : relacdo massa/carga

M*: ion molecular

NIST: National Institut of Standards and Technology (Programa da Biblioteca de Espectros de Massa)
t.r. : tempo de retencdo (em minutos)






1. INTRODUGAQ

1.1 Aicaldides

Alcaidides so compostcs extremamente dificels de se definir pois ndo representam um
grupo homogéneo, do ponto de vista quimico, bioquimico ou fisiologico' . O termo alcaldide €
linglilsticamente derivado da palavra drabe ‘a/-ga//”, denominacdo vuigar da plania, de cujas
cinzas, 2 soda {que tem propriedades alcalinas} era originariamente obtida. Este termo, define
compostos nitrogenados farmacologicamente ativos, que sdo encontrados predominantemente
em Angiospermas {plantas com flores). Desde a identificagdo do primeirc aicaldide, a morfina
(Figura 1) de Papaver somniferum, por Seturner em 1806, cerca de 10.000 alcaldides ja foram
isoladcs e tiveram suas estruturas elucidadas’.

Encontrar uma definicBo para essa classe de substineias € dificil devide 2 auséncia de
separacio precisa enire aicaldides propriamente ditos e aminas compiexas de ocorréncia
natural. Sequndo Pefletier’: “Um aicaldide seria uma substancia orgdnica ciclica contendo um
nitrogénic emn estado de oxidag8o negativo e cuja distribuicio € limitada dentro dos organismos
vivos”. Essa definicBo engiobaria todos os compostos considerados como alcaldides até o
moments mas excluiria compostos nitrogenados tais como: aminas simples, aminoacdidos,
peptideos, proteinas, acidos nudéicos, nucleotideos, porfirinas, vitaminas e compostos nitro e
nitrosos.

Dentro dessa definicio podemos encontrar os chamados alcalbides verdadeiros, que
possuem um dtomo de nitrogénic em um anel heterociclico e sdo classificados de acorde com o
sistema anelar presente na molécula. Os compostos com dtomo de nitrogénio ndo pertencente
a0 sistema heterocidico sio os protoalicaldides e os compostos nitrogenados com e sem anéis
heterociclicos que ndc sdo derivados de aminodcidos sdo chamados de pseudoalcaldides.

Os alcaldides constituem uma grande classe de metabdlitos secundarios com grande
diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substancias naturais descritas. Na
Figura 1, temos alguns alcaidides e as plantas das quais sdo extraidas. Historicamente, o uso de
extratos de plantas contendo alcaldides em pogles, remédios e venenos encontra-se registrado
desde o inicio da civilizacdo. Exemplos famosos incluem a morte de Sécrates, em 399 a. C., por

LTYLER V. £, BRADY L, R., ROBBERS , 1. £.; Pharmacognosy , 9 edt, Philadeiphia, Lee & Febiger. 1988

2 KUTCHAN, T. M. Alkaloid Biosynthesis — The basis for metabolic engeneering of medicinal plants. 7he Plant Cell, v.7,
p.1059-1070. 1995

3 pEt L ETIER, 5.W. The Nature and Definition of an alkaloid In: Alkaloid, Chem. Biol. Perspectives, 1983, v1, pl-31



consumo de uma bebida contendo coniina (Conium macuiatum); e o uso, por Cledpatra, de
extratos contendo atropina (Ayoscyamus muticus) para dilatar suas pupilas e estas parecerem
mais brilhantes®.
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Figura 1: Exernplos de zicaldides bioativos e as plantas que os contdm®,
Os alcaldides séo encontrados em vérias familias de plantas. Sua distribuicio por grupos

estruturais é diversificada podendo, em alguns casos, caracterizar um dnico género, como por

* KUTCHAN, T. M. Alkaloid Biosynthesis - The basis for metabolic engeneering of medicinal plants. The Slant Call, v.7,
£.1059-1070, 1895,



exemplo os aicalSides de Aconitum spp. A ocorréneia de alcaldides indélicos monoterpénicos em
Apocynaceae, Rubiaceae e Loganiaceae, pode ser utilizada como critério para caracterizar a
proximidade dessas familias na Ordem Asteridae.”

A famflia Apocynaceae estd largamente distribuida entre os tropicos e possui cerca de
180 géneros e 1500 espécies® Alcalbides inddlicos podem ser encontrados nos génercs
Frvatania, Afstonia, Aspidosperma, Gelssopermum, Hunteria, Kopsia, Picralina, Vinca, Rhazyz e

Rauvolfia

1.2 alcaldides inddlicos monot:

Os alcaidides inddlicos monoterpénicos compreendem uma larga familia de alcaldides,
com mais de 1800 membros de uma rica diversidade estrutural. Multos destes sdo
fisiologicamente ativos. Como exemplo, temos: a quinina isolada de Cinchiona officinalis, que é
antimalarial; a campotecina usada como droga antineoplasica isolada de C(ampholeca
acuminata, o veneno para ratos, estricnina isolada de Strychnos nux vémica e os
quimioterdpicos e antineopldsicos vimblastina e vincristina isoladas de Catharanius roseus
{Figura 1).

De um modo geral, os alcaibides so formados a partir de aminodcidos (alcaldides
verdadeiros e protoalcalides). Os alcaldides inddlicos monoterpénicos sao detivades da
triptamina e do monoterpeno (iridéide) secologanina (Figura 2}.

5 HENRIQUES, A. T.; KERBER, V. A.; MORENO, P. R.; Alcaldides: Generalidades e Aspectos basicos, In: SIMOES, C.,
M., 0., et. al.; Fammacognosia, da planta ao medicamento, 1 =d., Florandpolis, Ed. da UFSC; Porto Alegre; Ed. da
Universidade/UFRGS, 1999,

S HEYWOOD, V. H.; Flowering plants of the worid, 1 ed, Oxford Univ. Press., 1893, 224.

7 SIDDIGUI, S.; HAIDER, S. L; AHMAD S. SALMAN; SULTANA N. The alkaloids of Rauwolfia. Pakistar 1 S0 Ind.
Res., v.30 ni,p 71-80, 1987
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Figura 2: Proposta biossintética para formacdo de alcaldides monoterpénicos

O sistema inddlico é derivado do aminodcido L-triptofano, que é descarboxilado pela
enzima iriptofano-descarboxilase formando a triptamina. A triptamina, bem como seus produtos
de metilagdo e hidroxilagdo, sdo amplamente distribuidos no Reino Vegetal. A condensacdo da
triptamina com a secologanina, por sua vez, é catalisada pela enzima estrictosidina sintase
formando a estrictosidina, que é um aicaldide glicosilado. A transformacdo desse intermediario,
através de reagles ainda na@c bem caracterizadas, leva a2 formagdo de diversas classes de
alcaldides inddlicos monoterpénicos (Figura 2).

De acorde com Schrippema e colaboradores®, em 1965, Le Men e Taylor propuseram um
sistema de numeragBo para esses compostos baseados na sua biogénese, sendo que essa
numeracdo ainda @ aceita hoje em dia e baseia-se no esqueleto da yohimbina (Figura 3).

8 SCHRIPPEMA, 1.; DAGNING, D.; GOSMANN, G. Alcaldides inddlicos. In: SIMOES, C., M., ., et. al.; Fanmacognosia,
da planta ac medicamenio, 1 ed., Floriandpolls, Bd. da UFSC; Porte Alegre; Ed. da Universidade/UFRGS, 1999, p
679-704,



CHs

Figura 3: Yohimbina come sistema de numeragdo acelto baseado na bicgénese e proposto por
L.e Men e Taylor, de acordo Schrippema®.

Em 1980, os alcaldides inddlicos monoterpénicos foram divididos em 8 dasses. De
acordo com Simbes e colaboradores, Van Beck’ em 1984, ampliou essa dlassificacdo,
adicionando mais trds. Foram criadas: uma classe para os alcaldides inddlicos monoterpénicos
diméricos e uma classe para todos os demais alcalbides inddlicos monoterpénicos. As onze
classes podem ser subdivididas de acordo com variagBes menores no esqueleto basico. A porgao
triptamina pode ser fadimente reconhecida e o fragmento remanescente pode ser classificado
como: (Figura 4)

1) Corinanteano ou corinano € (exempio: ajmalicina)
2} Eburnano E (exemplo: vincamina};

3) Ibogano I; {exemplo: ibogaina);

4) Vincosanc D (exemplo: estrictosidina);

5) Valesiachotamano ¥ (exemplo: valesiachotaminaj;
) Aspidospermatano A (exemplo: stemadenina);

7) Estricnano § (exemplo: akuamicina);

8) Piumerano P (exemplo: tabersonina);

9) Tacamano T (exemplo: tacamina);

10) bis-indol;

11) diversos;

¢ in: SIMOES, C., M., 0., et. al.; Farmacognosia, da planta ac medicamento, 1 ed., Floriandpolis, Ed. da UFSC; Porto
Alegre; Ed. da Universidade/UFRGS, 1999,0, 681
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1.3 Alcaldides de Ravvoiiia :

Plantas do género Rauvoifiz sdo usadas ha tempos como fonte de importantes agentes
terapButicos, principaimente como sedatives e anti-hipertensivos.

Na india, desde o século passado, as raizes de Rauvolfia serpenting e R. vomiforia s3c
ricas fontes de reserpina (I) e ajmalina (II) (Figura 5). Para propdsitos industrials, a ajmalina
(IL) é extralda das raizes de R serpentina, um arbusto encontrado na india, Sri Lanka e
Indonésia. Contudo, um aumento da demanda pela droga Rauwclifia® levou o governo da india a
limitar a exportacdo de raizes de R. serpeniina.

Rauwoifia {grafada com w) & a raiz seca da planta Rauvolfia serpenting, que contém
cerca de 0,15% de reserpina dentre os alcaldides reserpina-rescinamina. Desde que a reserpina
(T) foi isolada, em 1952, muitos irabalhos sdo publicados descrevendo o isolamento, a quimica
e os aspectos farmacoldgicos e clinicos da reserpina e de outros alcalides de Rauvoffia. A
reserpina (I) estd incluida na "WHO List Model of Essential Drugs' (OMS) como um agente
hipotensivo e tranquilizante’’ encontrada nas raizes de varias espécies de Rauvolfig?. A
ajmalina (II) é de considerdvel interesse farmacéutico devido a sua aplicagdo no tratamento de
doencas cardiacas, especialmente para a regulacao de arritmia®>, Este alcalbide foi isolado de 22
espécies de Rauvolfia e é encontrado em maior quantidade, nas espécies de Rauvolfia
vomitoria Afzel., R. tetraphylla L., e R. serpentina (1) Benth. ex Kurz.

QOutra espécie indiana, a Rawvolfia nitida, também encontrada nas Bahamas, Cuba,
Jamaica, Dominica, Porto Rico e outras ilhas do Caribe, t8m suas raizes utilizadas pela medicina
indigena como emética e catartica. Seu estudo fitoquimico mostrou a presenga de 33 alcaidides

* Pe acordo com o Cédigo Internacional de Botdnica, a ortografia deve ser a escolhida por C. Linné gue latinisou
Rauwolf, chamando o género de Rauvoifia (frocando o w por v) — In: Abau J.; Philogene, E., Burgeois P., Mérauit G.,
. Nat. Prod, , .49, p.5 , 829-832. 1986

* pauwolfia, com w, & designado para a drega feita com as raizes de R. serpentina.

10 word Health Organization {1990) The use of essential drugs, Report of WHO Expert Comittee, Technical Report
Series B85, WHO, Geneva.

1 DEWICK, P. M., Medicinal Natural Products, A byosynthetic aproach, 1 ed., N. York, Jonh Willens & Sons, 1997 p
327

12 Chapman & Hall EPB, Dicionéric de Produtos Maturais, Copyright©1999. CD-ROM

3 ARENS H.; DEUSNEUMANN 8.; ZENK M. H.; Radicimunoassay for the quantitaive determination of ajmaline. Plantz
Med., n.2, p.179, 1987



inddiicos dentre sles a reserpina (I), rescinamina {IZI), reserpilina (IV), deserpidina (V) e
perakisina (VI)** (Figura 5 ).
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Figura 5: Exemplos de alcaldides isolados de Rauvolfia.

As folhas da espécie africana, a Rauvolfia caffra Sond. {conhecida também como R
natalensis Sond.; R. /nebrians K. Schum.; R. obliquenervis Stapf, R. ochrosioides K. Schum. e R,
oxyphyila Stapf.) sdo usadas na medicina indigena para o tratamento de gonorréia, doengas de
pele e como emético, além de veneno para animais de peqgueno porte. O estudo fitoguimico
desta espécie, descrito por Nasser e Court' mostra o isolamento e identificacio de 18

alcaldides inddlicos.

¥ AMER M. A.; COURT W. E.; Alkaloids of Rawwolfia nitida root bark, Phviochemistry , v.20, n.ll, p.2569-2573
1981

5 MASSER A, M. A, G.; COURT W. E. Leaf alkaloids of Rauwoiffa cafifa. Phytochemistry, v.22, n.10, p.2297-2300.
1983



Cerca de 70 espécies de Rauvolfia j& foram estudadas guimicamente, sendo que

destas, poucas espécies sdo brasileiras. Uma revisdio publicada em 1987, por Siddiqui e
colaboradores®® lista o isolamento de 204 alcaldides de varias espécies de Rauvoliia.

A partir de 1987, outros novos aicalGides foram isolados de Rawvolfa; como exemple

temos os descritos na Figura 6: amerovolfina VII e amerovolficing VIII foram isolados de

Rauvolfia cuband”: indobina IX®, ajmalinina ¥'°, aimalimina XTI, rescinamidina XII™,

W2 rescinaminol XV?* e ajmalicidina XVI © isolades de R

indobining XIII%, yohambinina X3
serpentina, metil-12- hidroakuamilan-17-oato XVII® & rausutrina XX de R. sumairama,
macropegasiring XVIII foi isolado de R verticiiata® e rauviridina XIX de R. viridis Roem. et

Schult?® { Figura 6 e Figura 7).

% SIODIGQUI S, HAIDER S.1. The aikaloids of Rauwoifa. Pakisian J. 500 Ind, Aes., v.30, n.l, p.71-80. 1587

7 MARTINEZ, 3. A.; GOMEZ, C., SANTANA, T.; VELEZ, H. Alkalcids from Rauwolfia cubana stem bark . Planta Med,v.
35, n.3, p.283-285. 1982

18 SIDDIQUI S, HAIDER S.;IMTIAZ, S.; AHMAD, S. 5. Indobine — a new alkaicid from Reuwolfiz serpenting Benth, Z
Naturforsch,, 8: Chem. 5., p.783-784, 1987

USIDDIQUI S.; HAIDER S.;IMTIAZ, S.; AHMAD, S. S. Ajmalinine — a new alkalold from Rauwolfiz serpentina Benih
Heterooroles, v.26, n.2, p.463-467, 1587.

0 SIBDIQUE S,. AHMAD, S. S.; HAIDER S 1. A new alkalcid ajmalimine from roots of Rauwolfia sepentina. Plania
Med., v.53, n.3, p.288-289. 1987

2 SIPDIQUI S,;HAIDER S. I.; AHMAD, S. 5. A new alkaloid from the roots of Rauwoifie serpentina . J. Nat. Prod,
v.50, p. 238-240, 1987

2 gIpDIQUI 5.; AMMAD, S. S.; HAIDER S. 1. Isolation of indobinine, a new alkaloid from roots of Rauwoffia serpentina
Benth. Indian 7. Chem., Sect B, v.26B, n.3, p.279-280, 1987

2 SIDDIQUI S: AHMAD, S. S.; HAIDER S.1. Isolation of a new alkaloid, yohambinine, from Rauwolfia serpentina Benth
Tetrahedron Lett, v.28, n.12, p.1311-12. 1987

22 gIDDIQUI S.; AHMAD, 5. S.; HAIDER S, 1. Rescinnaminol — a new alkaloid from Rauwolfia serpentina Benth. Pak
I 8Ci Res., v. 29, n6, p.401-403, 1986

3 SIDDIQUI S, AHMAD, 5. S.;HAIDER S L; Siddiqui, B. Ajmalicidine, an alkaloid from Rawwoffa serpentina.
Phytochemistry, v.26, p.3, p.875-877, 1987,

% pDAYAR, A.; ADNAN, A. Z.; BIRKBECK, A.A.; BYRNE L., T,HARAHAP, A. K.; SARGENT, M.V.;, Methyi 12-
hydroxyakuarmmilan-17-oate: a new indolenine alkaloid from Reuwoifia sumatrana. Aust. J. Chemn., v.44, n.7. 1991

¥ SUBHADHIRASAKUL, 5; TAKAYAMA, H.; AIMI, N.; PONGLUX, D.; SAKAIL S. Novel Indole alkaloids from leaves of
Rauwoflia sumatrama in Thalland Chem. Pharm. Bull, v.42, n.7, p.1427-1431, 1994

2 TN M.: YANG B.: YU D LIN X; ZHANG Y.; A quaternary alkaloid from Rauwolfla verficllata {(Lour.} Baill var,
Haianarensis Tsiang. Structure of macrospegastrine  Yaoxwe Xuebag, v. 22, n.11, p.833-836, 19687

B pERFF 1, A M.: ECKACKA A, A, O.; AMARE A, M,; VEITIA, M, M, Alkeloids of Rauwolfiz. YIL. Alkaloids of the stem
bark of Rauwolfia viridis Roem. et Schult Rev. Cubana Farm.v. 23, n.1-2, p117-127, 15889
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Das raizes de R. vomitoria Afzel®® foram isolados a 3-epi-rescinamina ¥ e éster

metilico do acido 3,4 dimetoxibenzoil resérpico XXIL, (Figura 7)
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Figura 6: Novos aicaldides isolados de Rauvoifia ( a partir de 1987).
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Figura 7: Novos alcaldides isolados de Rawvolfla { a partir de 1987) cont.

1.2.1 Alcaldides de espécies brasileiras de Rauvolfia.

No Brasil, segundo trabalho descrito por Rao®, existe dezessete espécies de Rawvolfia,
das quais treze ndo foram quimicamente estudadas para o isolamento de alcaldides.

A Rauvolfia ligustrina Roem & Schutt, planta conhecida no nordeste do Brasii como
“mata-pasto”, é altamente téxica aos animais da regido. O estudo fitoquimico desta espécie,
realizado por Oliveira® , indicou a presenca de alcaldides inddlicos e seu estudo de
bioatividade™ indicou atividade depressora do sistema nervoso central.

Batista e colaboradores™, em 1996, realizaram o estudo fitoquimico de Rauwvolfia selowii
Mill. -Arg., uma espécie coletada no sul do Brasil, em que identificaram e isclaram das folhas,

3 2A0, A. S.; A Revision of Rauvoifia with particular reference to the American Species Ann. Mo. Bot. Gard,, vA43,
n.3, 0.253-355, 1956

R OLIVEIRA, F.A; SOUZA M. EV.; ALMEIDA, R. N. In: XIV Simpdsio de Plantas Medicinals, 1996, Floriangpolis, Livro
de Resumos do XIV Simposio de Plantas Medicinais do Brasi{ , Q-103.

3% QLIVEIRA, F.A: SOUZA M. F.V.; ALMEIDA, R. N. In! XIV Simpdsic de Plantas Medicinais, 1996, Floriandpolis, Livro
e Resumos do X1V Simpdsio de Plantas Medicinais do Brastl , M-025.

3% BATISTA, C. V. F.; SCHISPEMA J.; VEEPORTE R.; RECHE S. B., HENRIQUES A, T. Indole alkaloids from Rauwolfia
selowii . Phviochemistry, v.41, p.963-971. 1996



. Belém-

sendo um deles inédito: a sellovina X

Pinheiro e colaboradores®™ haviam descrito o isolamento de cuiros aicaldides de raizes de R

11, B-yohimbina

seflows, coletada na Amazlnia, tais como a reserpilina 30O, harmano

V {Figura B).
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Figura 8: Alguns alcaldides isolados de espécies brasileiras de Rawvolfia.

Vieira e colaboradores™, descrevem em 1998, o isolamento de um novo depsidec XXXV

das cascas de caule de R. mattfeldiana Markgr, coletada no Espirito Santo, além do isolamento
fil, ¢

de outros produtos naturais conhecidos, tais como o lupeol 3C0KVI, o sitosterol X006

35 BELEM-PINHEIRO M. L.; ROCHA A. F. I.; LECLERCQ, 1. Q.; WAUTERS, 1. M.; ANGENOT L.; Alkaloids of Rauwolfia
seflovdi from Amazonia . 7 Pharm. Belg., v. 43, p.5, p.379-381. 1988

3 yIEIRA, L 3. V.; CECCHI €. M, P.; MATHIAS, L.; BRAZ-FILHO, R.; RODRIGUES-FILHC E.; A new depside isolated
from the bark of Ravvolfla matifeldiana 7 Braz. Chem. Soc, .2, p91-95, 1998



Z1Z & a xaniona .

estigmasterol X%

i3

%. Bianco e colaboradores ¥ descrevem o estudo

fitoquimico de outra espécie brasileira, Rawvoifia grandifiora Mart. ex. A. DC. e mosta ©

isolamentc dos iridéides X
descreve o isolamento de alcalbides {Figura 9).
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Figura 9: Compostos isolados de R. meitfeldiana e R. grandiflora

37 BIANCO, A.: et. al. Iridoids of Rauwolfia grandifiora. Phytochemisiry, v.35, n.6, p.1485-1487. 1994

I1I. No entanto, nenhum destes dois Gltimos trabalhos



1.4 Género Rauvolfis”

Recentemente, Endres e Bruyns™, numa revisBo taxendmica, reuniram as Familias
Apocynaceae s.8ir & Asclepiadacese s.str. , na Familia Apocynaceae s.5tr, onde reconhecem 5
subfamilias: Rauvoificideae Kostel {=Plumeroideae), Apocynoideae Burnett, Periplocoiadeae R.
BR. ex. Endl, Secamoncideae Endl. e Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett. Portanto, o género

Rauvolfia fica assim classificado:

Reino: Phyia

Classe: Angicsperma
Subclasse: Dicotiledtneas
Superordem: Asteridae

Ordem: Gentianales

Familia: Apocynaceae
Subfamilia: Rauvolficideae Kostel
Tribo: Vincae Duby

Este género contém muitas espécies que crescem em regites tropicais e semi-tropicais e
tem este nome em homenagem ao médico e botdnico alem&o Leonhard Rauwolf, do século XV,
que estudou as plantas medicinais da Asia e Africa. As espécies mais investigadas séo R.
serpenting (Linné) Bentham ex Kurz, R. canescens Linn., R. vomitorda Afzel e R. heterophylla
Roem. 04
As 86 espécies de Rawvolfia L. estdo distribuidas largamente entre os tropicos em 12
secles. Rao, descreve a ocorréncia nas Américas divididas em trés segBes: Macrovolfia,

Ochrosioides e Rauwolfia, descritas nas Tabela 1 e Tabela 2%,

* pe acordo com o Codigo Internacional de Botinica, & oriografia deve ser a escoihida por . Linné que latinisou
Rauwoif, chamando ¢ género de Rauvolfia (frocande o w por v) — In Abaul 1., Philogene, E., Burgeois P., Mérault G.,
J Nat Prod, .49, n.5, p.829-832. 1986

3 ENDRESS, M. E.; BRUYNS, P. V. A revised classification of the Apocynaceae s.l. 7he Botanical Review, v.66, n.1,
p.1-56. 2000

“ REMINGTON 1. P., Farmacia, 17 ed, 1990, v.1, p. 576.
TYLER V. E; BRADY L. R.; ROBBERS 3. E. Pharmacognosy, %ed, 1988

*2 WOODSON, R. E.; YOUKGEN, H. W.; SCHILITTLER, E.,, SCHENEIDER, 1. A. Rauwolfia: Botany, Pharmacognosy,
chemistry & pharmacology, 1 ed, EUA: Little Brown and Company, 1957, p7-11,



Tabela 1: Espécies do género Rauvolfia e sinonimias encontradas na América®
{as espécies grafadas am vermelho sc descritas no Brasil)

pécies de Rauvolfia Sinonimia

a dMacrovoifia M. Pichon, emend. Rac

Ameérica tropical

Rawvolfia andina Markgraf.

Reuvolfia bafensis ADC.

Rauvolfia biauriculata MUl ~Arg.
Rauvolfia cubana A. DC,

Rauvolfia grandiflors WMartt, ex A DL
Rauvolfiz linearifofia Briton & Wilson
Rauvolfis macranths K. Son.
Rawvolfia mattfeldians Markgraf,
Rauvoifia nitida Jacg

Ry

. affnis MUl ~Arg

. angustifoiia Salisb
. ibidissima Steud.
Rauvolfia pachyphylia Markgraf,
Raivoifia paraens's Ducks
Rauvolfiz paucyoliz A, DL
Rauvolfiz penthaphvils Ducke
Rauvolfia polvphylia Benth,
Rauvolfia preecox K. Sch.
Rauvolfia purpuranscens Standl
Rauvoifia salicifolia Griseb
Rauvolfia sanctorum Woods
Rauvolfia sarapiguensis Woods
Rauvoifia schueli Speg R. hofiviana Makgraf.
Rauvolfta sellowii M- Arg
Rauvolfia sessilifoliz 5. Moore
Rauvolfia sprucel MUll.-Arg.
Rauvolfia steyernarkii Woods
Rauvolfia weddeiifana MUilL-Arg. R. elfiptica Maime

. amazonica Markgral

& SN

. cuckel Markgraf.

| lpurentiana Woonds

.y

is



Tabela 2: Espécies do génerc Rauvolfia e sincnimias encontradas na América {cont.

)42

{as espécies grafadas em vermelho s8o descritas no Brasi)

ardes de Rauvolfla

Binonimia

e Ochrosioides M. Pichon

Hawai
Rauvolfia sanwicensis A. DC.

‘Segdio Rauwoifia

América tropical
Rauvolfia Bianchetii A, DC.

Rawvolfia Houstring Rosm, B Schult,

Rauvolfia littoralis Rusby
Rawvolfia molis S, Moore.,
Rauvolfia millissima Markgraf.

Ravolfia morcandi A DO,
Rauvolfia tetraphyfia L.

Rauvolfia viridis Roem. & Schult.

Rauvaiﬁa woodsonianz Standl.

A a2 Wﬁ*ﬂf’&g:’;@ ML -Arg
£ irdecora Woods

. @ﬁaﬁfzﬁ g&f? &%
§ﬁ

rrifolis HBK

R. macrocarpa Standl.
R. muftifiora Riley

R. divergens Markgraf,

R canescens ..

R. heterophvifa Roem. &
Schult.

R. hirsuta Jacq.

R. odontophora Heurck & M
Arg.

R. subpubescens L.

R. fomenitosa Jacq.

R. lamarkii A. DC.

R. lanceolata Griseb

R. latifolia A. DC.

R. psychotricides HBK.
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As espécies descritas no Brasil, (grafadas em vermeltho na Tabela 1 e Tabela 2), estao

largamente distribuidas pelo pafs. Os Estados que apresentam o maior nimero de espécies sao:

Amazonas, Bahia e Mato Grosso, com cinco a oito cada. No Estado de 530 Paulo existe apenas

uma aspécie deste género, a R seflowd, conforme descrito Tabela 3.

Tabela 3; Distribuiciic de espédes de Rauvoifa ocorrentes no Brasil

Espécie Estade

R moricandii Bahia

R. blanchetii Bahia, Espirito Santo

R. figustrina Bahia, Ceard, Maranho, Pard, Paraiba, Pernambuco, Plaul, Mato Grosso
R matifeldians  Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso.

R bahiensis Bahia

R, grandiflora Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Pemambuco, Rio de janeiro
R. paucifiora Bahia, Espirito Santo

R pentaphyfta  Amazonas, Amapa, Pard

R, praecox Amazonas

R polvphylla Amazonas

R, sprucel Armnazonas

R. paraensis Amazonas, Paré

R. macrantha Amazonas

R weddelfiana  Matc Grosse

R mollis Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro

R sessilifolia Mato Grosso

R. seflowii Minas Gerais, Parand, Ric de Janeiro, S8o Paulo

Acreditamos que a ampla distribuiciio geogréfica deste género no pals, tenha dificultado

seu estudo fitoquimico no Brasil.

Desta forma planejamos uma viagem aos Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sui,

para a coleta de cinco espécies de Rawvolfia (R. weddelfiana, R. mollis, R. sessilifolia , R.

mattfeldiana e R. ligustrina ) com descricgo de ocorréndia nestes Estados.



1.5  Atividade biolégica/ bicensaios gerais:

Um composto é biologicamente ativo guande exerce uma aclo especifica scbre um
determinado ser vivo, seja ele animal, vegetal ou microorganismo. Uma vasta gama de
compostos organicos de origem vegetal, produtos de metabolismo priméario e secundario, €
biologicamente ativa, ou seja, tem acdo tranguilizante, analgésica, antinflamatdria, citotdxica,
anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida, inseticida, etc.™

Desde a antiguidade € observado o uso da Rauwoifia (droga obtids das ralzes de &
serpentingy, como remédio para picadas de cobra e escorpido, febrifugo & emético. A agdo
calmante também era conhecida, (il para se tratar casos de ansiedade, psiconeurose tensional
ou psicose crénica (ansiedade, hiperatividade psicomotora ou comportamento agressivo
compulsive). Se a dose administrada ndo for sjustede cuidadosamente, pode levar & casos
paraddxicos de ansiedade ou fortes depressbes. Devido aos efeitos colaterais, atualmente, a
reserpina (I) é usada principalmente como tranguilizante. Também se faz uso dela como
antihipertensivo, pois as doses empregadas sdo bem menores que as necessdrias como
trangiiilizante.®

Um grande nimero de bioensaios estd disponivel para bicavaliagic de extratos de
plantas e metabdlitos isolados.” No entanto, grande parte destes bioensaios é relativamente
cara, pois necessita de especialistas de diferentes areas, como farmacdlogos, bidlogos ou
bioguirnicos, além de infra-estrutura especifica adequada.®

C grande ndmero de extratos e fragOes oriundas de plantas requer bicensaios simpies,
rapidos, reprodutiveis e baratos. Se o principio ativo estd presente nos extratos, os bioensalos
devemn ser sensiveis o suficiente para tal deteccdo. A grande maioria dos laboratdrios
fitoquimicos interessados em investigagdo bioldgica de plantas ndo possuem tal infraestrutura.
Conseglientemente, muitos esfor¢os sdo feitos para a introdugdo de bioensaics simples, rapidos,
baratos, ditos “testes de bancada” que possam ser realizados por pessoa ndo especializada.

* PLETSCH, M.. Compostos naturals biologicamente atives. Siofecnologia, v.4, p.1-7. 1999, Disponivel em:
<qHn e Diotecnologia. comn br/bin/homme . im>

** REMINGTON J. P. Farmacia, 17 ed,. Buenos Aires, Argentina. Editorial Médica Panamericana S.A 1987, p.575.

*S COLE, M. D.; Key antifungal , antibacterial and anti-insect assays- a critical review. Sochemn. Syst. Feol,, v.22, n.8,
p.837-856. 1994

* HAMBURGUER, M; HOSTETTMANN, K.; Bicactivity in plants: the link between phytochemistry and medicine.
Phviochernistry, v.30, n.12, p.3864-3874. 1991
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Estes testes de bancada permitem um rapido estudo de extratos e metabdlitos isolados,
com uma variedade de objetivos, como o ja comum teste de citotoxicidade realizado com as
larvas de Artermia salina e o teste de bicautografia realizadc para atividade antifingica e
antibacteriana.

i.5.1 Jm de ictalidade para Artemia saiina (Brine Shrimp Lethality Test -
BSLT)

O teste de letalidade usando Artermia saling , € um bioensaio geral e capaz de detectar
um largo espectro de bioatividade presente em extratos. A técnica € de facil manuseio, baixo
custo e utiliza pequenas quantidades de material. Este feste é indicativo de atividade citotoxica
e pesticida.

Os ovos de Arfemiz saline sao adquiridos comercialmente e podem ser mantidos por
anos em geladeira. Quando colocados em solugdo salina, os ovos eclodem. As larvas s3o entao,
atrafdas por uma fonte de luz artificial. Compostos e extratos sdo testados em triplicatas. Os
sobreviventes s30 contados apds 24hs e valores de LCs, com 95% de intervalo de confianga sdo
calculados. Desde que este teste foi introduzido em 1982, ele pode ser usado como teste
preliminar para a deteccdo de agentes com atividade antitumoral e pesticida dos compostos
isolados a partir de plantas.

1.5.2 Bioautografia

Bioautografia € uma técnica usada para varredura de atividade antibacterial e
antifingica. O método mais comum baseia-se na técnica por difusdo em agar. Uma placa (CCD)
eluida com os extratos ou compostos puros € colocada em contate com a placa de agar
inoculada com o microorganismo. Os compostos difundem da CCD para a placa de agar e apés
um periodo de incubagao, halos de inibigdo podem ser observados. Este procedimento requer o
uso de equipamento especifico para microbiologia e pode sofrer problemas por diferenga de
difusdo exibida pelas diferentes classes de compostos.®

7 SAM T. W. Toxicity testing using the brine shrimp: Arfermis salina In: Collegate, S. M.; Molyneux R. 1.; Bicactive
natural products, Detection, Isolation and strucuturg! determination, USA, CRC Press,Inc.,1993. p441-454.



20 Introdugéo

1.5.3 Citotoxicidade, atividade antitumoral e antineoplastica.

Existe alguma confus3o, no meio acad@mico, no uso do melhor termo para descrever as
atividades citotéxica, antitumoral e antineoplastica. O Instituto Nacional do Cincer dos Estados
Unidos, NCI, define os termos precisamente, sendo que: citotoxicidade refere-se 3 toxicidade /n
witro para células tumorais, enquanto antineoplastica e antitumorais referem-se 3 atividade /in
vivo em fases experimentais.

O teste de atividade citotoxica, mais especifico, foi realizado com a colaboracBo e
coordenacdo do Prof. Dr. Jodo Emesto de Carvatho, no CPQBA (Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas e Bioldgicas).

8 RIOS, J. L.; RECIO, M. C.; VILLAR, A Screening metods for natural products with antimicrobial activity: a review of
the literature. J Ethnopharmacol v.23, p.127-149. 1988
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Este trabalho tem por objetivos:

s Realizaco de viagem de coleta 30s Estados de Mato Grosso & Mato Grosso do Sul
para coleta de cinco espécies de Rawvoifia { R. sessilifolia, R. weddelliana.R. mollis,
R. figustring e R. maltfeldiana).

s O estudo fitoguimico comparative de alcaldides inddlicos existentes nas espécies de
Rauvolfia que ocorrem no Brasil. Iniciamos o estudo com o isolamento dos alcaldides
indélicos de R. bahiensis que serfo usados como padrio para as outras espécies de
Rauvoifia. Na Tabela 4 temos descritas as espécies de Rauvolfiz que foram coletadas
para estudo.®

Tabela 4: Espécies brasiieiras de Rawvoifia coietadas.

pecie Material disponivel = Estado de origem

R. Matrfeidiana folhas Bahia

R. bahiensis folhas e cascas de caule Bahia

R. grandiflora folhas Espirito Santo

R. vomitoria folhas Sgo Pauio

R. sessilifolia folhas e raiz Mato Grosso do Sul ¥
R. weddelliana  folhas e raiz Mato Grosso *

e Desenvolvimento e otimizagdo de condicBes de analise por CG/EM adequados para
a seperacdo e deteccdo dos alcaldides inddlices.

e Desenvolvimento analego em relacdo as analises por CLAE.

s Andlise dos extratos alcaloidicos de R. weddelliana, R.mattifeldiana, R. grandiflora e
R. vomitoria por CG/EM e/ou CLAE comparando com os alcaldides isolados de R.
bahiensis.

o Avaliacio da atividade bioidgica dos diversos extratos alcaloidicos atraves da
aplicacgio de alguns bicensaios tais como: letalidade para Arfemia salina,
bicautografia e testes de atividade citotdodca usando cultura de algumas linhagens

9 £m jan/1998, realizamos uma viagem para Chapada dos Guimardes (MT) para coleta de Rauvofia, sob coordenacdo
de Ingrid Koch, financiado pelo FARP.



tumorals humanas, como por exemplo: K 562 (leucemia), MCF 7 (mama), NCI

ADR (mama resistente), UACLC 62 (melanoma), NCE 460 (pulmao).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais @ Métodos

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um especirofotbmetro FT/IR BOMEM
MB, em pastithas de KBr ou filme com CH;Cl, em celas da NaCl.

Os espectros de RMN 'H e de RMN °C (totalmente desacoplado e DEPT) foram obtidos
em espectrémetros BRUKER AC 300/P, GEMINI 300 BB (VARIAN) com campo de 7 Tesla &
espectros de RMN 'H e de RMN *3C (totalmente desacoplado e DEPT) e bidimensionais (COSY,
HETCOR, HMBC, HSQC), adquiridos em um espectrometro INOVA 500 {VARIAN) com campo de
11 Tesla, a temperatura ambiente, sendo as amostras dissolvidas em cloroférmio deuterado
Aldrich, utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) 0,03%.

Os espectros de massas (EM - baixa resolugac e alta resolugdo) foram obtidos em um
espectrOmetro de massas VG AutoSpec- fisions Instruments, utilizande a técnica de Impacito
Eletrénico a 70 eV.

A rotacdo 6ptica (ap) foi obtida em um espectropolarimetro (dicrdmetro) JASCO (Japan
Spectromery Company) modelo J-720, com 1dmpada de Xendnio de 450W e campo de varredura
de 170 a 1100 nm.

Para a cromatografia em coluna foi usada silica gel 60 (70-230 mesh para cromatografia
em coluna classica e 230-400 mesh para cromatografia em coluna sob média press3o).

As placas de CCD apés aplicacdo e eluicBo foram reveladas usando-se revelador
especifico para compostos nitrogenados, reagente de Dragendorff, seguida de nebulizacdo com
solugio de H,S0./MeOH 1:1 e aguecimento ou FeCl; em HCIO, 35%, seguido de aquecimento™.

As andlises de CG/EM foram realizadas em um aparetho Shimadzu de CG/EM, com coluna
capilar DB-1 de 30 m, com temperatura inicial 150°C, em rampa de aquecimento e temperatura
final de 280 °C, o tempo de analise de aproximadamente 40 min.. As amostras s&o solubilizadas
em acetato de etila ou metanol, numa concentracdio de img/ml para compostos puros ,
10mg/mL para exirato e o volume de injegdo de 1 ul.

Os E.M. obtidos a partir do cromatograma (CIT - cromatograma de ions totais CG/EM)
s3o comparados aos espectros de massas da biblioteca do aparetho (NIST). A andlise dos
alcaldides isolados permite a criacdo de uma biblioteca particular com os espectros de massas

% COURT, W. E.; IWU, M. M.; Chromogenic reactions of Rawwolfiz alkaloids after separation by thin-layer
chromatography. .J. Chromalogr.,v.187, p.199-207. 1980
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destes alcaldides, para posterior comparagio com os extratos estudados. Foi analisada como
padrdo a maioria dos alcalbides isolados de R. bahiensis.

Para a andlise de CLAE, usamos um aparelho Hewlett Packard modelo 1090 série II/M,
com detector uitravioleta, A=280nm, com coluna C-8, 15 cm comp., 4,6mm ¢ . Sistema eluente:
fase movel A: CHCN 10% , ATFA 0,1% em H,0; fase mével B: ATFA 0,1% em CH:CN ; fluxo de
0,8 mi/min, com gradiente inicial de 100% de fase A e final em 50 min com 50% de fase A e
50 % de fase B. Volume injetado 10 ul, concentraglio da amostra pura de 1 mg/ml e de
extrato de 5mg/mL.

3.2 Estudo Fitoquimico:

3.2.1 Coleta:

O material vegetal fol coletado e identificado pela botnica Ingrid Koch™, do Instituto de
Biologia da Unicamp e suas respectivas exsicatas estfio depositadas no Herbdrio do Instituto de

Biologia- UEC.(Tabela 5).
Tabela 5: Material vegetai disponivel para estudo;
Espécie material vegetal local de coleta data exsicata
R. mattfeldiana  folhas e galhos Barra do Estiva abril 1997 1. Koch 711, M. Lisboa
Serra do Sincord (BA) & R. Belinelo
R. bahiensis folhas, galhos e cascas Barra do Una (BA) abril 1997 I. Koch 640 & R,
de caule Belinelo
R. sessilifolia folhas, galhos e raizes  Rondondpolis (MS) janeiro1998 I. Koch 724; R
Belinelo; R. M. Braga &
L. Kato
R. weddelliana fothas, galhos e raizes  Buritis (MT) janeiro 1998 1. Koch 729; R
Belineio; R. M, Braga &
L. Kato
R. grandifiora folhas e gathos Santa Tereza (ES)
R. vomitoria folhas e galhos Campus da Unicamp — janeiro 1997 1. Koch 888 & R. M.

Campinas (SP)

Braga

3.2.2 Metodologia:

Depois de seco, o material foi moido e submetido 3 exaustiva extracio etandlica em

Soxleth. O extrato etandlico, apés concentracdo a pressdio reduzida, foi submetido 3 tratamento
acido-base, metodologia padrio para isclamento de alcaldides (Fluxograma 1). Apods
fracionamento dcido-base, passamos & separacdo por cromatografia cldssica (CC) e/ou rapida,
CCE e monitoramento por CCD (Si-gel e Al,03).



Parte Experimentai 29

Fracionamento acidoc — base (Fluxograma 1):

O extrato etandlico é solubilizado com solucBo aquosa de acido acético 10% {v/v), e
deixado sob agitagdo e banho de gelo por 24h. Essa solugdo ¢ filtrada em funil de placa porosa
e lavada com solugdo aquosa acida até teste de Mayer negativo, fomecendo a solugdo aquosa
acida I e residuos.

A solugfio aquosa adda 1 é exraida com solvente orgénico {CHC ou CHCL), que é em
seguida lavado com solugdo aquosa de NaHCO; 5% (m/v), solugdo aquosa saturada de NaCl,
seco sob Na,S0, O solvente é eliminado em evaporador rotativo 2 pressao reduzida, fomecendo
solucio aquosa acida II ¢ extrato cloroférmico (ou diclorometanico) acido.

A solucao aquosa dcida TI € neutralizada com NaHCO; (sélido) e extraida com solvente
orgénico (CH.Cl; ou CHCl3), que € em seguida lavado com solugao aquosa saturada de NaCi,
seco sob Na;50, O solvente é eliminado em evaporador rotativo 3 pressdo reduzida, fornecendo
solucio aquosa neutra II e extrato cloroférmico {ou diciorometidnico) neutro.

A solucdo aquosa neutra II tem seu pH elevado & 9 com NaHCO; (sélido), chamada
agora de solucdo aquosa basica I e extraida com solvente orgdnico {CHxCl; ) que € em
seguida lavado com solug2o aquosa saturada de NaCl, seco sob Na;S0, O solvente é eliminado
em evaporador rotativo a pressa@o reduzida, fornecendo sofugdo aquosa basica II e extrato
cloroférmico (ou diclorometanico) basico. Em alguns casos optou-se pela elevacdo direta
do pH da solucdo aquosa acida I para solugdo aquosa basica.

A solugdo aquosa basica I é extraida com acetato de etila, que é em seguida lavado com
solugdo aquosa saturada de NaCl, seco sob Na,SO4 o solvente € eliminado em evaporador
rotativo a pressdo reduzida, formecendo solucio aquosa basica III e extrato acetato
basico.

Uso de reveladores especificos de coloracgio (Dragendorff e solugdo FeCl; em HCIO,; 35%)
para identificacdo de alcaloides.

1 KOCH, 1., O género Rawvoifiz L.; (Apocynaceae) nas neotropicais; Tese {em andamento - Doutorado
em Botanica), Dep. de Botdnica do Instituto de Biologia, Uinicamp;- sob orientagdo de Profa. Dra. Luiza S.
Kinoshita e Prof. Dr. Volker Bittrich.
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l Cascas ou folhas

l Etanol

I Extrate etandlico i

HOAC 10%, agitagiio
fitragio

. .

residuos Fase aquosa acida |

CHCl;

v
l | Exdrato diciorometanico acido

Fase aguosa acida §i

NaHCO4 (s)

Fase aquosa neutra |

CH,Cl,

! l

Fase aguosa neutra il Extrato dicdkorometdnico neutro

NaHCO, (s)
(pH 9)

Fase aquosa bésica |
CH,CI,

!

fase aquosa basica Il | Extrato diciorometanico basico
AcOtt

|

Fase aquosa bésica il { Extrato acetato basico

Fluxograma 1: Fracionamento acido-base, dirigido para o isolamento de alcaldides.
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Rauvolfia bahiensis:

Cada parte da planta (folhas, gathos, casca de caule) foi tratada separadamente. Apos a
extracio etandlica exaustive em Soxhlet, o extrato etandlico resuitante foi submetido 2
tratamento acido-base conforme Fluxograma 1 e forneceu os seguintes extratos {Tabela 6).

Tabela 6: Extratos obtidos de Rawolfia bahiensis

parte da planta extratc extrato CH.Cl;, exirato CHCl, extrate CHCE; axtrato
{quantidade) etandlicc  4cido {c6digo neutro (cédigo bdsico {codige acetato basico

massa {g) emassa{(g)) e massa {g) e mass2 (g) (codigo e

massa (g)

folhas {400 g} 60 LKRB12 - LKRB13 LKRB13A
1,900 0,47 0,33

galhos (395 g} 32,7 LKRB19.1 LKRB19.2 LKRB19.2 LKRB19.4
0,102 0,044 0,112 0,067

cascas (265 g) ii8 LKRB23.1 LXRB232.2 LKRBE3.3 LKRB234
1,160 1,990 0,420 0,187

Extrato diclorometanico basico folhas de R. bahiensis (LKRB13)

O extrato LKRB13 (0,34q) foi fracionado em coluna cromatografica sob média pressdo
(B = 2 cm) e usou-se CH,Cl,/ MeOH 10% como sistema eluente e silica gel 60 (230-400
mesh) como fase estacionaria. Foram coletadas 77 fraches de 20 mi cada. As fragdes recolhidas
foram reunidas de acordo com as semelhangas observadas por analise em CCD, sendo
reagrupadas em 13 fragbes (Tabela 7).

Tabela 7 Fradonamento do extrato RB13

Eluente Fraches Massa (mg) cédigo
CHClz/MeOH 10% 16 18
79 27,2
10 13,5
11 134
12-15 70,8 LKRBO6
16 9,0
17 6,1
18-20 4.3
21-48 94,2 LKRB16
49-56 13,1
57-66 21,1
67-69 i24
CHCl/MeQH 20% 70-77 20,3

total 307,2 (1%}
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Purificaciio por CCE das fracies LKRBO6 e LKRB16.
LKRB0O6

A fracdo LKRBO6 (fragdo 12-15 com 70,8 mg - Tabela 7) foi purificada por CCE, usando
como sistema eluente CHCl,/ MeOH 3% com a cuba saturade com NH;, e como fase
estacionaria uma placa de silicagel G/GFs,. A fragio LKRB6.04 (Tabela 8) foi identificada como
sendo o alcaidide 1, com 20,9 mg.

Tabela 8: Fradonamento da fracio 12-15 de RB13
fracbes massa {mg)

LKRBO6.1 2,0
LKRBO06.2 83
LKRB06.3 13,0
LKRBO06.4 20,9*
LKRB06.5 8.2
total 58,4 (84%)

Alcaldides isolados:
alcaléide 1: picrinina
. CmszNzO:;; MM: 338;
s metil 2,5-epoxi-1,2 diidroakuamilan-17-oato;

» alcaldide ja isolado de espécies dos géneros Afstonia e
Winca e de Rauvolfia vomitoria, R. cumminsi, R.
oreogiton e R. sellow

+ forma fisica: sdlido branco;

o EM (70 eV,m/z (%)) : 338 (M*, 17), 320 (100), 261

(46), 239 (51), 168 (22),97 (40), 71 (67), 55 (69);
* RMN *H e *3C: Tabela 41 do Apéndice 1, pag. 129;
Espectros: E 3 e E 4, Apéndice 3,pag: 150;

picrinina

S2BATISTA, C. V. F.; SCHISPEMA J.; VEEPORTE R.; RECHE S. B., HENRIQUES A. T Indole alkaloids from
Rauvolfia seiowil, FPhytochemistry, v.41, p.969-571. 1996
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LKRB16
A fracao 21-48 (94,2 mg) foi cromatografada em placa preparativa usando como sistema
eluente CH,Cl,/MeOH 4% com atmaosfera de NH;, fornecendo 5 fragbes.

Tabela 9: Fradonamento por CCP da fracdo 21-48 de RB13
fracbes massa (mg)

LKRB16.0 43,1
LKRB16.1 9,1
LKRB16.2 6,6
LKRB16.3 18,0
LKRB16.4 6,2
total 83,0 (88%)

Destas fracDes foram identificados o alcaldide 2 (LXRB16.1) e alcaldide 3 (LKRB16.3).

Alcalédides isolados:

OcHs alcaléide 2 : raucafrinolina
. CZ1H24N203; MM: 352}
¢ 1,2  dideidro-1-demetil-21-metil-18-norajmalan-
17.19-diol-17 acetato;
¢ alcaldide ja isolado de cascas de raizes de R
o OH caffrae R. nitida e folhas de R. vomitoria™;
raucafrinolina « forma fisica: sdlido branco;

« EM (70 eV,m/z (%)) : 352 (M™, 26), 293 (11),
261 (19), 169 (12), 168 (15), 167 (31);

+ RMN H e '3C : Tabela 45 (Apéndice 1, p4g.
133); Espectros £ 9, E 10( Apéndice 3 pag. 149 )

% Chapman & Hall EPB, Didonario de Produtos Naturais, Copyright©1999, CD-ROM
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alcaléide 3: normacusina B

CHOH . ngszNzO; MM: 294,
¢ Sarpagan-17-ol; velosiminol, deoxisarpaging;

gl alcaldide j& isolado de Geissopormun vellosi, muitas
oo LT espécies de Rauvolfia e Strychnos™ (Apocynaceae e
\] Strychnaceae);
» forma fisica: sdlido branco;
« EM (70 eV,mjz (%)) 294 (M*™, (100)), 293 (83),

279 (12), 263 (37), 169 (94), 168 (70), 167 (17);

s RMN *H e *°C: Tabela 42 (Apéndice 1, pag. 130);

Espectros E 15, E 16 ( Apéndice 3 pag.149)

nomacusing B

Extrato diciorometanico acido das folhas de R bahiensis (RB12)

O extrato RB12, (diclorometénico acido das folhas de R, Aahiensis) foi purificado por
CCP, usando varias placas preparativas, tendo como sistema eluente CH,Cl,/MeOH 4% e atm.
saturada de NH3, tendo-se isolado 31 mg do alcaldide 4 (Fluxograma 2):

* SOUTHON, 1. W. ; BUCKINGHAM, J.; Dictionary of alkaloids, 1 ed. LondomChapman & Hall Lid. |, 1989, v.1.
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!

H

L

—
| i
| |
| RBi2 |
! i
434 mg 360 mg
CCp ocp
5 placas 4 placas
CH.Clo/MeOH CH,Cl,/MeOH
3% com NH; 3% com NH;
6 fraches; 9 fracoes;
LKRB0S.5 ? i
26,7 mg j l ; LKRB10.6 |
| 60mg |
oeP
1 placa
CHxClb/MeOH 3%
com NH;
r
j 31mg |
| alcaldide 04 :

Fluxograma 2: Fracionamento por CCP de RB12;

35
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Alcaléides isolados:
alcaldide 4: vinorina

L C21H22N202; MM: 334
» 21-deoxi-vomiienina; (1,2,19,20-tetrahidro-1-demetii-
ajmalan-17-acetato).
» alcaldide ja isolado de R. caffra , R. perakensis e Vinca
minor (Apocynaceae);
o e amorfo;
vinonna o EM (70 eV,m/z (%)): 352 (M™, 26), 293 (11}, 261 (19),
169 (12), 168 (15}, 167 (31);
*» RMN *H e **C: Tabela 44 (Apéndice 1, pdg. 132);
Espectros E 21, E 22 ( Apéndice 3, pag. 159 )
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Extrato cloroférmico basico das casaas de R. bahiensis (LKRB23.3)

0 extrato LKRB23.3 (0,46q) foi fracionado em coluna cromatografica sob meédia

pressdo (T = 2 cm) e usou-se CHCIz/MeDOH 8% como sistema eluente.
Foram coletadas 72 fragles de 20 mlL cada. As fracBes recolhidas foram reunidas de

acordo com as semelhangas observadas por andlise em CCD, resultando em 17 fragBes.

Tabela 10: Fracionamento do extrato LKRB23.3

Eluente Fragbes Massa (mg) cédigo
CHCl;/MeOH 8% 1-5 21,6
6 5,8
7 6,3
8 4,2
v 9 41,8
10 15,0
v 11 13,7
12 8,8
v 13 6,0
v 14-17 26,0 LKRB28
v 18-24 54,1 LKRB30
25-28 47,2 LKRB27
v 29-51 1218 LKRB26
CHCl3/MeOH 10% 52-68 36,4
69-70 3,5
CHCl:/MeOH 15% 71 28,8
(200 mL}
CHCl3/MeOH 20% 72 14,4
(300mL)
total 455,40 (99%)

Em seguida, as fracbes LKRB 26, 27, 28 e 30 foram estudadas e purificadas por CCP.
A seguir, temos o fluxograma 3 que esquematiza o estudo das fragbes, os métodos isolados
para purificacdo dos compostos e os dados espectrais dos alcaldides isolados.
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Alcaildides isolados:

alcaldide 5: seredamina

o CulagNaOs; MM: 338;

= ajmalan-17-0l, 19, 20-dideidro-12-metoxi (17R, 19E)

e alcaidide ja isolado de raizes e cascas de cauie de R.
i cumminsii e R, vornitona,

OCH; CHs e forma fisica: dleo amarelo;

seredamina o EM (70 eV,m/z (%)) : 338 (M*™, 100), 322 (9), 308
(21), 213 (18);
*+ RMN H e *3C: Tabela 47 (Apéndice 1, pg. 135);
Espectros E 27, E 28 (Apéndice 3, pag. 162);

alcaidide 6: sal de seredamina

o ToiHaeN:O: (CHCHCT; MM: 338;

- sal de seredamina;
EM (70 eV,m/z (%)): 338 (M*", 3), 324 (9), 84 (100),
83 (96);

« RMN *H e *C: Tabela 48 (Apéndice 1 , pag.136);
Espectros E 33, E 34 (Apéndice 3, pag. 165);

sal seredamina 18

alcaloide 7 : norseredamina

s ajmalan-17-0l, 19, 20-dideidro-1-demetil-12-metoxi
(17R, 19E]
@ C20H24N202; MM: 324

» alcaldide ja isolado de folhas de R. cuminsii, cascas de
caules de R. vomitoria e R. sumatrana.

+ forma fisica: agulhas;
norseredamina e EM (70 eV,m/z (%)): 324(M™, 100), 293(10), 199
(8), 198 (27);
« RMN 'H e ¥3C: Tabela 46 (Apéndice 1, pég. 134)
Espectros: E 39, E 40 { Apéndice 3, pag. 168)
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10-metoxi-nonmiacusing B

alcaldide 8: 10-metoxi-sarpagan-17-ol

e & & &

CapkaaNy Oz MM: 324

10-metoxi- sarpagan-17-ol;

isolado de R. sprucei (Apocynaceae);
forma fisica: dleoc amarelo;

s EM (70 eV,m/z (%)) : 338 (M**, 100), 323
(86), 293 (40), 199 (46). 198 (38), 169 (8);

° RMN 'H e °C: Tabela 43 {Apéndice 1, pag
131); Espectros: E 45, E 46, ( Apéndice 3,
pag.171);

Extrato diclorometénico acido cascas caule de R. bahiensis (LKRB 23.1)

O extrato LKRB23.1 (1,16g) foi fracionado em coluna cromatogréfica sob média
pressdo (@ = 4 cm), usou-se como sistema eluente CHClz/MeOH 5%.

Foram coletadas 70 fragbes de 30 mL cada. As fracdes recolhidas foram reunidas de
acordo com as semelhancas observadas por andlise em CCD, resultando em 15 fracbes (Tabela

11).

Tabela 11: Fradionamento do extrato LKRB23.1

Eluente

Fracbes Massa (mg)

codigo

CHCls/MeOH 5%

ar
1w
w
ar

i

CHCIz/MeOH 10%

CHCl3/MeOH 25%
(300mL}
total

1-3
4-8
9-11
12-14
15-16
17-21
22-26
27-28
29-39
4043
44-50
51-57
58-65
66-69
70

7,0
1854
283,7
86.4

36,1
77,2

70,0
36,6
1233

8,6

29,3
49,5
46,3
66,6
28,0

1134 (97%)

LKRB33
LKRB34
LKRB37

LKRE38
LKRE44

LKRB47
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Alcaidides isolados:
alcalbide 9: 12-demetoxi-purpelina

e (yHxpNO; MM: 306,17332 {encontrado), 306,
17322 {calculado);

O N *  19,20-dideidro-ajmalan-17-ona;
T = forma fisica:amorfo (Olec amarelo);
cHy F \E o [oplech22,1 (MeOH, ¢: 5.7 .10° mg/mL);
° UVA nm (log €) 246 (3,61); 280 (3,32); 294
12-demetoxd-purpeiina (3’312; (log &) ( ) ¢ )

» alcaldide inédito;

» EM (70 eV,m/z (%)): 306 (M*, 100), 277 (11),
219 (12), 144 (34);

» RMN *H e *C: (Tabela 31 e Tabela 32 em
Resultados e Discussdo, pag. 87); Espectros E 51 e
E 52 (Apéndice 3, pag.174);

alcaldide 10: purpelina
C21H24N202; MM: 336;

o~ s 19,20-dideidro-12-metoxi-ajmalan-17-ona;
| » alcaldide ja isolado de cascas de caules de R.
OCH; CHs curnmininsii e R. vomitoria e folhas de R.
mombasiana e R. refiexa;
purpeiina » EM (70 eV,m/z (%)) : 336 (M*, 100), 307 (27),

293 (9), 213 (13), 174 (37);
» RMN 'H e “C: Tabela 50 (Apéndice 1, pag. 138)
Espectros: E 56, E 57, (Apéndice 3 pag. 177)
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alcaldide 11: norpurpelina

CzaszNzOz} MM: 322}
19,20-dideidro-12-metoxi- I-demetil-ajmalan-17-ona;

alcaldide j& isolado de cascas de caules de R
cummininsii, R, mombasiana € R. vomitoria e folhas de
R. mornbasiana,

amorfo;
EM (70 eV,m/z (%)): 322 (M™, 100), 294 (16), 293

(55), 279 (17), 199 (21), 173 (14), 160 (23);
RMN 'H e 3C: Tabela 49 (Apéndice 1, pag. 137);
Espectros: E 62, E 63 { Apéndice 3, pag. 180)

aicaloide 12: 12-metoxi-N- metil- velosimina

®

OCHs éHg

_

12-metoxi-N,-metil-vellosimina

Ca1Ha4N;0,; MM: 336,18360 (encontrada), 336,18378
{calculada);

12-metoxi-N-metii-sarpagan-17-al;

forma fisica: dleo amarelo;

[op]?: +1,1 (MeOH, c: 3.6 .10 mg/mL);

UV Azs N (log €) 284 (3,10); (MeOH)

alcaldide inédito;

EM (70 eV,m/z (%)) : 336 (M™, 87), 307 (100), 213
(33), 212 (32), 197 (22)168 (3);
RMN *H e **C: (Tabela 27 e Tabela 28 em Resultados

e Discussao, pag. 82) Espectros E72, E 71 Apéndice 3, pag. 184)
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aicalbdide 13: 12-metoxi afinisina

o (ot MM: 338,19972 (encontrado);
T e 338,19943 {calculado)
NN N 12-metoxi-N-metil-sarpagan-17-o
N forma fisica: oleo amarelo,
OCH; CHy [an]®: -0,6 (MeOH, c: 3.9.10° mg/mL);
\] UV A nim (log €) 274 (3,25); (MeOH);
12-metoxi-afinisina

® % @ @

alcaléide inédito
» EM (70 eV,m/z (%)): 338 (M™, 100), 337 (86),

323 (18), 307 (44), 213 (38), 212 (38),
» RMN 'H e 3C: { Espectros: E 76, E 77, Apéndice 3

pag:187 e Tabela 25 ¢ Tabela 26, Resultados e

Discussdo pag.80)

ailcaléide 14: 12-metoxi-velosimina

*  CHzN,O,; MM: 322,16772 (encontrada), 322,16813
(caiculada);
19,20-dideidro-12-metoxi-1-demetil-sarpagan-17-al;

forma fisica: 6leo amarelo;

foo]™: +0,4 (MeOH, c: 5.3 .10°° mg/mL);

UV Azes nm (log E) 254 (3,78); (MeOH); 230 {4,20);

alcaldide inédito.

+ EM (70 eV,m/2z (%)) : 322 (M**, 100), 321 (28),
293 (81), 199 (18), 181 (36)

* RMN 'H e BC: ( Tabela 29 e Tabela 30 em
Resultados e Discussdo, pag 83; Espectros em E 82, E 83 em
Apéndice 3, pag.:190)

* & & @

12-metoxi-velosimina
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Rauvolfia weddelliana e Rauvolfia sessilifolia

Cada parte da planta (folhas, galhos e cascas de raiz) foi tratada separadamente. Apds
extraciio etandlica exaustiva em Soxhiet, o extrato etandlico resultante, tendo eliminado o
solvente em evaporador rotativo & pressdc reduzida, foi submetido & tratamento acido-base

conforme fluxograma 1 e forneceu os seguintes extratos (Tabela 12 e Tabela 13)

Tabela 12: Extratos obtidos de Rawvolfia sessilifolia (724) e R. weddelliana (729)

enirada parte da planta jocal de exsicata extrato extrate CHCI;
{quantidade em coleta etandlico (g} acido (g}
gramas)

i folhas (186 ) Buritis 729 45 LKRWO05.1
1,164

2 folhas (254) Rondonopolis 724 99 LKRWOG. 1
0,569

3 folhas (201g) Buritis 729 81 LKRWOE.1
1,300

4 cascas de razes  Rondondpolis 724 22 LKRW15.1
(131g) 1,760

5 cascas de raizes {g) Buritis 729 45 LKRW31.1
1;046

Tabela 13: Extratos obtidos deRauvolfia sessilifolia (724) e R. weddefliana (729) (cont.)

entrada exirato CHCl, exirato CHCl; basico  extraeto acetato basico
neutro(g) (9) (9)

1 LKRWO05.2 LKRWO05.3 LKRWO05.4
0,236 0,144 0,289

> LKRWO06.2 LKRW06.3 LKRWO06.4
0,569 0,066 0,126

3 LKRWO0S8.2 LKRWO08.3 i KRW08.4
0,223 0,047 0,229

4 LKRW15.2 LKRW15.3 LKRW15.4
1,760 0,630 0,370

5 LKRW31.2 LKRW31.3 LKRW31.4
1,046 0,169 0,1309
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Extrato cloroférmico basico raizes- R sessilifolia (LKRW15.3)

O extrato LKRW15.3 (0,57g) foi fracionado em coluna cromatogrifica sob média
pressao (Dq = 3 cm); usou-se como sistema eluente CHCl;/MeOH 5% .

Foram coletadas 82 fragBes de 20 mL cada. As fracBes recolhidas foram reunidas de
acordo com as semelhancas observadas por andiise em CCD, resultando em 21 fracBes (Tabela
14);

Tabela 14: Fracionamento do extrato LKRW15.3

Eluente Fracdes Massa (mg)  cddigo

CHC;/MeOH 5% 14 1.9
5-8 5.2
¥ §-10 6,5
i1 2.9
12 15
13-14 8,5
15-16 51
i7-21 ii4
22-27 11,1
28 2,3
29 6,1

30-35 28,8 LKRW24
CHCl3/MeOH 10% 3644 48,3
45 4,6
46-47 13,1
48-49 20,9

50-69 196,7 LKRW18
70-77 46,8
78-80 18,4
CHCIs/MeOH 20% (250 mL) 81 16,3
CHCi;/MeOH 30% 82 17,6

(300mL)

total 472 (100%)
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! - ~
LKRW 18 (285mg) LKRW24 (42 mg)
cep ~ J
4 placas
CHCIy/MeOH 7%, atm g‘;ﬁ’a@
NH;
7 fracBes; ggzﬁzfﬁe()“ 5% com
LKRW18.2 + LKRW183 5 fragbes;
190 mg [ N
| aicaloide 16 |
: |
1 placa g ,
CHCOI3/MeOH 15%
atm. Ni.
4 fragtes:
j alcaildide 15

65 mg

Fluxograma 5: Fracionamento por CCP das fragGes de LKRW15.3 (extrato CHCh:) da raiz de R.
sessilifolia
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alcaldide 15: 18-hidroxi-yoimbina

& CngzsNzaq; MM: 370
e 18-hidroxi-yoimbina

e Alcaldide isolado de outras espécies de
Rauvoffia
forma fisica:sdlido amarelo
EM (70 eV,m/z (%)) : 370 (M*", 100);
369 (94); 355 (13); 221(20); 170 (21); 169
(30); 168 (13);

» RMN 'H e *3C: (Tabela 51 — Apéndice 1)
Espectros: E 88, E 89 Apéndice 3, pag.193;

18-hidroxi-yohimbina

alcaldide 16: 3-epi-a~-yoimbina

® C21H25N203; MM 354}

¢ (3B,168,17¢,200)-17-hidroxiyoimban-16-carboxilato de
meitila.

s 3-epirauwolsdna

 Alcaldide ja isolado de R. serpentina e Voacanga
africana. (Apocynaceae)

» EM (70 eV,m/z (%)) : 354(M*, 18), 353 (16); 307
(8); 279 (7); 208 (14); 167(20); 149* (100);

» RMN 'H e '*C (Tabela 52 -Apéndice 1, pag. 140);

3u-epi-yohimbina Espectros: E 94, E 95 ; Apéndice 3, pag 196;
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Extrato doroformico acido das raizes de R. sessilifolia 724 (LKRW 15.1)

0O extrato LKRW15.1 (0,40g) foi fracionado em coluna cromatografice sob média
pressdo (T = 3 cm), usou-se como sistema eluente CHCI/MeDH 5%. Foram  coletadas 42
fraghes de 20 ml cada, que foram reunidas de acordo com as semelhangas observadas por
analise em CCD, resultando em 12 fragBes e isolamento de 38,1 mg da reserpina (17) (Tabela
15) identificada por analise da fracdoc 4.

Tabela 15: Fracionamento de LKRW15.1

eluente fraches massa  cddigo
CHClz/Me0OH 5% 1-3 84
4 38,1 alcaléide

17
v 57 97,7
8 26,3
911 338
12 3,5
13 3,1
14-18 41,0
1927 29,7
2840 154
CHCly/MeOH 10% 41 11,5
(150 mL)
CHCly/MeOH 20% 42 22,9
(200mL)
331,4

(93%)
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Alcaldides isoiados:

reserpina

alcaldide 17: reserpina

® 633H40N209; MM:608

e (3B, 168,170,18B,20a)-11, 17-dimetoxi-18-] 3,4,5-trimetoxibenzoila)] yohimban-16-ester
metil carboxilico™.
serpasil, sermix,
Alcalbide isolado de R. serpentina, R. vomitoria, R. macrophylia e muitas outras espécies
de Rauvolfia, Tenduzia longifolia, Vallesia dichotoma e Excavatia coccined™.

¢ amorfo.

= EM (70 eV,m/z (%)) : 608(M™, 100); 607 (41); 593 (11); 577 (8); 413 (13); 395
(49); 381 (21); 251(22); 221 (22); 195 (60); 169 (16);

e RMN *H e °C (Tabela 53- Apéndice 1, pag. 141) Espectros: E 100, E 101; Apéndice 3,
pag.199;

% The Merck Index on CD-ROM, Copyright ©@Merck & Co, Inc, Whitehouse Station, London:Chapman & Hall
EPD; 1988 CO-ROM.

FSOUTHON, 1. W. ; BUCKINGHAM, . ; Dictionary of alkaloids, 1 ed. London:Chapman & Hall Lid. , 1988 v.1, p.814
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Extrato cloroférmico acido raizes de R. weddelliana -729 (LKRW 31.1)

O extrato LKRW31.1 (0,53g) foi fracionado em coluna cromatografica sob média
pressao (P = 3 ¢mj, usou-se como sistema eluente CHCly/MeOH 5%. Foram coletadas 84
fracOes de 20 mi cada, que foram reunidas de acordo com as semelhancas observadas por
andlise em CCD resultando em 19 fracDes .

Tabela 16: Fracionamento de LKRW31.1

eluents fraches massa  codigo
CHC;/Me0H 5% -3 480
4 1246 LKRW37
Y 56 10,3 LKRW39

7 12,2

8- 36

10-12 144

13-14 2,6

15-21 28,6

22 14

23-28 79

CHCl3/MeOH 10% 26-32 35

33‘34 2:0

35-54 89

55-64 5.1

64-72 726

73-84 10,2

CHCl;/MeOH 20% 85 53,8
{150 mL}

CHCl3/MeOH 50% 86 16,7
(200mL)

total 52738 (99%)
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LKRW37 LKRW39
(120 mg) (108 mg)
mp A
2 placas ccp
CHCly/MeOH 5% 2 placa
10 fragBes; CHCl; com NHz
6 fracDes;
| alcaibide 18 [ LkRW 39-2 \3 [ kRW39S |
| 29 mg 60mg i | 26 mg
i ‘ i i
N J L d
cCp
2 placas
CHCly/MeOH 5%
7iraghes;
/ .. \
Ef L KRW40-3 } , dicaléide 19 |
i 32 mg | % LKRW41.1 i
. J 63mg |
CCpP N u__...__./I
1 placas
CHCly/MeOH 7%, 2x
3 fragles;

( alcaldide 20 h
; (42-1)14 2
.

5
|
|
|
i
J

Fluxograma 6: Fradonamento por CCP de fraghes de LKRW 31-1, extrato doroférmico addo das rafzes
de R. weddelliana
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Rauvoifia mattfekliana

O material vegetal foi submetido 3 extracgo etandlica, sequida de tratamento acido-base,
tais como descrito para as outras espécies de Rauvolffa. Na Tabela 17 descrevemos os extratos
obtidos de R. maltifeldiana.

Tabela 17: Extratos oblidos de Rawvoffia mattfeldians

parte da planta extrato etanolico extrato CHCl: extrato CHCl; extrato acetato basico

(massa em massa (g) acido (cddigoe  bésico {(codigo e {cédigo e massa (g)
gramas) massa (g) massa (g)
folhas (165) 36,4 LKRMOD6.1 LKRMO06.2 LKRMO6.3
0,15 0,34 0,23
galhos (300} 16,3 LKRMO3.2 LHRMO3.2 LKRMO3.2
0,90 0,34 0,45

Os extratos foram analisados por CG/EM e CLAE/UV e comparados aos extratos ja
estudados; para andlise de CG usamos um aparelho Shimadzu de CG/EM, com coluna capilar
DB-1 de 30 m, temperatura inicial 150 °C, rampa de aquecimento e temperatura final de 280
°C, com o tempo de andlise de aproximadamente 1h. As amostras s3o solubilizadas em acetato
de etila ou metanol, numa concentragao de 10mg/mL e o volume de injecdo de 1 pl.

Para analise por CLAE, usamos um aparelho Hewlett Packard modelo 1090 sére II/M ,
com detector ultravioleta , 2.=280nn, com coluna C-8, 15 cm comp., 4,6mm ¢ . Sistema eluente:
fase movel A: CHz:CN 10% , ATFA 0,1% em H,0; fase mdvel B: ATFA 0,1% em CH:CN ; fliuxo de
0,8 mi/min, com gradiente inicial de 100% de fase A e final em 50 min com 50% de fase A e
50 % de fase B¥. Volume injetado 10 ul e concentracio de extrato de S5mg/mL.

5 KLYUSHNICHENKO, V. E et al.; Determination of indole alkaloids from R. serpentina and R

vomitoria by high-performance liquid chromatography and high-performance thin-layer chromatography. J/.
Chrom A, v.704, p.357-362. 1995
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Rauvolifia grandifiora

O material vegetal (folhas e cascas de galhos) foi submetido 3 extracdo etandlica,

seguida de tratamento &cide-base, tal como descrito para as outras espécies de Rauwvolfia. Na
Tabela 18 descrevemos os extratos obtidos de R. grandifiora.

Tabeia 18: Extratos obtidos de Rawvolfia grandifiors

parte da planta (g) exdrato CHCl; &cido  extrato CHCl; neutro  extrato CHCI; basico

extrato acetato
/ extrato etandlicc  (cddigo e massa {cAdigo e massa (codigo e massa basico (cddigo e
(g (@) (@) (g)) massa (g))
folhas (79)/ 32¢g LKRGF 33.1 LKRGF 33.2 LKRGF 33.3 LKRGF 33.4
0,399 0,128 0,002 0,273
gathos (300)/ 80g PEXRGC 34.1 LKRGC 34.2 LKRGC 34.2 LKRGC 34.4
0,337 0,255 0,064 0,061

Os extratos foram analisados por CG/EM e CLAE/UV e comparados aos extratos ja

estudados, conforme descritc aos extratos obtidos de outras espécies de Rauvolfia neste
trabatho.
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3.3 Atividade Bioldgica:

3.3.1 Ensaios bioautograficos
Laboratorio da Profa. Dra Anita Marsaiolli {IQ - Unicamp}

As amostras a serem testadas foram aplicadas em placas de CCD de silica, com
dimensbes 5,5X5,5 cm utilizgando-se uma microsseringa. Aplicamos 60 ug de exirato em cada
“spot’.

Em cada placa de CCD, aplicamos: 10 ug de controle (antibiético - Loprox®) e as
amostras 2 serem testadas. Apos eluicBo em sistema adequado, as placas de CCD foram
colocadas em placas de Pefri, preenchidas com 20 mL de meio de cultura. Apds solidificacgo do
meio estas placas foram inoculadas com 100 pl de uma suspensio {10° células/mi) de
microorganismo, que foi espalthado com auxilio de uma alga. As placas foram incubadas em
estufa apropriada a 27°C e apés sete diasl observados os halos de inibig8o e comparados com a
placa de CCD controle.

Para cada fungo testado, utilizamos duplicatas das placas de CCD, uma para revelacdo
com agentes quimicos e outra para o crescimento dos microorganismos.

Os fungos utilizados para os bioensaios adquiridos através da Fundacdo Tropical André
Tosello, Campinas. Foram utilizados os seguintes fungos: Rhizopus orizae CCT 4964, Aspergilus
furigatus CCT 01277, Cladosporium cladosporioides CCT 5039, Fusarium oxysporium CCT 3244,
Alternaria alternata CCT 1250 e Penicifium funiculosum CCT 049,

Os bioensaios foram realizados nas dependéncias do laboratdrio da Profa. Dra. Anita J.
Marsaiolli do Instituto de Quimica, sob supervisdo da Dra. Marisa Alves Nogueira.

3.3.2 Bioensaiode letalidade com Artemia salina .

Ovos de Arfernia salina foram colocados para eclosdo em solugdo de sal marinho
{(38g/L), num recipiente coberto parcialmente, para que 0s ovos fiquem na parte escura e ao
eclodirem, as larvas se desioguem para a parte iluminada.

As amostras s&o testadas inicialmente em 3 concentragdes: 1000, 100 e 10 ppm (ug/mi)
{ Fluxograma 7). A cada frasco contendo as amostras adiciona-se: DMSO (o suficiente para
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solubilizar a amostra), 3 mL de solugiio aquosa de sal marinho (38 g/L) e 10 larvas de Artemia
com 48 h de vida. O volume final deve ser completado a 5mL com solugdo aquosa de sal
marinho.

Esse teste é realizado em triplicata e com um controle {branco). As larvas sobreviventes
sdo entdo contadas ap6s 24h de ensaio. Os dados s3o analisados por um programa de
computador que indica o valor de LCsy com 95% de intervalo de confianca.™® Outras dituicbes
sao testadas apds esse primeiro resultado.

20 mg de extrato ou w 1000 pom » 0,5 mlL
composto puro + 2ml de PP » O05mi

solvente e 05mi
————— 0,5mL
{ 0,2 mL + 0,8 mL de ] 100 ppm > 05ml
soivente
» 0,5mL
} iy 3,5 ML
0,2mL+08miLde |10ppm 0.5 mL
{ solvente ) > 0>

e » 05mL

Fluxograma 7: Procedimente para diluicio de amostra para o teste letalidade para Arfemia salina.

% MCLLAUGHLIN J. L., CHANG C.J., SMITH D.L, * “Bench-top” bioassays for de discovery of bioactive
natural products: un update’ - Studies in Natural Prod. Chem., v.8, D.383-400. 1991,
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3.3.3 Testes de atividade citotéxica.
Laboratdrio de Ensaios Bioldgicos — CPQBA - Unicamp.

Foram realizados testes de bicatividade dos extratos etandlicos e fragfes alcaloidicas,
para teste de inibic8o de proliferacio de céiulas "in vitre’, no CPQBA — UNICAMP. Este trabalho
em colaboraciio com Prof. Dr. Jo@o Emestc de Carvatho, teve & avaliagBo da atividade
citotdxica de cada extrato ou composto pure realizada nas 05 linhagens celulares, derivadas de
04 tipos de tumores humanos, codificados como K562 (leucemia), MCF-7 (mama), NCI-ADR
(mama resistente a doxorrubicina), NCI-460 (pulmé&o) e UACC-62 (melanoma). Dessa forma as
substincias, nas concentracBes de 0,025; 0,25; 2,5; 25 e 250 ug/ml, foram adicionados em
placas de 96 divisSes, contendo uma linhagem por placa. Ap6s um pericdo de incubaggo de 48
horas, as células foram fixadas através da adiciio de acido tricloroacético (50%). Apds 60
minutos, 0 acido tricloroacético foi removido por aspiracdo e a seguir as placas foram lavadas
com agua corrente para, apés secagem, serem coradas com a sulforodamina B 0,4% em &cido
acético 1% (SRB). O excesso de SRB foi removido das placas apds 30 minutos, através de
lavagem com solugdo de acido acético a 1%. Finalmente, o corante foi solubilizado por adicao
de tamp#o tris base. A leitura optica foi realizada por leitor de ELISA em 540 nm.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas espécies de Rawvolfia em estudo foram coletadas em diferentes regides do Pais
pela botnica Ingrid Koch, outras foram coletadas nos Estados de Mato Grosso e Mate Grosso
do Sul, numa viagem financiada pela FAEP. Suas exsicatas estfo depositadas no Herbario do

Instituto de Biologia (UEC) - Unicamp, conforme descrito na Parte Experimental deste trabalho.

4.1 Coleta:

Como um dos objetives do nosso trabalho é o de fazer o estudo comparative de
diferentes espécies de Rauvoifia acorrentes no Brasil, realizamos uma viagem, no peripdo de 6 a
16 de janeiro de 1998, acs Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, onde havia indicacdo
da ocorréndia de cinco espécies diferentes de Rauvolfia, com objetive de coletarmos material
veqetal para estudo fitoquimico.

Esta viagem foi realizada com apoio financeire da FAEP-UNICAMP e teve participagdo de:

o Profa. Dra. Raquel Marques Braga

@

Ingrid Koch (botanica responsével pela identificacic das espécies)
Lucilia Kato

]

]

Renato Belinelo (motorista e ajudante de campo)

Conforme as indicacOes obtidas através de etiquetas de exsicatas, iniciamos o trabatho
de busca e coleta das espécies de Rauvolfia na regido de Coxim (MS), préximo ac trevo de
Sitviolandia, onde foram encontrados apenas dois individuos de R. sessilifolia em uma formacao
de cerrado aberto, bastante perturbado. A busca continuou na estrada que vai de Coxim (MS) a
Rondendpolis (MT), mas nada foi encontrado até este municipio, uma vez que pouco resta da
vegetacdo nativa nesta regido. Atualmente, ela se encontra totaimente ocupada por plantagdes
de soja.

Pouco depois do municipio de Rondondpolis outros individuos de R. sessilifolia foram
encontrados, devide 3 ocorréncia da vegetagio nativa de cerrado na beira da estrada. De um
destes individuos (exsicata 724), foi extraida uma parte da raiz para estudo quimico, por esta
estrutura ser geraimente rica em alcaldides. Além da raiz (rizoma), foi coletada uma grande
quantidade de material para estudo quimico e taxondmico desta espécie,
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Figura 10: Mapa mostrando rota (em destague) da viagem de coleta de Campinas (SP) a Rondondpalis
(MS).

Novas coletas foram feitas posteriormente apenas na regido da Chapada dos Guimardes.
Préximo a cidade, foram encontrados varios individuos de R. weddelfiana, em local de vegetacdo
de cerrado aberto. Esta espécie se mostrou bastante semeihante 3 R. sessilifolia, exceto pelo
seu tamanho, j& que R. weddelliana é de menor porte. Iniciou-se entdo um trabalho intenso de
pbservacao e coleta nas populagdes desta espécie, a fim de auxiliar o estudo taxondmico. Vérios
individuos foram coletados em localidades diversas, mas para estudo fitoquimice foi coletado
material apenas na regido proxima ac colégio dos Buritis, Chapada dos Guimar3es.

Além das formag8es de cerrado aberto, préximas a cidade de Chapada dos Guimar3es,
foram vasculhadas as vegetagbes de cerrado sensu stricto, matas ciliares e uma formagaoc de
campo de altitude em diferentes localidades do Parque. Nenhuma outra espécie de Rauvoifia foi
encontrada na regido do Parque Nacional da Chapada dos Guimardes, apesar de ainda termos
contado com o auxilio de um funcionaric do IBAMA, profundo conhecedor das plantas daquela
regido.

A partir de entBo, iniciou-se a busca de R. fgusirina na regido entre Sto. Antdnio de
Leverger e Mimoso (Pantanal). Esta area se apresentou bastante perturbada, principalmente nas
margens do Rio Cuiabg, local de nosso maior interesse. Foram realizadas coletas em matas
clliares e em formacBes sujeitas a encharcamento, ao longo da estrada de Sto. Antbnio até
préximo aoc Rio Mutum e por barco nas margens dos rics Mutum e Cuiabéd. Nao fol encontrada
nenhuma espécie de Rauvolfia nesta regido,
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Figura 11: Mapa mostrando rota (cont.} da viagem de coleta de Rondondpolis (MS) a Chapada dos
Guimaraes {MT) e Bardo do Melgaco (MT- Pantanal).

Desta forma, das cinco espécies com indicacdo de ocorréncia, foram encontradas apenas
duas. Isto pode ter acontecido por vérias razbes, entre elas: a falta de informagdo precisa da
localizag3o dos individuos; o alto indice de perturbagdo em algumas areas, que podem sugerir o
rareamento ou extingio de algumas espécies e o padrdo disperso e pontual de distribuigao de
algumas espécies deste género, o que dificulta o trabalho de busca em regides muito amplas.

As espécies R. sessilifolia, coletada em MS e R weddelliana em MT, apés um estudo
botdnico (taxondmico) mais detalhado, parecem pertencer a uma Unica espécie a R
weddefiana. Por terem side inicialmente confundidas, resolvemos realizar seu estudo fitoquimico
separadamente (por CG-EM e ou CLAE), como se fossem duas espécies diferentes, na
expectativa de que esse estudo possa auxiliar ou corroborar esta classificacdo.

Durante a viagem, apds a coleta, as plantas eram identificadas por um nimero,
colocadas individualmente entre pranchas de jomal e madeira e postas para secar em uma
estufa, que era montada toda noite. Essa estufa é constituida, basicamente, de madeiras
formande uma caixa, com espaco para as pranchas com as plantas e um fogareiro a gas. Esse
cuidado foi tomado para evitar a perda do materfal por decomposigdo ou ataque de fungos.

Nossa pariicipacdo na coleta foi bastante importante pois possibilitou que
acompanhéssemos a dificuldade no reconhecimento das plantas, onde a correta identificagdo

das espécies exige um especialista no género e a escolha na época da coleta deve ser feita



preferenciaimente na florac3c das espécies desejadas, visto que as flores sdo um imporiante
dado para correta identificacdo. No caso especifico da Rauvoffia, os frutos também sdo
importantes pois muitos s3o alongados e geminadeos dois 2 dois, 0 que ajuda na sua
identificacao.

T

Figura 12; Fruios (geminados) de R. sessififolia

Essa viagem permitiu ainda a familiarizac8o com diversas espécies de plantas & com os
aspectos gue devem ser observados para uma identificacdo preliminar, por exemplo: tipo de
sementes (exposta, fruto ou vagem), flores (tipo, nimero de pétalas) e habitat {tipo de terrenc,
campo aberto, efc).

Além disso, foram coletados 126 novos numeros de plantas diversas, que foram doadas
ao herbario do IB/UNICAMP (UEC). Estas amostras estdo listadas no Apéndice 1I divididas por
regido de ocorréncia e apresentadas por Familia.

As espécies de Rauvofia coletados nos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
foram inidalmente classificadas como R. weddelliana e R.sessilifolia (Figura 13 e Figura 14},
como descritas na Tabela 19; no entanto, posteriormente a coleta, em uma analise mais
detalhada, a botanica responsavel acredita que estas duas sdo pertencentes 3 mesma espécie,
ou seia, individuos de R. weddefliana.

Com a existéncia dessa divida e como estes individuos foram coletados em locais
diferentes e em diferentes estagios de desenvolvimento, optamos pelo estudo fitoquimico em
separado, visando uma possivel contribuicdo quimica a resolucdo dessa divida.
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Figura 13: Rauvoifia weddeliiana coletada no Estado de Mato Grosso (1998)

Figura 14: Rauvolfia sessififofia coletada no Estado de Mato Grosso do Sul (1998)



studo Fitoquimico:

O material vegetal fol seco em estufa & 40°C, moido e submetido 3 extracdo etandlica,
cujos extratos obtidos estdo descritos na Tabela 19 .

Tabela 19: Exiratos etandlicos obtidos de Rawvolfia,
g

cidigo material

LKRBI2 folhas

LKRB1Y gaihos 395 R, hahiensis (640)

LERB23 cascas de caule 265 R. bahiensis (640} 11,8
LEKRMOS folhas 165 R. matifeldians (711) 36,4
L : gaihos 300 R. matifeidiana (711} 16,3
LXRGI33 folhas 79 & grandifiora 32,0
LERGC34 gathos 80 R, grandifiora 20,0
LKRWOS folhas 186 R, weddelliana (729} 46,0
LKRWO6 folhas 254 R, sessilifolia (724) 98,9
LKRWOS folhas 200 R. weddelliana (729) 81,4
LKRWi4 raizes (cascas) 131 R. sessilifolia (724} 22,0
LKRWZD raizes (cascas) 17 R. sessilifolia {(724) 1.9
LERW3L raizes {cascas) 45 R. weddelliana (729} 5.8

Devido ao cardter basico dos alcalbides e seus diferentes pKas, o tratamento acido-base
{Fluxograma Parte experimental) dos extratos etandlicos de Rauvoffia, direciona o nosso
trabatho para o isolamento destes compostos. Apds esse fracionamento, analisamos esses
extratos organicos por CCD na procura de um sistema que promova a melhor separagdo
possivel, usando cromatografia em coluna e/ou sucessivas separacies por CCE.
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4.2.1 Rauvolfia bahiensis.

Realizamos o estude fitoquimico de folhas e cascas de caule de Rauvolfia bahiensis.

Descrevemnos o isolamento e identificacdo de 13 aicaldides (Tabela 20) das folhas e
cascas de R. bahiensis com estudos detathados de RMN 'H ,P°C, 1D e 2D para sua determinag8o
estrutural. As estruturas est3o descritas na Tabela 20 e Figura 15.

Tabela 20: Aicaldides isolados de R. bahiensis.

alcaléide materiai de origem guantidade {mg}
picrinina (1) 20
raucafrinolina (2} extrato didoro basico fothas 9
normacusing B (3) {LKRB13) 18
vinorina (4) extrato didoro acide folhas 31
(LKRB12)

seredamina (5) 65
sal de seredamina (6) extrato dicloro basico cascas 15
noreseredamina (7} (LKRB23.3) 14
10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) 10
12-demetoxi-purpelina (9) 8
purpelina (10) 18
norpurpelina (11) extrato dicloro adido cascas 100
12-metoxi-N-metil vellosimina (12) (LXRB23.1) 40
12-metoxi-afinisina {13) 9

12-metoxi-velosiming {(14) 10
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Ry=CHz=seredamina (5) 10-meatoxi-sarpagan-17-of {8)
Ry=H=norseredamina {7)

Ry=H=norpurpelina (131)
R=CHa=purpelina (10)

Figura 15: Estruturas dos alcaldides conhecidos isolados de R. bahiensis.

T A
CHz

12-demetoxi-purpelina (9) Ry=CH;=12-metoxi-N,-metil-velosimina (12)
R;=H=12-metoxi-velosimina (14)

12-metoxi-afinisina {13)

Figura 16: Estruturas dos akcaldides inéditos isolados de R, bahiensis,

Os alcaldides isolados de R. bafiensis sdo alcaldides inddlicos com o esqueleto tipo

ajmalan (ou sarpagan), bastante similares aos alcaldides ja encontrados em outras espécies de
Rauvolfia.
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Os aicaldides 12-demetoxi-purpelina {8), 12-metoxi-N-metil-velosimina (12), 12-metoxi-
afinisina (13) e 12-metoxi-velosimina (14), também possuem esse tipo de esqueleto, mas ainda
ndo estdio descritos em literatura, pois possuem substituintes em posiclies diferentes as dos

isolados anteriormente.

tipo sarpagan ! fipc ajimalan

#ipo yohimbano

Figura 17: Esqueleto dos alcaldides inddlicos encontrados em Rauvolfia.

Os alcalbides com esqueleto tipo sarpagan, ajmalan e yohimbano se enquadram nos
alcaldides tipo corinante, na rota biossintética dos alcaldides inddlicos monoterpénicos
A formacdo dos alcaldides tipo sarpaginafajmalina & discutida por Lounasmma e

Hanhinen,” onde a proposta de Tamelen, até entdo aceita, é questionada.

% OUNASMAA, M.; HANHINEN, P.; Biogenetic Formation of Sarpagine/Ajmaline Type Indole Alkalcids
Plania Med, v.64, p.572-574. 1998



78 e R ‘\ﬁ Co oA Disruss “

Figura 18: Proposta, de Tamelen, biossintética para formacgdo de alcaldides tipo sarpagina e ajmalina

Nesta proposta, o intermediario iminium € atacado pelo anion C-16 (reag3o de Mannich)
levando ao esqueleto sarpagan e posteriormente ao esqueleto aimalan (Figura 18).

Contudo apés vérias tentativas sintéticas de obtenglio espontinea da ligagio C-5/C-16 %,
inspiradas na rota biogenética de Van Tamelen , Lounasmaa propde, que a formagdo da ligacio

C-5/C16 ocorra antes do fechamento do anel D, conforme Figura 19.

% | OUNASMAA, M.; HANHINEN, P.; Studies on the biomimetic preparation of sarpagan ring system.
Attempts to apply the spontaneous Biogenetic-type Cyclization of van Tamelen to bond formation
between C-5 and C16 in Corynatheine series. Tefrahedron, v.52, p.15225-15242. 1996
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Hpo sarpagina Hipo aimalina \}

Figura 19: Proposta de Lounasmaa para formaggio da ligagio C-5 e C-16.%

A observacio do comprimento de ligagBo entre C5 e C16 nos dois intermediarios
iminium, mostra que, no intermedidrio proposto por Lounasmaa, a distancia de 1,5 A € mais
favoravel a formacgo, do que no intermedidrio iminium proposto por Van Tamelen (2,7 A).

O isolamento da sandwicolina (Figura 20), de R. serpentina por Siddiqui®, corrobora esta
proposta de formagdo da ponte C5-C16 antes do fechamento do anel D,

sandwicoiina

Figura 20: Sandwicolina isolada de R, serpentina®?

51 GIDDIQUI, S., AHMAD, S. S., HAIDER, S, 1., SIDDIQUI, B. S. Isolation and structure of a new alkaioid
from the roots of Rauwoifia serpentina benth Heferocycles, v. 23, n.3, p.617-622. 1985

62 | OUNASMAA, M.; HANHINEN, P.; Biogenetic Formation of Sarpagine/Ajmaline Type Indole Alkaloids
Planta Med, v.64, p.572-574. 1998



4.2.2 Rouvolfia weddeilians e B. sessilifolia

Durante 2 viagem de coleta realizada em 1998, os individuos de Rauwvoifia, coletados na
regiao de Buritls, foram inicialmente identificados como R weddelliana {exsicata 729) e os
individuos coletados em Rondondpolis, identificados como R. sessiifolia (exsicata 724).

Uma revisdo faxondmica mais detalhada, indica serem individuos da mesma espécie, R.
weddelliana, contudo este estudo taxondmico ainda ndo esté concluldo®™.

Na tentativa do estudo fitoquimico auxiliar no trabalho bot8nico, realizamos este estudo
fitoquimico nas duas plantas, como se fossem diferentes espécies, e para melhor identificacio
diferenciaggo, ac lado de cada exirato, esta descrito o niimero da exsicata, 724 ou 729.

Exttrato cloroférmico basico da raiz de R sessififolia (724) (LKRW15.3)

O watamento por cromatografia rapida em coluna, do extrato dicloromet@nico basico
(LKRW15.3) de R. sessilifolia, com posterior tratamento por CCE das fracDes permitiv o
isolamento dos alcaldides descritos na Tabela 21 e na Figura 21:

Tabela 21: Alcaldides obtidos por tratamento do extrato cloroférmico bisico das cascas de raizes

de R. sessilifofia.
fracBes massa IdentificacBo
(mg)
LKRW 19.2 (sal de seredamina) (8) i3 CGecoCCD
LKRW19.4 (18-hidroxi-yoimbina) {15} 65 RMN
LEKRW24-3 (3a-epi-yohimbina) (16) 10 RMN

Nas raizes de R sessififolia foram isolados, além do sal de seredamina (8), alcaldides
com esgueleto yoimbano que ndo foram encontrades em R. bahiensis.

% KOCH, 1., © género Rauvoifia L.; (Apocynaceae) nas neotropicais; Tese {em andamenio - Doutorado
em Botanica), Dep. de Boténica do Instituto de Biologia, Unicamp;- sob orientacio de Profa. Dra. Luiza S.
Kinoshita e Prof. Dr. Yolker Bittrich
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Extrato cloroférmico acido das cascas de raizes de R. sessilifolia (724)

O tratamento por cromatografia répida em coluna de 390 mg de extrato diclorometanico
acido (LKRW15.1), levou-nos & obtencdo de 38 mg do alcaldide reserpina (17}, importante
medicamento, usadc comerdalmente para o tratamento de hipertensao e arrittnia, um
rendimento de 0,13% em relacdo 3 massa vegetal seca. Amer e Court™ isola das cascas de
raizes de R, nitida, 685 mg de reserpina, o que representa 0,034% de rendimento em relagdo 2
massa vegetal seca.

R;=OH=18-hidroxi-yohimbina (15)
R;=H; Hy=a =3-epi-a-yohimbina (16)

Figura 21: Alcaldides isolados da raiz de R sessilifolia (724)

5 AMER, M. A.; COURT, W. E.; Alkaloids of Rauwolfia nitida root bark. Phyfochemistry, , v.20, n.11,
p.2569-2573, 1981
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Extrato cloroférmico dcido das cascas de raizes de R. weddeliana (729 - LKRW 31.1)

Visto a possibilidade dos individuos de Rauvolfia, coletada em Buritis, ser pertencente &
outra espécie, iniciamos a marcha fitoquimica desses individuos separadamente. O mesmo
tratamento acido-base foi realizado, conforme ja descrito para as outras espédies de Rauvolfia,

Iniciamos a triagem fitoquimica para o extrato cloroférmico Acido das raizes de R. 729,
onde por CCD, observamos a auséncia de reserpina (17) e a presenca de um outro alcaidide
diferente dos observados nos exiratos de LKRW15 (individuo 724).

O tratamento por cromatografia répida em coluna de 520mg desse extrato com posterior
tratamento por CCE possibilitou o isolamento do alcaléide reserpilina 18 :

Tabela 22: Aicaidides isolados do extrato cloroférmico acido das rafzes de R, weddelliana (LKRW31-1)

reserpilina {18)

O alcaldide reserpilina 18, ja isolado de outras espécies de Rauvolfia, possui esqueleto
yohimbano, diferente dos isolados de Rauvoffia 724, pela presenca do heterodtomo no anel E.
Interessante notar que nado foi observada a presenca de reserpina 17 neste extrato.

reserpiiinag (18)

Figura 22: Alcaldide isolado de R. weddelliana (exsicata 729)
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Rauvolfia sessilifolia (exsicata 724) e R, weddelliana (exsicata 729}

As fracbes alcaloidicas, provenientes dos outros extratos de folhas e raizes de R.
sessififoliz e R. weddelliana (724 e 729, descritos nas Tabela 19 ¢ Tabela 35) foram analisadas
por CG/EM e CLAE/UV, que serdo posteriomente discutidas.

4.2.3 Rauvolfia grandiflora e Rauvolfia mattfeldiana.

Realizamos ¢ tratamento acido-base para os extratos etandlico das folhas e galhos de R.
grandifora, coletados em Santa Tereza no Espirito Santo e R. mattfeldiana coletada na Bahia.

O estudo fitoguimico destas duas espécies se restringiv ac estudo das fraches
alcaloidicas por CG/EM e CLAE que serd discutido posteriormente.

4.2.4 Rauvolfia vomitoria
Realizamos o tratamento acido-base para os exiratos etandlico das folhas e galhos de R.

vomitoria, coletados no Campus.
O seu estudo fitoquimico fez parte do trabaltho de Iniciagdo Cientifica do aluno Amarildo
Grando (PIBIC-CNPq).
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4.3 Analise espectroscpica dos aicaléides isolados:

4.3.1 Alcaidides indolicos tipo sarpagan:

3= Ry:R3:H; Ry CH,OH;
8= Ri:H; Ry:CH,OH;R4:0CH;:

tipo sarpagan

normacusina B (3); 10-metoxi-sarpagan-17-ol (8)

O espectro de massas dos aicaidides com esqueleto tipo sarpagan mostra pico do ion
molecular pronunciado e pico em m/z (M-1), que é caracteristico de esqueleto tetrahidro-3-
carbolina e é atribuido & perda do hidrogénio ligado ao C-3 com formagiio de fragmento cuja
carga € estabilizada por conjugagdio com o sistema inddlico e par de elétrons do N5

Mi- (M-1)

Figura 23: Proposta de formagao do ion molecular e mfz M-1 para alcaléides com esqueleto tetrahidro-B-carbofina.

Outro pico caracteristico de esqueletos tipo sarpagina é a perda de C-16, com seus
substituintes, mais um hidrogénio. Este pico torna-se mais pronunciado quando C-16 é mais
substituido.®

% DIERASSI, C., BUDZIKIEWICZ, H.: WILLIAMS, D. H., Strudture eludidation of natural products by mass
speciromelry, vol 1. alkaloids, Sdo Frandisco, Holden-Day, Inc, 1964. p.77-88.
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m/z 249

Figura 24: Proposta de fragmentacio de compostos tipo sarpagan com formacao de myz 249

A produgao de m/fz 169, 168 , 170 e 184 pode ser visualizada pela homdlise da ligagdo
C3-Ci4 (Figura 25).

| [ ] |
N /!:rl- 71 .....E._,, N l /Nt,\
I 3 ,
H ® H

14
lb
‘:—/E | *\j
| : —He ' hat
N /I\‘I:' _,_..!i..._,.. N /h& H
i 3 o3
H H

m/z 170 m/z 169

CH,

20
m/z 184

Figura 25: Proposta de fragmentagdo para alcaldides com esqueleto tipo sarpagan com formacdo de m/z
169; 170 e 184
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O 1C-metoxi-sarpagan-17-ol {8), apresenta a mesma fragmentacic proposta para a
normacusina B, acrescida de 30 daltons, correspondente ao substituinte metoxila no anel
aromatico.

Analisamos detalhadamente os espectros de RMN *H e *C com a devide afribuicSo dos
sinais, que estdo descritas na Tabela 42 e Tabela 43, no Apéndice 1, pags. 130 e 131).

Uma caracteristica importante do esqueleto tipo sarpagan ¢ a presenca de 4 sinais de °C
sp” na regific 134 a 1045 que sdo atribuidos aos carbonos guaterndrios do nideo indélico.

12-metoxi-afinisina (13) (alcaléide inédito)

O espectro de massas (alta resolugdo) mostra ion molecular (m/z)=338,19972,
concordante com a formula molecular CyHyN;O, (massa calculada: 338,19958). O ion
molecular excede 14 daltons o ion molecular da 10-metoxi-sarpagan-17-of (m/z 324) sugerindo
a substivicBo de um hidrogénio por uma metila e excede 44 daltons o ion molecular da
normacusina (m/z 294) sugerindo a substituicdo de um hidrogénio por uma metila e de outro
por uma metoxila. Qutro pico importante (m/z 307) sugere a perda de CH,0H.

O espectro de RMN 'H mostra o singleto em 3,915 (3H) correladionado ao *C em 32,43 &
0 que revela a presenga de N-metila.

O desdobramento dos protons arométicos em 6,61 (1M, d, 8Hz), 6,96 (1H, t, 8 Hz)
7,05 (1H, d, 8Hz) sugere que o anel seja monossubstituido na posicio 9 ou 12. O sinal em 3,93
(3H) e *C em 55,408, confirma a presenca da metoxila.

A atribuicdo da substituicdo na posicio 12 do anel aromético do nlcleo inddlico foi feita
considerando-se o efeito do substituinte nos deslocamentos quimicos de *C do anel.

Assim, tornando-se a afinisina como padrdo, calculamos os deslocamentos quimicas de
13C para substituicdo nas posicdes 9 e 12 utilizando os incrementos descritos por Silverstein e
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colaboradores® para o efeito do substituinte no deslocamento do sinal de C para o anel
benzénico (Tabela 23 e Tabela 24):

Tabela 23: Incrementos no sinat de °C para os carbonos do anel benzénico:
substituinte Ci 2 3 C4
OCH,  +31,4 -144 +10 -7.7

Tabela 24: Valores estimados para 0s carbonoes aromatioos do niicles inddlico, usande a afinisina como

padrao:

€ afinising” previsic previstc observadoc
S-metoxi 12-metoxi aicaldide 13

2 1179 149,3 110,2 1111
ic¢ 1187 104,3 119,7 119,2
11 1208 121,8 1064 102,5
12 1085 100,8 139,9 142,5

Visto essa andlise além da comparacdo dos seu dados com os alcaldides normacusina B
(3), e 10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) sugere-se que o composto (13) seja o derivado 12-metoxi
substituido do conhecido alcaldide afinisina 5

86 SIL VERSTEIN, R. M., BASSLER, G.C.; TERENCE, C.M. Spectrometric Identification of Organic
Compounds, 5™ Ed.,New York, John Wiley & Sons, 1991, p240.

5 CLIVIO, P et al., Alkaloids from leaves and root bark of Ervatania hirta, Phytochemistry, v. 30, p. 3785-
3792, 1991,

5 BRAGA , R.M.; REIS, F.AM.; Quaternary alkalolids from Peschiera fuchsiaefolia. Phytochemistry,
v.26,n.3 p.833-836, 1987.
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Tabela 25: Deslocamentos de RMN 'H (8) para 12-metoxi-afinisina (13).

posicio M5 multiplicidade ; 3 (Hz)
3 4,19 d; 8
5 2.80
o 2,59 d; 15
6p 204 dd; 15, 5
g 7,05 & 8
10 6,96 8
i3 5,61 d; 8
i4 1,67 dt; 12,3
2,07 td, 12,2
is 2,80
is 1,80 dd; 7,2
i7 3,50 dd; 11, 9
3,57 dd,: 11,6
i8 1,6¢ . 7
19 5,41 q,7
21 3,63
N-CHs 3,91 5
O-CH, 3,93 £

Tabela 26: Deslocamentos de RMN °C (8) para 12-metoxi-afinisina (13).

posicio )
2 135,8
3 49,4
5 54,2
6 27,0
7 103,8
8 i26,6
9 ii11
10 119,2
11 102,5
12 1475
13 1294
14 32,9
15 27,5
16 44,3
17 65,0
i8 12,8
19 1i16,7
20 139,7
21 56,2

NI'% 32,4

O-CH. 55,4
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12-metoxi-N-metil-velosimina {12) {(alcaibide inédito}

O espectro de massas (alta resolucdo) mositra fon molecular (m/Z) =336,18378,
concordante com a férmula moiecular Cx3H24N,0; (massa calcuiada; 336,18392). O espectro de
IV mostra a presenca de fungdo carbonita (1721 ecm™).

No espectro de RMN ‘H (E 69 — Apéndice 3) observamos um singleto em 3,908 que
corresponde a 6 hidrogénios (6H) gue atribuimos & metoxila (substituinte no anel aromatico) e &
metila do N-indol, pois no experimento de HETCOR este sinal de 'H estd correlacionado aos
carbonos metilicos em 32,45 e 55,35 ppm, confirmando a presenga de N-metila e metoxilta no
anel aromatico.

Pelo desdobramento dos sinais na regido de H aromaticos (6,618(dd, 7,3 e 0,7 Hz),
6,965 (t, 7,7Hz) e 7,025 (dd, 7,7 e 0,7Hz)) deduzimos que a substituicdo seria ou na posi¢do 9
ou na 12, {devido 3 muitiplicidade dos sinais e pelos valores das constantes de acoplamento).
Pela correlacio com 0s seus respectivos deslocamentos de *C (HETCOR) e a comparagdo com
dados anteriormente descritos para 12-metoxi afinisina (13), atribuimos a posicdo da metoxila
em 12.

A presenga de um singleto em 9,613 {1H) correladonado a um C em 202,65 evidenciou a
presenca de um aldeido.

Os sinais em 5,358 (q, 7Hz, 1H) e em 1,618 (dt, 7 e 2 Hz, 3H) revelam a presenca de um
etilideno com um C em 117,0 (CH) e outro em 12,6 & (CHs).

A auséncia de deslocamentos de °C  na regifio préxima & 605, a presenga de
deslocamentos de carbono sp® na regidio entre 103 e 1473, tipicos de carbonos inddlicos e
andlise de HETCOR e COSY nos sugerem um alcaldide inddlico com esqueleto sarpagan. O
deslocamento em 27,23 atribuido ao C6 e 32,95 ao C14, demonstram que o grupo aldeidico
(CHO) em C16 deve estar préximo ao ndcleo aromatico. A atribuicBo completa estd descrita na
Tabela 27 e Tabela 28.
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Tabela 27: Deslocamentos de RMN *H (5) para 12-metoxi-N-metil-velosimina (12).

_posicho . M(®  multiplicidade ;] (Hz)
3 4,23 dd; 2, 10
g 3,63 sl
6o 2,56 dd; 2, 16
68 3,11 dd; 6, 16
9 7,04 47
10 6,96 dd; 7,1
it 6,61 7
i4c 2,11 ddd, 12, 4, 2
148 1,75 i, 12, 2
i5 3,18 m
i6 2,46 d; 12,6
17 9,61 g; 1
18 1,61 dt; 7,2
19 5,35 q.7
21 3,63 sl
Ne-CHs 3,90 5
O-CH; 3,90 $

Tabela 28: Deslocamentos de RMN *C (8) para 12-metoxi-N-metil-velosimina (12).

2 134,5
3 49,3
5 50’4
6 27,2
7 103,3
8 126,7
9 111,1
10 1194
11 102,6
12 147,6
13 129,2
14 32,3
15 26,5
16 54,6
17 202,6
18 12,6
19 117,0
20 139,3
21 56,0
N,-CH; 32,5

O-CH, 55,4
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12-metoxi-velosimina (14) (alcaldide inédito)

0 espectro de massas (alta resolucdo) mostra fon molecular (m/z)=322,16772, concorda
com a férmula molecular CyoHaN.0; (massa caiculada: 322,16826), 14 daltons 2 menos que 0
alcaldide 12 , sugerindo a substituicdo de CH; por H.

O espectro de RMN *H e C sugerem um alcaldide indélico tipo sarpagan similar ao
alcaldide 12, exceto pela integracio do singlete em 3,965 (3H) correspondente apenas &
metoxila do anel aromatico, ou seja ha ausénda do sinal correspondente &8 N-metila e presenca
de singleto em 8,203 correspondente ao préton N-inddlico .

Tabela 29: Dados de 'H (8) do alcaldide 12-metoxi-velosimina {14)

posicio H (5) multiplicidade; 1 (Hz)

1 8,20 s

3 4,28 d. 9

5 3,65 t;

6a 2,58 dd; 16, 1

6B 3,18 dd; 16,5

9 7,07 d8

10 7,02 t8

11 6,64 d; 8

14 1,83 a1
2,10 td; 12, 2

15 3,20

2
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Tabela 30: Dados de *C () do alcaldide 12-metoxi-velosimina {14)

posicio HC (8)
2 1335
3 50,2
5 50,4
6 27,1
7 104,6
8 126,6
g 11,1
10 120,0
11 102,0
12 146,0
13 133,5
14 32,8
15 26,8
16 54,8
17 202,3
18 12,6
19 117,3
20 136,8

21 55,3
O-CH. 55,4
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4.3.2 Alcaldides inddlicos tipo ajmalan:

5= Ry:CHs; Ry:OH;
7= Ri:H: Ry:OH;
10= RH; RCO;
1i= R;:CHs: R CG;

1
. . 18
tipo ajmalan ?!

norseredamina (7), seredamina {5), norpurpelina (10) e purpelina (11):

Observamos no EM destes aicaldides gue ¢ ion molecular € bastante pronundiado e
apresenta pouca fragmentagdo. O pico em m/z (M-1) ndo é t8o evidente como nos alcaidides
tipo sarpagan. Um pico comum entre esses alcaldides (sarpagan e ajmalan) é em mfz 169
(acrescido de 30 daltons (m/z 199) quando ha presenca de metoxila no anel aromatico ou
acrescido de 44 daltons quando ha substituicio do H por N,-CH; e metoxila (m/z 213)) cuja
proposta de fragmentacio é a mesma descrita na Figura 25.

Os dados de RMN **C se diferenciam pela presenga de sinal de Cs em torno de 60
atribuido ao C7 e presenca de Csp® em torno de 70 atribuido ao C2.

A total atribuicio dos dados de RMN de 'H e °C para estes alcalGides j& conhecidos na
literatura, estio nas Tabela 46, Tabela 47, Tabela 49 e Tabela 50 do Apéndice 1.(pags :134,
135, 137 e 138).

BRICEEF
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12-demetoxi-purpelina (9) (Alcaloide inédito)

O espectro de massas (alta resolugdo) mostra fon molecular (m/z)=306,17323
concordante com a formula molecular CooH,N:0 (massa calculada: 306,17336) e 30 daltons 2
menos que o ion molecular encontrado para purpelina 10.

O espectro de RMN *H, mostra os singletos em 2,825 (3H) correladionado ao °C em 34,4
5, revelando a presenca de N-metila.

Os desiocamentos em 5,345 (1H, q, 7Hz) e em 1,665 (3H, d, 7Hz) revelam a presenca de
um etilideno com C em 116,7 (CH) e 13,0 5 (CHs).

Pelo espectro de RMN °C observamos a presenca de carbonila em 213,2 ppm. A
presenca de carbonos sp® em 58,35 (C7) e 78,85 (C2) sugerem que o alcaldide tenha esqueleto
ajmalan com a carbonila em C17. A comparacdo com a purpelina 10 e norpurpelina 11 sugere
que o alcalbide 9 seja um derivado da purpelina 10, sem a substituicio no anel aromatico. A
atribuicao completa esta descrita na Tabela 31 e Tabela 32 ( pag 87).
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Tahela 31: Dados de *H (5) do alcaldide 12-demetoxi-purpelina (9)

posicio *H {5 multiplicidade ; J (Hz)
2 3,77 d: 10
5 3,31 t;6
Ba 1,73 dd; 12,5
68 2,50 d; 12
g 7,24 di: 7
9 6,86 o7
30 7,18 i 8
11 §,68 di: 8
ido 1,95 i 14
14 1,45 dd; 14, &
i5 3,23 £, 6
ié 2,66 m; -
i8 1,66 d: 7
is 5,34 q; 7
21 3,55 st
N.-CH 2,82 s

Tabela 32: Dados de °C (5) do alcaldide 12-demetoxi-purpelina (8)

posicio B )
78,8

- - b
NERRGELRER B vaNanuN

[#%]

Ko

v-%

N,-CH, 34,4
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Picrinina 1:

Observamos que no E.M. da picrinina o pico correspondente ao pico do ion molecular
ndo é tho evidente quanto nos outros alcaldides, o pico base tem 16 daltons a menos. Quira
caracteristica € o pico em m/z (M — 59) correspondente a perda de OCOCH.

No espectro de L.V, observa-se uma banda fina em 1723 cm™ caracteristica de carboniia
e uma banda fina em 3390 cm™ que foi atribuida ao estiramento N-H.

No espectro de RMN *H observamos a presenca de um sistema em 8 7,15 (d, J=7 Hz),
7,09 (t, 3J=7 Hz), 6,80 (d, J=7 Hz), 6,75 (t, =7 Hz), correspondente acs quatro prétons
aromaticos do nicleo inddlico.

Os deslocamentos em 5,408 (1H, q, 7Hz) e em 1,503 (3H, d, 7Hz) revelam a presenca de
um etilideno com Csp? em 120,5 (CH) e Csp® em 12,4 5 (CHs).

0 sinal em 2,458 (dd, =3 Hz) correlacionado ao sinal de *C em 51,66 (CH) foi atribuido
ao C16, ligado ao C17 em 172,85 (COCH; ( CHz; em 51,3 8)).

Outro sinal interessante é o deslocamento em 4,835 correlacionado ao CH em 87,35
correspondente ao C5 figado ao oxigénio.

Atribuimos o sinal de *C 106,95 ao €2 e 51,06 ao C7, indicandoc a perda de
aromatididade do nicleo inddlico.

Os dados de RMN *H e **C s&o concordantes com a literatura®, 7°, (Tabela 41 — Apéndice
1, pag. 129).

it BATISTA, C. V. F.; SCHISPEMA 3.; VEEPORTE R.; RECHE S, B., HENRIQUES A. T. Indole alkaloids from Rauwolfia
%e!om?. Phytochemistry, v41, p.969-971. 1996
ABE F_; CHEN R-F.;, YAMAUCH! T.; MARUBAYASHI N.: UEDAL; Chem. Pharm. Bulf, vw37.,n4, p.887-89G . 1888




14 20 Rz
vinoring :Ry:H; Ryi=CHCH,;
raucafrinolina: R:1CHy;, Ry:CH0H;

Os E.M. da raucafrinclina (2) e da vinorina {4) apresentam o fon molecular em 100% de
abundincia relativa, além de mostrar o pico em m/z (M -59) correspondente & perda de
OCDCHs, presente nos dois alcaldides (C17).

No espectro de RMN de 'H e C, observamos a presenga de sinal de CH em tomo de
778, correlacionado a um H em 5,04 5, que foi atribuido ac C17 ligado ac OCOCH;. A presencga
de sinal em 170,35e de sinal de CH; em 20,93 correlacionado & 3H em 2,185 também
evidencia a presenga de OCOCHs. Outro sinal em 3¢ que diferencia esses alcaldides € a
presenca de C sp? em 183,7 3, que foi atribuido ao C2 e em 156,7 & foi atribuido ao C13 (ambos
ligados ao N,).

A total atribuicdo dos dados de RMN de 'H e °C estfio descritos na Tabela 44 e Tabela
45 (Apéndice 1, pag. 132 e 133).
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4.3.3 Alcaidides indélicos tipo yoimbano e heteroyoimbano:

Os alcaldides tipo vyohimbano e heteroyvoimbano sdo cdlassificados com base na
configuracdo relativa dos €3, C15 e £20 do anel D. Sendo divididos em 4 grupos: normal (a),
pseudo (D), allo (¢) e epialio (d). (Figura 26).

normal (a) pseudo (b alfg (<) epiatio (d)
Figura 28: ConfiguragBes do anel [, de alcaldides tipo yohimbano.

A configuragiio no anel D impiica na variac3o dos deslocamentos de RMN de ®C de C3 e
C6 principalmente, devido s inferagdes y gauche.

normal :  epiallo
(C/D trans) {(C/D e D/Edis)

Figura 27: Deslocamentos de C para as configuracBes normal e epiallo para os alcaldides tipo
yohimbina;

Baseados nos diferentes valores de sinais do C3, podemos diferenciar os possivels
epimeros (o, ). De fato, se o proton no C3 é a-axial {(normal) um valor de C3 préximo a 860
seria encontrado, enquanto que se o préton € B equatorial (ewiaflo) o valor diminue para §54.
Por oulro lado, a conformagdco dos andis (C/D e DJE cis ou trans) pode ser estabelecida de
acordo com os § C5, C15 e C21.
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De acordo com esses deslocamentos atribuimos a configuracio epiallo e C/D e D/E acs
aicaloides 18-hidroxi-yohimbina (15), 3-epi-a-yohimbina (16) e reserpina (17), conforme
comparacdo dos dados descritos na Tabela 33.7

Tabela 33: Desiccamentos de °C para as configuracbes normal e epiallo para os alcaldides tipo

yohimbina™:
C normailjallc epiallo 15 16 17
2 60+1 54+1 53,9 53,8 53,8
6 21,5405 16,5+0,5 166 166 16,8
5 53,2 50,8 50,8 50,9 51,2
is 37,9 32,5 324 32,5 32,3
21 60,4 454 493 495 49,1

A atribuicdo completa dos dados de RMN estd descrita na Tabela 53 e Tabela 52 no
Apéndice 1, pags. 140 e 141.

7! ALMEIDA, M. B.; GUSMAN C.C. Rescinnamine and reserpine — a comparative study of their °C NMR
%pectra. J. Pharm. Biom. Anal., v.6, n.2, p185-189. 1988.

WEHRLI, FW; NISHIDA, T, The use of Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy in
Matural Products Chemistry, in: Fortschritte der Chemie oranisher naturstoffe Progress in the chemisiry of
organica natural products , v36, Wien — Springer-Verlag, 1878.p134-138.
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4.4 Estudo por CG/EM

O objetivo dos estudos de CG/EM foi preparar uma biblioteca com os alcaldides ja
isolados e identificados de Rauvoffia bahiensis de tal forma que pudessem ser utilizados para
identificacdo dos alcaldides presentes nos extratos das outras espécies de Rauvolfia,

Desta forma, os alcaldides isolados e identificados de R. bahiensis foram anafisados por
CG/EM e tiveram seus espectros de massas adicionados a uma biblioteca no software do
aparelho, o que auxifiaria na elucidagdo dos cromatogramas e na identificacgc dos alcaldides
isolados dos extratos alcaloidicos das outras espécies de Rauvoifia. Esta é uma proposta de
identificac3o baseada no tempo de retencdo dos alcaldides e na fragmentagio de seus E.M..
Contudo, uma andlise gualitativa detalhada necessita também de um estudo do tempo de
retencdo pelo indice de Kovats e confirmacg8o por co-injec30. As propostas de identificacio de
alcaldides para os extratos nao submetidos a tratamento para isolamento de alcaidides foram
também baseadas no estudo por CCD dos mesmos.

Apds seguidas analises de CG, o melthor método usado foi: coluna DB-1 com 30 metros
de comprimento, com grade de temperatura, descrita na Tabela 34:

Tabela 34: Prografna de aquedmento usado para o CG

mmmt{%} vebcadadede taemp.ﬁnal("f.) tempo(nm}
150 ("C}nﬁa} 260
5

4 280 i5

Para confirmar a validade do método, injetamos os extratos de Rawvolfia bahiensis e
comparamas aos dados da biblioteca .

Isto nos mostrou que o método permite a identificacdio, dentro destes exiratos, dos
alcaldides isolados e de alguns outros que, por estarem em pequena quantidade n3o foram
isolados, mas se encontram nestes extratos.
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Rauvolfia bahiensis:

Extrato diciorometanico acido das folhas (RE12)

0 estudo fitoguimico do extrato dicloromet@nico 4cido de fothas de R. bahiensis permitiu
o isolamento de vinorina (4). A andlise do seu cromatograma indica a presenga, além da
vinorina {4), de picrinina (1) e de um alcaldide com esqueleto tipo sarpagan com M™ =350,

g

T 4 40219

T T T T g T g S T T ¥ T T T T T o T

5 19 15 20 % 30

Figura 28: Cromatograma (CIT) de RB12, indicando a presenca de vinorina (4); picrinina (1) e um alcaldide com
esqueleto tipo sarpagan {a).

148
1

275

195 207 219 2% M7 ’{& me

f dad
200 250 300
Figura 29: E.M. do pico {4} com t.r 13,8, indicando ser vinorina 4.
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261

Figura 30: E.M. do pico (1) com t.r 14,6, indicando ser picrinina 1.
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Mass Pesk # : 168 Ret Time:15.833

Base Peak : 168,05 { _48841)
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5 350
251 321
i i - 291 307 1
! 96 P 2,{” 279 L oms
‘- o e L LT
100 250 300 350
Dat? NIST62LIB
Eniry : 49290 CAS  : 2520447  MolWgt : 350
Mol Form. : 31
Name  Sarpagan-l6-carboxyviic acid 17-oxo-. methyl ester, (16R)-
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g} i 350
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¥ 7; =
o 1,
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85

Figura 31 A) E.M. do pico (a) com t.r 15,8, e B) EM de um alcaldide com esqueleto tipo sarpagan, com

substituinte carboxilico em C-16 e proposta pela biblicteca NIST e C) a subtracio de seus EM.
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BExtrato diclorometanico addo das cascas de R. bahiensis - LKRB23.1

Isolamnos do extrato diclorometanico addo das cascas de R, bahiensis, os alcalbides 12-
demetoxi-purpelina (9); purpeiina (10), norpurpelina (11); 12-metoxi-N-metil-velosimina (32);
12-metoxi-afinisina(13) e 12-metoxi-velosiminina {14).

No cromatograma, pudemos observar, além destes alcaidides, a presenca de seredamina
{5) e i0-metoxi-sarpagan-17-oi (8).

Tc 3978148

354

I

5 10 15 20 25 3G

Figura 32: Cromatograma de LKRB23.1, indicando a presenca dos akaldides 12-demetoxi-purpelina (9); purpelfina
(10), norpurpedina (11); 12-metoxi-N-metil-velosimina (12); 12-metoxi-afinisina (13) e 12-metoxi-velosimnina (14),
seredaming (5) e norserdamina (7). Os E.M. correspondentes estdo descritos no Apéndice 3.
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Extrato diclorometinico neutro de cascas de R. bahiensis (LKRB23.2)

A anélise de seu CIT (CG/EM) indica a presenca de normacusina B (3) , norseredamina
{7), e ¢ pico principal indica ser 10 metoxi-sarpagan-17-oi (8). O cromatograma apresenta
ainda um pico em tr 19 min, com EM muito semelhante a norpurpelina (11), com seu pico base

mfz 322.

T 10038458
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;
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Figura 33: (1T (CG/EM) do extrato diclorometanico neutro das cascas de R bahiensis (LKRB23-2)

Extrato diciorometinico basico das cascas de R. bahiensis (LKRB23.3)

Isolamos do extrato diclorometnico bésico das cascas de R. bahjensis os alcaldides:
norseredamina (7), seredamina (5), 10-metoxisarpagan-17-ol (8) e o sal de seredamina (6).

A andlise do CIT (CG/EM) mostra como pico principal a presenga de norseredamina (7),
além de seredamina (5), normacusina B (3); 10-metoxi-sarpagan-17-of (8) e purpelina (10).

TiC 8148579

j
|
|
1
L Y N

(VL O W BTSSR W N

a 6 8 0 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32

Figura 34: CIT (OG/EM) do extrato dicorometanico basico das cascas de R bahiensis (LKRB23-3)
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R. wedidelliana e R. sessilifolia

A analise por CG/EM, ndo se mostrou adequada aos extratos de R. weddelliana e R,
sessilifofia. Por analise de CCD verificamos que os compostos presentes nestes exiratos eram
diferentes dos j& encontrados em R. bahiensis. Pudemos analisar apenas alguns exiratos por
este método.

O estudo fitoquimico dos extratos das raizes de R. sessilifolia forneceu os alcaldides 18-
hidroxiyoimbina (15), 3-a-epi-yohimbina (16), reserpina (17) e reserpilina (18), diferentes dos
aicaldides isolados de R. bahiensis.

Tentamos encontrar um método adequado de andlise por CG/EM para os extratos de R.
sessilifolia, tomando como padrio & reserpina comerdal; contudo, verificamos a sua
decomposicdo na coluna. Optamos entSo, pela andlise por CLAE destes extratos,

Folhas de R. weddelliana:

Os CITs (CG/EM) do estrato doroférmico cido (LKRW05.1) e neutro (LKRWO05.2) das
folhas de R. weddelliena (exsicata 729) sdo bastante semelhantes, tendo como componente
principal um pico em t.r 24 min. cujo E.M,, indica ser o alcaldide com jon molecular em m/z=

352 e ions em m/z 184, 169 e 156; que a biblioteca do NIST indica ser o alcaldide ajmalicina
19.
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Figura 35; CIT (CG/EM) de A) Extrato doroformico acdo, B) neutro das folhas de R, weddelliana
(exsicata 729). C) E.M do pico a de ambos os extratos e D) E.M da ajmalicina 19 proposta.
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Raizes de R. sessilifolia

A andlise do CIT (CG/EM) do extrato cloroformico acido das raizes de R. sessififolia
{exsicata 724), LKRW15.1, mostra a presenca majoritdria de um pico em tr=17 min, cuja
fragmentagdo no EM, indice um alcaidide semelhante ao aicaldide 9 (12-demetoxi purpelina)
com M* em m/z 306; e picos em m/z: 277, 263. 183 e 168; contudo, as abundancias relativas
destes picos, sdo diferentes em comparacdo ao E.M. do alcaldide 8.
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Figura 36: (IT (CG/EM) do extrato doroférmico adido das raizes de R sessilffolia 724.
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Rauvolfia weddelliana — exsicata 729
O CIT (CG/EM) do extrato cloroférmico bésico das raizes de R. weddelliana (LKRW313)

mostra a presenca do alcaldide normacusina B (3);

Tic N 475088
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i i At et
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T s s g 10 12 14 16 18 20 22 24 2 2
Scan# :365
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1‘!9 !.
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106 156 :
]l 1 jggi Ehl i 1' l ; l ‘ lfz 195 i 20 2D W L2717 1!
. ; ii!;.hilliim H Elh il H]im §§;. “J_i\ IEI iils‘HF L UL v N il ! b P i
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Figura 37: CIT (CG/EM) do extrato cloroférmico bésico das raizes de R. weddellana (LKRW31-3)
indicando a presenca de normacusina B.
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Rauvolfia grandifiora:

Submetemos as folhas e cascas de galhos de R grandifiora , @ extragdo acido-base e
analisamos os extratos obtidos por CCD, CG/EM e CLAE.

Folhas:
A andlise dos cromatogramas dos exiratos doroférmicos (acido, neutro e bésico) de

folhas de R grandifiors, ndo mostra semethanca com os exiratos anteriores. O perfil
cromatografico em CG & diferente, ou seja, a maioria dos picos tem tempo de retencdo entre 14
e 17 min. Nao observamos a presenca de alcaidides ja isolados de R. bahiensis.

Extrato cloroformico acido das folhas de R. grandiflora (LKRGF331)

O CIT (CG/EM) de LKRGF331, mostra predominantemente, a presenga de um pico em 14
min, cujo EM mostra M* em 322, e pico base em m/z 263 (M- 59), que geralmente caracteriza
perda de COOCH;;
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Figura 38: A) CIT {CG/EM) do extrato doroférmice adido das folhas de R. grandifiora, B) EM do pico a
com M* em m/z 322.
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Extrato dioroférmico neutro das cascas de R. grandifiora (LKRGC342)

A andlise do CIT (CG/EM) do extrato doroformico neutro das cascas de R. grandifiora
{LKRGC342), mostra trés picos principais, com M* em mj/z 292, 308 e 350, diferentes dos i
isolados, contudo, os trés possuem nos seus E.M. m/z em 168/169/170 com abundéndia relativa
alta, caracteristicas de nliclec inddlico, sem substituico em N, e o pico m/183 é caracteristico
de niicleo inddiico com metila ligado ao N,.
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Figura 39: CTT (CG/EM) de extrato doroférmico neutro das cascas de galhos de R. grandifiorae EM dos picosae b
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Figura 40: (Continuagdo) CIT (CG/EM) de EM do pico € e da proposta pela biblioteca NIST.
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R. mattfeldiana

0 extrato cloroférmico bésico dos galhos de R. mattfelidiana, mostraram por CG/EM 2
oresenca de alcaldides inddlicos nado identificados, cuja fragmentacdo de seus EM, mostra m/z
168/169 caracteristico de nlicieo inddlico sem substituigdo no anel.
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Figura 41:Cromatograma (CIT/EM) de extrato cloroférmico bésico dos galhos de R. matifeldiana com
presenca de alcalbides inddlicos.
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4.5 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Visto a andlise da reserpina comercial e também dos extratos obtidos a partir de R.
weddelliana nao ter side muito eficiente em CG/EM, iniciou-se um estudo por CLAE dos extratos
alcaloidicos de Rauvofia, tendo como referéncia bibliografica o desenvolvimento de vérios
trabalhos usando cultura de células ou tecidos de R. serpentina e R vomitoria para a producio
de metabdiitos, prindpaimente alcalSides inddlicos, o que torna o estudo e o uso de CLAE
extremamente importante e necessario. A escolha da metodologia foi baseada no estudo
realizado por Kiyushnichenco, V. E. e colaboradores™, que analisa qualitativamente e
quantitativamente exiratos obtidos de culturas de céiulas de Rauwvolfia, usando os alcalbides
ajmalina, ajmalicina, reserpina, raucafricina, serpentina e yoimbina como padrio.

Iniciamos os estudos por CLAE, injetando os alcaidides isolados de R. bahienss como
padrdo e analisando os extratos aicaloidicos das espécies de Rawvolfiz coletadas. Pretendemos
analisar o perfil cromatografico destes extratos e determinar a presenga de alcaldides usando o
seu tempo de retencdo, espectro de UV e confirmando quando possivel, por co-injegdo.

Usamos uma coluna C-8 e como fase mével usamos H,O/CH;CN/ATFA (89,9:10:0,1) =
solvente A e CHi:CN /ATFA=solvente B (99,9:0,1), em gradiente de concentracio inicial de
100% de A e final de 50% A: 50% B em 50 min.

Analisamos a reserpina (17) por CLAE e verificamos a possiblilidade de sua identificagdo
nos extratos alcaloidicos das raizes de Rauvolfia por este método.

Usamos como padrdo os alcaldides isolados de R. bahiensis, contudo ¢ método de CLAE
ndo foi adequada para andlise destes alcaldides.

Apresentaremos apenas os resultados observados para os extratos de R. sessilifolia,

coletadas em Rondondpolis (exsicata 724) e em Buritis (exsicata 729), e para alguns extratos de
R. grandifiora.

7> KLYUSHNICHENGCD, V. E et al, Determination of indole alkaloids from R. serpentina and R. vormitoria by
high-performance liquid chromatography and high-performance thin-layer chromatography 7. Chirom. 4, ,
v.704, p.357-362. 1995
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Rauvolfia weddelliana

Raizes de R. weddelliana:

Analisaremos os cromatogramas de CLAE dos extratos clorofGrmicos acido, neutro e
bésico das raizes de R. weddelliana e R. sessilifolia coletadas em Rondendpolis e Buritis.

iocal de coleta exsicata acido neutro béasico
Rondondpolis (MS) 724 LKRWi15.1 1KRWI5.2 LKRWIS.3
Buritis (MT) 729 IKRW31.1 LKRW31.2 LKRW31.3

Tabela 35: Codigo dos diferentes extratos das raizes de R. waddeliana

Isolamos do exirato cloroformico acido (LKRW15-1) das raizes de R. sessififolia {exsicata
724), a reserpina 17 e do extrato cloroférmice basico (LKRW15-3) isolamos os alcaldides 3a-
epi-yohimbina 16 e 18-hidroxi-yoimbina 15.

Na andlise por CLAE foi possivel observar a presenga da reserpina (17) no extrato
cloroférmico acido (LKRW 15.1) das rafzes de R. sessififofia em tr. préximo a 40 min,
observando a sobreposicdo dos seus espectros de U.V, com a reserpina comerdiai.

Y RESFRPINA

LUV 33_.8S7 (A) of LKRAUDIZ.D
o
a
"
[+
[
=
T
=]

; o : ——
zse 308 352 4@
e Wave length (mmi1
o kmiian _ R .
4

1583
=) = | 17
2 12@5
E 533

R
¥ . ¥ T 7 T —Y v T
1a 2. 32 &g 5
T LTG5 B = TP

Figura 42: A) Espectros de U.V da reserpina em sobreposigao ao espectro de UV do pico 17 do
cromatograma de CLAE (B) de LKRW15.1 (extrato cloroformico dddo das raizes de R. sessilifolia 724)

A anadlise por CLAE dos extratos cloroformicos neutro (LKRW15-2), basico (LKRW15-3) e
acetato bésico (LKRW15-4) das raizes de R. sessififolia (exsicata 724) ndo mostra a presenca de
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reserpina (17}, contudo os trés extratos mostram a presenca do alcaidide 18-hidroxiyohimbina
(15), que foi confirmada pela sobreposicdo de seus espectros de UV,

Para confirmag8o da presenga do alcalbide 18-hidroxi-yohimbina 15 nc extrato, realizou-
se a co-injecdo do extrato acetato bésico das raizes de R sessififolia (LKRW15.4) e do alcaldide

18-hidroxi-ychimbina 15; e verificou-se um aumento na
(Fgura 44).
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Figura 43: A) Espectros de U.V. do alcalide 18 hidroxi ~yohimbina 15 sobreposto ao U.V do pico 15 do

comatograma de CLAE de LKRW15-4 (extrato acetato bésico)
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Figura 44:Cromatogramas de CLAE de A) LKRW15.4 (extrato cloroférmico acetato bésico) e B)
co-injecio de LKRW15.4 com alcaldide 18 hidroxiyoimbina 15.
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Rauvolfia weddelliana {(exsicata 729}

Ao se analisar o exirato cloroférmico acide (LKRW31.1) da raiz de R. weddeliana
(exsicata 729), verifica-se a presenca de um pico com tLr em 24 min., cujo espectro de UV é
sobreponivel a0 espectro da reserpilina 18 com o mesmo tempo de retencao.
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Figura 45: A)Espectros de U.V. do alcaldide reserpilina 18 sobreposto ac espectro de U.V do
pico 18, do cromatograma (B)) de CLAE de LKRW31.1 (extrato cloroformico cida das raizes de 729).

N3o foi possivel a identificacBo de reserpina (17) em nenhum outro extrato alcaloidico
de Rauvolfiz estudada, nem mesmo nos extratos das raizes de R. weddelliana exsicata 729,
submetida ac mesmo processo de exiragdo.

Interessante notar que os extratos cloroférmico acido da raiz de R. sessilifolia coletada
em Rondondpolis, exsicata 724, (LKRW15-1) e coletada em Buritis, exsicata 729, (LKRW31-1)
ou seja, de plantas da mesma espécie coletadas em diferentes locais, mostram um perfil
cromatografico diferente, conforme Figura 46 e onde se pode observar principalmente a

presenca e ausénda de reserpina (17) e reserpilina (18) em cada um dos extratos
clorofdrmicos acidos (Tabela 36).

Tabela 36: Comparag3o da presenca de reserpina (17) e reserpilina (18) nos exiratos das raizes de Ravvoffia.

locai decoleta  exsicata dcido  reserpina {17) reserpilina (i8)
Rondondpolis (MS} 724  LKRWI1S.1 presenca auséncia
Buritis (MT) 726  LKRW31.1 auséncia presenca
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Figura 46: Cromatogramas de CLAE do extrato cloroférmico addo LKRW15.1 (B) e LKRW31.1
(A), com presenca do alcaidide 1.8 em LKRW31.1 e do alcalbide 17 em LKRW15.1.

A analise por CLAE do extrate coroférmico bésico (LKRW31.3) das raizes de R
weddelliana (exsicata 729) mostra principaimente a presenca do alcaldide 15.(Figura 47)

B)

A) o S 1_5

Figura 47: A) Cromatograma de CLAE do extrato clorofdrmico basico da raiz de R weddeliana
(LKRW31-3) e B)Espectros de U.V. do alcaldide 18-hidroxi yohimbina 15 e do pico 15.
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Extrato cloroférmico acido (LKRWOS5.1) e neutro {LKRWO05.2) das folhas de &

weddelliana (729}

Estes exiratos possuem um perfil cromatografico (CG e CLAE) diferente dos obtidos ate
agora, € ndo mostram a presenga de alcaldides i4 isolados neste trabatho.
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Figura 48: Cromatograma de CLAE de A} extrato cloroférmico acido (LKRW 051) ¢ B) neutro {LKRWOS52) das folhas

de B weddeifiana. .

A andlise de CG/EM (Figura 35) também indica a presenga majoritéria de um alcaldide,

cuio EM sugere ser um alcalSide indélico de esqueleto sarpagan, com pico base em mfz 352, a
ajmalicina 19.
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Extrato doroforme

eifiana & B. sessilifolia.

Para exemplificar a diferenca entre o contaldo alcaloidico de plantas de mesma espécie,
coletados em locais diferentes {Tabela 13), apresentamos o cromatograma de CLAE, de extratos
andlagos {extrato clorofdrmico bésico das folhas) de plantas coletadas em Buritis (LKRWO3S.3 e
LKRWO8.3) e coletada em Rondondpolis (LKRWGS.3).
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Figura 49: Cromatograma CLAE do extrato cloroférmico bésico das folhas de R. weddeliana (LKRWU0S.3).
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Figura 50: Cromatograma CLAE do extrato cloroformico basico das folhas de R. weddeliiana (LKRWC8.3),
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Figura 51: Cromatograma CLAE do extrato doroférmico basico das folhas de R sessilifolis (LIKRWO06.3).

Esses extratos foram obtidos de modo andlogo e de plantas da mesma espécie, contudo
mostram perfis cromatogréficos diferentes, mostrando que © contelido alcaloidico, ou de
metabélitos de modo geral, dependem de outros fatores além do local de coleta, pois os
extratos obtidos LKRWO8.3 e LKRWO5.3 sdio de plantas coletadas no mesmo local. O que torna
sempre necessario o estudo fitoquimico detalhado de todas as plantas disponives.

Esta observacio reflete a importinda do controle de qualidade rigoroso, no que diz
respeito, & produgdo e utilizacdo de fitoterapicos, ja que plantas da mesma espécie coletadas no
mesmo local, podem apresentar perfil cromatogréfico diferente.,
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Rauvolifia grandifiora

A analise por CLAE do extrato cloroftrmico acido das folhas de R. grandifiora, mostra um
pico principal @ com t.r. em 19 min, com espectro de UV com méximos de absorcSo em 240,
300 e 340 com perfil bem diferente aos alcaldides jé isolados de R. bahiensis e R, weddelliana.
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Figura 52: A) Cromatograma de CLAE e B) o espectro de UV do pico a.
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Extrato doroformico neutro {LKRGF33-2) e basico {(LKRGF33-3) das folhas de R
grandifiora.

O cromatograma de CLAE do extrato doroférmico neutro (LKRGF 332) das fothas de R
grandifiora mostra dois picos principais, onde o pico @, mostra espectro de UV., com absorcao
maxima em 330 nm, semelhante ao pico a observado no extrato cloroférmico addo (LKRGF331)
, @ o outro pico com t.r. de 20 min, identificado como 18-hidroxiyohimbina 13.
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Figura 53: Cromatograma CLAE do extrato cloroférmico neutro das folhas de R. grandifiora (LKRGF 332),
identificando a presenca de a e do alcaldide 18- hidroxiyohimbina 15.
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O cromatograma de CLAE do extrato cloroférmico basico LKRGF 33.3 mostra dois picos
majoritarios onde o pico ¢ com tr. em 17 min tem UV semelhante ao pico a observado no
extrato cloroférmico &cido (LKRGF331) e neutro (LKRGF332) das folhas de R. grandifiora. O
pico d em tr. 18 n8c fol identificado, apesar de seu tr. assemelhar-se ao alcaldide
noreseredamina (7), seus espectros de UV, ndo sdo sobreponiveis.

g2

£

[T I R ) B ) B
8 8 8 8§ 8 8
asbearisoniaralareebriandsaasbiseska

1z

2@ 32 s sz
Time Cmim. 3

Figura 54: Cromatograma CLAE (C))do extrato cloroftrmico bdsico LKRGF 33-3, mostrando os picos ¢ e d {ndo
identificados), e seus espectros A) e B) de UV,
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Cascas de galhos de Rauvolfia grandifiora:

Assim, como as folhas, s extratos alcaloidicos das cascas de galhos de R. grandifilora,
nido mostraram a presenca de alcaldides semethantes aos isolados de R, bahiensis.

O cromatograma de CLAE mostra dois picos principais com tr em 13 e 23 min; mas seus
espectros de UV ndo sSo sobreponivels aos espectros dos alcaldides ja descritos neste trabalho.

O cromatograma de CLAE do extrato cloroformico neutro (LKRGC342) das cascas de .
grandifiora mostra um pico principal com tr em 20 min, com UV semelhante ac alcalide 18-
hidroxi yohimbina 15.
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Figura 55: Cromatograma de CLAE do extrato doroférmico neutro das cascas de galhos de R. grandifiora
(LKRGC342)



1i8 Resuitados e Discussdo

O estudo fitoquimico , a analise por CCD, CG e CLAE, mostrou a presenca dos seguintes
alcaldides inddlicos nas espécies brasileiras de Rauvolfia estudadas.

Tabela 37: Alcaldides identificados neste trabalho

material de origem alcaldide método de identificacio
picrinina (1) UV, IV, RMN 'H e ©°C, EM
extrato dicioro bésico folhas de R, raucafrinolina (2) IV, RMN 'H e 3C, EM
bahiensis (LKRB13) normacusina B {3) IV, RMN H e °C, EM
extrato didloro dcido folhas de R vinorina (4) RMN 'H & °C, EM
bahiensis picrinina (1) CG/EM
(LKRB12)
extrato didoro basico cascas £ seredamina (3) RMN *H e ¥°C, EM
bahiensis (LKRB23.3) sal de seredamina (6) RMN *H e ©°C, EM
noreseredamina (7) RMN 'H e 3C, EM
10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) RMN *H e 13C, EM
normacusina B (3) CG/EM
purpelina (10) CG/EM
extrato dicloro cido cascas de R, 12-demetoxi-purpefina (9) RMN H e BC, EM
bahiensis (LKRB23.1) purpelina (10) RMN H e *C, EM
norpurpelina (11) RMN *H e ¥°C, EM
12-metoxi-N-metil vellosimina (12) RMN 'H e BC, EM
12-metoxi-afinisina (13) RMN H e 13C, EM
12-metoxi-velosimina (14) RMN iH e °C; EM
seredamina (5) CG/EM
10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) CG/EM
extrato dicloro neutro cascas R. 10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) CG/EM
bahiensis (LKRB23.2) nomacusina B (3)

norseredaming (7)
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Tabela 38: Alcaldides identificados neste trabatho (cont)
material de origem alcalbide método de identificacdo
extrato dorofdrmico  basico das 18-hidroxiychimbina (15) RMN H e ©°C; EM
raizes de R. sessilifofia (724) 3-a-epi-yohimbina (16) RMN M e C; EM
{LKRW15.3) sal de seredamina (6) oo

extrato cloroférmico addo das raizes
de R. sessilifolia (724)
(LKRW15.1)
extrato acetato basico das raizes de
R. sessififolia (724)
(LKRW15.4)
extrato doroférmico acido das raizes
de R. weddelliiana (729}
(LKRW31.1)
extrato doroférmico basico das
raizes de R weddelliana (729)
(LKRW31.3)
extrato cloroférmico acido das folhas
de R. weddelliana (729)
(LKRWO5.1)
extrato dloroférmico neutro das
folhas de R. weddelliana (729)
{(LKRWO05.2)

extratos de R. grandifiora e
R. mattifeldiana

reserpina (17)

18-hidroxiyohimbina {15}

reserpiling (18)

normacusing B (3)

18-hidroxiyohimbina (15)

ajmalidna 19
(proposta)

aimalicina 19
(proposta)

aicaldides ngo identificados b, ¢ . d
com nicleo inddlico sem substituicio
em N..

RMN 'H e ¥C; EM

CLAE

RMN 'H e 13C; EM

CG/EM

CG/EM

CG/EM

CG/EM e
CLAE
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4.6 Bioensaios

4.6.1 Bivautografia

Testamos os extratos diclorometanico acido (LKRB23.1), neutro (LKRB23.2) ¢ basico
{LKRB23.3), das cascas do caule de R. bafiiensis e extratos cloroférmicos icido (LKRW15.1) e
basico (LKRW15.3) das cascas de raizes de R sessilifolia.

Estes exiratos n3c apresentaram halo de inibicBo para o crescimento dos
microorganismos: Rhysopus orizae, Aspergilus fumigatus, Clasdoporium dadosporivides,
Fusarium oxysponum, Alternaria alternata e Penicilium, numa concentracio de 10 células/mL e
usando o antifungico Loprox® (10ppm) como controle positivo.

Estes resultados ndo indicam a atividade antiflingica para estes organismos nests
concentracdo.

4.6.2 Teste de letalidade usando Artemia salina .

Testamos os extratos diclorometanico acido (LKRB23.1), neutro (LKRB23.2), e basico
(LKRB23.3), das cascas do caule de R. babiensis e extratos diclorometinico &cido
(LKRW15.1) e basico (LKRW15.1) das cascas de raizes de R. weddeliana. cujos resultados
obtidos para LCs, estio na Tabela 39:

Tabela 39: Valores de LCs; para os exdratos alcaloidicos de R. patiensis e R, weddelfiana (G:
graus de liberdade; LI:Limnite inferior; LS: Limite superior)

Extratos espécie Wp(ppm) 6 I Ls
LKRB23.1 15,8 0,21 3 35
LKRB23.2 R bahiensis 50,5 0,13 52 159
LKRB23.3 73,3 0,19 28 170
LKRW15.1 R. sessilifolia 19,1 0,42 5 179
LKRW15.3 257 0,19 115 786

Esses resultados sdo indicativos de possivel atividade citotoxica efou inseticida e de
acordo com a literatura os resultados de LCs, menores que 1000 ppm para extratos, mostram
boa citotoxicidade ou atividade inseticida." Partimos, portanto, para um teste mais especifico
de atividade citotdxica.
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4.6.3 Testes de atividade citotdxica:

Testes jm vitro realizados no CPQBA ~ Unicamp.

Os exiratos e alcaldides de R. bahiensis e R weddelffana (exiscata 724} foram
submetidos a estudo de citotoxicidade, visto os resultedos de Arfemie salina  indicarem
atividade citofdxica.

Uma avaliagdo preliminar com os exiratos mostrou boa atividade citotoxica, o que
incentivou a realizaco de bioensaios para os alcaldides puros, numa tentativa de avaliagac da
resposia para 0S alcaibides puros ou de existéncia de um sinergismo dos mesmos no extralo.

A avaliacio da atividade citotdxica de cada extrato ou alcaldide puro fol realizada em 05
linhagens celutares, derivadas de 4 tipos de tumores humanos, codificades como: MCF7
(mama), NCIARDR (mama -resistente 3 droga); UACCS2 (melanoma), K562 (leucemia) e
NCI

250 ug/mi, foram adicionados em placas de 96 divisBes, contendo uma linhagem por placa.

(puim3o). Dessa forma as substdncias, nas concentragfes de 0,025; 0,25; 2,5; 25 ¢

Apés um periodo de incubacgo de 48 horas, as células foram fixadas através da adigdo de acido
tricloroacético (50%). Apds 60 minutos, o 4cido tricloroacético foi removido por aspiracdo € a
sequir as placas foram lavadas com 4gua corrente para, apds secagem, serem coradas com a
sulforrodamina B 0,4% em Aacido acético 1% (SRB). O excesso de SRB fol removido das placas
apés 30 minutos, através de lavagem com solugéo de acido acético a 1%. Finalmente, o corante
foi solubilizado por adic3o de tamp#o tris base. A leitura dptica foi realizada por leitor de ELISA
em 540 nm.

Os resuitados estdo descritos na Tabela 40, mostrando a atividade citotdxica, em gue 0s
resultados positivos indicam a porcentagem de inibigdio do crescimento (atividade citostatica) e
os resultados negativos a porcentagem de morte das células tumorais testadas (atividade
citotdxica). Ou seja, a maioria dos alcalbides testados mostra atividade citotoxica, inibindo o
crescimento das células tumorais ou até mesmo levando & morte das mesmas. Um valor acima
de 50 % demonstra um resultado interessante e serfio feitos outros bicensaios para mefhor
avaliaco desta bioatividade, com a construgdo de uma curva de dose e efeito da citotoxicidade.

Estes bicensaios sio realizados pela aluna de mestrado Luciana K. Kohn, sob orientagdo
do Prof. Dr. Jode Ernesto de Carvalho, do CPQBA - Unicamp.
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Tabela 40: Atividade citotddca das amostras, Us resultados estBo axpressos como & média + dp da absorbincia
{Abs. +dp a 3540 nm) e a inibicdo do crescimento em porcentagem {os nimeros em azul indicam atividade citostética
acima de 50% e em vermelno atividade diotoxica)

Grupos Linhagens K EED MCF 7 NCIADR UACC 62 NCI 460
concentragio Abs. Abs, Abs, Abs, Abs,
(pg/mi) (% Inib.) {% inib.) (% nb.) (% int.) (% inib.)
conirole 70 - 0,239 + 0,086 0,157 + 0,013 0,207 + 0,008 0,380+0,067 0,348+ 0,098
controle T1 - 1,376 + 0,059 0,749 + 0,151 0,477+ 0,035  1,193+0,113  2,03+0,092
LKRWi5.4 125 0,535 = 0,072 0,185+ 0,032 0426+ 0,004 0,787 = 0,047 1,417 + 0,008
{73} {951 {18} {493 {36)
LKRB23.4 125 0,395 £ 0,027 0177+ 5,075 0,386+ 0,03 0506+ 0038 1,096 % 0,049
{503 {58} (33} {723 {55}
pormacusina B {3} 125 0607 £ 0,134 0180 0,020 0467 £ 0,055 0,834£ 0,002 1,305 0,177
{673 {28} {3} {44) {43}
norpurpeling (11) 125 0,847 £ 0,077 023240089 0380011 0,798+ 0,115 1,470 + 0,059
{843 {87} {32) (48) {33}
vinorina (4) 125 0,683 £ 0,054 022520035 034920016 0,792+ 0,075 1,584 + 0,056
{60} {88 (47) {43 {28)
purpelina (10) 125 0,476 £ 0,042 0120+ 0,023 G306+ 0,028 0,778+ 0,034 1,445 + 0,005
{79} (233 {63} {(51) {34}
10-metoxi-sarpagan- 125 0,549+0,062 015840065 0,39340,007  0,833+0,07  1,560+0,163
17-ol {8} (72} {59} {31} {44) {27}
norseredamina (7) 125 0,850+0,058  0,292+0,002  0,503+0,025  1,013+0,107  1,802+0,019
{46} {77} 0)] {22} {13}
12 -metoxi-N- 125 0,455+0,029  0,192+0,043 024740026  0,553+0,026  1,500+40,004
metilvelosimina (12} {80} {54} {85} {78} (31}
picrinina {1) 125 0,606+0,016  0,16720,047  0,395+0,008  1,036+0,063  1,662+0,052
{67} (88} (30) {42) {24)
raucafrinolina {2} 125 1,06340,230  0,317+0,007  0,518+0,004  1,03640,063  0,932+0,006
{41} (83} {18 (42) (65)
18-hidroxiyohimbina 125 0,675 £ 0,051 0,214 % 0,127 0,447 £ 0,011 0,806 £0,0095 1,660 % 0,052
{15} {613 {80} {11} {47} (21)
3-epi-u-yoimbina 125 0,721+ 0,095 0,271 £ 0,004 0,456 £ 0,040 0,917 £ 0,010 1,745 + 0,0018
{16} {57} {20} {7} (33) {16}
reserpina (17) 125 0,251+ 0,043 0,136+ 0,045 0,294 + 0,014 0,349 £ 0,042 0,491 + 0,028
{953 {-13} {88} {-8} {91}

{(LKRW15.4 ¢ o exirato acetato basico da raiz de R. sessfifolia exsicata 724 e LKRB234 & o extratc acetato
basico das cascas de caule de R. hahiensis)
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5 CONSIDERACOES FINAIS:

Neste trabalho, realizamos o estudo fitoquimico mais detalhade de duas espécies
brasileiras do género Rauvolfi. a R. bahiensis e R. weddelliana & andlise por CG/EM e CLAE
dos extratos de R. weddelliana, R. grandifiora e R. maitfeldiana.

O estudo fitoquimico de R. bahiensis permitiu o isolamento de 14 alcaldides inddlicos
com esqueleto sarpagan e ajmalano, comuns em espécies deste género. Destes 14 alcaldides, 4
alcaldides s8o inéditos, 12-metoxi-N-metii-velosimina (12); 12demetoxipurpeiina (9); 12-
metoxiafinisinga {(13) e 12-metoxi velosimina (14); reforgandc a grande potencislidade da
natureza na producao de novas substancias com possivel atividade biologica.

O estudo de R. weddelliana mostrou a presenga de alcaléides com esqueleto yoimbano
que ndo foi observado em R. bahiensis. Dentre eles, isolamos a reserpina (17), conhecido
farmaco utilizado como antihipertensivo, além das conhecidas 18-hidroxi yohimbina (15) e 3a-
epi-ychimbina (16).

A andlise qualitativa realizada para os extratos alcaloidicos de R weddelliana, R.
grandifiora e R. mattfeldiana, por CLAE e CG/EM indica a presenca de metabdlitos diferentes dos
isolados de R. bahiensis e R. weddelfiana, o que demonstra um perfil alcaloidico diferente em
plantas do mesmo género. Isto mostra que plantas do mesmo género ndo necessariamente
possuem o mesmo contetido alcaloidico, sendo importante, portanto estudar detalhamente cada
espécie disponivel,

A andlise fitoquimica (CG/EM e CLAE) de individuos da mesma espécie, coletados em
jocais diferentes, indica a presenga de alcaldides diferentes. Isto pode ser influéncia do local de
coleta efou idade da planta. Isto pode ser observado, principalmente, na analise das espécies
inicialmente classificadas como R weddeliana (729) e R. sessilifolia (724), mas que, apds

detalhada andlise taxonbmica, revelarem ser a mesma espécie, R. weddelliana. A analise por
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CLAE mostra claras diferencas no perfil cromatografico destas espécies. O extrato CHCl; de R
sesselifolia mostra a presenca de reserpina 17 e auséncia de reserpilina 18, enquanto gue a
anadlise do extrato cloroférmico écido de R. weddeliiana mostra a presenca de reserpilina 18 e
auséndia de reserpina 17.

A andlise de diferentes individuos da mesma espécie coletados no mesmo local mosira
diferenga no seu perfil cromatogréfico. Isto mostra a importancia de um controle de qualidade
rigoroso na utilizacdo e produgdo de fitoterdpicos.

Os testes de citotoxicidade com Artemia salina . com os exiratos alcaloidicos de R
bahiensis & R. weddelfiana, mostraram promissora atividade ditotéxica. Essa atividade foi
confirmada por bioensaios de citotoxicidade ‘in vitro’ com dinco tipos de cultura de células
tumorais. (CPQBA).

Os resultados de bioatividade, principalmente citotéxica, inicialmente indicada pelo teste
de Artemia safina, foram posteriormente corroborados pelos ensaios mais especificos, com
células tumorais. Isto demonstra a utiliidade e importinicia do uso de testes de bancada, ou
seja, de testes mais simples, economicamente mais acessiveis, sem a necessidade de material e
mao-de-obra especializada, como indicativo de bioatividade de extratos obtidos. Ou seja, uma
ferramenta a mais para o fitoquimico.

Desta forma, neste trabalho realizamos o estudo fitoquimico de espécies brasileiras do
género Rauvolfia, que permitiu o isolamento de 18 alcaléides inddlicos, com grande potencial
biofogico.
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Apéndice 1 - Tabelas de Dados de RMN 'H e »*C:

Tabela 41: Dados de 'H e C para o akaidide picrinina (1).

posicio 5H muitiplicidade e .7 (Hz) 8¢
01 4,90 sl -
02 - - 106,9
03 3,59 d, 5 51,8
05 4,83 d, 2 87,3
06 2,25 dd, 14, 2 40,3
06p 3,42 d, 14
07 - - 51,0
08 - - 1364
09 7,15 d, 125,2
10 6,80 d, 120,8

NS g s

126




130

Apéndice 1 — Tabelas de RMN

Tabela 42: Dados de RMN 'H e °C para normacusina B (3)

posicio 5 TH multiplicidade e J (Hz) 3¢
1 8,15 1H,s -
2 - - i346
3 4,15 d, 19 50,5
5 285 L6 1 54,6
Bo 3,07 dd, 16e6 26,8
6p 2,66 d, 16
7 - - 104,5
8 - - 127,5
9 745 d, 8 118,1
io 7,10 t 8B 195
11 7,18 £ 8 1216
12 7,33 d,8 1111
13 - - 1364
14c 2,01 t, 10 333
148 1,80 s
15 2,80 i 276
16 1,80 st 44,0
17 3,53 m 64,9
18 1,60 4,7 12,8
19 5,30 a7 1173
20 - - 1373
21 3,53 2H, m 55,7
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Tabela 43: Dados de RMN *H e ¥°C para 10-metoxi-sarpagan-17-of (8)

posicde 5°H multiplicidade e .7{Hz) 3 5¢C
1 8,50 sl -
2 - - 1344
3 410 q; 10 50,6
5 3,42 m; - 85,6
Sa 3,04 dd; 15,5 26,9
8B
7 - - 104,1
8 - . 128,1
9 6,88 d: 8 100,6
10 - - 154,3
11 6,77 dd; 8, 2 11,5
12 7,20 d: 8 112,1
13 - - 131,8
140 1,98 ddl; 13, 10 33,3
14p 1,64 d; 13
15 2,60 mi; - 27,5
16 1,80 qQ7 44,1
17 3,46 (2H), d; 7 64,9
18 1,54 (3H):: ¢; 7 12,8
19 5,20 : - 117,6
20 - - 138,4
21 3,42 sl - 55,6

OCH, 38 (3H), s; - 56,0
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Apéndice 1 - Tabelas de RMN

Tabela 44: Dados de RMN *H e *C para vinorina (4)

posicio 3'H muitiplicidade ¢ J(Hz) 3¢
2 - - 1837
3 4,27 dd; 7, 4 55,9
5 3,44 L :) 579
s 1,75 d: 12 36.9
&p 2,75 dd:; 12, 5
7 - - 64,2
8 - - 1375
9 747 a;7 i238
io 7,23 L7 125,7
ii 745 7 1289
12 7,63 d; 7 121,2
13 - - 156,7
14a 1,95 {2H), t; 4 26,2
14p
15 3,29 st; - 27,2
16 245 56 48,8
17 5,04 S - 77,6
18 1,67 d; 7 12,7
19 5,34 qQ; 7 116,2
20 - - 136,5
21 3,56 (2H), sb; - 53,8
OoCOCH: 2,18 {3H); s; - 20,9
o) - - 170,3
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Tabela 45: Dados de RMN *H e **C para raucafrinolina (2):

posicio 5*H multiplicidade e J{Hz) 5 ¥
2 - - i83,5
3 4,15 d; 10 57,1
5 3,65 m 81,2
B 2,80 dd; 12,5 37,5
&8 163 dd; 12
7 - - 65,0
8 - - 136,44
9 747 d;7 1238
io 7,22 L7 125,4
11 7.38 t:7 1286
12 7,60 d: 7 1209
13 - - 156:5
14c 1,94 dd; 15, 10 21,6
148 1,54 dd; 15,6
15 248 m 26,5
16 2,38 u:6 49,3
17 5,00 g - 78,2
18 1,27 d; 7 18,3
19 2,52 m; - 53,1
20 1,54 dd; 15,6 45,7
21 3,75 (24), dd; 11, 6 61,9
OCOCH, 217 (3H); s; - 21,2
€0 - - 170,0
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Tabela 46: Dados de RMN 'H e °C para norseredamina (7):

posicio’ 3H multiplicidade e 7 (H?) 52C
i 7,62 - -
2 4,35 5; - 777
3 3,3~34 m; - 53,0
5 3,04 ol 56,6
6o 1,92 dd; 12,5 34,2
6p 2,00 d; 12
7 - - 57,0
B8 - - 1349
g 6,74 d:7 110,1
10 6,77 7 116,8
11 7,16 s 7 120,5
12 - - 146,3
13 - ~ 140,38
14a 1,73 di; 5 29,7
148 1,82 di; 9
15 314 e 28,5
16 221 6 52,4
17 3,3~3,4 m 73,2
18 1,67 d; 6 12,9
19 5,28 q; 6 115,6
20 - - 1388
21 3,16 m; - 55,2
O-CH: 3,82 s - 55,6
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Tabela 47: Dados de RMN 'H e *C para seredamina (5):

posicao 5 mulftiplicidade e J{Hz} 3-C
2 447 s - 77,42
3 3,56 d: 10 52,63
L 3,07 r, 6 56,26
6a 1,89 dd: 12,6 35,37
6g 2,03 d; 12
7 - - 55,64
8 - - 135,25
9 6,77 d: 4 1126
ic 6,78 d; 3 120,86
i1 7,14 dd; 6; 3 11645
12 - - 147,78
13 - - 142,23
ida 1,65 d.6 29,70
148 1,84 d; 10
15 314 t:6 28,23
16 3,56 d; 10 49,0
17 2,62 s ~ 80,2
is 1,65 3H,4;7 12,91
19 5,26 a7 115,0
20 - - 1393
21 343 2H, t, 3 55,3
N;-CH3 3,03 3H, 5; - 37,2
O-CH. 3,79 3H, s; - 56,3
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Apéndice 1 ~Tabelas de RMN

Tabela 48: Dados de RMN 'H e °C para sal de seredamina (6):

posicio 3'H multiplicidade e . {Hz) [

2 4,46 s 74,4

3 518 sl 62,1

5 3,76 s 63,6

Sa 2,12 dgl, 15 30,0
68 2.4 m

7 - - 53,7

8 - - 128,7

9 6,66 d,8 110,2

10 6,76 {8 1216

11 7,19 d, 8 116,8

12 - - 145,9

13 518 sl 62,5

14a 19 sl 28,5
148 24 m

15 344 5, 27 A4

16 2,85 t, 52,1

17 336 - 70,0

is 1,67 3H,4,7 13,0

19 540 q, 7 1210

20 - - 138,6

21 58 d, o 64,5

6,2 dl, 9
O0-CH» 3,65 3H,s 55,5
__EH.Cr 3,7 s 63,6
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Tabela 49: Dados de RMN *H e °C para norpurpelina (11):

posicio 3 multiplicidade e J{Hz2) 3C
1 4:15 Si -
2 3,36 s 72,2
3 3,61 d; 10 52,8
5 3,22 t:6 53,0
Bc 2,58 g 12 33,9
6p 1,77 dd: 12,5
7 - - 59,7
8 - - 1304
9 6,72 dd; 8,1 110,5
10 6,82 s 115,9
i1 £,88 dd; 8, 1 120,9
12 - - 146,2
13 - - 1376
14a 1,88 dd; 14, 10 314
14g 140 dd; 14,4
15 3,18 £ 5 284
16 2,58 td: 8,2 50,2
17 - 213,7 213,7
18 1,65 (3H),d,7 12,9
19 5,30 q 7 1154
20 - - 140,3
2 3,51 (2H), di; 2 55,6
O-CH-» 3,84 s; - 55,6

137
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Tabela 50: Dados de RMN 'H e ™°C para purpelina (10):

08

posicio 5H multiplicidade e J(M2) 3 °C
2 2,64 s 78,9
3 3,71 d; 10 49,5
5 3,24 5 53,1
o 1,64 m; - 35,2
& 2,40 d} i2
7 - - 58,6
& - . 1311
9 6,78 dd: 6, 5 112,8
10 6,85 d:5 1215
11 6,85 d: 6 115,7
12 - - 147,7
i3 - - 142,0
i4a 1,42 dd; 14, 5 31,5
148 1,93 m; -
15 3,21 £ 6 28,5
16 2,60 dt; 6, 1 50,3
17 - - 2138
18 1,64 (3H), dt, 7,2 12,9
19 5,32 q;7 116,3
20 - - 137,1
21 3,51 (2H), t; 2 55,6
N.-CH: 3,06 s; - 36,9
O-CH; 3,80 s; - 56,1
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Tabela 51: Dados de RMN *H e **C para 18-hidroxi-yohimbina (15)

ics 5 multiplicidade e J(Hz) 3 B¢
813 5 - -

- - 131,89

4,41 si 53,6

3,12 m; - 50,9

2,4~2,6 m; - 16,6
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Apéndice 1 — Tabelas de RMN

Tabela 52: Dados de RMN *H e °C para 3-epi-a-hidroxi-yohimbina (16)

posicio 5% multipficidade 2 7 (M2} [
i 8,10 si; - -
2 - - 1317
3 4,54 sl 53,8
5 3,25 m; - 50,9
6a 3.00 m; - i6,6
68 2,58 d;13-
7 - - 107,8
8 - 1275
9 7,48 d; 8 118,7
10 7,13 t; 7 119,7
11 7,19 7 1218
12 7,36 d; 8 111,1
13 - - 1359
14c 2,20 m; - 23,7
148 1,79 d; 12
15 2,1 m; - 32,5
16 2,43 sh; ~ 54,1
i7 4,08 m; - 65,8
18 1,79 d; 12 24,0
2.2 m; -
19 Z13 dd; 12, 4; 332
1,32 dd; 12,4
20 1,70 dl; - 35,6
21 3,07 dd; 12, 4; 49,5
2,58 di; 12;
OCO-CH; - - 1749
OCO-CH, 3,87 (3H), s; - 52,0
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Tabela 53: Dados de RMN *H e **C para reserpina (17):

HCOOC

reserpina

3¢

%
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Apéndice 2 —- Coleta

Na viagem de coleta, além das espécies do género Rauvolfiz e Himathantus para estudo
fitoquimico foram coletados 126 novos ndmeros de plantas diversas, que foram doadas ac
herbario da UNICAMP. Estas amostras estdo listadas abaixo, divididas por regido de ocorréncia e

apresentadas por familia:

Regido de Coxim (MS)

Apocynaceae Rauvolfia sessilifolia
Asclepiadaceae indet. (1)
Bombacaceae indet. (1)
Clusiaceae Clusia sp.
Cyperaceae Eleucharis sp. {2)
{.eguminosae indet. (1}
Yochysiaceae Qualea sp. {1}

Area entre Rondonépolis e Cuiaba (MT)

Apocynaceae Rauvolfia sessilifolia

Apocynaceae Rauvolfia weddelliana

Lecythidaceae Bertholletia sp. (1)

Chapada dos Guimaraes

Apocynaceae Hancormia speciosa, Mandevilla illustris, Mandevilla pohiiana,
Mandevilla tenuifolia, Rauvolfia weddeliana, Stipecoma peltigera

Bignoniaceae Arrabidaea sp. (2), indet. (1)

Clusiaceae Clusia sp. (1)

Compositae indet. (2); Piptadenia sp. (1)

Connaraceae Rourea sp. (1)

Eriocaulaceae Paepalanthus sp. (1)

Erythroxylaceae Erythroxylum sp. (3)

Euphorbiaceae Sapiumn sp. (1)

Guttiferae Kielmeyera sp. (2)

Iridaceae Trimezia sp. (2)

Labiatae Salvia sp. (2)

Lecythidaceae Bertholletia sp. (1)

Leguminosae nigfme?;ea sp(1), Chamaechrista sp. (1), Miroxylum sp (1),
indet,

Loganiaceae indet. (1)

Lythraceae indet. (1)

Malpighiaceae indet. (2)

Malpighiaceae indet. (1)
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Meliaceae
Monimiaceae
Moraceae

Myrtaceae
Orchidaceae
Poaceae

Rubiaceae
Verbenaceae
Vitaceae
Vochysiaceae
indeterminadas

Miconia sp. (2), indet. {1)
Guarea sp. {1)

Siparuna sp. (1)

Ficus sp. (1}

indet. {1)
indet. {1)

indet. (1)

indet. (1)

indet. (1)
Stachytarpheta sp. (1)
Cissus sp. (2)

(Qua)daa grandifiora, Qualea sp. (2}, Vochysia sp. {4}

15

Regido de Santo AntOnio de Leverger ¢ Mimoso

Acanthacsae
Alismataceae
Amaranthaceae
Amaryllidaceae

Leguminosae
Leguminosae
Leguminosae
Loranthaceae

Rubiaceae
Sapindaceae
Vochysiaceae
indet.

indet, (2)
Echinodorus sp.
indet. (1)
Alstroemeria sp. (1)
Himatanthus obovatus
Rhabdadenia pohlii
Thevetia peruviana.
indet. (1)

indet. (1)

Eleocharis sp. (2)
Dalechampia sp. (2)
indet. (4)

Bauhinia sp. (1)
Macroptilium sp. (1)
Psittacanthus sp. (1)
Passifiora sp. (2)
Alibertia sp. (1)
Serjania sp. {1}
Vochysia sp. (1)

(5)
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Apéndice 3 — Espectros.
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E 2: Espectro de Massas (70 eV) da picrining (1);
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E 3: Espectro de RMN *H de picrinina (1); (CDCl/TMS; 300MHz)
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E 4: Espectro de RMN C de picrinina (1) (CDCI/TMS; 75 MHz)
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E 6: Experimento COSY para a picrinina (1)
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E 8: Espectro de Massas (70 eV) para raucafrinolina {2)



Apéndice 3 - Espectros 153

13 ¥ 1 T ¥ 1
s 3 7 8 5 3 3 z ! P

E 9 Espectro de RMN *H de raucafrinolina (2); (CDCiz/TMS; 300MHz);

L1250
CEWrYT

k3 * T T T v T T T T T T T Y T T T gaatd toee
(1] 183 ise 141 1z2¢ $3:1 -1 &1 40 z9 ppa

E 10: Espectro de RMN °C de raucafrinolina (2) (CDCl/TMS; 75 MHz)
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E 12: Experimento COSY para raucairinolina (2)
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E 14: Espectro de Massas (70 eV) para normacusina B (3} -
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E 16: Espectro de RMN °C de normacusina B (3) (CDCO3/TMS; 125 MHz)
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£ 18: Experimento COSY para normacusina B (3)
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E 20: Espectro de Massas (70 eV) para vinorina (4)
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E 22: Espectro de RMN **C de vinorina (4); (CDC/TMS; 75 MHz)
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E 23: Experimento de DEPT para vinorina (4) {(CDCL/TMS; 75 MHz)

ENE
5_
L

E 24: Experimento COSY para vinorina (4)
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E 26: Espectro de Massas (70 eV} para seredamina (5)
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E 28: Espectro de RMN C de seredamina (5) (CDCl/TMS; 75 MHz)
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E 30: Experimento COSY para seredamina (5)
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£ 32: Especiro de Massas (70 eV) para sal de seredamina (6)
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E 33: Espectro de RMN *H de sal de seredamina (6) (COCla/D,0/TMS; 300MHz)
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£ 34: Especto de RMN ©°C de sal de seredamina (6) (CDClyTMS; 75 MHz)
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E 38: Espectro de Massas (70 eV) para norseredamina {n
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E 40: Espectro de RMN °C de norseredamina (7) (CDCl/TMS; 75 MHz)
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E 41: Experimento de DEPT para norseredamina (7} (CDCl/TMS; 75 MHz)
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E 42: Experimento COSY para norseredamina (7}
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E 44: Espectro de Massas (70 eV) para 10-metoxi-sarpagan-17-of {8)
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E 45: Espectro de RMN 1 de 10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) (CDCL/TMS; 300MHz)

E 46: Espectro de RMN 33C de 10-metoxi-sarpagan-17-ol {8) (CDCL/TMS; 75 MHz)
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E 47: Experimento de DEPT para 10-metoxi-sarpagan-17-ol (8) (CDCl3/TMS; 75 MHz)
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E 48: Experimento COSY para 10-metoxi-sarpagan-17-ol (8)
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E 50: Espectro de Massas Alta Resolugao (70 eV) para 12-demetoxi-purpeling (9)
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E 523 Espectro de RMN 2C de 12-demetoxi-purpelina {9) (CDC/TMS; 125 MHz)
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E 54: Experimento COSY para 12-demetoxi-purpeiina (9)
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E 55: Experimento HSQC pare 12-demetoxi-purpeling (9)
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E 57: Especivo de RMN *°C de purpelina (10) (CDCly/TMS; 75 MHz)
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E 59: Experimento COSY para purpelina {(10)
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E 61 Espectro de Massas (70 eV) para norpurpelina (11)
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E 63: Espectro de RMN °C de norpurpelina (11) {G)CIJTMS; 75 MHz)
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E 65: Experimento COSY para norpurpelina (11)
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E §7: Espectro de L. V. para norpurpelina {21)
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E 68: Espectro de Massas Alta Resolucao (70eV) para 12-metoxi-N-metil-velosimina (12)
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E 69: Espectro de L V. para 12-metoxi- N-metii-velosimina (12} (Flime de CH,Ciz)
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E 71: Espectro de RMN °C de 12-metoxi-N-metil-velosimina (12) (CDUO/TMS; 125 MHz)
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£ 72: Experimento de DEPT para 12-metoxi-N-metil-velosimina (12) (CDCly/TMS; 125 Mrz)
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E 73: Espectro COSY para 12-metoxi-N-metil-velosimina (12)
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E 75+ Especiro de Massas Alta Resolucio (70 &V) para 13-metox-afnsing (13)
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E 76 Espectro de RMN *H de 12-metoxi-afinisina (13) (CDCly/TMS; 500 MHz)
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E 77: Espectro de RMN C de 12-metoxi-afinisina (13) (CDCI/TMS; 125 MHz)




188 Apéndice 3 - Especiros

|
| | e

e R

138 1z4 113 188 13 a8 78 3] 56 48 1 2t

E 78: bxperimento de DEPT para 12-metoxi-afinisina (13} (CDCl3/TMS; 125 MHz)
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E 79: BExperimento COSY para 12-metoxi-afinisina (13)
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E 81: Espectro de Massas Alta Resolugdo (70 eV) para 12-metoxi-velosimina (14)
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E 82 Espectro de RMN *H de 12-metoxi-velosimina (14) (CDCI/TMS; 300 MHz)
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E 83: Espectro de RMN P°C de 12-metoxi-velosimina (14) (CDCl/TMS; 75 MHz)
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E 84: Experimento de DEPT para 12-metoxi-velosimina (14) (CDCly/TMS; 75 MHz)
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E 85: Experimento COSY para 12-metoxi-velosimina (14)
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E 87: Espectro de Massas (70 eV) para 16-hidroxi-yohimbina (15)
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E 89: Espectro de RMN °C de 18-hidroxi-yohimbina (15) (CDCl/TMS; 75 MHz)
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E 91: Experimento COSY para 18-hidroxi-yohimbina (15)
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E 93: Espectro de Massas (70 eV) para 3-c-epi-yohimbina (16)
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E 95: Espectro de RMN °C de 3-a-epi-yohimbina (16) (CDCl,/TMS; 125 MHz)
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£ 96: Experimento de DEPT para 3-a-epi-yohimbina (16) {CDCI/TMS; 125 MHz)
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E 97: Experimento COSY para 3-a-epi-yohimbina (16)
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E 98: Experimento HSQC para 3-a-epi-yohimbina (16)
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E 99: Espectro de Massas {70 eV) para reserpina {17)
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E 100 Espectro de RMN *H de reserpina (17) (CDCl3/TMS; 500MHz)
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E 101 Espectro de RMN °C de reserpina (17) (CDCl/TMS; 125 MHz)
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E 102: Experimento de DEPT para reserpma {17) (CDC/TMS; 125 MMz)
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E 103 Espectro de RMN *H de reserpilina (18) (CDCL/TMS; 300MHz)
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E 104: Espectro de RMN C de reserpilina (18) (CDCL/TMS; 75 MHz)
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£ 105: Experimento de DEPT para reserpilina (18) (CDCly/TMS; 75 MHz)




