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Resumo

Estudo Integrado de Seis Espécies do Género Aspidosperma; Anilise Qualitativa e
Quantitativa por CG, CG/EM e CLAE; Bioatividade; Biotecnologia e Rota de
Preparaciio dos Compostos Ramiflorina A e Ramiflorina B

Arildo José Braz de Oliveira e Luzia Koike
Palavras Chaves: alcalbides Indélicos, CG/EM, Aspidosperma, biotecnologia

O desenvolvimento de um método de andlise ripido e econdémico de plantas
contendo alcaldides indélicos utilizando CG, CG/EM e CLAE foi a principal proposigio
desta tese.

Nosso grupo de pesquisa tem estudado espécies do género Aspidosperma e nesta
tese o objetivo foi estudar seis espécies e realizar a analise qualitativa e quantitativa dos
alcaldides por CG, CG/EM e CLAE. O estudo fitogquimico de cinco espécies permitiu o
isolamento de vinte e duas substincias puras, entre elas quatorze que ndo haviam sido
isoladas anteriormente destas espécies. A (+)-aspidospermina, (+)-pirifolidina, (-)-
aspidofractinina, (-)-aspidofilina, (+)-15-desmetoxi-pirifolina e (+)-pirifolina (Aspidosperma
olivaceum), N-acetil-cilindrocarina e 12-O-metil-21-oxo-aspidoalbina (4. polyneuron), (-)-
aspidospermina, (+)-1,2-desidro-aspidospermidina e geissosvellina (4. dispermum), 19-E-
isositsiriquina (4. ramiflorum); 15-metoxi-aspidospermina e 15 metoxi-pirifolidina (4.
pyrifolium), estas duas ultimas s3o substincias novas. As substincias isoladas foram
utilizadas como padres nos estudos cromatograficose o método de analise exigiu pequena
quantidade do extrato da planta, utilizando o método do padrio interno para quantificaio.

Testes autobiograficos, antibacterianos e antifungicos nos extratos e padries
isolados mostraram uma potente ag¢io antibacteriana. Os melhores resultado ocorreram nas
substancias (+)-ramiflorina A e (+)-ramiflorina B, (+)-aparicina, (-)-aspidospermina, (-)-N-
acetil-cilindrocarina e normacusina B. Os resultados obtidos nas espécies A. ramiflorum e A.
polynenron incentivou-nos a desenvolver experimentos de cultura in virro de tecidos e
células vegetais, visando produzir os alcaldides ativos. A. ramiflorum foi a espécie que
apresentou os melhores resuitados, levando a produgiio dos alcaldides ramiflorina A e
ramiflorina B.

A analise utilizando CG, CG/EM e CLAE do extratos 4. ramiflorum revelou que o
(+)-10-metoxi-geissoschizol (10MG) estava presente em quantidades consideraveis, o que
sugeriu-nos realizar a semi-sintese dos aicaléides ramiflorina A e B, utilizando esta
substancia como substrato. Portanto testamos a reagdo em um modelo o triptofol, cuja
estrutura € similar a0 10MG. O triptofol foi condensado com a triptamina para dar uma
substincia dimérica que foi identificada por métodos fisicos. Estes resultados mostram a
viabilidade de se preparar as ramiflorinas A ¢ B por esta semi-sintese proposta.



Abstract

Integrated Study of Six Species of Aspidosperma Genera; Qualitative and
Quantitative Analysis by GC, GC/MS and HPLC; Bioactivity; Biotechnology; and a
Route for Preparation of the Compounds Ramiflorine A ¢ Ramiflorine B

Arildo José Braz de Oliveira and Luzia Koike
Keywords: indolic alkaloids, GC/MS, Aspidosperma, biotechnology

The development of a fast and economical method of analysis in plant that contain
indolic alkaloid using GC and GC/MS techniques was the principal aim of this thesis.

Our research group have been studying species from Aspidosperma genera and the
subject of this thesis, was to study steam bark extracts of six species as will to perform
qualitative and quantitative analysis by GC, GC/MS and HPLC. The phytochemical study of
the plants resulted in the isolation of twenty-two pure compounds, among which, fourteen
have not been previously, described these species. The (+)-aspidospermine, (+)-pyrifolidine,
(-)-aspidofractinine, (-)-aspidofiline, (+)-15-demethoxypyrifoline and (+)-pyrifoline
{(Aspidosperma olivaceum), N-acetyl-cylindrocarine and 12-O-methyl-21-oxo-aspidoalbine
{(A. polyneuron), (-)-aspidospermine, (+)-1,2-dehidroaspidospermidine and geissosvelline (4.
dispermum), 19-E-isositsirikine (4. ramiflorum): 15-methoxyaspidospermine and 15
methoxypyrifolidine (4. pyrifolium), and the latter two are novel compounds. These
compounds isolated were used as standards in the chromatographic studies and the
analytical method required small quantities of the plant extracts, using internal standard
method for quantification.

Bioautographic test, antibacterial and antifungi, using extracts and pure substances
showed strong antibacterial action. The best results were obtained with the substances (-
ramiflorine A e (+)-ramiflorine B, (+)-apparicine, (+)-aspidospermine, (-)-N-acetyl-
cylindrocarine and normacusine B. The results obtained with A4. ramifiorum and A.
polyneuron encouraged us to develop assays with tissue and plant cell culture to produce
the active alkaloids. A. ramiflorum showed the first good results with production of (+)-
ramiflorine A and (+)-ramiflorine B.

In the GC, GC/MS and HPLC analysis of extract the A. ramiflorum reveled that one
component, 10-methoxygeissochizol (10MG), in considerable concentration, this suggested
to us the possibility of semi-synthesis of alkaloids (+) -ramiflorine A and B, using 1I0MG as a
substrate. Therefore, we tested in reaction using a tryptopho! mode! with has a similar
structure to the 10MG. The condensation of tryptophol with tryptamine gave the dimmeric
compound which was identified by spectroscopy data. These results show that the semi-
synthesis of (+)-ramiflorine A e (+)-ramiflorine B is possible.
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INTRdDUCﬁO

De todos os produtos naturais conhecidos 20% (cerca de 16.000 compostos)
s3o classificados como alcaléides [1]. Atividades biolégicas diversas so reportadas
para uma grande variedade de alcaléides, mais atualmente apenas 30 sdo
comercializados [1]. A maioria destes séo medicamentos, alguns sio usados como
flavorizantes, praguicida e como compostos modelos para estudos farmacolégicos.
Estes alcaléides, sfio classificados como "especialidades quimicas”, e o sen volume
de produgiio a nivel mundial ¢ Emitado.

Alcaléidwcomoaqﬁnina(l)eaquinidim&)jétemumaprodug&oem
torno de 300-500 toneladas/ano, a ajmaticina (3) cerca de 3600 Kg/ano ¢ compostos
como a vinblastina (4) ¢ vincristina (5) atingem uma quantidade de alguns Kg/ano [2,
3] As quantidades de material necessdrias para a extragio destes alcaldides sdo
pequenas se comparadas com os de outros produtos agricolas. Por exemplo, sio
necessarias cerca de 5000-10000 toneladas métricas das cascas de Chinchona para a
extragdo da quinina (1) e quinidina (2) e de cerca de 200-300 toneladas das raizes de
Catharanthus roseus para a produgiio de ajmalicina (3). O valor no mercado destes
alcalbides esté na faixa de milhdes de délares [4].

MeO

) (2)

Hoje em dia estas "especialidades quimicas" sdo produzidas pela extragio de
plantas cultivadas ou até mesmo de plantas coletadas em seu "habitat” natural.
Existem diversos problemas ligados a este tipo de produg#io, a saber as variagdes nas
quantidades e na qualidade dos produtos obtidos de plantas, sio alguns dos
problemas ligados 2 extragio destes produtos quimicos. Os métodos alternativos



para a obtenclio destes produtos naturais de alto valor econdémico sdo de grande
interesse. Como consequéncia disso, muitos trabalhos vem sendo realizados com o
objetivo de se obter sinteticamente estes produtos naturais, como uma alternativa aos
processos extrativos. Ainda que as sfuteses de alguns produtos naturais sejam vigveis
quimicamente, de um modo geral, s¥o invidveis economicamente. As semi-sinteses
partindo de precursores mais disponiveis, ocomre com sucesso em alguns casos,
como por exemplo o acoplamento de mondmeros na produgzo do alcaléide dimérico
vinblastina (4) [18]. A produgfio de novos compostos tteis, também podem ser
desenvolvidos por esta estratégia, como por exemplo, o trabalho de semi-sintese do
taxol (6) que resultou no produto comercial Taxotere ® [5, 18).

“4) R1=0H;R_2=Et;R3=CH3;R4=H
(5} Ri=0H:R,=Et; R+=CHO: Ry =H

Nas décadas de 70 e 80, a produco de alcaléides empregando biotecnologia
de plantas, foi muito estudada como um método alternativo ao extrativismo e as
sinteses orgéinicas, a mesma utiliza células cultivadas em laboratérios em vez de
plantas. Um exemplo interessante da aplicacio da técnica de cultura de células
vegetais ocorreu recentemente [6]. Descobriu-se que uma arvore rara, chamado
"teixo" (Taxus brevifolia), que cresce principalmente no Canadi, produz o taxol (6),
substéncia promissora no combate de certos tipos de céncer (mama e ovério). O



consumo anual de taxol (6) exigiria a derrubada anual de 6.000 irvores. A produgéo
do taxol (6) sintético, revelou-se bastante complicada inviabilizando a sintese {7, 8].
Partiu-se entdio para a técnica de cultura de células vegetais. A técnica permite a
obtenciio do taxol (6) de um modo economicamente vidvel e ecologicamente correta.

(6)

A anilise qualitativa ¢ quantitativa dos alcaloides é portanto de fundamental
importancia tanto para a produgio por métodos baseados no extrativismo vegetal,
como também nos métodos alternativos de obtenglio dos alcaloides. Por isso existem
diversos métodos disponiveis para a anlise e identificacio de alcaléides conhecidos.
A anilise destas misturas complexas (extratos vegetais e extratos de cultura de
células) ¢ freqiientemente feito por CCD, através da comparagdo de valores de Rf em
diferentes sistemas de solventes, e pela comparagio dos componentes da mistura
com compostos padres frente a reagentes cromogénicos especificos [9].

Ainda que diferentes técnicas analiticas sejam descritas para a quantificagéo
dos alcaléides indolicos, inexiste um método quantitativo de anilise destes extratos
complexos que empregue quantidades fimitadas de matéria-prima vegetal. Como os
alcaldides indélicos s¥o normalmente polares, pouco volateis e instaveis, a CLAE é o
método mais utilizado [10]. A analise de algumas classes de compostos emprega a
CLAE com detecgio por UV-VIS. O uso de detectores eletroquimicos ¢ limitado



devido a nfio toleriincia da elniciio por gradiente, apesar de ser um método sensfvel
[111], pois poucos extratos alcaloidicos sdo analisados apropriadamente e o método
de eluigdio isocratico apresenta problemas de coeluigao.

A disponibilidade comercial e a grande variabilidade de fases estacionérias
das colunas de CG de silica fundida, muitas das quais permitem trabalhar 2
temperaturas mais elevadas, aumentou as possibilidades de anélise por cromatografia
gasosa, incluiindo ai yma variedade de drogas e produtos naturais, entre estes os
alcaldides [12, 13, 14].

A CG usando colunas capilares demonstrou ser um método simples, répido,
sensivel e reprodutivel para a quantificacio de algumas classes de alcaldides
incluindo os ind6licos [14].

Esta tese, focaliza o estudo de alcaléides indélicos de seis espécies do género
Aspidosperma, no que tange 2 anslise qualitativa ¢ quantitativa por CG/EM, CLAE.
O isolamento fitoquimico para obter padr@es, pesqquisa de atividade antimicrobiana,
cultura de células vegetais e transformagdes quimicas de compostos que
apresentaram atividade biologica, também fazem parte deste trabatho.

Devido as suas importantes fimgdes biologicas ¢ aplicagdes na indiistria
farmacéutica, os alcaléides indblicos de Aspidosperma apresentam demanda
suficiente para o desenvolvimento de uma metodologia que permita uma separa¢io
ripida e eficiente, associada a uma atribuigio inequivoca dos componentes
individuais. A CG com coluna capilar foi a técnica escothida por nés para a anslise
de misturas complexas de plantas do género Aspidosperma.

O género Aspidosperma pertence a familia Apocynaceae ¢ segundo Woodson
{15] no género existem 52 espécies distribuidas em nove séries.

- Macrocarpa ( 2 espécies)
- Ramiflora (1 espécie)

- Pyricolla (11 espécies)

- Polyneura ( 4 espécies)

- Rigida (1 espécie)



- Nitida (1 espécie)

- Stegomeria ( 3 espécies)

- Quebrachines (2 espécies)
- Nobiles ( 14 espécies)

No Brasil encontram-se a maioria delas. Muitas destas espécies sdo
conhecidas por fornecerem madeira de excelente qualidade [16].

Estudos realizados por B. Gilbert [17] e colaboradores com um grande nimero de
espécies do género Aspidosperma resultou no isolamento de mais de wma centena de
alcal6ides indélicos com as mais variadas estruturas.

Osalcaléidmindéﬁcospmsexnesnasespéciesdestegéneroapresematnum
variado espectro de atividades farmacol6gicas incluindo antiviral [18], bloqueadoras
dos receptores -2 adrenérgicos {18], antineoplésica [19, 20}, analgésica [21],
antimalirica [22], antimicrobiana {23] entre outras.

Apresen;adosalcaléidesdch:tcrmsefarmacolégicofazcomqmseja
necessério o desenvolvimento de métodos que permitam realizar a andlise qualitativa
¢ quantitativa dos alcaldides indélicos presentes nos extratos destas espécies.

As técnicas de culturas de células vegetais podem ser aplicadas as espéeies do
género Aspidosperma pois além das mesmas possufrem alcaldides com grande
interesse farmacoldgico, também existem espécies deste género ameacadas de
extingdo, como por exemplo a "Peroba-rosa” (4. polyneuron) no estado do Parana,
que poderiam ser preservadas aumentando-se a oferta de mudas utilizando-se o
processo biotecnoldgico, com o intuito nfio s6 de produzir alcaloides, mas como
também desenvolver metodologias que permitam a micropropagaciio, o que poderd
garantir a sobrevida ¢ o reflorestamento planejado visando a explorac@o sustentada
destas espécies arbéreas de ciclo de vida longo.



OBJETIVOS
Os objetivos deste trabalho séio:

1)~ Realizar a andlise qualitativa e quantitativa dos extratos alcaloidicos de seis
espécies do género Aspidosperma utilizando-se a CG com Detector de Tonizaglio de
Chama (DIC) e CG/ES.

2)- Realizar o estudo fitoquimico com o intuito de isolar alcaldides para serem
utilizados como padrdes nos estudos cromatogréficos.

3)- Realizar a andlise dos extratos alcalofdicos das seis espécies por

cromatografia liquida de aita eficiéncia (CLAE) e fazer uma comparacfio com a
cromatografia gasosa.

4)- Investigar a existéncia de atividade antimicrobiana nos extratos alcaloidicos das
5)- Desenvolver metodologias que permitam a cultura de células vegetais "in vitro”
em algumas espécies do género Aspidosperma.

6)- Realizar a semi-sintese dos alcaldides diméricos presentes em 4. ramiflorum,
ramiflorina A e ramifiorina B.

7)- Usar as informagdes obtidas como mais uma forma de contribuicéio na
quimiossistematica ¢ biossintese dos alcaldides indélicos em espécies do género
Aspidosperma.



CAPITULO 1

METODO DE ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA POR GC
E GC/MS ASSOCIADA A HPLC DE SEIS ESPECIES DO GENERO

Aspidosperma.



1. EXPERIMENTAL

1.1. Matéria-prima vegetal

OgéneroAspido.guemaposmﬁeSpéciescomacentuadashnﬂaﬁdade,cﬁando
controvérsias na classificagio, rico em espécies de distinc8o laboriosa, que se caracteriza
pelapresem;a,mmbocomlino,deﬁssmasourhmspordeu'ésdasmneras [15], e pélos
foliculos achatados, contendo sementes aladas. Woodson considera que este género contém
52 espécies. Como vérias de suas fusdes de espécies proximas sfio ilegitimas, baseadas na
hmﬁciénciademmsuagemwnmhmdaswbqbesqueexanﬁmmodesconhecimenmdas
érvoresnﬂmaisedosrespeﬁhoshb&aﬁ;estegmoﬂmhmﬂepodeam—scawm
de 130espéciea,smdopcrmd380noBrasiLab1indolugarparaasidemiﬁcadas
subsequentemente [24). Vivem em todo tipo de vegetacfio, estendendo-se desde o México
até a Argentina; a maioria porem sdo brasileiras [24].

Numerosas espécies fornecem estimadas madeiras amarelas, amareiadas ou amarelo-
rosadas, ditas localmente pereiro, peroba, guatambu e perobinha, nomes esses seguidos de
virios qualificativos; na regifio amazdnica ouvem-se caranapavba ¢ araracanga. Todas sio
ticas com variadas classes de alcal6ides.

As espécies por nés estudadas s80 de uma maneira geral assim classificadas:

Divisio: Angiospermae
Classe: Dicotyledoneae
Ordem: Gentianales
Familia: Apocynaceae
Sub-Famflia: Plumerioidae
Tribo: Plumeriae

Geénero: Aspidosperma



1.1.1. Aspidosperma pyricollum Muell. Arg. (15, 24, 25, 26]
Denominagdo Vulgar: pequid-da-restinga

Caracteristicas Gerais (Figura 1): Arvore pequena, dificilmente superando 5m x 20
cm, cujo lenho € esbranquicado e durissimo. A casca ¢ parda, fina ¢ bem 4spera. As folhas
sdo lanceoladas a oblongas, agudas ou arredondadas no épice e 5-10 cm x 1-3 cm.

A inflorescéncia € subterminal 2 terminal, glabra, medindo 3-4 cm. A corola € branca
ou amarelo-claro com 5-6 cm de comprimento. O fruto ¢ piriforme, medindo 4-5 cm x 34
cm ¢ as sementes elipsdides de 4 x 2,5 cm.

Informagdes Gerais: Floresce de novembro a janeiro em S#o Paulo ou de setembro a
novembro Minas Gerais. Frutifica nove meses depois (Sfio Panlo) e quatorze meses
depois (Minas Gerais). Reproduz-se por sementes.

Ocorréncia: Préprio das areias do litoral (restinga) desde Pernambuco até o Rio de
Janciro,'scndomronamatadecncostadaSmado Mar.

Classificador ¢ Local de Coleta (Escicata n? 49.176, depositada no Herbério do
Instituto de Biologia da UNICAMP): as amostras do caule ¢ galhos desta espécie foram

coletados no Rio de Janeiro, Mata de Maricd, pelo_Dr. Armando de Mattos Filho ,
Pesquisador do Jardim Boténico do Rio de Janeiro



Frutos Sementes Casca Madeira

Figura 1. Aspidosperma pyricollum Muell. Arg. [25].




1.1.2. Aspidosperma olivaceum Muell. Arg. |15, 24, 25, 27]

Denominagdo Vulgar: Guatambu, guatambu-branco, guatambu-amarelo, guatambu-
legitimo, guatambu-rosa, amarel#io, perobe (SC), tambu.

Caracteristicas Gerais (Figura 2): Arvore que alcanga usuaimente 10-15 m ,
podendoiraZOmeOcm.Acascaépm'da,ﬁna(cercadeSnm),ﬁgida,conlpasta,bem
éspmdeﬁdo&mpaﬂciemmgulm,pordemopudoamhda;nasmatas
secas,acasmmos&&scbemmaisgross&rimosa,anﬁamuosaemmchpordemro.m
foﬂmshmwhdasaobbngas,agudasouamdondadasmépice,cuneiformmbase,
firmemente membrandceas, glabras, as margens onduladas, quase sem nervuras visiveis,
mais pdlida em baixo, 5-10 cm x 1-3 em ; peciolo com 1-2 cm; espécimes das florestas
secas do Brasil Central apresentam folhas tomentelas e com nervuras algo marcadas na face
inferior, onde sfio bem glaucas. A inflorescéncia é subterminal a terminal, glabra, medindo 3-
4 cm; pediinculos com 1-2 cm; pedicelos alcancando 1-3 mm de comprimento. As flores
com célice provido de lobos ovado-agudos, os quais tem | mm; corola branca ou amarelo-
claro, 5-6 mm de comprimento, pilosa internamente ou sem pélos; ovario constantemente
vestido de pélos brancos; estigma quase clavado. O fruto é piriforme, contraido em delgado
estipe com 1-2 cm, grosso, medindo 4-5 cm x 3-3,5 cm, recoberto de numerosas lenticelas
pequeninas, visiveis sob lente; sementes elipsoides, 4 cm x 2,5 cm, dotadas de nucleo
seminifero pardo, central e cordiforme, a asa amarela estreita e subcoridcea.

Informagdes Gerais: Floresce de novembro a janeiro (SP) ou de setembro a
novembro (MG). Frutifica em julho-agosto (SP) ou em dezembro -fevereiro MG).

Um quilo de sementes encerra cerca de 5.500 sementes, que germinam em cerca de
8-12 dias. Podem multiplicar-se mediante de estacas de uns 30 cm x 10 mm, colocadas em
areia lavada imida, onde enraizam.

Ocorréncia: Caracteristica da floresta pluvial atlantica, ocorrendo de Minas Gerais e Rio de

Janeiro a Santa Catarina, muito frequente, neste tltimo estado chama-se "peroba”, achando-
sealeediﬁmdidaEmMmasGeraisenmm-seahdammargcmdoscamposenas

16



matas secas, suportando a fortes periodos sem chuvas. Vulgar também no Rio de Janeiro é o
mais espalhado dos Guatambus.

Classificador e Local de Coleta (Escicata n ¢ 99844, depositada no Herbério do
Instituto de Biologia da UNICAMP): As amostras do caule ¢ galhos desta espécie foram
coletados na regifo de Curitiba pelo Dr. Anténio José de Aragjo, Professor Titular da
Faculdade de Engenbaria Florestal da Universidade Federal do Parana.
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Est. 108 — PEROBA (Aspidosperma olivaceum). Arvore de 25 m de
ajtura. Foto de Raulino Reitz. em 14.05.1960.

Planta adulta Folhas

Frutos Sementes

 Figura 2. Aspidosperma olivaceum Muell. Arg. [26].
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1.1.3. Aspidosperma pyrifolium Martius (15, 24, 25, 28]

Denominagdo Vulgar: Brasil: pereiro, pereiro-branco (BA); pereiro -preto (CE);
peroba-rosa, trevo (GO); pereiro-vermelho, peroba-paulista (MG); pau-pereiro, pereiro-de-
saia (PI); ¢ no Paraguai: kirandi, palo-de-rosa, palorroso.

Caracteristicas Gerais (Figura 3): Arvore ou arvoreta, cerca de 3-8 m, ramos castanhos,
glabros, com algumas lenticelas, pubéruio a tomentoso quarklo bem jovem. As folhas s#o
ovais a obavadas, membraniceas carticeas, glabras ou pilosa, quaio jovens pubérulas a
tomentosa; base arredondada a obtusa; dpice obtuso, agudo ou acuminado, cerca de 7 x 3,5
cm a 8,5 x 5 om, face inferior discolor, 4s vezes venaglio reticulada um pouco emersa,
peciolo cerca de 1,5 - 2,5 cm. A inflorescéncia subterminal, dicdsio modificado, reduzido,
chegando a ser quase subfasciculado, pubérula a tomentosa, raramente glabra, pedicelos
cerca de 2 mm. O cdlice de cerca de 2-3 mm, lacinos ovais, longamente agudos, pubérulo a
tomentoso.

As flores possuem corola brancacenta, pubérula a tomentosa externamente,
internamente com pelos longos abaixo da insergfio dos estames e, mais abaixo, bem curtos;
tubo de cerca de 2,5-5 cm; lobos cerca de 10-23 mm, oblongos, estreitando em direg#o ao
apice, estames inseridos no quarto superior do tubo, anteras ovais, cerca de 1 mm. O ovério
é globoso, cerca de 1 mm, com alguns pelos longos; estigma globoso, com alguns pelos,
estiletes do estigma com cerca de 3 mm. Foliculos de cerca de 5,5 cm x 4 cm, piriformes,
lenhosos, castanhos, com lenticelas, estipitado, geralmente nfio mucronado, glabros. As
sementes sdo ovaladas, com ala concéntrica, cerca de 3 x 2,5 cm, cerca de 4 a 5 sementes
por fruto.

Informagdes Gerais: A espécie ¢ largamente d:sm’buida no sert¥o nordestino sob o
nome de pereiro; pode assumir o hibito de simples arbusto na caatinga mais séfara; ocorre
também no chaco Paraguaio. Floresce de setembro a janeiro.

Classificador e¢ Local de Coleta (Escicata n ® 46125, depositada no Herbério do
Instituto de Biologia da UNICAMP): As amostras do caule e galhos desta espécie foram
coletados no Piani pelo Dr. Washington Marcondes Ferreira Netfo.

13



Fruto Folhas e galhos

| Figura 3. Aspidosperma pyrifolium Martius [27].
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1.1.4. Aspidosperma polyneuron Mucell. Arg. [15, 24, 25, 26]

Denominagdo Vulgdr: Peroba, peroba-rosa, peroba-amargosa, peroba-rajada,
peroba-agu, sobro (ES).

Caracteristicas Gerais (Figura 4): Arvore que atinge até 35 m x 150 cm, gerando
excelentes fustes retilineos de uns 12-20 m x 70-100 cm por via de regra: copa rala de
ramificac#io corimbiforme; rAimulos trifurcados, esparsamente lenticelosos na ponta. A casca
¢ espessa (1,5-4,0 cm), rija, pardacenta, profundamente suicada, rugosa, com ritidoma
rosado por dentro ¢ a parte viva amarelada, do que resultam dois estratos nitidos compondo
a casca. As folhas s#io varidveis quanto a. forma, oblongas a obovado-eliticas, curta e
obtusamente acuminadas ou com &pice arredondado, atenuadas na base, firmemente
membrandceas ou subcoridceas, algumas vezes lustrosas na face superior, as nervuras
secunddrias muito apertadas e paralelas, a venagdo tercidria caracteristicamente bem
impressa e saliente em ambas as paginas, sem pelos, 7-15 x 2-4 cm; peciolo 5-15 mm. A
inflorescéncia em glomérulos terminais ¢ subterminais, fulvo-pubérulos ou glabros,
compactos € globosos quando jovens, depois mais ou menos corimbiformes, 1-4 cm de
comprimento; pedéncuio nulo ou até 5 mm; pedicelos com cerca de 1 mm. O calice
apresenta lobos largamente ovados, com cerca de 1 mm, pildsulos. A corola cor de creme,
cerca de 3-4 mm de comprimento; levemente pildsala ou quase glabra. O ovario
puberulento; estigma clavitulo. O fruto é elipséide ¢ manifestamente achatado (4s vezes
atenuado na base), rostrado no apice, séssil, 3,5-5 cmx 10-15 mm, com uma crista mais ou
menos proeminente, pardo escuro, densamente coberto de lenticelas bem visiveis; sementes
1-4, eliticas, 25-40 mm x 8-10 mm, providas de niicleo seminifero basal, do quai parte uma
asa membrandcea parda. '

Informagdes Gerais: Floresce em novembro-dezembro ¢ frutifica em outubro; para o
sul, asstnalam-se, respectivamente abril-maio e junho-agosto. Um quilo de sementes contém
cerca de 11500 sementes, que germinam em cerca de 16 dias. A espécie ¢ encontrada em

matas da América do Sul, principalmente do Brasil, nos estados do Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, S#o Paulo e Parani e na Colémbia.
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Classificador e Local de Coleta (Escicatan® 78.273, depositada no Herbério do
Instituto de Biologia da UNICAMP): As amostras do caule e galhos desta espécie foram
coletados no Campus da Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, pelo Dr. Milton
Faccione, Professor da Universidade Estadual de Londrina.
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1.1.5. Aspidosperma ramifiorum Muell. Arg. [15, 24, 26]

Denominagdo Vulgar: Guatambu, guatambu-amarelo, guatambu-grande, peroba-
amarela, peroba-café, tambu.

Caracteristicas Gerais (Figura 5): E uma 4rvore de uns 12-30 m. A casca é integra,
mhﬁvaMeﬁna(&Snm),dma,Hsaouﬁgeimm:ﬂeéspem,miﬁomnmmﬂepudo-
avermelhada, usualmente com manchas liquénicas mais claras. As folhas sio oblongas e
eliticas, cuncadas na base, acuminadas, membraniceas, glabras, as nervuras secundiria
distantes umas das outras e delicadamente impressas, 10-22 ecm x 3,6 cm, concolores;
peciolo 1-2 cm. As inflorescéncias s#o glomérulos quase sésseis, paucifloros, inseridos nos
nos localizados abaixo das pontas dos ramos mais novos, densamente rufo-tomentosos; tais
ramos geralmente sdo desprovidos de folhas na insercfio da inflorescéncia. As flores s#io
inteiramente ferrugfno-tomentosas; o calice com lobos agudos, com cerca de 2 mm de
comprimento; corola medindo 10-12 mum, as lacinas obtusas, com 2-3 ¢cm de comprimento;
ovério glabro ou quase. O fruto ¢ obovado ou suborbicular, grande (7-15 cm x 6-8 cm),
grosso, com as valvas dobradas para fora ap6s a deiscéncia, pardo, densa e grosseiramente
lenticeloso, sementes disciformes, com 6-7 cm de diimetro, providas de miicleo seminifero
central e asa ampla, parda e membranicea.

Informagdes Gerais: Espécie exclusiva da floresta pluvial atlantica, desde o Rio de
Janeiro e Minas Gerais até Santa Catarina; comum sobretudo no Rio de Janeiro. Observada
ainda na Bolivia. Floresce de julho a outubro e frutifica em agosto e seternbro. Um quilo
encerra 1000 a 2000 sementes. E uma espécie bastante isolada, imediatamente distinta pelas
curtas inflorescéncias fasciculadas e ramifloras.

- Classificador e Local de Coleta (Escicata n 2 32802, depositada no Herbério do
Instituto de Biologia da UNICAMP): As amostras do caule e galhos desta espécie foram
coletados em Porto-Ferreira - S80 Paulo e classificadas pelo_Dr. Hermdgenes Ferreira
Leitdo Filho, Professor da Universidade Estadual de Campinas.
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1.1.6. Aspidosperma dispermum Muell. Arg. [15, 24, 25, 28]

Denominagdo Vulgar: Pereiro da serra.

Caracteristicas Gerais (Figura 6): Arvores com cerca de 6 m de altura, com os
galhos relativamente escassos, minutamente puberulento quando jovem, blabada ¢ finamente
rimosa quando adulta. As folhas largamente elipticas a elipticas-ovaladas, o apice ¢ escasso
e pouco acuminado a obtuso, a base ¢ largamente obtusa, 5-12 cm de comprimento, 2-7 cm
de largura, firmemente membranicea, o reticulo da nervura tercidria é bem vistvel, glabroso;
peciolos de 2-3 cm de comprimento. As inflorescéncias sfio agrupadas subterminalmente nas
partes superiores das folhas axilares, dicotomamente dicdsias, 2-3 cm de comprimento, 0s
peciolos e pedicelos sio densamente branco-puberulantes, as bracteas muito pequenas; os
pedicelos com cerca de 1 mm de comprimento. Os lobos do calice sfo grandemente
ovalados-trigonais, agudo a obtuso, com cerca de 0,5 cm de comprimento, densamente
branco-puberulento. Corola esverdeada, o tubo com cerca de 2,5 mm de comprimento ¢ 1
mm de diimetro de comprimento, sem glabro, os lobos oblongos, arredondados, com cerca
de 1,5 mm de comprimento. Os estames s3o inserido um pouco acima da metade do tubo da
corola, as anteras tem cerca de 0,7 mm de comprimento. Os ovirios sfo ovdides, glabros,
com cerca de 0,5 mm de comprimento, o estigma ¢ subcapitado. Os foliculos so largamente
ellipticos, acuminados, com 2-3 cm de comprimento, 1-2cm de largura, sésseis; as sementes,
sfio ovais, com cerca de 2 cm de comprimento e 1,0-1,5 cm de largura, com uma estreita
asa concentrica e embrifio bilateral simétrico.

Informagdes Gerais:Ocorre no sudeste brasileiro em regides montanhosas em meio a
terrenos pedregosos.

- Classificador e Local de Coleta (Escicata n 2 86367, depositada no Herbério do
Instituto de Biologia da UNICAMP): As amostras do caule e galhos desta espécie foram
coletadoshoestadodthmsGeraisemreascidadesdeDiamanthmeGovemador

Valadares pelo Dr. Washington Marcondes Ferreira Neto.
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Folhas e galhos

Figura 6. Aspidosperma dispermum Muell. Arg. [27].
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1.2. Procedimentos experimentais gerais

Os pontos de fuséo foram determinados em um aparelho Mettler FP-5. As rotacGes
Opticas foram determinadas em um polarimetro fotoelétrico Carl Zeiss Jena Polamat A, em
limpada de Mercirio e corrigidos para lmpada de sodio, solubilizando-se os compostos em
etanol ou cloroférmio.

Os espectros no Ultravioleta foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer
Lambda 3A usando-se etanol como solvente. Os espectros no Infravermelho foram obtidos
em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-IR série 1000, utilizando-se pastilhas de KBr
contendo aproximadamente 1% de amostra ou na forma de um filme em cloroférmio ou
diclorometano.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e ’C foram registrados nos
instrumentos Varian Gemini 300 — 300 MHz com campo de 7 Tesia e Varian Inova 500
MHz, utilizando-se TMS ou HMDS como padres interno ¢ CDCl3, MeOD e (D:C), CO
como solventes,

As cromatografias Liquida de Alta Eficiéncia ¢ Pressio(HPLC) foram feitas no
equipamento HP 1090 série II. A Cromatografia Gasosa com DIC foi feito no equipamento
HP 5890A ¢ a Cromatografia Gasosa com Detector Seletivo de Massas (CG/EM) foi feito
no equipamento HP-5970 B.

Os espectro de massas pela inje¢lio direta na fonte e EMM ( medidas exatas de
massas) foram feitas no Autospec-Micromass-EBE e no MS 5870B.

Todos os solventes utilizados foram purificados ou possuiam grau espectroscopico

1.3. Preparacfio das amostras
As cascas e gathos das seis espécies foram secos em uma estufa com ar circulante a
40 °C. O material vegetal seco foi entfio triturado em um moinho de facas do tipo Wiley e
extraidoéﬁiooometanolé?O%,ocxn‘atoetanélicosecoaseguirfoisubmeﬁdoaum
extraciio 4cido-base conforme o descrito na Figura 7.
- Os extratos clorofétmicos 4cidos e bésicos obtidos foram secos € evaporados em

evaporador rotatério. As massas dos extratos obtidas no processo extrativo sio mostradas
na Tabela 1.
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As amostras dos extratos dcidos e basicos foram pesadas, para dar uma massa de 30
mg, a seguir as mesmas foram diluidas com 9 ml de uma solugfio de diclorometano:metanol
(80:20, v/v) ¢ 1,0 mi de uma solugfio de triptofol (7) [padriio interno], a uma concentracio
de 2,5 mg/ml. A mistura foi homogenizada e submetida a filtragio em coluna (0,5 cm de
didmetro) com sﬂiua-gel-60 Merck 70-230 mesh (1g). A coluna foi eluida com uma solugfo
de diclorometano:metanol (80:20, v/v). O filtrado foi evaporado ¢ o residuo foi dissolvido

em 2,5 ml mesma soluglio. As amostras assim obtidas foram utilizadas nas andlises por CG,
CG/EM e CLAE.

Tabela 1. Massas dos extratos a pH dcido e bdsico da 6 espécies estudadas

Espécie planta seca extrato dcido extrato bdsico
(®) () ®
A. pyricollum 1600 8,40 0,96
A. olivaceum 1009 5,33 0,76
A. pyrifolium 1600 17,0 7,42
A. polyneuron 1000 8,69 12,1
A. dispermum 1000 0,78 2,25
A, ramiflorum 1000 7,70 11,6
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Figura 7. Esquema de extraciio cido-base para os alcaléides de Aspidosperma.



1.4. Andlise por CG¥ CG/EM

Utilizoy-se nas andlises uma coluna capilar DB-1 (12m, 0.25mm ¢, 0,2mm de
espessura do fihne da fase estacionaria, J&W Scientific, CA). O hidrogénio foi utilizado
como gas de arraste (50KPa) e a razfio de split nas injegdes foi 1:50. A temperatura de
injegéio foi de 270°C. As temperaturas da coluna foram programadas para uma velocidade
de 15°C /min & partir de uma temperatura inicial de 100°C e entiio de 225-260°C a
2,5%°C/min, e foi mantida por mais 10 minutos a 260°C. A temperatura do detector foi de
270°C.

A andlise por CG/EM foi realizada no equipamento HP 5S970B com um detector
seletivo de massas. Os programas de andlise foram idénticos as condi¢des empregadas nas
andlises por GC. Utilizou-se duas colunas para GC/MS a fim de obtermos os indices de
retenclio de ‘“Kovits” (IK) dos componentes identificados (DB-1 ¢ DB-2 de mesmo
comprinento, espessura e difmetro interno, diferindo apenas na composicio da fase
estaciondria.).

As solugSes de todos os padrdes foram preparadas para dar um concentragio de

aproximadamente 1mg/ml. Um volume de 1pl de todas as solucBes foram injetados em todas
as analises.

1.5. Andlise por CLAE

A separagfio cromatogréfica foi realizada em um cromatégrafo liquido da Hewlet-
Packard Series II/M-1090, equipado com um injetor antomédtico com volume de injegio
varidvel até 25ul, uma bomba de alta presséio reciproca, do tipo pistio cabeca dupla modelo

DRS com fiuxo de até 5.000 uLmin™ e um detector espectrofotométrico por conjunto de
fotodiodos, com cela de 8l de volume. O sistema de aquisigfio de dados foi feito numa
Chemstation, série Pascal, com computador modelo HP 7994A. A coluna utilizada foi a p-
Bondapak C-18, fase reversa, 10uum (300mm, 3,9mm D.L, Waters Associates).

As andlises foram feitas através de eluiclio por gradiente na qual o ELUENTE B:
consistindo de formiato de amdnio 1060mM - octanossulfonato de sédio 2mM/ écido férmico
/ acetonitrila (64:4:32 v/v), foi adicionado a0 ELUENTE A: consistindo de formiato de
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amdnio 100mM - octanossulfonato de sédio 2mM/ cido formico / acetonitrila (88:4:8 v/v),
através de quatro rampas lineares de 0 & 100% em uma hora (gradiente de eluigio mostrado
no Quadro 1 a seguir) numa adaptagio do programa desenvolvido por Verpoorte para
alcalbides de Chinchona sp [29]

tempo(min.) {% A] [% B}
0 100
15 100
25 90 10
40 60 40
55 10 90
60 0 100

Quadro 1. Gradiente de eluicio em CLAE:

1.6. Compostos Padrdes

Os padrdes dos alcaléides indélicos foram obtidos das respectivas espécies usando os
métodos tradicionais de extragdo e separagdio por técnicas cromatograficas e foram
identificados por comparagdio com suas constamtes fisicas (P.F., fal,® ) e dados

espectroscépicos (IV, EM, UV, RMN 1H e 13C } utilizando sempre que possivel a literatura
[30, 31, 32]. A pureza dos compostos foi determinada por CLAE ¢ CG usando como
detectores 2 Espectrometria de Massas (EM) e o Detector de Ionizagdo de Chama (FID).
O método utilizado [33) para quantificagio dos alcaldides por GC foi o de
padronizac3o mterna,qucfoidesenvolvidoparacompensm'oserrospelavariac;aoda
quantidade de amostra injetada, que consiste em adicionar uma quantidade conhecida de
uma substéncia padriio 4 amostra analisada, e relacionar as dreas obtidas. A substincia usada
wmpadrﬁomtermidealdwctacsmmraeﬁmﬁesshnﬂaréssubstﬁmhspmbhmde
concentraco ¢ tempo de retenclio proximos, ser inerte, nfio fazer parte da amostra ¢ ndo
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coeluir com os componentes presentes na amostra. O triptofol (3-indol-etanol) (7) foi o
padrio interno escolhido, obtido com 99% de pureza da Carlo Erba e adicionado antes do
tratamento das amostras numa concentrago de 2,5 mg/ml.

N

H

(7

Estudos de recuperacio foram realizados, para o triptofol (7), yohimbina (8) e
aspidospermina (9). As recuperagdes observadas foram de 99, 95 e 95% respectivamente.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. Obtenciio do Padries
Ao iniciar a discussio deste trabalho, se faz necessirio menciopar os
eschrechmﬂos,porsemwdowsuhadodeumdesenmlvtneMOdcdadospmm
por mim apresentados na tese de mestrado [33] jé defendida no IQ/UNICAMP.
AtcsedemesuadoseconstitumnaanﬂisequalitaﬁvaporCG/EMdaﬁwsode
alcaldides ind6licos de quatro espécies do género Aspidosperma, a saber, A. pyricollum, A.
olivaceum, A. pyrifolium e A. polyneuron. Estas anslises geraram um grande volume de
dados necessitando de um dominio ampio a respeito dos espectros de dezenas de classes de
alcaléides indélicos jé isolados, presentes na literatura para a interpretaciio dos resultados
proveniente da técnica de CG/EM. Para que este trabalho fosse validado foi necessério o
isolamento de compostos puros dos extratos das espécies em estudo, para serem utilizados
como padrSes. A seguir estio listados os alcaléides isolados no trabalho de Mestrado [34].
Espécie Estudada: 4. pyricollum
Alcalbides Isolados: ulefna (11), 17-metil-uleina’, yohimbina (8), B-yohimbina (10), N-
desmetil-uleina (12), sitsiriquina’ e diidrositsiriquina’.
" compostos niio numerados nio foram utilizados neste trabalho.

Portanto, os resultados discutidos neste trabalho se referem ao desenvolvimento das
andlises qualitativa e quantitativa onde foram incluidas mais duas espécies a 4. ramiflorum ¢
a A. dispermum.

O estudo fitoquimico da A. pyricollum foi terminado e as demais cinco espécies
foram submetidas a0 mesmo estudo, com o objetivo de se isolar e identificar o maior
m&nnropossivcldealcabidcshdéﬁwspmseremmiﬁmdoswmpadréwmanﬂise
qualitativa e quantitativa por CG ¢ CG/EM.

Neste item (2.1) serfio discutidos os compostos que n#o haviam sido isolados
anteriormente nas espécies bem como compostos modelos.

Todos os espectros e dados fisicos das substincias discutidas a seguir no

decorrer de todo este trabalho, se encontram logo apos a discussdo de cada composto
isolado.



2.1.1. Obtencdo de padries em A. pyricollum

Os extratos a pH icido (EA) e bédsico (EB) de todas espécies estudadas foram
obtidos conforme o descrito na parte experimental ¢ ilustrado na Figura 7.

Os extratos foram fracionados utilizando-se combinadamente a cromatografia em
coluna com silica-gel 230-400 mesh ¢ cromatografia camada delgada (CCD) e CCD
preparativa. Os extratos alcaloidicos (1,0 g EA, 0,8 g de EB) foram fracionados em uma
coluna de silica gel 230-400 mesh (50 g, 2 cm X 40 cm). A coluna foi elukla (fragSes de 20
ml) inicialmente com CH2Cl) e a polaridade foi aumentada gradualmente com porgdes de
MeOH, até a eluigio com MeOH puro. Este procedimento foi realizado em todas as
espécies estudadas.

Ne espécie A. pyricollum (Tabela 2), uma nova e rapida reinvestigagio permitiu-pos
isolar o composto aparicina (13), que teve sua estrutura ehucidada por métodos fisicos ¢

espectroscépicos, que foram coerentes com os dados existentes para este composto na
literatura {35,36).

Tabela 2. Alcaléides isolados dos extratos cioroférmicos de 4. pyricollum.

Alcaldide Abundéncia Relativa Métwodos de Identificaciio

(+)-yohimbina (8), 4,7 mg -t UV, IV, EM, RMN ‘a1, P3¢
{-}-B-yohimbina (10), 6,5 mg - UV, IV, EM, RMN 'H, Pc
(+)-uleina (11), 10 mg . uv, Iv, EM, RMN 'y, B3¢
N-desmetil-uleina (12) 2,5 mg " UV, IV, EM, RMN 'H
(+>-apsricins (13), 3,0 mg ++ UV, IV, EM, RMN 'H, 3¢
+++ - componente principal (> 50mg) +++ - componente importante (10-50 mg)

++ - componente menor (4-10 mg) + - tragos (< 4 mg)

megrito - composto isolado no trabatho de dontorado.
sublinhado: composto ji isolado anteriormente nesta espécie por outros pesquisadores e deserito na
literatura,
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2.1.2. Obtencfo de padrdes em A. olivaceum

O estudo fitoquimico da espécie 4. olivaceum resultou no isolamento de seis

compostos que nfio haviam sido isolados anteriormente nesta espécie {37), conforme ilustra
a Tabela 3.

Tabela 3. Alcaléides isolados dos extratos cloroférmicos de 4. olivaceum.

Alcalbide Abundancia Relativa Métodos de Identificagdio
(+)-uleina (11) it uv, v, EM, RMN ', P3¢
(+)-Aparicina (13) ++ UV, Iv, EM, RMN g, ¢
(+)-pirifolidina (14) =+ UV, IV, EM. RMN IH, ISC
(O-aspidofractinina (15) + uv, Iv, EM, RMN ', B¢
(>-aspidofilina (16) + UV, IV, EM, RMN g, P3¢
(+)-15-desmetéxi-pirtfolina (17) + UV, v, EM, RMN "1, ¢
(*)-pirifoline (18) -+ UV, Iv,EM, RMN ‘1, B¢
¢)-aspidospermina (9A) ++ UV, Iv, EM, RMN 11, B¢
++++ - componente principal (> 50mg) +++ - componente importante (10-50 mg)

++ « componente menor (4-10 mg) + - tragos (< 4 mg)

negrito - composto isolado ne trabalbo de doutorade.
Mzmmﬁojéiwhdoameﬁommenmespécicmrmmsadomcdmcﬁmm
literatura.



Composto (9A) - (+)-aspidospermina;

Este composto apresentou ponto de fusdo (P.F.) na faixa de 189-190 °C, e o valor da
rotagdo Otica, realizada em etanol a 25 °C, foi de [a)®p =+92°.

Analisando o espectro na regido do Infravermelho (IV) podemos observar uma
banda a 1640 cm™ caracteristica de uma carbonila de amida [38]

O espectro no UV com méximos a 290 nm (3,46), 256 nm (4,06) e 220 nm (4,61)

sugerem para este composto um cromoforo indolina [39].

N
| H
R
Indolina

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 354, correspondendo a uma
formula molecular Cy;HaoN:O;, e picos a m/z 325 [M" - 28], 124 (pico base, a na Fig. 10
pag. 56), produzidos via uma retro Diels-Alder, todos caracteristicos de um alcaldide com
esqueleto aspidosperma, lembrando muito o do composto conhecido como (+)-

aspidospermina relatado por Craveiro e colaboradores em A. pyrifolium [40).

(+)-aspidospermina

Os sinais observados nos espectros de RMN de 'H, “C do composto 9A, Quadro 2
na pag. 34, foram feitas usando os experimentos de DEPT, HETCOR e COSY [41] com
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objetivo de confirmar a estrutura sugerida. Os sinais de ressonéncia dos hidrogénios foram
atribuidos utilizando-se dados da literatura {38, 42]. O espectro de RMN de 'H mostrou
claramente um tripleto a campo alto a 0,62 & (CH.CHs), os singletos a 2,20 § (NCOCH;) e
3,88 & (OCHs;) e os sinais aromaticos a ~7,0 §.

A analise cuidadosa em RMN 'H de alta resolugio permitiu assinalar os hidrogénios
aromaticos do H-10 (dd 2 7,07 8, J=8,0 Hz), H-9(dd a 6,83 §, J=8,0 Hz) e H-11 (dd &
6,81 9, J= 8,0 Hz) com base nos acoplamentos esperados e nos efeitos eletronicos causados
peio substituinte metdxi no C-12. O espectro de COSY confirma os acoplamentos entre H-
10 e os prétons vizinhos, ¢ 0 HETCOR identifica o proton associado ao carbono
correspondente.

Os sinais dos carbonos aromaticos foram assinalados e confirmadas utilizando-se os
dados da literatura [42). E importante salientar as atribuicdes dos carbonos alifaticos e
nestes foram utilizados espectros 2D, a saber relacionando sinais de hidrogénios e carbonos.
O singleto largo a 4,60 & esta relacionado com o sinal de carbono a 69,5 8, o qual foi
atribuido como H-2. Os hidrogénios metéxi, atribuidos a 3,88 8, estdo associados ao sinal de
carbono a § 55,3 (DEPT).

Todos os carbonos metilénicos foram atribuidos utilizando o experimento em DEPT
e 0s protons a eles ligados foram obtidos do espectro de HETCOR. Os sinais de protons a
campo mais baixo (~3,0 8) foram assinalados como H-5c e H-3a devido a proximidade ao
par de elétrons nio compartithados do N-4. As atribui¢Ses individuais foram feitas via
espectro de alta resolugdo a 300 MHz e mostrou os modelos de acoplamento de um triplo
dubleto a 3,12  (H-5c., geminal de J= 11 Hz e axial de J= 8,0 Hz) e um dubleto largo a 3,10
8, que foi atribuido ao H-3a (J= 11 Hz). Esta uitima atribui¢iio foi confirmada pelo COSY
onde claramente o sinal a 1,74 & € o unico que apresenta um modelo de acoplamento na
forma de um dubleto devido ao acoplamento geminat de H-14a com H-148, este dubleto
por sua vez se desdobra em dois tripletos devido aos acoplamentos entre H-14¢a, H-15c e
H-1 SIB ¢ H-3a, H-3P. Este sinal deve-se ao H-14¢ pois 0 C-14 € o tmico atomo de carbono
adjacente a dois grupos metilénicos.

Os protons remanescentes H-5p, H-68, H-6a, H-3B e¢ H-148, H-15a ¢ H-158,
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foram identificados pelo espectro de COSY, usando 0 H-3 ¢ H-5a como ponto de partida
(quadro 2, pag. 34). O espectro de HETCOR permitiu também a atribuico a0 C-21a 71,16
eo C-20a35,438.

Os carbonos que mostram sinal a 24,6 e 22,7 3 respectivamente, foram assinalados
aos C-17 e C-16. O C-2 mostrou um sinal a 69,5 &, e por ultimo confirmou-se o
deslocamento quimico do carbono da carbonila amidica a 171,2 .

A atribuigSes dos espectros de RMN 'H, *C do composto 9A foram discutidos pois
este servirio de modeio para muitos dos outros compostos isolados neste trabalho.

O conjunto de todos estes dados permitiram atribuir a estrutura do composto 9A

como sendo a da (+)-aspidospermina.



702 H,

171,2 (C=0) 6,76
354 23,0 (N-CHjy)
dados de *C NMR em CDCl,

da (-)-aspidospermina (9B),
descritos na literatura [42],

dados de 'H NMR em CDCl,

da (-)-aspidospermina (9B),
descritos na literatura [42)

171,2(C=0) 6,83

33 280vcH;)

dados de '*C NMR em CDCI,

do composto (9A) atribuido

como (+)-aspidospermina dados de 'H NMR em CDCl,
do composto (9A) atribuido
como (+)-aspidospermina

Quadro 2. Dados de RMN 'H, ¥C do composto (9A) e do composto modelo
(-)-aspidospermina (9B).




(+)-aspidospermina (9A): Cristais, P.F.= 189-190 °C (CH,Cl,); P. F. lit.= 208-209
°C, ref. [17, 18, 31). [a]p”™ = + 92,0 (c= 1,0); [aln® lit.= + 90,0 (CHCL, ¢= 1,0), ref. [17,
18, 31]. IV vy cm™: 1634 (N-C=OMe). UV Ag. nm: 290 (log.= 3,46), 256 (log.~
4,06), 220 (log= 4,61). RMN 'H (CDCL): § 4,6 (1H, s, H-2ct), 3,10 (1H, d, J= 11,0, H-
3a), 1,95 (1H, m, H-3p), 3,12 (1H, dt, J= 8,0 Hz, H-501), 2,25 (1H, m, H-5), 2,05 (1H, m,
H-6a), 1,56 (1H, m, H-6B), 6,83 (2H, t, J= 8,0 Hz, H-9), 6,81 (2H, t, J= 8,0 Hz, H-11),
7,07 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-10), 3,88 (3H, s, 12-OMe), 1,74 (1H, J= 12,8 Hz, J= 3,6 Hz, H-
14a), 1,51 (1H, m, H-14B), 1,64 (1H, m, H-150), 1,08 (1H, m, H-15B), 1,47 (1H, m, H-
16A), 1,90 (1H, m, H-16B), 1,04 (1H, m, H-17A), 1,90 (1H, m, H-17B), 0,62 (3K, t, J= 7,3
Hz, H-18), 0,78 (1H, g, J= 6,9 Hz, H-19A), 1,20 (1H, m, H-19B), 2,20 (1H, s, H-21a),
2,20 (3H, s, NC=0Me). RMN “C (CDCLy): 8 69,5 (C-2), 53,5 (C-3), 52,4 (C-5), 37,8 (C-
6), 143,4 (C-8), 115,6 (C-9), 126,2 (C-10), 111,2 (C-11), 149,5 (C-12), 129,5 (C-13), 21,3
(C-14), 34,0 (C-15), 24,6 (C-16), 22,7 (C-17), 6,50 (C-18), 29,8 (C-19), 35,3 (C-20), 71,1

(C-21), 22,8 (NCOMe), 171,2 (N-C=0), 55,3 (OMe). EMIE m/z (A. R. %): 354 (30), 326
(20), 124 (100).

(+)-aspidospermina (9A)



0. 3257 3

0.24321 4

0. 10089 4

Absohiincia

0.07917

Marked Wavelengths

Reg A: L 290 = 0.03458
Reg A: L 256 = 0.13502
Reg A: L 236 = 0.06207
Reg A: L 220 = 0.40825
Reg A: L 204 = 0.21680

Espectro no UV-VIS da (+)-aspidospermina (9A).
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Espectro no Infravermelho da (+)-aspidospermina (9A).
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Composto (14) - (+)-pirifolidina;

Este composto apresentou ponto de fusdo (P.F.) na faixa de 130-135 °C, e valor da
rotagdo Gtica, realizada em cloroformio a 25 °C, foi de [«]”p=+ 57.8 °.

O espectro no IV mostrou bandas de absorgio a 1653 cm™ caracteristica de uma
carbonila de amida, ¢ 2850 cm™ relacionada a metoxila aromitica [38].

O espectro ro UV com maximos a 289 nm (3,46), 253 nm (4,06) e 223 nm (4,61)
sugerem para este composto um croméforo indolina [39].

O espectro de massas de 14 apresentou algumas analogias com o espectro da
aspidospermina (9A). Entretanto, o seu espectro de massas mostrou um ion molecular a m/z
384, correspondendo a uma férmuia molecular C;3H32N20s, ¢ o fragmento a [M™ - 28] a
m/z 356, ambos apresentam 30 unidades de massa a mais do que (9A), quadro3 na pag. 56.
Como o pico base aparece a m/z 124 deduz-se que a 30 uma a mais estdo ligadas ao anel
benzénico do sistema indélico. Estes informagbes associadas levaram-nos a sugerir para o
composto 14 a estrutura da pirifolidina. O dado de rotagio dtica sugere ser a forma (+).

As atribuigdes dos sinais nos espectros de RMN 'H, ¥C do composto 14, Quadro 3
pag. 46, ndo foram encontradas na literatura porém o modelo 9A foi util e utilizando os
experimentos de DEPT, HETCOR e COSY [41] foi possivel confirmar a estrutura sugerida.
O espectro de RMN 'H mostrou claramente o tripleto a campo alto a 0,63 § (CH,CHa), os
singletos a 2,15 (NCOCH;), 3,98 (C-11-OCH:) e 3,78 8§ (C-12-QCH3). O sinal do carbono
da metoxila sobre C-12 mostra que n#io possui rotagio livre por ser diorto substituida, isto
sugere que a outra metoxila esta no C-11.



12 N 16
| H
OMe Ac

(+)-pirifolidina

Os sinais dos hidrogénios aromaticos foram assinalados como H-9 (d a 6,83 §, J= 8,6
Hz) e H-10 (d a 6,64 §, J= 8,6 Hz), e consideramos que o composto (14) tenha a estrutura
base do composto 9A e a segunda metoxila poderia estar localizada sobre os carbonos C-11
ou C-9 pelos dados de RMN 'H, sinais com acoplamento diorto, a hipotese sobre o C-9 foi
descartada pois tornaria a substituigdo no anel aromatico ligeiramente simétrica no anel
indolico, e os protons deveriam apresentar sinais relativamente equivaientes, e o dado de
deslocamento quimico da metoxila sobre C-12 (59,6 8) mostra que esta deve estar fora do
plano do anel benzénico ao invés de coplanar.

O espectro de COSY confirma o acoplamento entre H-9 e H-10, ¢ 0 HETCOR
identifica a qual carbono cada sinal esta correlacionado. Este espectro mostra que o singleto
largo a 4,60 que foi assinalado como H-2 com base na analise de deslocamento quimico,
como anteriormente descrito para o composto (9A), o carbono que faltava assinalar no anel
indolina (C-7) foi atribuido como o sinal de carbono quaternario a 52,6 & e pela comparagio
com os dados RMN “C da (+)-aspidospermina (9A) (C-7 a 53,3 &). Os hidrogénios das
metoxilas, atribuidos aos sinais em 3,78 ¢ 3,98 S, estdo correlacionados aos sinais de
carbono a 59,6 & e 56,0 § (HETCOR) respectivamente.

Todos os carbonos metilénicos foram revelados pelo experimento de DEPT e os
protons a eles ligados foram obtidos do espectro de HETCOR. Os sinais de protons
metilénicos a campo mais baixos (~3,10 &) foram assinalados como H-5¢ e H-3c devido a
sua proximidade ao par de elétrons ndo compartilhados do N4. Este fato pode ser
confirmado pelos modelos de acoplamento, um triplo dubleto a 3,10 § do H-5c e um duplo
tripleto do H-3at a 3,02 3. Esta ultima atribuigio foi confirmada pelo COSY onde

claramente o sinal a 1,73 & é o unico que apresenta um modelo de acoplamento na forma de
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um duplo tripleto remontado semelhante ao do composto (9A). Este sinal é devido ao H-
14a pois o C-14 € tnico carbono adjacente a dois grupos metilénicos. Os prétons
remanescentes nestes dois sistemas de spin foram atribuidos pelo espectro de COSY,
usando-se 0 H-3a ¢ H-5a como ponto de partida. O espectro de HETCOR permitiu
também a atribuiciio do C-21 a 71,1 & e C-20 a 35,4 8. Os carbonos a 24,7 8§ ¢ 229
respectivamente e foram assinalados aos C-17 e C-16 anilogos ao 9A, o sinal do C-2 foi
atribuido em 69,6 3.

O comjunto de todos estes dados espectrais, associados aos dados fisicos e
comparados com a atribuigo feita anteriormente para o composto (+)-aspidospermina (SA)

permitiram atribuir ao composto 14 a estrutura do alcaléide (+)-pirifolidina.
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7.07 - H1,64
.u‘?l:::lllﬂaon
Ac .l"HBlJD
Ossw,s 171,2 (C=0) 6,83 Yo,
22,8 (N-CH3) Ac 460 1,04
OMe 20 Ha 1,90
dados de C NMR em CDCl, 3,88 147
dados de '"H NMR em CDCl,
do composto (9A) atribuido
como (+)-aspidospermina

do composta (9A) atribuido
como (+)-aspidospermina

23,0 (N-CHy}

596
dados de *C NMR em CDCl,
dados de 'H NMR em CDCl,
do composto (14) atribuido

do composto (14) atribuido
como (+)-pirifolidina
como (+)}-pirifolidina
m

Quadro 3. Dados de RMN 'H, *C do composto (14) e do composto modeio
46

(+)-aspidospermina (9A).



(+)-pirifolidina (14): Cristais, P.F.= 130-135 °C (CH,CL); P. F. lit.= 147,5-150 °C,
ref. [17, 18, 31]. [ao® = + 57,8 (c= 1,0); [a}o® lit.= + 90,0 (CHCls, c= 1,0), ref. [17, 18,
31). IV V¥ em™: 1653 (N-C=OMe). UV Ape nm: 289 (loge= 3,46), 253 (log.= 4,06),
223 (loge= 4,61). RMN 'H (CDCL): § 4,60 (1H, s, H-20r), 3,02 (1H, d, J= 11,0, H-3a),
1,96 (1H, m, H-3), 3,10 (1H, dt, J= 8,0, H-5ct), 2,20 (1H, m, H-5B), 2,00 (1H, m, H-6¢0),
1,56 (1H, m, H-6B), 6,83 (1H, d, J= 8,6, H-9), 6,64 (1H, d, H-10), 3,98 (3H, s, 11-OMe),
3,78 3H, s, 12-0Me), 1,73 (IH, J= 4,0, H-1401), 1,51 (1H, m, H-14B), 1,64 (I1H, m, H-
15a), 1,08 (1H, m, H-158), 1,54 (1H, m, H-16A), 1,80 (1H, m, H-16B), 1,08 (1H, m, H-
17A), 2,02 (1H, m, B-17B), 0,63 (3H, t, J= 7,3, H-18), 0,81 (1H, q, J= 6.9, H-19A), 1,25
(1H, m, H-19B), 2,18 (1H, s, H-21a), 2,15 (3H, 5, NC=OMe). RMN “C (CDCL): § 69,6
(C-2), 53,5 (C-3), 52,6 (C-5), 38,2 (C-6), 52,6 (C-7), 143,4 (C-8), 117,7 (C-9), 108,8 (C-
10), 152,7 (C-11), 152,7 (C-12), 21,3 (C-14), 34,6 (C-15), 24,6 (C-16), 22,8 (C-17), 5,60
(C-18), 29,8 (C-19), 35,3 (C-20), 71,1 (C-21), 56,0 (11, 12-OMe). CG/EM m/z (A. R. %):
384 (65), 356 (10), 124 (100).

(+)-pirifolidina

47



Ahbsorbfincia

Marked Wavel
Reg A: L 288 = 0.05708
Reg A: L 284 = 0.21431
Reg A: L 222 = 0.61145
Reg A: L 202 = 0.26884
Espectro no UV-VIS da (+)-pirifolidina (14).
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Composte (15) - (-)-aspidofractinina:

Este composto foi obtido como um sélido, P.F. 116-120 °C, e o valor da rotacdo
dptica, realizada em CHCl; em 25 °C, foi de [o]*p= -27,7 °.

A anilise de seu espectro na regifio do Infravermelho mostrou uma banda 2 3346 cn
! referente 2 um estiramento NH e uma outra a 1607 cm™! que é caracteristica de um sistema
indolina [38]

O espectro de UV (Amix) a 292 nm (2,90), 242 nm (3,34) e 214 nm (3,78) mostra
absorgdes tipicas para um croméforo indolina [39].

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 280, correspondendo a uma
férmula molecular C,sHxN;, o fragmento a m/z 252 [M"™ - 28]. Os fragmentos
piperidinicos a m/z 124 e m/z 109 (pico base) sfio fortes indicativos que este se trata de um
alcaldide do tipo aspidosperma hexaciclico. A literatura mostra que se o alcaloide for
pentaciclico do tipo 9A o fragmento a 100%, corresponde ao ion m/z 124 e se for
hexaciclico o pico base ¢ a m/z 109 (Figuras 8 e 10, nas paginas 56 e 57) [43]). Este conjunto
de picos no espectro de massas do composto 15 associados aos dados fisicos e espectrais

anteriores, sugerem que 15 tenha uma estrutura similar a do alcaléide conhecido como (-)-
aspidofractinina.

(-)-aspidofractinina

As atribuigBes dos espectros de RMN 'H, °C do composto 15, Quadro 4 na pag. 61,
foram feitas usando os experimentos de DEPT, HETCOR e COSY [41] com o objetivo de
confirmar a estrutura sugerida.

O RMN 'H mostrou a auséncia de grapos metila no composto, a andlise deste
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aRy=R,=H mz 152 ¢R=R.,=H.mzi24

bR=OMe R,=H. mz 182
¢ Ra=H. R =COOMe. mz 196
d Ry= H. Ry= CH,OH. m:z {68

fR:=OMeR,=H.mz 54
g Ry=H. R;= COOMe. m-z 168
h Ry= H. R,= CHyOH. m'2 140

Figura 10. Modo de fragmentacfio proposto para os alcaldides

pentaciclicos derivados da aspidospermina (%A, 9B).
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Figura 8. Modo de Fragmentacio proposto para os alcalbides

hexaciclicos derivados da (-)-apidofractinina (15).




espectro permitiu também atribuir os hidrogénios aromaticos do H-9 (dd a 7,28 5, J= 7.8
Hz), H-10 ( dt a 6,78 §, J= 7,8 Hz), H-11 (dt a 7,05 §, J= 7,8 Hz) ¢ H-12 (dd a 6,65 §, J=
7,8), os prétons H-9, H-12 e H-10, H-11 foram atribuidos utilizando-se o modelo (78) alem
da magnitude das constantes de acoplamento entre os hidrogémios em posi¢io orto. O
espectro de HETCOR permitiu identificar a qual carbono estd associado o respectivo
hidrogénio.

O composto 15 possui anéis C e D em fusio frans e os modelos moleculares
mostram que os anéis C ¢ F possuem conformagZo barco. Embora o modelo 33 (fusio cis
nos anéis C e D) e 106 (com anéis C e F, na conformagio barco) e este tltimo com centro
assimétrico C-21 invertido, estes modelos auxiliaram muito na atribuigdo dos carbonos e
hidrogénios.

O carbono C-2 foi atribuido como sendo o sinal de um carbono ndo ligado a
hidrogénio a 64,5 5. Além deste carbono podemos atribuir os outros carbonos nao ligados a
hidrogénio restantes no esqueleto indolina, 0 C-7 a 56,9 3, C-8 2 140,0 § e 0 C-13 2 1499
3.

A presenca dos carbonos metilénicos foram evidenciadas no experimento de DEPT e
os hidrogénios a eles ligados foram confirmados pelo espectro obtido em HETCOR.
Considerando o composto 33 semelhante ao 15 nos anéis D e E, os sinais dos hidrogénios a
campo baixo (3,30-3,08 &) foram atribuidos como H-5a e H-3o, devido a sua grande
proximidade do par de elétrons ndo ligantes do N-4. As atribuigdes individuais foram feitas
via espectro de alta resolugio. O que revelon também os modelos de acoplamento de um
duplo dubleto a 3,25 8 (H-5c, J= 8,4 Hz) ¢ um duplo dubleto remontado a 3,12 § (H-3a, J=
10,8 Hz, J= 2,7 Hz e J= 1,8 Hz). O hidrogénioc H-14a. foi atribuido ao sinal a 1,82 8 com
base nas informagdes obtidas do espectro de HETCOR, neste caso ndo podemos utilizar o
modelo de acoplamento para auxiliar na atribui¢o pois os dois hidrogénios sobrepdem-se a
Outros sinais no espectro.

Os hidrogénios remanescentes H-5B, H-6a, H-68 ¢ H-38, H-14B, H-15c, H-15B,
foram identificados pelos espectros de HETCOR, usando os H-3a ¢ H-50 como ponto de
partida. O espectro de HETCOR permitiu também a atribui¢cio do H-21 a 3,08 §, pois o
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sinal do carbono(68,96)associadoaestchidrogénioéoﬁnicocarbonometiniconﬁo
aromético do espectro, ¢ pode portanto ser atribuido com absoluta certeza. Por fim também
am'buiu-scoﬁhimocarbomnﬁoligadoahidrogénioaindanﬁoatﬁbuido,comosendooC-
20 que mostra sinal a 29,6 5.

Oespecn-odeI-IBTCORpermithdzﬁniraosdoisconjumOs de pares de hidrogénios
meﬁlénicosah:danﬁoMos,aosimlmMeaoC—MaSﬁAmibum-seos
hidrogéniosa 1,28 8¢ 1,82 § a0 C-17 2 5 29,2 os prétons a5 2,26 e 1,25 §. A atribuiciio dos
hidrogénios metilénicos que est#io ligados aos C-19 (35,0 3 € os hidrogénios a 1,50 e 1,30 5)
¢ C-18 (34,7 & ¢ os hidrogénios a 1,40 ¢ 1,28 5, também foi feita.

O fechamento do anel F de 15 quando comparado ao 33, provoca alguns efeitos
visiveis ou seja, ¥ gauche entre C-6 com C-18 (AS= -2,5) e C-14 com C-19 (AS= 4,7),
notou-se o efeito B de desprotefio no C-19 (Ad= +5,2) ¢ desprotecio no C-18 (efeito o)
somados aos da transformac@o de CH; em CH, (AS= +28,1). O que se nota nos modelos
moleculares € que ocorre uma grande aproximagfio dos C-16 ¢ C-17 com C-5 e C-6 que
deve apresentar interferéncia estérica e eletrdnica nos deslocamentos dos hidrogénios.

O uso conjunito dos dados fisicos ¢ espectrais obtidos, bem como o valor do [o]2’y=

- 27,7 para o composto 15 permitiram atribuir a estrutura deste composto como sendo a da
(-)-aspidofractinina (15).



(-)-aspidofractinina (15)

295 26

o3 N~ 2
110,1 I H 230
H

aspidospermidina (33) [42]

Quadro 4. Dados de RMN 'H, C B 40 com posto (15) e dos compostos modelos
N-Metil-14,15-desidro-aspidofractinina (106), aspidospermidina (33) [42].
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(-)-aspidofractinina (15): Cristais, P.F.= 116-120 °C (CHCL), P. F. lit= 101-102
°C, ref. [17, 18, 31). [a}o™ = - 27,7 (c= 0,0049); [a]p® lit.= - 20,0 (CHCl;, c=,58), ref. [17,
18,31 IV V¥, om™: 3346 (N-H), 1607 (indolening). UV A nm: 292 (ogs= 2,90), 242
(log.= 3,34), 214 (log.= 3,78). RMN 'H (CDCL): § 3,12 (1H, dq, J= 10,8 Hz, J=2,7 Hz, J=
1.8 Hz, H-3a), 2,90 (1H, m, H-3p), 3,25 (IH, dt, J= 8,4 Hz, H-5a)), 3,10 (1H, m, H-5B),
2,68 (1H, m, J= 13,5 Hz, H-60), 1,64 (1H, m, H-6B), 7,28 (1H, d, J= 7,8 Hz, H-9), 678
(1H,t, J= 7.8 Hz, H-10), 7,05 (dt, J= 7,8 Hz, H-11), 6,65 (dd, J= 7,8 Hz, H-12), 1,82 (1H,
m, H-14ar), 1,26 (1H, m, H-148), 2,16 (1H, m, H-15a), 1,72 (1H, m, H-15f), 1,28 (1, m,
H-16A), 1,82 (1H, m, H-16B), 1,25 (1H, m, H-17A), 2,26 (1H, m, H-17B), 1,20 (1, m,
H-184), 1,40 (1H, m, J=8,4 Hz, J= 3,6 Hz, H-18B), 1,30 (1H, m, H-19A), 1,50 (1H, m, J=
54, H-19B), 3,08 (1H, s, H-21B), 2,15. RMN "C (CDCL): & 64,5 (C-2), 47,7 (C-3), 50,6
(C-5), 35,9 (C-6), 56,9 (C-7), 140,0 (C-8), 122,1 (C-9), 119,8 (C-10), 126,7 (C-11), 110,8
(C-12), 149,9 (C-13), 16,9 (C-14), 26,4 (C-15), 31,4 (C-16 *), 29,2 (C-17 *), 34,7 (C-18
#), 35,0 (C-19 #), 29,6 (C-20), 68,9 (C-21). CG/EM (A. R. %): 280 (60), 252 (90), 124
(46), 109 (100).
* - a atribui¢fio pode ser interconvertida
# - a atribuicdo pode ser interconvertida

(-)-aspidofractinina
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Absorbfincia

0.41192 4

=0. 02401

Marked Wavelengths

Reg A: L 342 = 0.05798
Reg A: L 292 = 0,33247
Reg A: L 268 = 0.14041
Reg A: L 242 = 0.78418
Reg A: L 232 = 0.70369
Reg A: L 214 = 2,1556

Espectro no UV-VIS da (-)-aspidofractinina (15).
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Espectro no Infravermelho da (-)-aspidofractinina (15).



| (s 1) supunoesjopidse-(-) ep sesseum Ip 04303dsH(q
(1) vunundespopidse-(-) ep [€)0, €UQ] HuUILI0) BP vIBIZ0IBWOI ) (8

@SS eas 9%k ©GOF OSE  OBE ' @53 @822 Os1  oof

----- F

sjpuypERqyY

GOt
Q°S5-2n3HiUg 40 .c.-Wn.E uedg (22€)% ! q
() edawa)

_ac s @& = 8 a1 e =2
T .
ar g
28 m

8
221 Al

O *SE—-SNtHiUd #9 D11 =




| ‘0 4

o |

¥ 9
|

] .- — ' 3 i

o1 4§

Ty

!
!
_
|
|

Yy

M_.

-,

‘eynule T WY (R0
96559 PIP 34

ON19END084 VIVA
ZHN [SOLZRE EGP 'IH  BANIRDO
suofijyedes gL

34 0°'0088 VIPIN

oue Qpo°’y mep1 ~boy

-..u?-c 1tz emnd

ows pOg-1 An[ep -xm(n)
FoAntas astim

«MRING, 005 - VADNI
Halegoan) vaqtd
sinieiedes) Juejoey

€12G) tIueAtog

trdrw rpounnhpg W L)
irggae] »uru]ioe] apidey wnriaw

[

| _ Q
«(51) vapupovajopidse-(-) ¥p H, NI 9p o1adsg



g*c-0'0 (¥) op opeydure (s1) vusunoLjopidse-(+) Bp H, NIAY 3P 0.132ds3

§°1

udd 0 0 S°0 o1
_ [ ' 1 | ! ! [ .
e e gy .
e, ] I __m
L
; Vel g
w i
! vol
: vil
ﬂ . b

i

a8l a6

o

oy

eI o1
a9l

__..W..{n= tﬁ

o

e F

*InATN [ SWEY IRWOL

9ESSH e21F 32

OHNISBADONS ¥ivd
THR 1G9LT00°66% 'IH  HAMHBHD
!——O—Mﬁaalh 91

tH 0°0000 UIPTM

209 000 ¥ oyl “boy

senIbep [°1F #¥[Nd

a8y 000"t Amfep “xojey
wmanbas as s

sUneIEU, Q05 - YAOHL
Halugoam) 1o7114
wititledusl Jue pquy
C1ND 'IUBaAlog

ndzr reouenbeg eA[n)

HalREoAs] ®uUlufioRr] obydey OplIlyY



(§1) enpunovajopidss-(-) ¥p D, NINY 2p 0p3adsT.

[ & 1 1 | | } ] I } H
sadtaea dasnelareeobaaoalooardpgnelerapbooaeloprehonnalonantoessVaasatueralssaslsnes INERREERERERE
'y Wiy q -y vy pbrosp !_Icﬂ -y - v
or-
a '
L
1]
4
r
6l é
/
L 1
A2
£
A \h " 4]
[]]
-1 y .
' 5 N-B-1 AN

67



(1) ewyupougopidss-(-) €p D, NIWY 2P 1dAd 04333dsy

a..*___w.__.:_::._:.:.:r:::.r:.::_..
N . - -

U m

91 1 1t

H

"y o

[r: g ELt]
[HE LG
N-l-H AN
idN TNt W kA

IO -y



JASE tesuankag as)ng

SOSHNFeEEAE ) Iy EIe | op LdSy oy 1y

0l
i
b4

n ® o
o
3
2 s
@ aaﬁ\%
o 1#
a- @ %
o -]
o Q

Espectro de correlacip C-H (HETCOR) da (-)-aspidofractinina (15).

69




Composto (16) - (-)-aspidofilina:

O composto 16 foi obtido como um s6lido e apresentou P.F. na faixa de 175-180 °C,
e o valor da rotagdio Optica, realizada em CHC]; foi de [et]* o= - 24,2 °.

A andlise do espectro na regifio do infravermetho permitin assinalar uma banda a
1623 cm’, caracteristica de uma carbonila de amida [38), a banda a 3412 cm™ referente a0
estiramento OH, e outra a 1258 cm™ referente a um estiramento C-O de uma hidroxila
fendlica [38].

O espectro no UV com méximos a 288 nm (4,04), 244 nm (4,40) e 214 nm (5,20)
sdo tipicos de um croméforo indokina [39].

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 338, correspondendo a uma
formula molecular CzHyeN,O;, 0 fragmento a m/z 310 [M" - 28], ¢ os fragmentos
piperidinicos a m/z 124 ¢ m/z 109 (fon base). Os fragmentos referentes aos fons
piperidinicos indicam que a estrutura bésica é hexaciclica, Figuras 8 e 10 nas paginas 56 ¢ 57
respectivamente [43], e a porgfio monoterpénica nfic possui substitufntes, o fragmento a m/z
295 [M" - 43] ¢ a banda amidica a 1623 em™ no infravermelho, indicam a presenca de um
grupo acila na molkécula, confirmado pela presenca do fon m/z 45. O espectro de massas do
composto (16) quando comparado ao 15 mostra uma diferenca de 17 unidades de massas,
este fato indica a presenga de uma hidroxila fendlica, anteriormente observada no
infravermelho.

Analisando 2 literatura, o estudo da biogénese dos compostos de estruturss
semelhante, na qual indica que a substituicio ocorre preferenciaimente no C-12 [44], levou-
nos a inicialmente acreditar que o grupo fenélico localiza-se neste carbono.

Este conjunto de picos no espectro de massas associados aos dados fisicos e
espectrais anteriores permitiram-nos sugerir que o composto 16 possua uma estrutura
semelhante a do composto conhecido como (-)-aspidofilina.
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OH Ac

(-)-aspidofilina (16)

As atribuicBes dos espectros de RMN 'H, “C de 16, Quadro 5 na pag.72, foram
realizadas usando-se o experimento de DEPT e por comparagies com os dados de NMR
'H, P*C obtidos para os compostos 9B e 15, Quadros 2, 4, 5.

Nos espectros de RMN 'H, °C do composto 16 os hidrogénios arométicos puderam
ser assinalados, o H-9 (dd a 6,82 3, J= 7,8 Hz ¢ J= 2,5 Hz), H-10 ( t a 7,09 §, J= 7,8 Hz),
H-11 (dd a 6,84 8, J= 7,8 Hz, J= 2,5 Hz) com base nos acoplamentos esperados para o
sistema indolico com um substituinte ligado no C-12. O singleto em 10,0 8 o qual foi
atribuido como o sinal de um hidrogénio de hidroxila fendlico ligado ao C-12, confirmada
pelo deslocamento quimico tipico de carbono fenélico C-12 a 147,5 8, que mostra efeitos de
protecdo eletronica acentuada nos carbonos C-11 (Ad= -9,0), C-9 (AS=-8,9) e 0 C-13 (Ad=
-22,1), sendo este nitimo somado ac efeito de protegdo da acilagio do nitrogénio inddlico,
quando se compara com os compostos 15 e 16 (Quadro 5, pag. 72).

Os carbonos n3o ligados a hidrogénio do sistema indolina foram atribuidos pela
combinagdo das informages obtidas dos espectros de RMN ¥C e DEPT.

Todos os carbonos metiiénicos foram identificados pelo experimento em DEPT e os
hidrogénios a eles ligados foram atribuidos por comparagdo com os deslocamentos quimicos
dos compostos 9B ¢ 15 Quadro 2, 4, 5. O espectro em DEPT revelou que 16 possui 9
carbonos metilénicos, 0 que esta coerente com a estrutura sugerida. O Unico carbono
metinico ndo aromatico a 68,9 § foi atribuido ao C-21 (DEPT).

As atribui¢des dos hidrogénios deste composto, Quadro 5 foram confirmadas apos a
atribuico do composto 18, descrito mais adiante.

O uso conjunto dos dados fisicos e espectrais obtidos para 16 permitiram atribuir a
este composto a estrutura (-)-aspidofilina.
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(-)-aspidofilina (16)

Quadro 5. Dados de RMN 'H, **C do composto (16) e do composto modelo (-)-aspidofractinina (15).

72




(-)-aspidofilina (16). Cristais, P.F = 179-180 °C (Hexano); P. F. lit= 181-184 °C,
ref. [17, 18, 31]. [alp™ = - 24,2 (c= 0,0032); [at}p™ = - 20,0 (CHC};, = 0,58), ref. {17, 18,
31]. IV vV cm™: 3412 (N-H), 1623 (Vaecro), 1258 (Ar-OH). UV A nm: 288 (log.=
4,04), 244 (inflexdo, log,= 4,40), 214 (log,= 5,20). RMN'H (CDCl,): & 3,09 (1H, m, H-3a),
2,90 (1H, dt, 3= 13,0 Hz, H-3B), 3,23 (1H, dq, J= 15,0 Hz, J= 7,5 Hz, J= 2,4 Hz, H-5cv),
3,05 (1H, m, H-5B), 2,55 (1H, m, H-6a), 1,50 (1H, m, H-68), 6,82 (1H, dd, J= 7,8 Hz, J=
2,5 Hz, H-9), 7,09 (1H, t, J= 7,8 Hz, H-10), 6,84 (dd, J= 7,8 Hz, J= 2,5 Hz, H-11), 1,75
(1H, m, H-14a), 1,25 (1H, m, H-148), 2,32 (1H, m, H-15a), 1,72 (14, m, H-158), 1,30
(1H, m, H-16A), 1,80 (1H, m, H-16B), 1,25 (1H, m, H-17A), 2,30 (1H, m, H-17B), 1,20
(1H, m, H-18A), 1,45 (1H, m, J= 1,5 Hz, H-18B) 1,25 (1H, m, H-19A, 1,55 (1H, m, H-
19B, 2,92 (1H, d, J=2,1, B-21B), 2,35 (3H, s, NCOMe), 10,1 (1H, s, C-12-OH). RMN "C
(CDCL): 6 70,5 (C-2), 47,6 (C-3), 50,6 (C-5), 33,4 (C-6), 57,3 (C-7), 144,5 (C-8), 112,3
(C-9), 127.8 (C-10), 117,7 (C-11), 147,5 (C-12), 1278 (C-13), 17,2 (C-14), 24,4 (C-15),
29,8 (C-16 *), 28,7 (C-17 *), 35,1 (C-18 #), 35,9 (C-19 #), 31,0 (C-20), 68,9 (C-21), 24,5
(NCOCHs), 169,2 (NCOCH;). CG/EM nvz (A. R. %): 338 (100), 295 (40), 124 (20), 109
(100).

* - a atribui¢@io pode ser interconvertida, # - a atribuicfio pode ser interconvertida

(-)-aspidofilina
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Composto (17) - 15-desmetéxi-pirifolina:

O composto apresentou um P.F. na faixa de 122-125 °C, e o valor da rotagiio Optica,
realizada em CHCl; foi de {a}*p= + 81,3 °.

A anilise do espectro na regido do infravermelho permitiu assinalar uma banda a
1654 cm, caracteristica de uma carbonila de amida [38]

O espectro de UV com maximos a2 280 nm (3,57) 260 nm (4,00) e 216 nm (4,3) sdo
tipicos de um cromoforo indolina [39].

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 352, correspondendo a uma
formula molecular C;;HasN20,, o fragmento a m/z 324 [M" - 28], e os fragmentos
piperidinicos a m/z 124 e m/z 109 (pico base), hexaciclico, Figuras 8 e 10 nas pags. 56 e 57.
Estes fragmentos evidenciam que 17 é um composto com estrutura similar aos compostos
9A e 15 descritos anteriormente. A conclusdo a que chegou-se interpretando o espectro de
massas ¢ os modelos de fragmentagio de 17 é que trata-se de um composto com uma
estrutura muito parecida com a de 16, Quadro 5, com 14 unidades de massa a menos. Estas
conclusdes e os outros dados fisicos e espectrais apresentados anteriormente pelo composto

17, possuindo uma estrutura muitoe similar ao alcaldide conhecido como (+)-15-desmetoxi-

pirifolina.

(+)-15-desmetdxi-pirifolina (17)

As atribuicSes dos espectros de RMN 'H, *C de 17 foram efetuadas pela primeira
vez neste trabalho, Quadro 6 na pag. 81, usando-se o experimento de DEPT e por
comparagdes com os dados de 'H, >C RMN obtidos para os compostos 15 e 16 lembrando
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gue a configuragio do C-2, C-7 ¢ C-21 de 15 e 16 estdo invertidos, na anslise dos modelos
moleculares nota-se que os deslocamentos quimicos dos carbonos em geral, nfio devem
sofrer grandes alteragdes pois os carbonos em geral possuem as mesmas interagBes com
pequenas distoreSes angulares. Uma observagiio que deve ser relatada ¢ a aproximac#io dos
hidrogénios H-16A ¢ B ¢ H-17A ¢ B se aproximam dos H-5¢ ¢ B ¢ H-6a ¢ # nos
compostos da série (-), 15 ¢ 16

Oespectrodclﬁdrogénionnsuouapmmdedoisgruposmeﬁh,msingktoa
2,18 & referente a metila da acetamida (24,6 3), ¢ o singleto a 3,85 5 relacionado a0 carbono
da metoxila ligado ao anel benzénico a 55,3 8.

O RMN 'H também permitiu assinalar os trés hidrogénios arométicos H-9 (d a 7,34
5, J= 9,0 Hz), H-10 (t a 7,12 3, J= 9,0 Hz) e H-11 (d a 6,80 8, J= 9,0 Hz) com base nos
acoplamentos esperados para um sistema ind6lico com um substituinte metoxila ligado a0 C-
12, o que pdde ser confirmado quando comparamos o modelo de substitvigio com os dos
compostos 9B. A metilagdo provoca desprotecio em C-13 e C-9 e protegio em C-11 [101].

Os carbonos niio ligados a hidrogénio do sistema indolina foram atribuidos pela
combinagiio do espectro de RMN "’C totaimente desacoplado e DEPT.

Todos os carbonos metilénicos foram assinalados pelo experimento de DEPT ¢ os
hidrogénios a eles ligados foram atribuidos por comparagio com os deslocamentos quimicos
dos compostos 9A e 106, Quadros 4 e 6. O espectro de DEPT revelou que esta molécula
possui nove hidrogénios metilénicos, coerentes com a estrutura sugerida. A presenca do
sinal referente ac C-15 a & 25,0 mostra associacio deste com os sinais de seus respectivos
hidrogénios H-15a a 1,82 8 e H-15p8 2,30 8.

O unico carbono metinico nfic aromitico a 67,3 § foi atribuido ao C-21 cujo
hidrogénio ¢ um singleto a 3,35 5.

O uso conjunto dos dados flsicos ¢ espectrais obtido para 17 permitiram atribuir a
este composto a estrutura (+)-15-desmetéxi-pirifolina.



553 1712(C=0)

22,8 (N-CH;)

dados de *C NMR em CDCI,

do composto (SA) atribuido

como (+)-aspidospermina dados de "H NMR em CDCl,
do composto (9A) atribuido
como (+)-aspidospermina

1301 T-]o’g

OMe Ac

553 s 292
245

{(+)-15-desmetoxi-pirifolina (17)

Quadro 6. Dados de RMN 'H, °C do composto (17) e dos compostos modelos
(+)-aspidospermina (9A) e (-)-aspidofractinina (15).
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(+)-15-desmeroxi-pirifolina (17): Cristais, PF.= 122-125 °C (Hexano), P. F. lit=
121-123°C, ref. [17, 18, 31]. [a]o™ =+ 81,3 (c= 0,0043); [ao® = - 6,40 (CHC,), ref. {17,
18, 31). IV V¥ cm™: 1654 (Vanceo). UV Amg nm: 288 (log= 3,57), 260 (log~ 4,00),
216 (logs= 4,30). RMN "H (CDCL): § 3,33 (1H, m, H-3a), 3,20 (1H, m, H-3B), 3,50 (1H,
dt, H-5a1), 3,25 (1H, m, H-58), 2,70 (1H, m, H-6ct), 1,80 (1H, m, H-6B), 7,34 (1H, d, J=
9,0 Hz, H-9), 7,12 (1H, t, J= 9,0 Hz, H-10), 6,80 (d, J= 9,0 Hz, H-11), 1,85 (1H, m, H-
140), 1,25 (1H, m, H-14B), 2,30 (1H, m, H-15c), 1,82 (1H, m, H-15B), 1,30 (1H, m, H-
16A), 1,40 (1H, m, H-16B), 1,50 (1H, m, H-17A), 2,20 (1H, m, H-17B), 1,30 (I1H, m, H-
18A), 1,48 (iH, m, H-18B), 1,30 (1H, m, H-19A), 1,50 (1H, m, H-19B), 335 (1H, s, H-
2la), 2,18 (3H, s, NCOMe), 3,85 (3H, s, C-12- OMe). RMN C (CDCL): § 70,9 (C-2),
46,9 (C-3), 50,5 (C-5), 34,3 (C-6), 58,1 (C-7), 144,0 (C-8), 112,2 (C-9), 126,6 (C-10),
115,0 (C-11), 149,0 (C-12), 130,1 (C-13), 15,9 (C-14), 25,0 (C-15), 29,2 (C-16 *), 28,2
(C-17*),33,3 (C-18 #), 34,2 (C-19 #), 30,0 (C-20), 67,3 (C-21), 24,6 (NCOCHs), 55.3 (C-
12-0CH;), 170,5 (NCQMe). CG/EM mvz (A. R. %): 352 (100), 324 (60), 124 (40), 109
(70).

* - a atribui¢do pode ser interconvertida

# - g atribuigdo pode ser interconvertida

(+)-15-desmetoxi-pirifolina
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Compeosto (18) - (+)-pirifolina:

Este composto apresentou P.F. na faixa de 100-102 °C, e o valor da rotagdo optica,
realizado em CHCJ; a 25 °C, foi de [a]p= +182,8°.

A anilise do espectro na regido do Infravermelho mostrou uma banda a 1650 cm™,
caracteristica de uma carbonila de amida [38].

O espectro de UV com méximos a 288 nm (4,10), 262 nm (3,50) e 216 nm (3,88),
caracteristico de um croméforo indolina {39).

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 382, correspondendo a uma
formula molecular CHyoN,0s, o fragmento a m/z 354 [M™ - 28], e os fragmentos
piperidinicos a m/z 154 e 139. Os fragmentos piperidinicos lembram aqueles presentes no
composto aspidofractinina (15), Figura 8 na pag.57, s6 que com 30 unidades de massa a
mais. Este fato nos levou a sugerir que estas 30 unidades adicionais sejam devido a2 um
grupo metoxila iigado ao anel D. Este conjunto de dados anteriormente descritos levou-nos
a sugerir que o composto 13 apresenta uma estrutura semelhante ao do alcaldide (+)-
pirifolina, ainda que restem duvidas sobre a localizagio exata da metoxila sobre o anel D.

(+)-pirifolina

As atribui¢des dos espectros de RMN 'H, *C do compdsto 18, Quadro 7 na pag. 92,
foram realizadas pela primeira vez utilizando-se os experimentos de DEPT, HETCOR e
COSY e os modelos 9A, 15 e 17 anteriormente discutidos, com o objetivo de confirmar 2
estrutura sugerida anteriormente, uma vez que, RMN 'H, C deste composto n3o estdo
relatados na literatura. Estes espectros mostraram a presenca de sinais de trés grupos metila,



um singieto a 2,12 & corresponde a metila do grupo N-acetamida, e outros dois singletos a
3,81 & ¢ 3,33 § relacionados aos carbonos das metoxilas, um ligado a um dos carbonos do
anel benzénico a 55,4 8 (justificado pela presenca de 3 hidrogénios aromdticos) e outro
provavelmente ligado a um carbono niio aromético a 57,1 .

O espectro de RMN 'H também permitiu assinalar os hidrogénios arométicos, o H-9
(da6,98 8, J=8,0 Hz, = 1,0 Hz), H-10 (t 2 7,09 §, J= 8,0 Hz) ¢ H-11 (d 2 6,78 3, = 8,0
Hz), com base nos acoplamentos esperados para um sistema indélico com um wnico
substituintc no anel benzénico, semelhante ao composto (9A). Este fato, associado a
biogénese dos compostos do tipo aspidospermina [43], a qual relata que a metoxilaciio
ocorre preferencialmente no C-12, permitiu definir 0 modelo de substituicio do anel
benzénico da porgdo inddlica do composto 18.

O C-2 foi atribuido como sendo o sinal de um carbono n#io ligado a hidrogénio a
71,7 8. Além deste carbono atribuimos os outros trés carbonos do mesmo tipo restantes no
esqueleto indolina, 0 C-7 a 58,2 5, C-8 2 146,3 8, ¢ C-13 a 130,5 5.

Todos os carbonos metilénicos foram observados pelo experimento de DEPT e os
hidrgénios a eles ligados foram assinalados utilizando o experimento em HETCOR. Os sinais
a campo mais baixo (3,10-3,40 &) foram assinalados como H-5a e H-3a, como nos
compostos 9A ¢ 15. As atribuicdes individuais foram feitas via espectro de alta resoluggo a
500 MHz. O que revelou também os modelos de acoplamento destes hidrogénios na forma
de um duplo dubleto a 3,26 & para o H-5a (J= 5,10 Hz ¢ J= 3,18 Hz) ¢ na forma de um
duplo quarteto a 3,18 8 para o H-3a (J= 13,5 Hz). Os hidrogénios H-14c ¢ H-14p foram
atribuidos aos sinais a 1,80 e 1,64 § respectivamente, com base nas informacdes dos
espectros de COSY, HETCOR e por comparacic com os dados espectrais da (+)-
aspidospermina (9A) e (-)-aspidofractinina (15), Quadros 2 ¢ 4, descritos anteriormente.

Os hidrogénios H-5p e os vizinhos H-6a ¢ H-6f foram atribuidos pelos espectros de
COSY ¢ HETCOR, usando H-5a como ponto de partida. O problema ainda a ser
solucionado foi definir corretamente em que posicio a segunda metoxila estaria ligada ao
anel D.

Como o0s C-3 a 46,2 6 e C-14 a 21,3 § sofrem uma variagio muito pequena nos seus
deslocamentos quimicos quando comparados ao do modelo nfio substituido 15, conciuimos
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que o grupo metoxila nfio estd ligado no C-3 nem no C-14, ¢ sim no C-15, um carbono
metinico a 85,6 3 no espectro de DEPT, como também pelo fragmento a m/z 154 no seu
espectro de massas. Portanto a insergo da metoxila no carbono 15 induz desprotecdo a no
C-15 (Ad= +60,6) e desproteclio nos C-14 (AS= +5,3) e C-20 (AS= +7,3) ¢ proteciio y
gauche nos carbonos C-19 (A5= -5,8) e C-3 (A5= -0,7) e desprotegfio v anti no C-21 de
(AS= +15,0).

Esta andlise mostra que o grupo metoxila se posiciona B (pseudo-equatorial). O
espectodeRMNdehidrogéniomnﬁrmaposhﬁodogmponntoxﬂa,ousejaas
constantes de acoplamento do hidrogénio H-15, um quarteto a 2,85 8, s80 Jusnip = 10,5
Hz e Juisnisa = 5,5 Hz, estfio de acordo com as constantes de acoplamento previstas para
estrutura por nos sugerida anteriormente, onde o grupo metoxila esté na posicio B (pseudo-
equatorial), pois os valores das constantes indicam que o hidrogénio H-15 posiciona-se a um
angulo préximo a 180 ° em relagfio ao hidrogénio H-14B e de aproximadamente 60 ° do
hidrogénio H-14a [38], conforme o ilustrado no modelo A

Hisp
OMen
A B
HMB HMB
R OMes R Hisp
R
R
Hisa Higx OMe Huo

' Se o grupo metoxila estivesse na posigio o (axial) o arranjo espacial seria o
mostrado no modelo B, onde as constantes de acoplamento entre H-15 ¢ H-14a, H-148
teriam que ser em torno de J= 2,7 Hz e J= 3,0 Hz [38] respectivamente. Baseados nestes
resultados atribuimos que o H-15 encontra-se na posigdio o (axial) no anel D.



O espectro de HETCOR permitiu definir 0s conjumtos de pares de hidrogénios
metilénicos ainda nd#o atribuidos, ao sinal referente ao C-16 a 25,4 § atribuiu-se os
hidrogénios H-16A a 2,30 8 ¢ H-16 B 2,65 & e ao sinal do C-17 a 22,5 § os prétons H-17A
a 1,42 ¢ H-17B a 1,80 . E por fim as atribui¢Ses do Gltimo par de hidrogénios metilénicos
que estfio ligados ao C-19 a 28,4 3 os hidrogénios H-19A a 1,44 ¢ H-19B a 1,803 ¢ a0 C-18
a 30,1 § os hidrogénios H-18A.2 1,06 5 ¢ H-18B a 1,98 &.

O uso copjunto dos dados fisicos e espectrais obtiklos para o composto 18
permitiram atribuir-lhe a estrutura da (+)-pirifolina. A obtengio de dados de RMN
bidimensionais deste composto a 500 MHz, foi de grande importéncia na atribuic3o dos
espectros de RMN 'H dos compostos 16 € 17 (Quadros 5 e 6).
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U6

171,2(C=0)
333 28 NCH,)

(+)-aspidospermina (9A)

3.9 46,2

212
OMe
1255 856 57,1

3
110.7
1491 1 13004 T 3
554 1703 4 composto {(18)

243

Quadro 7. Dades de RMN 'H, *C do composto (18) e dos compostos modelos
15-desmetéxi-pirifolina (17) e (+)-aspidospermina (9A).
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(+)-pirifolina (18): Cristais, P.F.= 100-102 °C (Hexano), P. F. lit.= 138-140 °C, ref.
[17, 18, 31]. [a]p™ = + 182,8 (c= 0,38, CHCL;); [a]p™ =+ 105,0 (CHCL), ref, {17, 18, 31].
IV V¥ e em™: 1650 (Varco). UV A nm: 288 (log.= 4,10), 262 (log= 3,50), 216 (log:=
3,88). RMN 'H (CDCL): & 3,18 (1H, dq, J= 13,5 Hz, H-3a), 3,00 (1H, m, H-3B), 3,26 (1H,
dd, J= 3,5 Hz, J= 5,1 Hz, H-5a0), 3,18 (1H, q, J= 16,0 Hz, J= 5,1 Hz, H-58), 2,65 (14, m,
H-6c1), 1,80 (1H, m, H-6B), 6,98 (1H, d, J=8,0 Hz, J= 1,0 Hz, H-9), 7,09 (1H, t, J= 8,0 Hz,
H-10), 6,78 (d, J= 8,0 Hz, H-11), 1,80 (1H, m, H-140), 1,64 (1H, m, H-14B), 2,85 (1H, q,
}=10,5, J= 5,5 Hz, H-15a), 2,30 (1H, m, H-16A), 2,65 (1H, m, H-16B), 1,42 (1H, m, H-
17A, 1,80 (1H, m, H-17B, 1,06 (1H, m, J=9,2 Hz, H-18A), 1,98 (1H, m, H-18B, 1,44 (1H,
tq, H-19A), 1,80 (1H, m, H-19B), 2,92 (1H, d, J= 1,5 Hz, H-21a), 2,12 (3H, s, NCOMe),
3,33 (3H, s, C-15-OMe), 3,81 (3H, s, C-12- OMe). RMN °C (CDCh): & 71,7 (C-2), 46,2
(C-3), 50,9 (C-5), 34,6 (C-6), 58,2 (C-7), 146,3 (C-8), 114,3 (C-9), 125,9 (C-10), 110,7
(C-11), 149,1 (C-12), 130,5 (C-13), 21,3 (C-14), 85,6 (C-15), 25,4 (C-16 *), 22,5 (C-17 *),
30,1 (C-18 #), 28,4 (C-19 #), 37,3 (C-20), 68,8 (C-21), 24,6 (NCOCH3), 57,1 (C-15-
OCH;), 55,4 (C-12-OCH;). CG/EM m/z (A. R. %): 382 (100), 354 (20), 154 (40), 139
(18), 109 (20).
* - & atribui¢@io pode estar invertida
# - a atribuigdo pode estar invertida

(+)-pirifolina
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Absorbéincia

Marked Wavelengths
Reg A: L 288 = 0.15717
Reg A: L 262 = 0.43277
Reg A: L 240 = 0.21492
Reg A: L 220 = 1.0076

Espectro no UV-VIS da (+)-pirifolina (18).

54.74~
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; |
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| 4000 an 3000 2500 2000 1500 1000 ca 800

Espectro no Infravermetho da (+)-pirifolina (18).
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2.1.3. Obtenciio de padries em A pyrifolium.

Seis alcaléides conhecidos foram isolados de A. pyrifolium, Tabela 4. As estruturas
dos alcaléides conhecidos sfio: (+)-aspidospermina (9A), (+)-pirifolidina (14), (-
aspidofilina (16), (+)~15-desmetéxi-pirifolina (17) e (+)-pirifolina (18), foram estabelecidos a
partir de seus dados fisicos e espectrais ou por comparagéio com padrdes auténticos. Estes
resultados estdo sumarizados na Tabela 4. O composto aspidofractinina (15), néio havia sido
isolado em nenhum dos estudos realizados anteriormente com esta espécie [40,45,46].

O estudo fitoquimico permitiu também o isolamento e elucidacio estrutural de dois
alcaloides inéditos: 15-metéxi-aspidospermina (19) e 15-metéxi-pirifolidina (20). Estes
compostos foram observados pela primeira vez quando realizou-se a analise qualitativa por
CG/EM desta espécie [34], nesta sugeriu-se que os mesmos deveriam apresentar as
estruturas planares mostradas abaixo.

E D
OMe
B
|
OMe Ac
estiytura planar proposta para estrumra plam_ur_pm:pgsm para
a 15-metoxi-aspidospermina a 15-metdxi-pirifolictina

A seguir iremos discutir a atribuicZo das estruturas de cada um destes compostos
separadamente.
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Tabela 4. Alcalbides isolados dos extratos cloroférmicos de A. pyrifolivm.

Alcaléide Abundancia Relativa Métodos de Identificacio
{H)-pirifolidina (1) +++ UV,IV,EMRhmlH, Be
(-aspidefractinina (15) + uv, Iv, EM, RMN 'H, Pc
(-aspidoGiling (16) + uv, Iv, EM, RMN ', Bc
{+)-15-desmetixi-virifolins (17) + uv, Iv,EM, RMN 11, Pe
C+:-pirifolina (18) e uv, Iv, EM, RMN ', B¢
()-ammidospermins (94) - UV, IV, EM, RMN ‘B, Pc
15-metdxi-aspidospermina (19) + uv, Iv, M, RMN ', P¥¢
15-metdxi-pirifoliding (20) + IV, EM, RMN 'K, ’¢
++++ - componente principal (> 50mg) +++ - componente importante (10-50 mg)

++ - componente menor (4-10 mg) + - tragos (< 4 mg)

vegrito - composto isolado no trabslihe de doutorade.

sublinhado: composto j4 isolado anteriormente nesta espécic por outros pesquisadores ¢ descrito na
literatura.

itdlico - composto inédito
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Composto (15) - (-)-aspidofractinina:

Este composto foi obtido como um sélido, P.F. 116-120 °C, ¢ o valor da rotagiio
éptica, realizada em CHC); em 25 °C, foi de 27,7 °. Os seus dados cromatograficos (CG,
CLAE, CCD) e espectrais foram idénticos aos obtidos para o composto 15 isolado de A4.

olivaceum, o que levou-nos a atribuir a este composto também a estrutura da (-)-
aspidofractinina.

Composto (19) - 15-metéxi-aspidospermina:

Um aspecto a ressaltar é que os compostos 19 e 20 foram isolados, inicialmente na
forma de uma mistura (1:1) entre eles, de separagfio muito dificil, para que as atribuicdes
pudessem ser realizadas efetuamos repetidas purificagdes procurando fazer com que um dos
a um dos componente permanecesse em excesso. Apos este processo, 4 partir dos
compostos foram obtidos os dados espectrais para cada um deles. As Figuras 9 a,b ilustram
este processo, mostrando os espectros de RMN 'H do composto 19 antes e apds este
procedimento e as Figuras 9 c,d,e,f mostram os cromatogramas destas misturas e seus
respectivos espectros de massas.

No espectro na regifio do infravermetho de 19 pode-se observar uma banda de
absorgdio a 1651 cm”, caracteristica de uma carbonila de amida [38]. A banda de absorgdo a
3439 cm’' deve ser relacionada a presenga de umidade na amostra, isto é obsevado também
no espectro de RMN 'Ha 1,3 5.

O espectro no UV com maximos a 288 nm, 256 nm ¢ 222 nm é caracteristico de um
cromdforo indolina [39].

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 384, correspondendo 2 uma
formulz molecular Cx3HiN;Os, o fragmentos a m/z 356 [M' - 28], e os fragmentos
piperidinicos a m/z 154 (pico base) e 182, mostra ser um composto pentaciclico [17, 18,
43). Este € um espectro de massas tipico de um composto derivado da aspidospermina 9A
[17 18. Os fragmentos piperidinicos andlogos aqueles de 14, s6 que com 30 unidades de
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Figara 92 Espectro de 'H NMR da mistura de 13 e 20 antes do

enriquecimento.
Figura 9b. Espectro de "H NMR do composto 19 enriquecido.
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massa a mais. Este fato levou-nos a sugerir que estas 30 unidades adicionais sejam
referentes a uma metoxila ligada ao anel D, Figura 10. Este conjunto de dados anteriormente
descritos ¢ a detecciio do composto (+)-pirifolina (18) nos extratos desta espécie, que
apresenta também uma metoxila ligada ao C-15 do anel D, levou a mais uma evidéncia para
a estrutura 19.

As atribui¢Bes dos espectros de RMN 'H, C de 19 foram realizadas usando-se o
experimento de DEPT e o experimento em COSY foi imprescindivel para a identificaciio co
composto por comparagio com os dados de RMN 'H, 13C obtidos para os compostos (+)-
aspidospermina (9A), (+)-pirifolidina (14) e (+)-pirifolina (18), Quadros 2, 3 e 7, com o
objetivo de confirmar a estrutura.

O RMN 'H mostrou a presenca de trés grupos metila, um singleto a 2,22 § da metila
do grupo N-acetamida com sinal de carbono a 22,9 8, e outros dois singletos um a 3,90 &, a
metoxila ligada a um dos carbonos do anel benzénico a 53,5 §, e o outro singleto a 3,23 §
com o carbono a 56,5 § referente a metoxila ligada ao anel D.

O espectro de RMN 'H permitiu também atribuir os protons aromaticos do H-9 (d a
6,82 §, }=8,1 Hz), H-10 (1 a 7,08 §, J= 8,1 Hz) e H-11 (d a 6,82 5, J= 8,1 Hz), com base nos
acoplamentos esperados para um sistema indélico com um substituinte no anel benzénico.

O espectro de RMN 'H apresenta um sinal largo a 4,65 § referente ao préton H-2p,
cujo carbono metinico mostra sinal em 66,04 5. A atribuig@io dos outros carbonos restantes
no esqueleto indolina foi feita, 0 C-7 mostra sinal a 53,7 & os carbonos aromaticos ndo
ligados a hidrogénio ndo foram observados pela baixa concentra¢do da amostra

Todos os carbonos metilénicos foram revelados pelo experimento de DEPT, os
prétons a eles ligados foram revelados pelos deslocamentos quimicos, modelos e constantes
de acoplamento e por comparacdo com os deslocamentos quimicos dos compostos (+)-
aspidospermina (9A) e pirifolina (18), Quadros 2 e 7 ¢ 8 (pag. 106). Os sinais em campo
mais baixo (3,5-3,28 8) foram assinalados como os prétons H-5c a 3,48 8, H-3 23,288 ¢
H-15a a 3,22 8, cuja atribuicdo sera discutida em mais detalhes a seguir € os protons H-14a
e H-14p foram atribuidos aos sinais a 2,00 ¢ 1,60 3.

O proton H-5B e os protons vizinhos também foram atribuidos de maneira similar.
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Como descrito anteriormente no caso da (+)-pirifolina (18) o problema neste caso também
foi definir corretamente em que posigio a segunda metoxila estaria ligada no anel D. Como
os deslocamentos quimicos de C-3 a § 52,8 € C-14 a § 24,0 apresentaram uma variaglio
muito pequena, quando comparados com os da (+)-aspidospermina (9A), que nfo possui a
metoxila ligada no anel D, concluimos que a metoxila s6 poderia estar ligada ao C-15. A
ultima divida a ser esclarecida foi a estereoquimica relativa do H-15 e do grupo metoxila em
relacdo a0 anel D. As constantes de acoplamento para ohidrogénio H-15 um muitipleto a
3,12 §, com J= 14,5 Hz e 7,0 Hz, estdo de acordo com os valores esperados quando o
hidrogénio H-15 estd posicionado o em relagio ao anmel D, conforme ja discutido
anteriormente para o composto (+)-pirifolina (18). Baseado nestes resuitados atribuimos que
o hidrogénio H-15 esta na posi¢do o em relagio ao anel D,

Os outros conjuntos de hidrogénios metilénicos ainda nfio atribuidos, ao sinal
referente ao C-16 a 22,5 § atribuimos os hidrogénios a 1,10 (A)e2,18(B)3,eaoC-17a
24,5 & os hidrogénios a 1,30 (A) e 2,04 (B) 3. E por fim a atribuigdo dos hidrogénios
metilénicos ligados ao C-19 2 29,9 3, os sinais a 0,75 (A) e 1,22 (B) 5.

Embora néo tenhamos conseguido localizar os carbonos aromaticos ndo ligados a
hidrogénio e o carbono carbonilico da acetamida o uso conjunto dos dados espectrais de 19,
Quadro 8 (pag. 109), e dos dados dos compostos 9A e 18 permitiram propor para o

composto a estrutura mostrada a seguir, a qual nds denominamos de 15-metdxi-
aspidospermina.

15-metdxi-aspidospermina

108



7,07 e H1,64
o 0,62
""""!?E;:‘"H.\o,n
H
553 1712 (C=0) ‘ 683 H { H:hm 51,20
22,8 (N-CH,) Ao 40 | He 104
OMe Ha 190
2,30
(+)-aspidospermina (9A) 348 et
(+)-aspidospermina (9A)

554 1703 254
243

(+)-pirifolina (18)

15-metéxi-aspidospermina (19)

15-metéxi-aspidospermina (19)

Quadro 8. Dados de RMN *H ¢ 13C do 15-metoxi-aspidospermina (19) e da
(+)-aspidospermina (9A) isolados de A, pyrifolium.
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(+)-15-metoxi-aspidospermina (19): IV V™, con™: 1651 (N-C=OMe). UV Aon
nm: 288, 256, 222. RMN 'H (CDCl): 5 4,70 (1H, s, H-201), 3,28 (1H, m, H-3at), 2,22 (1H,
H-3B), 3,48 (14, m, H-5a), 2,40 (1H, m, J= 13,8 Hz, H-5B), 2,20 (1H, m, H-6c;), 1,80
(1H, m, H-6), 6,82 (2H, t, J= 8,0, H-9 e H-11), 7,08 (1H, d, J= 8,0, H-10), 3,90 (3H_ s,
12-OMe), 2,00 (1H, H-14a), 1,60 (1H, m, H-148), 3,22 (1H, m, J= 14,5 Hz ¢ J= 7,0 Hz,
H-150), 1,30 (1H, m, H-16A), 2,04 (1H, m, H-16B), 1,10 (1H, dq, J= 14,7, H-17A), 2,18
(1H, m, H-17B), 0,63 (3H, t, J= 6,9, H-18), 0,75 (1H, q, J= 6,9, H-19A), 1,22 (1H, m, H-
19B), 2,20 (1H, s, H-21a), 2,22 (3H, s, NC=OMe), 3,33 (3H, s, C-15-OMe). RMN “C
(CDClLs): 66,0 (C-2), 52,8 (C-3), 52,8 {C-5), 37,1 (C-6), 53,7 (C-7), 1433 (C-8), 1153
(C-9), 126,2 (C-10), 111,8 (C-11), 149,5 (C-12), 130,1 (C-13), 24,0 (C-14), 75,5 (C-15),
24,5 (C-16), 22,5 (C-17), 6,57 (C-18), 29,9 (C-19), 35,6 (C-20), 71,6 (C-21), 171,2 (N-
€=0), 53,5 (12-OMe), 56,3 (15-OMe), 23,0 (NCOMe). CG/EM m/z (A. R. %): 384 (40),
356 (20), 154 (100).

(+)-15-metoxi-aspidospermina
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Composto (20) - 15-metéxi-pirifolidina:

O espectro na regifio do infravermelho podemos observar uma banda a 1652 cm™,
caracteristica de uma carbonila de amida [38].

O espectro no UV com méximos a 288 nm, 254 nm e 223 nm é caracteristico de um
cromoforo indolina {39].

O espectro de massas exibiu um ion molecular a m/z 414, correspondendo a uma
formula molecular CH3N,0,, o fragmentos a m/z 386 [M™ - 28], e os fragmentos
piperidinicos a m/z 154 (pico base) ¢ 182. Este é um espectro de massas tipico de um
composto derivado da aspidospermina (9A/9B) [17, 18], baseados no ion molecular e no seu
modelo de fragmentagiio semelhante ao do composto (19) anteriormente discutido. O seu

ion molecular sugere que 20 tenha 30 unidades de massas a mais do que o composto (19),
 devido provavelmente a um grupo metoxila. A localizagdo deste grupo pode ser feita
interpretando 0 modo de fragmentagiio do composto por espectrometria de massas.
Inicialmente pode se concluir que esta metoxila adicional nfio estd localizada na porgio
monoterpénica, pois os ions piperidinicos permaneceram inalterados com rela¢o aos
mesmos ions no composto (19). O ion a 386 [M™ - 28] nos sugereque a metoxila esta
locatizada no anel benzénico do si.stema inddlico, pois ocorreu o acréscimo de 30 unidades
em relagdo ao ion m/z M~ - 28) do composto (19), Figura 10 (pag.56). Este conjunto de
dados e a presenga de compostos relacionados a (+)-pirifolidina (14), (+)-pirifolina (18) e
(+)-15-metoxi-pirifolidina (19), nos extratos desta espécie, permitiram sugernir a mesma
estrutura que a proposta anteriormente por CG/EM.

As atribuigdes dos espectros de RMN 'H, PC de 20, Quadro 9 na pag. 120, foram
realizadas usando-se o experimento de DEPT e por compara¢io com os dados de RMN 'H,
*C obtidos para os compostos (+)-aspidospermina (9A), (+)-pirifolidina (14), (+)-pirifolina
(18) e (+)-15-metdxi-aspidospermina (19), Quadros 2, 3, 7 ¢ 8 , com o objetivo de
confirmar a estrutura sugerida anteriormente.

O RMN 'H mostrou a presenga de quatro grupos metila, um singleto a 2,25 § da
metila do grupo N-acetamida, outros dois singletos a 3,88 e 3,90 & e os carbonos das
metoxilas ligadas ao anel benzénico a 59,6 e 56,4 §, e o singleto a 3,35 & do carbono a 56,4
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& referente a metoxila ligada ao anel D.

O espectro de RMN 'H permitiu também assinalar os hidrogénios arométicos do H-9
(d 26,65 5, J=8,0 Hz), H-10 (t a 6,82 5, J= 8,0), com base nos acoplamentos esperados para
um sistema inddlico com dois subtituinte no anel benzénico. Este fato associado as
informag@es obtidas do RMN 'H dos compostos 14 e 18, Quadros 2, 3, 7 e 8, confirmaram
a substitui¢do no C-12.

O espectro de RMN 'H apresenta um sinal largo a 4,71 8 referente ao hidrogénio H-
28, e o sinal do carbono metinico a 66,0 8. A atribui¢iio dos outros carbonos restantes no
esqueleto indolina foi feita, o C-7 ressona a 52,6 §.

Todos os carbonos metilénicos foram revelados pelo experimento de DEPT, os
hidrogénios a eles ligados foram revelados pelos deslocamentos quimicos, modelos ¢
constartes de acoplamento e por comparagio com os deslocamentos quimicos dos
- compostos (+)-aspidospermina (9A) e pirifolina (18), Quadros 2 e 7.

Os sinais em campo mais baixo (3,50-3,28 &) foram assinalados como os hidrogénios
H-5ct a 3,48 5, H-30x a 3,26 8 e H-15x a 3,22 §, esta ultima atribuicdio serd discutida em
mais detathes a seguir. Os hidrogénios H-14c ¢ H-14f foram atribuidos aos sinais a 2,10 e
1,52 6, respectivamente, por comparagio com os dados espectrais de 14 ¢ 19.

Os hidrogénios H-58 e os vizinhos também foram atribuidos de maneira similar.
Como descrito anteriormente no caso da (+)-pirifolina (18) o problema também foi definir
corretamente em que posicio a segunda metoxila estaria ligada no anel D. O H-15 foi
atribuido como estando na posigao o em relagdo ao anel D, em fungio de suas constantes de
acoplamento (Juisa-map=14 Hz € Jiiso1145=7,0 Hz) € da comparagio com os compostos (18)
¢ (19).

Os outros conjuntos de hidrogénios metilénicos ainda ndo atribuidos foram
relacionados aos sinais referentes ao C-16 22,5 § ao qual atribuiu-se os hidrogénios a 1,25
(A) € 2,00 (B) & e 0 ao sinal do C-17 a 2,28 3 cujos hidrogénios sdo 1,09 (A) e 2,15 (B) 5.
Por iltimo a atribui¢do dos hidrogénicos ligados ao C-19 a 29,9 § atribuidos aos sinais a
0,75 (A) € 1,22 (B) 6.

O uso conjunto dos dados espectrais de (20), Quadro 9 na pag. 120, e dos
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compostos 14, 18 e 19 permitiram propor para o composto a estrutura mostrada a seguir, a
qual nés denominamos de 15-metéxi-pirifolidina.

15-metdxi-pirifolidina

Apesar dos compostos 19 e 20 estarem presentes na forma de uma mistura, que
depois foi gradativamente purificada, a medida da rota¢@o 6ptica (obtida em CHCI; a 25 °C)
desta apresentou um desvio Optico com sinal positivo para ambos 0s compostos. Como a
rotagio dos outros compostos relacionados a ambos isolados da mesma espécie, a (+)-
aspidospermina (9A), (+)-pirifolidina (14) e a (+)-pirifolina (18) também sdo
dextrorotatérios, assumimos que 0s COMpoStos novos 15-met67d-aspidosj:crmina (19) e 15-
metoxi-pirifolidina (20) devam ter a mesma configura¢io dos compostos 9A, 14 e 18. Os
dados de RMN 'H, °C destes novos compostos estdo ilustrados no Quadro 8 € 9.
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23,0 (N-CHy)

(+)-pirifolidina (14)

9.6

5 3 50,9 46,2
3 __/'\
-1.

L

H
554 1703 a4
(33) 243

15-metdxi-pirifolidina (20)

15-metoxi-pirifolidina (20)

Quadro 9. Dados de RMN 'H ¢ 1°C do 15-metéxi-pirifolidina (20) ¢ da
(+)-pirofolidina (14) isolados de A. pyrifolium.
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(+)-15-metdxi-pirifolidina (20): IV VvV . cm™: 1652 (N-C=0Me). UV Apy nm:
288, 254, 223. RMN 'H (CDCL): § 4,71 (1H, s, H-2a), 3,26 (1H, m, H-3at), 2,20 (1H, H-
3B), 3,48 (1H, m, H-501), 2,40 (1H, m, J= 13,8 Hz, H-5B), 2,20 (1H, m, H-6ct), 1,80 (1H,
m, H-6B), 6,65 (1H, d, J= 8,0, H-9), 6,82 (1H, d, J= 8,0, H-10), 3,90 (6H, s, 11-OMe ¢ 12-
OMe), 2,10 (1H, H-14c), 1,52 (1H, m, H-14p), 3,22 (1H, m, J= 14,0, J= 7,0Hz H-15a),
1,25 (1H, m, H-16A), 2,0 (1H, m, H-16B), 1,00 (1H, dq, J= 14,7, H-17A), 2,15 (1H, m, H-
17A), 0,63 (3H, t, J= 7,2, H-18), 0,76 (1H, q, J= 7,2, H-19A), 1,30 (1H, m, H-19B), 2,28
(1H, s, H-21a), 2,25 (3H, s, NC=0Me), 3,22 (3H, s, C-15-OMe). RMN “C (CDCL): &
69,6 (C-2), 52,9 (C-3), 52,8 (C-5), 38,4 (C-6), 52,6 (C-7), 143,4 (C-8), 117,7 (C-9), 108,8
(C-10), 152,7 (C-11), 152,7 (C-12), 129,5 (C-13), 24,4 (C-14), 75,5 (C-15), 25,0 (C-16),
24,4 (C-17), 6,90 (C-18), 30,0 (C-19), 35,7 (C-20), 71,5 (C-21), 56,2 (11-OMe), 56,2 (12-

OMe), 56,4 (15-OMe), 23,1 (NC=OMe), 171,2 (N-C=0). CG/EM m/z (A. R. %): 414 (40),
386 (20), 154 (100).

(+)-15-metdxi-pirifolidina
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2.1.4. Obtenciio de padries em A.polyneuron.

Trés alcaldides conhecidos foram isolados de A. polyneuron, a saber. (-)-
aspidospermina (9B), (+)-normacusina B (21) e (+)-polineuridina (22) e suas estruturas
foram estabelecidas por comparag#o de seu dados fisicos com os descritos na literatura
[17,18,31], dados espectrais e/ou por comparagio com padrdes auténticos. Outros dois
alcaldides a (-)-N-acetil-cilindrocarina (23), isolado anteriormente da espécie A.
cylindrocarpon [47] e o 12-met6xi-21-0xo-aspidoalbina (81), foram isolados e identificados
pela primeira vez em 4. polyneuron, a Tabela 5 resume estes resultados.

Composto 23- (-}-N-acetil-cilindrocarina:

A presenca do composto 23 nos extratos de A. polyneuron foi evidenciada quando
realizamos a analise por CG/EM dos extratos alcaloidicos desta espécie.

O 23 composto € um solido que apresentou, P.F. entre 85-90 °C, e o valor de
rotagdo Optica, realizada em cioroformio a 25 °C, foi de [or]P25= -138,0 °,

O espectro no IV mostrou bandas de absor¢#io a 1650 cm™ referente a uma carbonila

de amida [38], e outra a 1731 cm™ que é uma tipica banda de uma carbonila de éster [38]. A
banda a 3439 cm™' provavelmente devido a presenca de umidade na amostra.

O espectro de UV com méaximos a 222 nm, 270 nm e 300 nm, ¢ um espectro tipico
de um croméforo indolina [39].

O espectro de massas de 23, mostrou os seguintes picos principais: ion molecular a
m/z 398, que corresponde a uma formula C;H;3N:Q4, outro devido a perda de um
substituinte angular (juntamente com um &atomo de hidrogénio) levando a um pico
importante a m/z 324, este pico é um andlogo do ion M+ -28] que ocorre em composto
derivados da aspidospermina (9A e 9B). O terceiro € o pico base a m/z 168 que pode ser
representado pelo jon g, na Figura 10 na pag. 56, o qual € o equivalente direto do m/z 124
(pico base) adicionado do grupo carbometoxila que é caracteristico da aspidospermina (9A. €

127



Tabela 5. Alcaléides isolados dos extratos cloroférmicos de A. polyneuron.

Alcaldide Abundéncia Relativa Métodos de Identificagio
~)-aspi rming (9" bt UV, IV, EM, RMN 'H, °C
{&)}-normacusina (21) =+ UV, IV, EM, RMN 'H, "*C
(+)-polineuridina (22) T EM. padrio
(-)-N-acetil-cilindrocarina (23) + UV, IV, EM. RMN 'H, *C
( )-12-metéxi-21-oxo-aspidoalbina (81) -+ UV, 1V, EM, RMN 'H, *¢
++++ - componente principal (> 50mg) +++ - componente imporianie (10-50 mg)

++ - componente menor (4-10 mg) + - tragos (< 4 mg)

negrito - composto isolado no trabalho de doutorado.
sublinhado: composto ji isolado anteriormenic nesta espécie por outros pesquisadores e descrito na
literatura.

itdlico - composto inédito
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9B) e seus derivados. Finalmente o ion a m/z 196 que pode ser representado pelo ion d, na
Figura 10, que € um anilogo do ion a m/z 152 também observado no espectro de 9B.

Estes dados oriundos das informag3es obtidas a partir do espectro de massas de 23 e
seus dados fisicos ¢ espectrais descritos anteriormente, levou a sugerir a seguinte estrutura
para 23, que equivale ao composto conhecido como (-)-N-acetil-cilindrocarina, também
chamado de (-)-cilindrocarpidina [46).

OMe Ac

estrutura proposta para
0 composto (23)

As atribuigdes do espectro de RMN 'H, C do composto 23 foram feitas usando-se
o experimento de DEPT e os dados de RMN 'H, “C do alcaléide (-)-aspidospermina (9B),
Quadros 2 ¢ 10, com o objetivo de confirmar a estrutura sugerida.

O espectro de RMN 'H mostrou claramente os singletos a 3,88 & (C-12-OMe), a
3,588 (éster)ea?2, 105 (NCOMe).

Os hidrogénios aromaticos foram assinalados como H-9 ( t a 6,86 §, J= 7,5 Hz), H-
10 (dd a 7,08 6, J= 7,5 Hz) e H-11 (t a 6,82 §, J= 7,5 Hz), com base nos acoplamentos
esperados e efeitos eletrnicos do substituinte metdxi ligado ao C-12. O espectro do
composto 9B também auxiliou na correta atribuico da porgiio aromatica deste alcaidide.

O singleto largo a & 4,65 foi atribuido ao H-2a e o sinal de carbono a 68,7 & ao C-2,
o carbono quaternirio remanescente no esqueleto indolina a 53,2 & foi assinalado ao C-7

pela comparagéio com os dados de RMN C da apidospermina (9B), Quadro 10 na pag.
131.
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Os hidrogénios metdxi assinalados a 3,88 e 3,58 §, e os sinais de carbono a 554e
51,18, ao carbonos C-12 e C-18 respectivamente.

Todos os carbonos metilénicos estavam presentes no experimento em DEPT e os
protons por comparagio com os deslocamentos quimicos de 9B.

Os sinais de hidrogénio em campo mais baixos (3,2-3,0 8) foram atribuidos aos
prétons H-5a e H-3a devido a sua grande proximidade do par de elétrons niio ligante do N-
4. As atribuicSes individuais foram feitas pela analise cuidadosa do espectro de RMN 'H a
300 MHz utilizando-se os espectros expandidos. Os modelos de acoplamento na forma de
um triplo dubleto a 3,16 & (H-5ct) e do duplo tripleto a 3,08 § que foi atribuido ao H-3a.
Outra atribuicéo fundamentada nos modelos de acoplamento foi a referente ao sinal 2 1,78 §
(H-14a), como visto nos compostos anteriormente discutidos.

Os hidrogénios remanescentes nos dois sistemas de spin foram identificados com o
auxilio do espectro de 9B, Quadro 2 e 10. Desta maneira também atribuiu-se o C-21 ad
69,5e0C-20a23583.

O C-19 mostra sinal a 45,0 5, que € o valor previsto para um grupo metiiénico o~
carbonilico {38].

Os deslocamentos quimicos dos carbonos da carbonila da amida a 172,0 6 ¢ da
carbonila de éster a 175,7 & foram também assinalados

Os carbonos a 24,8 e 34,6 & foram atribuidos aos C-16 e C-1 7, respectivamente, e os
protons a eles associados foram atribuidos por comparagio com os de 9B, Quadro 10, pag.
131.

Uma observagiio interessante foi a do AS = +11,7 no carbono C-17, e C-15 (Ad=
+8.2) em relagio a0 mesmo carbono em 9B, este fato nos leva sugerir uma forte
desprotecio eletronica devido ao grupo carbometoxi que pode se posicionar anti ao C-17 e
C-15 por possuir rotagio livre, e um pequeno efeito de protegio y gauche no C-21 (Ad= -
1,6).

0 conjunto de todos os dados fisicos e espectrais relatados, permitiram atribuir a

estrutura do composto 23, como sendo a do alcaidide conhecido como (-)-N-acetil-
cilindrocarina.
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7,02

:,‘: 171,2(C=0) 6%
7 BONCHY)

dados de NMR °C em CDCL,

da (-)-aspidospermina (9B),

descritos na literatura [42].
dados de NMR 'H em €DCY,
da (-)-aspidosperniina (9B)
descritos na lteratura [42)]

354 1720
23,30

composto (23) composto {23)

Quadro 10, Dados de RMN 1H, B¢ do composto (23) ¢ do composto modelo (-)-aspidospermina (9B).
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(-}-N-acetil~cilindrocarina (23): Cristais, P.F.= 85-90 °C (CH;CL); P. F. lit.= 118-
118,5 °C, ref. [17,18,31] [oJo® = - 138,0 (c= 0,0068); {a]o® lit.= - 122,0 (CHC), ref,
[17,18, 31]. IV V¥, em™: 1650 (N-C=OMe), 1731 (COOMe). UV Ao nm: 286 (log.=
3,60), 252 (log:= 4,00), 220 (log.= 4,61). RMN 'H (CDCL): § 4,65 (1H, s, H-2at), 3,08
(1H, m, J= 8,7 Hz, H-3a), 2,10 (1H, m, H-3B), 3,16 (1H, dt, J= 9,0 Hz, J= 3,0 Hz, H-5¢),
2,30 (1H, m, J= 9,0 Hz, H-5§), 2,16 (1H, m, H-6), 1,54 (1H, m, H-6B), 6,86 (IH, t, J=
7.5, B-9), 6,82 (1H, t, J= 7,5, H-11), 7,08 (1H, d, J= 7,5, H-10), 3,88 (3H, 5, 12-OMe),
2,10 3H, s, NCOMe), 1,78 (1H, m, J= 13,5 Hz, H-14a), 1,40 (1H, dq, J= 13,5 Hz, H-14B),
1,54 (1H, m, H-15a), 1,30 (1H, m, H-15B), 1,84 (1H, m, H-16B), 1,30 (1H, m, H-16A),
2,02 (1H, t, = 15,0 Hz, H-17B), 1,04 (1H, m, H-17A), 2,20 (1H, 3, H-19), 2,46 (s, H-21p).
RMN "C (CDCk): § 68,7 (C-2), 53,2 (C-3), 52,0 (C-5), 37,4 (C-6), 53,2 (C-7), 142,0 (C-
8), 115,2 (C-9), 126,3 (C-10), 111,5 (C-11), 149,0 (C-12), 129,4 (C-13) 21,3 (C-14), 42,3
(C-15), 24,8 (C-16), 34,6 (C-17), 45,0 (C-19), 35,8 (C-20), 69,5 (C-21), 23,30 (NCOMe),
172,0 (N-C=0), 55,4 (12-OMe), 51,1 (COQOMe). CG/EM m/z (A. R. %): 398 (50), 324
(90), 168 (100).
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Composto 81 12-met6xi-21-ox0-aspidoalbina:

O composto 81 apresentou um valor de rotagdo optica de [a]D25= -63,8 o,
realizada usando-se metanol como solvente.

O espectro no infravermelho mostrou bandas de absorgio a 1675 cm™ referente a
uma carbonila de amida [38] e outra banda a 1754 cm™ que ¢ uma banda tipica de uma
carbonila de iactona [38).

O espectro no UV apresentou maximos a 218 nm, 256 nm e 296 nm.

O espectro de massas de 81, apresentou os seguintes ions principais: o jon molecular
a m/z 456, que corresponde a uma formuia C2sHagN2Og, os ions a 132, 136, 160 (ion base) e
174. O ditimo ion € um fragmento que contém toda a porgdo aliftica da molécula, com
excecio do CO; da lactona. Este conjunto de fragmentos foram formados muito
provavelmente devido inicialmente a perda de CO; a partir do ion molecular para dar o
fragmento caracteristico a m/z 412 [M+ - 44].

O conjunto de informagses obtidos 4 partir dos espectros de IV, UV , EM e de uma
pesquisa detalhado sobre os espectros de alcaldides indolicos na literatura (34), permitiu

sugerir ao composto 81 a seguinte estrutura planar, correspondente a0 composto 12-0-
metil-21-oxo-aspidoalbina (81).

Estrutura planar proposta para o composto (81)

138



compostos (-)-aspidospermina (9B) e (-)-N-acetil-cilindrocarina (23), Quadroll na pag.
141, com o objetive de confirmar-se a estrutura sugerida.

O espectro de RMN C de 81, atribuido pela primeira vez, apresentou os sinais
referentes a 25 carbonos, os carbonos metinicos, metilénicos e metilas foram evidénciados
pelo espectro de DEPT. Ao total pode-se assinalar a presenga de oito carbonos metilénicos,
quatro carbonos metila, dois carbonos metinicos um alifatico (C-2) e outro aromatico (C-9),
além de dez carbonos néo ligados a hidrogénio.

A atribuigdo dos carbonos foi feita baseada nos dados espectrais e confirmados pela
comparagdo com os dos compostos 9B, 23 e 107, Quadro 11 na pag. 141,

A partir das informagBes da atribuicio do espectro de RMN “C efetuamos a
atribui¢lio dos hidrogénios, que puderam ser assinalados via correlagio C-H (HETCOR) ¢
H-H (COSY).

O espectro de RMN 'H mostrou claramente os singletos a 3,83 § (C-10-OMe), 3,80
(C-11-OMe) e 3,89 & (C-12-OMe) que estdo associados aos sinais de carbono a 56,2, 60,2 e
61,2 8, respectivamente.

Os sinais dos protons H-5a, H-58 e H-3¢t, H-3f, foram atribuidos ao conjunto de
hidrogénios mais desprotegidos (3,00-2,80 ), devido a sua grande proximidade do par de
elétrons do N-4. As atribui¢des individuais foram feitas pela analise cuidadosa do espectfo
de RMN 'H a 500 MHz e pelos espectros de correlagio (HETCOR ¢ COSY). O H-5a foi
atribuide ao hidrogénio na forma de um multipleto a 3,15 8, o H-58 a um multipleto a 3,04
& e o H-3a a um duplo tripleto a 2,92 8, o H-3B a um dubleto disforme a 2,80 8.

Os hidrogénios remanescentes nos dois sistemas de spin foram atribuidos usando-se
H-5a,8 ¢ H-3a,8 como ponto de partida e confirmados combinadamente com as
informagdes obtidas dos espectros de COSY e HETCOR.

O C-19 que mostra sinal a & 42,6 foi relacionado com os hidrogénios H-19A a 1,94
e H-19B a 2,35 6.

O fechamento lactdnico no C-21, provoca diminui¢io da carga eletrénica do N
protegendo C-5 (A8=-3,4) e C-3 (Ad=-9,7) e desprotegendo C-7 (Ad= +6,1) e C-20 (AS=
+4,6) pela proximidade da ligagio com este oxigénio. Um pequeno efeito de protegio sobre
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0 C-19 (Ad=-2,4) pelo fechamento do anel e o efeito ¥ gauche com o oxigénio lacténico. O
C-15 mostra sinal a § 42,6 e correlaciona-se com os hidrogénios a 1,90 (H-15a) e 1,35 (H-
15B) 6 € 0 C-17 que mostra sinal a 34,1 § aos hidrogénios a 0,88 (H-17A) e 1,58 (H-17B) &
e 0 C-20 a2 40,4 8. O C-21 foi atribuido ao sinai a 107,9 §.

Por dltimo confirmou-se os deslocamentos quimicos dos carbonos do grupo N-
propionit (N-COCH,CH;), o carbono metilénico a 27,6 esta associado aos hidrogénios a
2,32 e 2,68 § e o carbono da metila que foi atribuido ao sinal a 9,80 8, ao tripleto 8 1,14 §
todos os deslocamentos podem ser confirmados com os modelos apresentados no Quadro
11 na pag. 141.

O conjunto de todos estes dados fisicos e espectrais permitiram confirmar a estrutura
sugerida a 81, como sendo a (-)}12-O-metil-21-oxo-aspidoalbina (81).
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554

(-)}-N-acetilcilinxdrocarina (23)

172.0
2330

T‘*z 28.0 (2,64)
CH; 9.40(1,32)

cimicina (107), em CDCl, [102]
() = RMN H

232 H\—C—Hs R
268 137 200

Quadro 11. Dados de RMN 1II, Bcdo composto (81) e dos compostos modelos
(->-N-acetil-cilindrocarina (23) e Cimicina (107).
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(-}12-G-metdxi-2 ]-uxo-aspidoalbina (81): fals” = - 63,8 (MeOH, c= 0,0002); [a}p™ fit=
+ 63,8 (MeOH), ref. [17,18, 31]. IV v*™ ¢ coi™: 1657 (N-C=OEt), 1754 (lactona). UV
A o 296 (log= 2,96), 256 (log~ 3,53), 218 (log— 2,75). RMN 'H (CDCk): 5 4,55
(1H, s, H-2a), 2,92 (1H, dt, J= 12,5 Hz e J= 3,0 Hz, H-3at), 2,80 (1H, m, J=12,) Hz, J=7,5
Hz, H-3), 3,15 (1H, m, H-5ct), 3,04 (1H, m, H-58), 2,00 (1H, m, H-60r), 1,90 (1H, m, H-
6B), 6,97 (1H, s, H-9), 3,83 3H, 5, 10-OMe), 3,86 (3H, 5, 11-OMe), 3,89 (3H, s, 12-OMe),
1,82 (1H, m, H-14q), 1,52 (1H, m, H—l4B), 1,90 (1H, m, H-15at), 1,35 (1H, m, H-15p),
1,37 (1H, m, H-16A), 2,00 (1H, m, H-16B), 088 (1H, m, H-17A), 1,58 (1H, m, H-17B),
232 (1H, m, NCOCHHsCH;), 2,68 (1H, m, NCOCH.HsCH:), 1,14 (3H, t,
NCOCH\HzCH;). RMN °C (CDCl): 8 67,7 (C-2), 43,5 (C-3), 48,6 (C-5), 33,5 (C-6),
59,3 (C-7), 141,7 (C-8), 103,9 (C-9), 1151,7 (C-10), 141,7 (C-11), 153,7 (C-12), 127,0 (C-
13) 20,3 (C-14), 42,6 (C-15), 25,1 (C-16), 34,1 (C-17), 42,6 (C-19), 35,8 (C-20), 1079 (C-
21), 176,3 (NCOE), 176,3 (lactona), 56,2 (10-OMe), 60,2 (11-OMe), 61,2 (12-OMe), 9,80
(NCOCHCHs). CG/EM m/z (A. R. %): 456 (M, 60), 383 (50), 253 (30), 160 (100).
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PULSE SEQUENCE:L gCOSY
Axlax, delay 1.980 sec
ACq. tima 0.211 suc
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120 Incramantis -
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Espectro de correlacio H-H (COSY) da (-)-12-O-Metil-21-0xo-aspidoalbina (81),

ampliado de & 0,00-4,50.
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2.1.5. Obtenciio de padries em A.ramiflorum.

Trés alcaléides conhecidos, 10-metoxi-geissoschizol (24), ramiflorina A (25),
ramiflorina B (26), foram isolados de 4. ramiflorum, Tabela 6. As estruturas e a
configuragdo dos alcaldides conhecidos foram estabelecidas por comparagio de seus dados
fisicos e espectrais com os existentes na literatura ou por comparagio com padrdes
auténticos. Um quarto composto, a E-isositsiriquina (27) foi isolado pela primeira vez nesta
espécie, 0 mesmo ndo havia sido isolado no estudo anteriormente realizado com esta espécie
pelo grupo do Professor Dr. Francisco de Assis Machado Reis [47]. Apenas a elucidagio
estruturat do composto 27 seré a seguir.

No estudo realizado posteriormente, experimentos visando o cultivo das células de
A. ramiflorum "in vitro", estudamos o conteudo alcaloidico das sementes desta espécie. O
exirato alcaloidico das sementes € rico no composto B—yohimbina (10), que pode ser
isolado, identificado deste extrato e utilizado como padrdo nos estudos descritos nas outras
partes deste trabalho.

Tabela 6. Alcaléides isolados dos extratos cloroformicos de A. ramifforum.

Alcaldide Abundincia Relativa Métodos de Identificagio

{+)-10metéxi-geissoschizol (24) - UV, 1V, EM, RMN ‘H. ’C
(+)-ramiflorina A (25) Ny UV, IV. EM, RMN ‘H, *C
{+)-ramiflorina B (26) 4+ UV, IV, EM, RMN 'H, °C
(+)-E-isositsiriquina (27) + UV, IV, EM, RMN 'H. *C
+-+++ - componente principal (> 50mg) +++ - componente importante (10-50 mg)

++ - componente menor (4-10 mg) + - tragos (< 4 mg)

negrito - composto isolade no trabalho de doutorado,
sublinhado: composto j& isolado anteriormente nesta espécic por outros pesquisadores e descrito na
literatura.

itilico - composto inédito
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Composto 27 - (+)-19-E-isesitsiriguina:

O composto 27 apresentou um ponto de fusdo na faixa de 87 °C, e o valor da
rotagdo optica, realizada em EtOH a 25 °C, foi de [0 5]= 0,0 °.

O espectro no IV de 27 mostrou absorgdes a 3345 cm” (NH, OH) e 1731 cm’
referente a uma carbonila de éster [38].

As absor¢des no UV a 226 nm e 280 nm sfio caracteristicas de um cromoéforo
inddlico ndo substituido [39).

O seu espectro de massas mostrou um ion molecular a m/z 354 correspondendo a
uma formula molecular C»HyN20O3, 0 ion a m/z 251 (pico base) resultado da fragmentagéo
entre os carbonos C-17 e C-16, o ion intenso a m/z 353 M+ - 1] e o ion a m/z 169, este
conjunto de ions corresponde & um modelo de fragmentag3o caracteristico de alcaléides com
esqueleto corinante [43, 48].

Baseados nestas informagdes anteriores e nas biogénese deste tipos de alcaloides
[48, 73] sugerimos uma estrutura para 27, sem ainda nenhuma defini¢do da estereoquimica,
que ¢ mostrada abaixo.

estrutura proposta para (27)

A atribui¢3io do espectro de RMN 'H, "C do composto 27, Quadro 12 na pag. 156,
foram feitas usando-se o experimento de DEPT e os dados de RMN 'H, *C dos compostos
10-metoxi-geissoschizol (24) e outros modelos relacionados a seguir, Quadro 12 na pag.
156, com o objetivo de confirmar a estrutura sugerida.
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O espectro de RMN 'H de 27 confirmou que o sistema inddlico nfo tem
substituintes devidos aos sinais de quatro hidrogénios presentes na regido aromatica. O
singleto fino devido a trés hidrogénios a 3,80 & foi atribuido como sendo o do grupo
metoxila do éster metilico.

A presenca de um hidrogénio olefinico foi evidenciada por um quarteto centrado a
5,64 5, acoplado a um dubleto a 1,67 & indicando que o grupo metila esta associado a um
carbono olefinico. Uma vez que as constantes de acoplamento s3c as mesmas (J= 6,0 Hz),
em ambos casos, estes sinais s§o tipicos de um grupo etilidénico possuindo uma ligacdo
dupla trissubstituida.

As fungdes carbonila e metoxila acomodam dois dos dtomos de oxigénio presentes
nesta molécula. A natureza do terceiro oxigénio foi revelada pela presenca de um singleto
largo a 2,00 8, que € caracteristico de uma hidroxila alcodlica.

A determinagdo da estereoquimica relativa desta molécula serd agora discutida. Em
primeiro lugar, o hidrogénio ligado ao C-3 deve estar na posi¢3o o, bem como também o
hidrogénio ligado ao C-15, uma vez que esta estreoquimica é a preferencial para esta série
de alcaléides indélicos [48].

Estas contribui¢des biogenéticas auxiliam mas nio permitem definir a estereoquimica
de 27, a anilise e discuss&o do espectro de RMN “C elucidou este probiema.

No espectro de RMN C do composto 27, Quadro 12 na pag. 156, puderam ser
assinalados um total de 21 carbonos, sendo destes duas metilas, uma do grupo carbometoxi
a 52,7 § e outra ligado ao grupo etilidénico a 13,3 § (C-18), quatro carbonos metilénicos a
49,7 (C-3), 52,1 (C-5), 51,3 & (C-21) e o carbono ligado diretamente ao gripo
carbometoxila a 52,2 & (C16), oito carbonos metinicos (4 aromaticos, 1 olefinico e 3
alifaticos) e 6 carbonos quaternarios.

A atribuicdio ¢ a defini¢io da estereoquimica relativa de C-3 e C-15 e de todos 0s
outros carbonos foram feitas empregando-se como modelos os compostos 10-metoxi-
geissoschizol (24) e a geissoschizina (60), Quadro 12 na pag. 156, o que permitiu assinalar
os outros carbonos da molécula sendo possivel atribuir os protons ligados aos C-3 e C-15

como tendo uma orientagio o.
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A cadeia lateral, o grupo etilidénicopode sere definido baseado nos dados de
ressondncia de hidrogénio da molécula 27 ¢ mais especificamente dos H-18 e H-19,
podemos notar gque os valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de 27
coincidentes com agueles descritos para o composto (E)-isositsiriquina da literatura, Tabela
7a,b. Apds estas definigdes, ficou ainda uma ditvida em relag@io a estereoquimica do centro
assimétrico no C-16. O priton ligado a0 C-16 aparece no espectro de RMN 'H na forma de
um multipleto a 2,52 §, o que € coerente com o valor descrito na literatura [49] pama o
composto 16R-(E)-isositsiriquina, Tabela 7ab, que por comparagdo permitiu atribui-lo
como sendo 16R. Com todas estas informacSes anteriores e os outros dados fisicos e
espectrais podemos atribuir ao composto 27 a estrutura da 16R-19(E)-isositsiriquing,
porém o valor de {a]”’p parece ser uma mistura epanciomeérica.
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Atribui¢o de RMN 3C do composto (27)
isolados dos extratos de 4. ramifforum

Quadro 12. Atribuigiio de RMN ¥C do composto (27) e compostos modelos [47, 50].
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Tabeta 7a. Dados de 1H NMR das Isositsiriquinas [49).

(E)-isositsiriquina (A) 16-epi-(E)-isositsiriquina (B)

Préton 5 J (Hz) 5 J (Hz)

3a-H 431brs J5a, 58 = 12 390brs I5a, 58 = 12
S5a-H 3,15 ddd J5a, 6a. =4 2,84 dad J5a,6a=4
5p-H 3,27 dd J5a, 6B = 12 3,17 dd J5a, 6B =12
6c-H 2465brd J5B,6a=1 2468 brd I5p, 6 = 12
6p-H 30m J5p. 6 =55 30m J5p,6p =58
9-12-H 7,1-7148 J6a, Sp= 15 7,09-7,48 J6a, Sp= 15
14a-H 2,26a m J16-17=7 227bm J16-17=5
14p-H 2,22am J#16-17=5§ 225hbm J16-1T" =5
15a-H 3,10m J7-17' =5 338m J17-17 =5
168 282 m J18-19 = 6.5 266m J18-19 =65
17-H 355brdd J19- 212 < 0,5 3,92 brdad J19-21a < 0,5
17-H 3,50 br dd J19- 21p< 0,5 387 brdd J19-21p < 0,5
18-H 167d J210-218= 12 163d J21a-21B= 12
19-H 564brq 552brq

21a-H 354 brd 308brd

21p-H 293 brd 380 brd

CO2CH3 3673 357s

NH 867 brs 823 brs

16R - (E)-isositsiriquina (A)
16S - Epi- (E)-isositsiriquina (B)
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Tabela 7b. Dados de 1H NMR das Isositsiriquinas [49].

(Z)-isositsiriquina (C) 16-epi-{(Z)-isositsiriquina (D)
Priton ] J (Hz) 5 J (Hz)
3a-H 364brd J3a,14p =4 344brd J3a, 1da =4
Sa-B 2,74 m I3, 140 = 12 2,63 ddd J3ax, 148 = 12
5p-H 3,19d4 J5a,5p =12 3,11dd J5a, 58 =12
6a-H 276 brd I5c, 68 =12 2,73 brd IS5, 6B =12
6p-H 30m J58,6a =10 30m J58, 60 =10
9-12-H 7,1-748 J5p,6p =538 7,06-7,45 J5B, 6 = 5,5
14a-H 2,17 ddd Joa- 68 = 15 2,26 ddd J6cr- G = 15
14p-H 1,72 m Jl4a- 148 = 12 142 ddd Jida- 14p = 12
15a-H 2,66 m J14a- 154 =4 282m Jld4a- I5p =4
16-H 301 m 14p- 150 =12 m 4P- 15 = 12
17-H 394 br dd J16-17=70 395brdd Ji6-17=17,0
17-H 385brdd J16- 17'= 50 3,88 br dd J16-17'= 590
18-H 1.74d _Jdt7-11=12 _1.67d JI1T-17'= 123
19-H 548brg J18- 19= 6.5 336 brg J18- 19=6.5
2ia-H 291brd J19- 21x< 0,5 2,76brd J19-21a< 90,5
21p-H 382brd J19- 21B< 0,5 385brd H19-21p< 0,5
CO2CH3 3,7%s 21a- 218= 12 3,723 J21a- 21p= 12
NH 791 brs 821brs

16R - (E-isositsiriquina (C)
16S - Fpi- (E)-isosituiriquina (D)
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(+/-)~(E)-isositsiriguina (27): P. F.= $7°C; P. F. lit = 205 °C (na forma de sulfato,
ref. [17,18,31]. [o}p = 0,0 (EtOH, c=0,08); oo it.= 20,0, ref. [17, 18, 31]. IV V¥, cri
. 3345 (N-H e OH), 1731 (COOMe). UV Amex nm (EtOH): 291 (log.= 3,83), 283 (log=
3,92), 221 (loge= 4,53). RMN 'H (CDCL): 5 4,3 (1H, si, H-3) 3,12 (1H, m, H-501), 3,30
(1H, m, J= 13, J= 7,3, H-5B), 2,65 (1H, dd, J= 15,0, J=4,8, H-60), 3,00 (1H, m, H-6p),
7,40 (1H, t, J= 7,50, H-9), 7,12 (1H, d, J= 7,50, H-10), 7,12 (1H, d, J= 7,50, H-10), 7,48
(1H, 4, J= 7,5, H=12), 2,26 (1H, m, H-14a), 2,20 (1H, m, J= 5,0, H-148), 3,10 (1H, m, H-
15a), 2,52 (1H, m, H-16), 3,55 (1H, m, H-17R), 3,50 (1H, m, H-17S), 1,67 (3H, d, J= 6,0,
¥=1,1, H-18), 5,64 (1H, q, J= 6,00, H-19), 3,54 (1H, m, H-21a), 2,93 (1H, m, H-21p),
3,8 (3H, s, C=00Me), 8,75 (1H, s, N-H), 2,0 (1H, s, OH). RMN C (CDCL): & 133,2 (C-
2), 49,7 (C-3), 51,3 (C-5), 17,6 (C-6), 107,7 (C-7), 127,6 (C-8), 117,9 (C-9), 121,6 (C-10),
119,5 (C-11), 111,3 (C-12), 30,0 (C-14), 32,5 (C-15), 52,3 (C-16), 61,9 (C-17), 13,3 (C-
18), 121,6 (C-19), 137,7 (C-20), 52,1 (C-21), 175,4 (C=OOMe), 52,7 (OMe). CG/EM m/z
(A. R. %): 354 (82), 353 (90), 323 (38), 251 (100), 169 (45).
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2.1.6. Obtenciio de padrdes em A dispermum.

Quatro  alcaldides  conhecidos:  (-)-aspidospermina  (9B),

#1,2-

desidroaspidospermidina (28), geissosvellina (29) e (-)-N-acetil-cilindrocarpinol (30), foram
isolados e identificados em A. dispermum, Tabela 8. Dos quatro apenas o alcaléide (-)-N-

acetil-cilindrocarpinol (30) havia sido isolado anteriormente desta espécie [47].

Tabela 8. Alcaldides isolados dos extratos cloroformicos de A. dispermum.

Alcaléide Abunddncia Relativa  Métodos de Idemificaciio
(-)-aspidospermina (9B) -+ UV, IV,EM, 'H, °C
(+)-1,2-desidroaspidopermina (28) ++ UV, IV, EM, RMN 'H, *C
geissosvellina (29) + UV, IV, EM, RMN 'H, *C
€x-N-acetil-cilindrocarpigot (30) tans IV, EM, RMN 'H, *C
+++ - componente principal (> 50mg) +++ - componente importanie (10-50 mg)
++ - componente menor (4-10 mg) + - tragos (< 4 mg)

negrito - composto isolado no trahatho de douterado.

sublinhado: composto ji isolado antcriormente nesta espécic por outros pesquisadores ¢ descrito na

literatura.
itdlico - composto inédito
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Compostos (IB) e (30)

A (-)-aspidospermina (9B) e (-)-N-acetil-cilindrocarpinol (30) foram identificados
por métodos fisicos, espectrais e ou por comparacdo com padrdes auténticos.

Composto (28) — g+};1&desidro-asgidosmidina:

O composto 81 apresentou um valor de rotagdo éptica de [o]"2s= +42,53 °, realizada
usando-se metanol como solvente.

Este alcaloide exibiu um espectro no UV tipico de uma cromoforo indolenina, com
méximos a 218, 232 e 282 nm [39].

-~

N

croméforo indolenina

O espectro de massas mostrou o ion molecular a m/z 280, correspondendo a uma
formula molecular C\gH,4N,, 0 ion a m/z 251 {M+ - C;Hs], os ions a m/z 210 e m/z 125.
Este conjunto de picos no espectro de massas sdo caracteristicos do composto (-)-1,2-
desidro-aspidospermidina, ja descrito na literatura, isolado de Aspidosperma quebracho-
blanco [51], mas que ndo possuia dados ¢ RMN de 'H, C de alta resolugiio. Baseados
nestes dados de espectrometria de massas e UV sugeriu-se que o composto deve apresentar
uma estrutura similar a da (+)-1,2-desidro aspidospermidina.
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(+)-1,2-desidro-aspidospermidina

As atribuicdes dos espectros de RMN 'H, *C do composto 28 foram feitas usando-
se o experimento de DEPT e empregando-se o composto (-)-aspidospermina (SB), também
isolado desta espécie, como composto modelo com o objetivo de confirmar a estrutura
sugerida, Quadro 13 na pag. 169.

O espectro de RMN 'H mostrou claramente o tripleto a campos altos a 0,50 &
(CHCHs), o quarteto a 0,64 § (CH.CHs), e os sinais aromaticos assinalados entre 6,15-7,53
3.

Uma inspecdo mais detalhada permitiu assinalar os hidrogénios aromaticos do H-9 (d
a7,539,J=72Hz), H-10 e H-11 (m a 7,25 §, J= 7,2 Hz), e H-12 (t a 6,17 §, J= 7,2 Hz)
com base nos acoplamentos esperados para um sistema indélico ndo substituido.

A presenga de um sinal de um carbono quaternario a 193,0 8 atribuido como o C-2
que esta ligado por uma dupla ao nitrogénio do anel indélico (N = C,), caracteriza um
sistema indolenina. Este valor esta coerente com o deslocamentos quimicos descritos na
literatura [51] para o composto 31 com um esqueleto indolenina, Quadro 13. O carbono que
sobrou no anel indolenina (C-7) foi assinalado como o sinal de carbono ndio ligado a
hidrogénio a 58,1 & pela comparag&o com os dados da (-)-aspidospermina (9B) (C-7 a 53,3
8) e da (+)-20R-1,2-desidro-aspidospermidina (31) (C-7 a 62,7 & [52]), Quadro 13 na pag.
169.

Todos os carbonos metilénicos foram revelados pelos experimentos de DEPT e os
hodrogénios a eles ligados foram sugeridos pelo seu modelos e constantes de acoplamentos
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e pela comparacio com os compostos 9B e 31. Os sinais a campos mais altos 3,26-3,00 §
foram atribuidos aos prétons H-5a, H-3a e H-16B, os dois primeiro devido a sua grande
proximidade do par de elétrons nfo compartithados do N-4, 0 H-16B mostra sinal a campo
mais alto (8 = 3,10), também o H-16A que mostra sinal a 2,60 §, ambos cerca de AS =
+1,00 ppm em relagéio ao H-16A de 9B.

Outro hidrogénio que pode ser atribuido, foi o correspondente a um sinal & 1,86 §,
pois € o unico que apresenta um modelo de acoplamento na forma de um quarteto de
tripleto. Este sinal deve-se a0 H-14a: pois o C-14 ¢ o unico atomo de carbono adjacente a
dois grupos metilénicos.

Os hidrogénios remanescentes nos dois sistemas de spin foram identificados por
comparagio com os modelos 9B e 31. Estas comparagdes permitiram também atribuir o C-
21 a0 sinal 79,0 §, o singleto 2 2,42 § (H-21B) no espectro de hidrogénio e 0 C-20 a 36,3 6.

O conjunto de todos estes dados permitiu atribuir a estrutura do composto 28 como
sendo a da (+)-1,2-desidro-aspidospermidina.
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Me 171,2 (C=0)
554 2.0 (NCH)
dados de RMN *C em CDCl,

da (-)-aspidospermina (9B),
descritos na literatura [42).

13,1

119.7 (.50

20R-1 2-desidro-psendo-
aspidospermidina (3 1)
(5) dados de RMN 'H

composto (28)

Quadro 13. Dados de RMN 'H, °C do composto (28) e dos compostos modelos
(-)-aspidospermina (9B), 20R-1,2-desidro-psendo-aspidospermidina (31).

169




1,2-desidro-aspidospermidina (28): UV Aga nm (EtOH): 253 (log~ 3,78), 228
(log.= 4,00), 222 (log.= 4,30). RMN 'H (CDCL): 5 3,18 (1H, m , H-3a), 2,48 (1H, dd, J=
13,2 Hz, J= 3,3 Hz, H-3B), 3,20 (1H, m, H-Sa), 2,80 (ddd, J= 10,2 Hz, J= 3,3 Hz), 2,18
(1H, m, H-6a), 1,56 (1H, m, H-6B), 7,35 (1H, 1, J= 8,0, H-9 *), 7,25-7,30 (1H, m, H-10 e
H-11), 7,53 (1H, d, J= 8,0, H-12 *), 1,86 (dq, J = 12,9 Hz, H-14c), 1,52 (1H, m, H-148),
1,58 (1K, m, H-15a) 1,0 (1H, dt, J 13,5 Hz, J= 2,7 Hz, H-15B), 2,60 (1H, m, H-16A), 3,1
(1H, ddd, H16B), 1,28 (1H, m, H-17A), 1,47 (1H, m, H-17B), 0,50 (3H, t, J= 6.9, H-18),
0,65 (2H, g, J= 6,9, H-19), 2,42 (1H, s, H-21B). RMN *C (CDC): 5 193,0 (C-2), 51,8 (C-
3), 54,4 (C-5), 34,9 (C-6), 58,1 (C-7), 147,2 (C-8), 121,7 (C-9), 125,3 (C-10), 127,6 (C-
11), 120,2 (C-12), 154,5 (C-13), 21,7 (C-14), 32,9 (C-15), 27,0 (C-16), 23.4 (C-17), 6,9
(C-18), 29,5 (C-19), 36,2 (C-20), 69,0 (C-21). CG/EM m/z (A. R. %): 280 (100), 251 (24),
210 (48), 194 (22), 157 (15), 125 (12).
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Composto (29) - geissosvellina:

O espectro no IV de (29) exibe um forte banda de absorgdo referente a uma
carbonila de amida a 1648 cm™ [38].

O espectro no UV (A méx) a 292 nm (2,90), 242 nm (3,34) e 214 nm (3,78) mostra
absorgdes tipicas para um croméforo indolina [39].

O espectro de massas de MEM exibiu um ion molecular a m/z 398, correspondendo
a uma formula molecuiar C3HyN,O4, o fragmento que produzin um ion mais abundante
ocorre a m/z 327 e corresponde a perda de 71 unidades de massa {C4HgN). Uma pesquisa
detalhada na literatura ¢ na biblioteca do aparelho de CG/EM associada as informagdes
espectrais descritas anteriormente permitiram sugerir a0 composto 29 a estrutura conhecida
como (-)-geissosvellina, mostrada a seguir.

MeO™

geissosvellina (29)

As atribuigdes dos espectros de RMN ‘H, ¥C do composto 29 foram feitas usando o

experimento de DEPT e os dados espectrais existente na literatura para a (-)-geissosvellina
[53], Quadro 14, pag. 179.

O espectro de RMN 'H de 29 apresentou sinais semelhantes a uma mistura, porém

uma analise mais minuciosa e o auxilio da literatura notamos que devido a presenca do
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grupo N-acetil vizinho ao anel aromatico C-10 e C-11-substituidos, este composto se
constitui em um equilibrio cisdide 29a e transdide 29b, onde a espécie cisdide tem
preferéncia sobre o transoide a 25 °C. Portanto os sinais de hidrogénio dos dois confdrmeros
(29a e 29 b) sHo observadas. Por exemplo os hidrogénios da metila do grupo N-acil
aparecem como dois singletos numa proporcfio 2:1 2 2,35 8 € 2,43 § para os conférmeros
cisbide 29a e transoide 29b. O hidrogénio localizado no C-2 aparece como um duplo
dubleto 2 4,72 € 5,198 (J= 11,7 Hz e J= 6,2 Hz) para os dois confdrmeros, mostrando que
estes protons localizam-se no anel indélico acoplado com um grupo metileno vizinho.
Outros sinais também mostram esta interconvers3o, como o grupo N-CH:; 2 1,99¢ 1,968 ¢
o hidrogénio do grupo etilidénico (H-19) a 5,76 ¢ 5,74 §, também dos hidrogénios
aromaticos H-9 a4 7,37 ¢ 7,298 e o H-12 2 7,90 ¢ 6,68 §, a forma cisoide estd em maior
propor¢éo pela interagio estérica menor do grupo amida com H-12 em 29a e ao mesmo
tempo a repuisdo eletrnica menor entre 0 N-4 ¢ a.cetona o,B-insaturada. Apesar da

complexidade da anilise espectral de 29, 0 mesmo apresentou uma boa concordéncia com a
atribui¢o feita por Moore [53].

(M0

—— 3‘32

"'_"k MeO

H ,CQ 19
o6t fMe 0 -

e \_b 2,35 L& 243

cisOide (29a)

transoide (29b)
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O espectro de RMN *C, permitiu finalizar a elucidagio estrutural do composto, para
isso utilizou-se como modelo a molécula da N-desacetil-geissosvellina (32) [53}, quadro 14.
Todos os 23 carbonos de (27) foram assinalados em CDCl;, ¢ o espectro de DEPT permitiu
assinalar a presenca de oito carbonos nio ligados a hidrogénio, cinco carbonos metilénicos,
cinco metinicos e cinco grupos metila presentes em 27.

O sistema olefinico foi atribuido como sendo os carbonos a 124,48 (C-20), a132,0
3 (C-19, CH olefinico) ¢ o grupo metila a 15,1 .

Os carbonos que permitem definir a estereoquimica relativa de 27 foram atribuidos e
os valores comparados com os de 32, mostrando que existe uma boa correlacio entre os
valores. O C-2 (CH a) ressona 2 62,7 3, 0 C-7 a 56,968, 0 C-14 (tCH) 2 38968. Os C-2 e
C-14 apresentam uma desprotecio de aproximadamente 9,0 § em relacfio aos deslocamentos
quimicos apresentados por estes carbonos no composto 32, eliminando a densidade
eletrbnica sobre estes carbonos, porque o N-1 compartilha seus elétrons preferencialmente
¢om o grupo acila.

A presenca do grupo acetamido, um sinal de carbono nfo ligado a hidrogénio a
167,7 8 e a do grupo cetona do anel C a 186,7 § também puderam ser confirmadas.

Este conjunto de dados relatados anteriormente permitiram a confirmagéio da
estrutura anteriormente sugerida, por isto podemos propor que o composto (29) possua a
estrutura do alcaléide conhecido como geissosvellina.

O composto geissosvellina (29) foi isolado pela primeira vez, nio s6 nesta espécie,
como também no género Aspidosperma. Este composto sé havia sido isolado de uma
espécie do género Gesissospermum, G. vellosii [53].
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55,9 MO,
1430

56,5
} 95,6
149

Dados de RMNI3C da
N-desacetil-geissosvellina (32)

Dados de RMN 3C
da Geissosvellina (29)
descritos na literatura [53]

Dados de RMN 3¢
do composto (29)

3,76 MO
3,81 MDY
Dados de RMN 'H da
N-desacetil-geissosvellina (32)
6.45
7,37
14
H
392 MO
3.92 MO i
H
4™
om 07 N2z M
793 238
245
Dados de RMN 'H
da Geissosvellina (29)
descritos na literatura {53)
7.29
137
H
382 MO
382 ML

Dados de RMN 'H
<o composto (29}

Quadro 14. Dados de RMN lH, B¢ do composto (29) ¢ dos compostos medelos

N-desacetil-geissosveliima (32) e geissosvellina (29) em CDCl,

(8) = dados do confémero (29b),
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geissosveiling (29): IV V¥, cm™: 1648 (N-C=OMe, C=0). UV Ap nm: 299
(log.= 4,00), 262 (loge=4,24), 217 (loge= 4,35). RMN 'H (CDCL): § 4,72 (1H, m, H-2B),
7,29 (1K, s, H-9), 7,90 (1H, 5, H-12), 1,95 (3H, 5, N-Me), 2,05 (3H, d, J= 6,9, H-18), 5,76
(18, ¢, J= 6,9, H-19), 2,34 (3H, 5, NC=OMe). RMN “C (CDCL): 5 62,7 (C-2), 30,8 (C-3),
30,0 (C-5), 44,2 (C-6), 56,9 (C-7), 146,2 (C-8), 108,4 (C-9), 146,2 (C-10), 148,7 (C-11),
102,2 (C-12), 38,9 (C-14), 34,4 (C-15), 55,9 (C-16), 15,0 (C-18), 132,0 (C-19), 124,4 (C-
20), 167,7 (N-C=0), 184,9 (C=0), 56,0 (10-OMe), 56,0 (11-OMe). EMIE m/z (A. R. %):
398 (100), 355 (34), 327 (80), 285 (16), 190 (20).
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Absorbancia

[ ] I | I ]
250 300 350
A (nm)

Espectro no UV-VIS da geissosvellina (29).

PEKIN ELMER

75.554

.67 1 1 1 T T 1 I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 cm™ 1500

Espectro no Infra-Vermelho da geissosvellina (29).
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ESTRUTURAS I

Me0OC" Y
OH

17a-OH yohimbina (8) aspidospermidina (33) aparicina (13)
178-OH B-yohimbina (10)

|
OMe Ac

. ’ R=CH; ulemna (11)
(-)-aspidospermina (9B) R=H N-desmetil-uleina (12)

| H
OMe Ac OMe Ac

1,2-desidro-aspidopermidina (28)

N-acetil-cilindrocarina (23) cilindrocarpinol (30)



(+)-15-desmetdxi-pirifolina a”n

\/\N/\
.
\ ;

OMe

OMe Ac oM °
+)-pirifolina (18 Ry~ B, Ry~ CH;OH, normacusina B (1) (-12-0-metil-2 1 -oxo-aspidoalbina
(+)-pirifolina (18) R,= CH,OH, Ry= COOCH,3 , polineuridina (22) |

MeO

geiséosvellina 29)



2.2, Andise Qualitstiva por CG e CGEEM

Aitam:ammﬂoaeﬁd&ihdonﬁododeCGfEMmsqmaﬁoedmcﬁodos
mmmmmmmmammmmm
W&M,W(IBLQM,MM.WOMWM
[M]mda}ﬁeoalﬁomnnischmmpédes(_d. ramiflonan ¢ A disperman), totalizando-se seis
mmwmwmimdmmmmmmm@n
padrdes nesta etapa do trabatho,

(34)

mmemmmmmnmmmm
mﬁﬁo&&u@adewdmmwmoﬁmﬁm&mdog&mwedem
respectivos espectros de massas, {2} apoio nas hipGteses biogenéticas propostas para a biossintese dos
ahﬁdmhﬂﬁmbanmmmhmmmmmmdﬂhﬂmdmdemm
{B}Mdmmmﬁmmw}mnﬁodabiﬁmmmb&deMMM
equipamento de CG/EM.

Aﬁaqmommmmeﬁdﬂtemmmﬁﬁmmmqnasm
pﬂ&ansardadmmchsecmmmdasmm%vamnawmﬁmdmmcﬁfaams
Iaboratorios.

mmmmmmumpmmmmcmde
alealdides mdolicos de Aspidosperma ¢ sugerimos um procedmento simples ¢ qual baseia-se na
mmagﬁoaMmdmwﬁdmanoohmsmuuﬁmﬂo-seosﬁﬂioesdeKbme[Sﬂ.
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Com este obyetivo caloulamos os valores de 1K dos alcaldides padrdes isolados e identificados nas
espécies, bern como os IK dos alcaloides identificados nos extratos airavés dos cromatogramas, utiizando-
se as cobmas DB-1 (wmetil-polisiloxanc) e DB-S (5% de fenil-metil-polisilorane). untamente com estes
indices apresentamos 0s espectros de massas de cada um dos padses, Tabela 9 e no conjunto de espectros
mostrados a seguair,

Os valores de IK dos alcaldides presentes nos extratos das espécies do género Aspidosperma foram
calculados pela primeira vez, usando-se a frmula abaixo, esta € utiizada para o calaulo quando onde se
empregam programacio diferenciada de temperatura nas andlises. [55):

IK=100.(X - M)/ (M ,+; - M,)+100n

Onde. - 1° de dtomos de Carbono dos n-alcanos padres.
X- tempo de retenciio do sohuto em minutos.
M ;- alcano com i étomos de Carbono que ehut antes do sohuto.
M .1 - alcano com n + 1 dtomos de Carbono que edui depois do soluto.

A mportéincia de lancar-se os valores dos IK para os componentes destes extratos € que os IK sio
reprodutivess quando forem utilizadas as mesmas colunas sob as mesmas condices de andlise, o que os
torma um  dado muito importante para a andlise qualitativa dos alcaldides mdolicos deste género. E 1o caso
de plantas, os dados dos espectros dé massas combinados com os valores IK para melhor relacionar um
alcakdide & uma estrutura conhecida, com elevado grau certeza.
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CONJUNTO DE CROMATOGRAMAS
E ESPECTROS DE MASSAS
DOS COMPOSTOS PADROES
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A1l-17- Cromatograma e espectro de massas da 15-metoxi-aspidospermina (19).
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A1-18- Cromatograma e espectro de massas da pirifolidina (14).
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A1-22- Cromatograma e espectro de massas da 12-O-metil-21-oxo-aspidoalbina (81).
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2.3. Andlise qualitativa e quantitativa das espécies estudadas

23.1. Anfllise qualitativa e quantitativa de Aspidospermna pyricolbum

O estudo fitoquimico de Aspidasperma pyricolium Muell. Arg. (Apocynaceae) foi reafizado
anteriormente por B. Gilbert [56] e C. Dierassi [57], que ientificaram os akcaldides yohimbing (8),
aspidospermina. (9), P-yohimbina (10), uleina (11), aparicna (13), desmeti-aspidospermina (35),
dasycarpidona (36), 18,19-desidro-yohimbina (37) e stemmadenina (38).

Neste trabatho foi realizada a anafise qualitativa por OG/EM dos extratos & pH 4cido e bésioo desta
espécie, ¢ foi fefta uma comparacio entre os alcaldides isolados por métodos fitoquimicos com os
detectados em CG/EM e permitatnos observar que os alcaldides que estio presentes em muaior
concentraciio, com algumas excepdes, sio aqueles que ja haviam sido isolados fitoquimicarnene.

Cinco alcaldades, yohimbina (8), 8-yohimbina (10), uleina (11), N-desmetil-uleina (12) ¢ aparicina
(13), foram isolados e identificados nesta espécie e utilizados como padrdes na andlise qualitativa (IK) e

A quantificacio dos componerstes principais, foi fifta nos extratos alcaloidicos desta e das outras
espécies analisadas em Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizagio de Chama (CG/DIC), wtilizando o
método do padrdo interno [33]. As concentragBes obtidas para cada um dos componentes foi expressa em
miligramas do alealdide por 100g de massa da planta seca, para facilitar a comparagio enfre as
concentragdes das espécies eshidadas.

O alcaldide presente em maior concentrago foi a -yohimbina (10), as concentrages dos outros
componentes estfio apresentadas nas Tabelas 10 e 11. A identidade dos picos foi determinada através do
ternpo de retengiio dos compostos que foram corrigidos em relacBo ao padrao interno (7), o seus indices IK,
e 08 espectros de massas obtidos através da andlise das amostras por CGEM nas mesmas condigBes
empregadas na analise em OG/DIC.

As Tabelas 10 e 11, além das concentragdes dos componentes, estiio os valores dos IK calculados
para duas colunas diferentes, DB-1 e DB-5.

Os cromatogramas de CG/DIC obtidos das andlises dos extratos a pH écido e basco sio
mostrados na Figura 11 e 12 e os cromatogramas da Corrente Ionica Total (TIC) destes, obtidos na andlise
por CGEM com seus respectivos espectros de massas, sio mostrados nas Figuras 13, 14 e 1Sa b
(respectivamente). |
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Tabela 10. Extrato 4 pH 4cido de Aspidasperma pyricollum.

Pico Cmpomo(a) K Concentracio
DB-1 DB-5 (rg1009) ™

1 tiptofol (7) - padrdio interno

2 weina  (11) 2244 2300 14

3 apparicina (13) 2359 2499 053

(a)ideﬁﬁeadomﬂopaﬂoisohdowmizadoporswwpemodenm[n].
(b) massa de substéincia em mg por 100g de planta seca.
DB-1 ¢ DB-5 - colunas capilares

Tabela 11. Extrato & pH bésico de Aspidasperma pyricolbun,

Pico Cmposto(a) IK Concentragiio
DB-] DB-5 (mg/100g) ®)

1 triptofol (7) - padréo intemo

2 ulena  (11) 244 2300 079

3 aparicina (13) 2359 2499 0,17

4 yohimbina (8) 3106 3216 023

5 B-yohimbina (10) 3127 3247 037

(a)isohdoekhﬁ&ndomapéde,mwmhadopmsmapemodem[&].
(b) massa de substéncia em mg por 100g de planta seca.
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Figura 11. Cromatograma de CG/DIC do extrato & pH acido de 4. pyricollum.
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Figura 12. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH basico de 4. pyricollum.
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2.3.2. Andlise qualitativa e quantitativa de Aspidospermma olivacesom.

Aﬁbg:wmokmmﬁimdadaﬁtoqﬁmﬁepmﬁ@hmem[ﬁlqm
ideﬁﬁmrmnosaknléidsd&m(lllapmiim(ﬁ),oﬁvadm(39}gﬂmﬂxﬁm(40)easp'domp’m(ﬂ).

Aa_ﬁﬁseq.ndﬂaﬁvameGEMnmﬂmmmamMomﬂmboamosmmpmimdos
Memmﬁﬁm@mmmﬁimﬁwam&mm
compostos j isolados anteriormente [37].

Foram isolados ofto alcaloides, uleina (11), aparicina (13), aspidospenina (9A), aspidofractinina
(15), aspidofifina (16), 15-desmeténi-pirifbiina (17), pirifolina (18) e pirifotidina (14), que foram usados como

Amﬁﬁseq.mﬂaﬁmmeGDICmbénﬁairwlhndaeMmqueauﬁm(ll)éoomm
Mmmmm.memmmmmmsﬁoa
oﬁmdm(”)mcmm@odemﬁom&mubgimdeﬁdoamommmdaa@mm
{19, 20}, e a pirifolidina (14), conforme o descrito nas Tabelas 12 € 13.

AmﬂﬁsepaCGDICeoisdm&nqﬁrrimdepakﬁaomﬁnmmamdeakﬁﬁdes
mmmmﬁmmmwmmihmmmm
(9A)eaqid0ﬁacﬁrﬁn(15).Amdﬁmakmlﬁdwmaqud&odoﬁpophmnmfmm
wﬁaﬁadmn@hmmmobﬁdoépHéddo,mismﬂemalmﬁdedoﬁpoMW
s@aaamﬂomﬁm(ﬁ}hﬁaﬁdohohﬂamﬁaimmk%@éﬁe[ﬁleamd&ssﬁpﬁdes&

Woodson [15} baseado em aspectos botfinicos classificou as espécies A. pyricolban e A. olivaceian
omnsaﬂoshﬁﬁmaPammhdo,mﬂmmﬁmd«mﬁodaOpﬁaoqnsemde@édw
distintas [ 16]. Os resultados das anilises dos exiratos acidos e basicos das duas espécies revelaram-se muito
&&um,pdsmdamdea!gmommdmha,ammdeahﬁdsm
Mﬂmeaaﬁw&mmmm@mp«ma
yohimbina (8) e a B-yohimbina (10), nos extratos de A olivaceum si0 um mportante aspecto para
dﬁmﬁﬁod&mE&mWﬁoMp&mﬂb&%pﬂmﬂommL
S.KknaiﬁaeW.MFmdra[ZSLmqnlmopﬁwemnmvadvﬁohﬁ@ﬁknmog&uo
Aspidosperma, onde A. pyricollum e A. olivaceum sio redlassificadas como sendo espécies distintas.
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N
Esqueleto Plumerano Esqueleto Corinanteano

Tabela 12. Extrato & pH sicido de Aspidospersna olivacewm.

Pico Composto® Concentraio
DB-1 DB-5 (mg/100g) ®

1 triptoiol (7) - padrBo interno

2 uleina (11) 252 1328 300

3 aspidofractinina (15) 2248 2328 3,10

4 apparicina (13) 2357 2505 132

5 12-desmetind- 2586 2731 2,93

aspidospermina (42)

6 aspidospermina (9A) 2652 2760 293

7 oltvacina (39) 2680 2792 1,72

8 15-desmetoxi- pirifolina (17) 2703 2798 0,86

9 pirifolidina (14) 2761 2847 146

10 15-metdxi-aspidospermina (19) 2804 2892 1,97

11 * aspidofilina (16) 2842 2949 224

12 pirifolina (18) 2889 2981 0,14

13 15-meténd-pirifolidina (20) 2910 2999 139
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14 Aspidocarpina (41) 2934 3034 6,20

Tabela 13. Extrato i pH bisico de Aspidosperma olivaceum.

Pico Composto® K

DB-1 DB-5 (mg/100g) ¥
1 triptofol (7) - padrBo intemo
2 uleina (11) 2234 2305 660
15 dihidro-uieina (43) 277 2367 118
4 appexicina (13) 2357 2505 8,90
5 12-desmettni— 2583 2731 777

aspidospermina (42)

6 aspidospermina (6) 2646 2760 5,80
7 olivacina (39) 2674 2795 262
9 pirifolidina (14) 2761 2847 243
1 aspidofilna (16) 2842 2949 380
14 Aspidocarpina (30) 2923 3034 11,1

(2) lentificado usando padrao isolado ou caracterizado por seu espectro de massas.
(b) massa em mg de substéndia por 100g de planta seca.
DB-1 e DB-5 colummas

OsmmgmmdeCGfDICdosméddoseb&mssﬁanmadosmFm 16e 17,08
cromatogrames de CG/DIC dos extratos sio mostrados nas Figuras 18 ¢ 19 e 0s espectros de massas dos
componentes detectados nos extratos na Figura 20a, b, ¢, d.
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Figura 16. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH acido de 4. olivaceum.
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Figura 17. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH basico de 4. olivaceum.
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Figura 18. Cromatograma de CG/EM do extrato a pH acido de A. olivaceum.
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Figura 19. Cromatograma de CG/EM do extrato a pH basico de 4. olivaceum.
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Figura 20a. Espectros de massas dos compostos detectados nos extratos 4cido ¢ bésico
de 4. olivaceum. Picos: 2- uleina (11), 3- aspidofractinina (15), 4- aparicina (13), 3- 12-
desmetdxi-aspidospermina (42).
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Figura 20c. Espectros de massas dos compostos detectados nos extratos dcido e basico

de A. olivaceum. Picos: 10- 15-metéxi-aspidospermina (19), /1- aspidofilina (16), /2-
pirifolina (18), 13- 15-metdxi-pirifolidina (20).
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Figura 20d. Espectros de massas dos compostos detectados nos extratos 4cido e basico
de A. olivaceum. Picos: 14- aspidocarpina (41), 15- dihidro-uleina (43).
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233, Andi fitativa e quantitativa de A ol

Aspidosperma pyrifolium foi estudada fitoquimicamente por B. Gilbert & colaboradores [44] em
1965, A. Craveiro e colaboradores {40] em 1983, e mais recentemente, 1996, A C. Mitaine & colaboradores
[45qummdoﬂaﬁﬁwmnmcmmmaqidospanﬁn(9Alaqidcﬂim(16L;ﬁiﬁﬁdhn(l4l 15-
desmetii-pirifolina (17), pirifolina (18), 12-desmetdxi-aspidospermina (42), vincadifformina 44), O-
@M(ﬁlhﬂo&n(@Nﬁmﬂ-&Wﬁh(ﬂ)M@&wﬂeﬁm
(49), palosima (50), 10-metini-aspidosperrmidina (51), aspidospermidina (52), akuammicina (53),
tubotarwing (54).

A andlise qualitativa por CG/EM realizada anteriormente [34] revelou boa comrelagio entre os
mMWemmMmmmmmm
mmmmmmmmﬁmmmm%mmw
detectados.

Nesta especie isolamos oito alcaldides, aspidospermina (9A), phrifolidina (14), aspidofractinina (15),
aspidofiline (16), 15-desmetind-pirifoling. (17), pirifolina (18), 15-metéwi-aspidospermina (19) e 15-meténi-
pﬁdﬁu@ﬂldﬁmom@ﬁoﬁwﬁn(lﬂﬁmp&mﬁmmmmem
mmmiﬂﬂmlimédﬂmmm(w)el&nmﬁﬁpﬁﬁﬁdm@mmmmw
ﬁvummmmgakhsapmﬁdamﬂﬁsethﬁwpacﬁﬁbdpﬂewﬁnmdasmame
estudo apds o isolamento e identificaciio. Todos estes compostos isolados e idemtificados foram usados
cotK padries nas andlises,

AmﬁﬁseqlmmitaﬁvaanCGlDICere\quuearﬁifoﬁdhu(M),piooTrnth.naZI,éo
COmposto presente em muaior concentracdo. Ouiros componentes que estio presentes em ConCeNtTagdes
altas s40 a pirifolina (18), pico 10 ma Figira 22, ¢ a 15-desmetoxi-prrifolina (14), pico 6 na Figura 22,
conforme o descrito nas Tabelas 14 € 15.

Os cromatogramas de CG/DIC dos extratos 4cidos e basicos s&o mostrados nas Figuras 21 e 22, os
cromatogramas de CG/EM dos extratos sio mostrados nas Figuras 23 € 24 ¢ os espectros de massas dos
componentes detectados nos extratos na Figura 25 a, b, ¢, d.
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ESTRUTURAS 11

(40) R,= CHO.R=H - 47)
R,= H. Ry= OMe - (51)
R,=H.R,=H-(52)

R,= CHO. Ry= OMe (49)

Rl= COC2H5. R2=OH - (46)
R,=Ac. R,=H - (48)

219




Tabdal&ExhﬁoipHéﬁdodeAqﬂWMma

Pico Composto® K

Concentracio
DB-1 DB-5 (mg/100g)®

1 triptofol (7) - padriio interno

2 aspidoffactinina (15) 2249 2328 2,1

3 desacetil-pirifolidina (42) 2525 21,0

4 i 2588 2729 11,5
fractining (55)

5 aspidospermina (9A) 2654 2760 389

6 15-desmetixi- 2711 2799 93,6
pirifolina (17)

7 pirifblidina (14) 2765 2847 257

B 15-metoxi- 2804 2892 190
aspsdosperming (19)

9  aspidofiina(16) 2844 2948 16,7

10  pirifofina (18) 2897 2989 201

H 15-metdnd- 2909 3000 257
pirifolidina (20)

12 aspidocarpina (41) 2930 3030 221

(a) Wentificado usando padrao isolado ou caracterizado por seu espectro de massas,
(b) massa em mg de substéncia por 100g de planta seca.
DB-1 e DB-5 cohmas
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Tabela 15, extrato & pH bésico de Aspidosperrma pyrifolium.

Pico Composto® K Concentraciio
DB-1 DB-5 (mg/100g) ®

1 triptofol (7) - padréo interno

2 aspidofractinina (15) 2249 2306 6,82

13 14,15-desidro- 2267 2390 517
aspidofractinina (56)

4 N-formil- 2496 2726 622
aspidofractinina (55)

5 aspidospermina (9A) 2654 2757 6,34

6 15-desmetoxi- 2708 2792 5,60
pirifolina (17)

7 prifolidna (14) 2764 2840 59,7

8 15-metdxi- 2805 2887 18,5
aspidospermmna (19)

9 aspidofilina (16) 2846 2949 6,60

10 pirifolina (18) 2892 2975 6,80

11 15-metOxi-pisifolidina (20) 2917 2993 12,7

14 11-metdxi-N-acetil- 3039 3047 790
alindrocarpmol (57)

(a) Wentificado usando padrao isolado ou caracterizado por seu espectro de massas.
(b) massa em mg de substéncia por 100g de plarta seca.
DB-1 e DB-5 cohmas

Woodson [15] classificou a espécie A pyrifolium na série botanica Pyricolla, mais tarde Aparicio P,

Duarte {16] baseados em caracteristicas mosfologicas, sugeru que a espécie deveria ser reclassificada em
uma nova seria, a qual devena chamar-se série Pyrifolia. A andlise por CG/EM realizada entretanto forneceu
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a composiciio quimica dos constituintes dos extratos alcaloidicos desta espécie, a comparaciio destes com a
dos extratos das duas outras espécies do género por nds analisadas, 4. pyricollim e A. olivaceum, levou-nos
a N acatar a sugestiio proposta por Aparicio [16] e sim aquela proposta anteriormente feita por Woodson
[15]. _

A andlise dos extratos alcaloidicos da espécie A. ofivaceurn, um representante tipico da série
Pyricolia, no que diz respeito a0 aspectos quitnicos, revelou a presenca de alcaldides similares a0s detectados
eisolados de A . pyrifolivm, principalmente em seus extratos obtidos 4 pH 4cido. Portanto do ponto de vista
quinmico, as duas espécies podem continuar agrupadas na mesma série. Este exemplo demonstra 2 utilidade
da técnica de OG/EM, pois a mesma contribuiu com dados que auxilien a resohicsio de controvérsias
taxondmicas, a nivel molecular.
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Figura 21. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH &cido de 4. pyrifolium.
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Figura 22. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH basico de A. pyrifolium.
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Figura 24. Cromatograma de CG/EM do extrato a pH basico de A. pyrifolium.
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234. Andlise qualitativa e itativa de Aspid ;

Aspidasperrna polyneuron foi estudada fitoquimicamente por B. Gilbert e colaboradores [58], que
MWWM(S),W(%LWB(ZILM@&
quebrachamina (58), palosina (50), 4cido harmam-3-carboxdlico (59) e perobina (60).

A andfise por CG/EM permiti-nos fazer a comparacio entre os compostos obtidos através de
estudo fitoquimicos jé realizados com esta espécie descritos na fiteratura e a CG/EM, e o resultado obtido
TNOStrou que existe uma boa relacso entre as duas metodologias empregadas.

Quatro alcaloides, aspidospermina (9A) normacusina B (21), polineuridina (22), Macetil
diindrocarina (23), foram isolados e caracterizados a, partir da espécie A, polyneuron e utifizados como
m&ﬁa,osammogmdeOGDIC&mamwﬁdmapHéddoebéﬁmﬁonnmwmmsﬁgm
26¢27 e as Tabelas 16 € 17 mostram as concentragBes dos principais alcaléides nos dois extratos.

UnnmumﬁohmmﬁiamdealmﬁdmdosﬁpmNmﬂil—ﬁmm)e
ummoao@ﬂar(6l)(;iu38e9mﬁgm2ﬁqurqrmammvmhﬁodomﬂdodoﬁpo
aspidospermina (9B), na qual a cadeia etila lateral soffeu uma oxidaciio seguida de uma esterificagio. A
pmmdeammmmlﬁdmdoﬁpo(mlséﬁpo@vdseevﬁ&ﬁadapmmE
consequentemente nos Jevou a voltar para o estudo fitoquimion, isolar e identificar Lm composto novo nesta
espécie, a N-acetilcilindrocarina (23), confimando a presenga de compostos mais oxidados com o
esqueleto basico (9B),
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Tabela 16. Extrato 2 pH icido de Aspidosperma polynesron,

Pico  Composto® K Concentrag3o
DB-1 DB-5 (mg/100g)®

1 triptofol (7)- padidointerno

2 N-1-desacetil- 2342 2460 459
aspidosperrrina (51)

3 Quebrachamina (58) 2358 2278 297

4 12-desmetaxi- 2562 2710 50,2
aspidospermina (42)

5 aspidospermina (9B) 2656 2767 166

6 palosina (50) 2702 2792 8,64

7 desmeti-aspidospermmng 272 2814 729

(33)

8 N-1-acetil- 2873 2977 243
cilindrocarina (23)

9  N-l-propioni- 2919 3020 891
cilindrocarina (61)

Tabela 17. Extrato & pH basico de Aspidosperra polynaaon.

Pico Composto® K =
DB-1 DB-5 (mg/100g) ®
3 quebrachamina (58) 2358 278 3,05
10 nomacusing B (21) 2828 2078 400
i polinevriding (22) 2906 3022 10,5
12 N-acetililindrocarpinol  (30) 2920 3117 .

(a) dentificado usando padrio isolado ou caracterizado por seu espectro de massas.
(b) massa em mg de substincia por 100g de planta seca.
DB-1 e DB-5 colunas
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Figura 26. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH acido de A .polymeuron.
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Figura 27. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH basico de 4. pofyneuron.

233



lﬂﬂ?
80;
?Bé
saé
SGE
48%
Sﬂé
ze:

19

Iy

s TIC of DATR:U1-8B6.D
5

8
23ﬂ lg
L

Ty —

18 15 ‘28 2 2% 2

fepo (min.)
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235. Andlise quantitativa por GC/FID e GC/MS de Aspidosperma ramiflorson

Aspidasperma ramiflorum foi estudada fitoquimicamente antesionmente pelo, grupo do Prof. Dr.
Francisco de Assis Machado Reis [47) que isolaram os compostos: 10-metéui-geissoschizol (24),
ramflorina A (25), ramiflorina B (26) e 3-yohimbina (10).

Quatro alcaldides, 10-metdnigeissoxchizol (24), ramiflorina A (25) e mmiflorina B (26) e (E)-
isositsiriquina (27), foram por nds isolados e caracterizados dos extratos dos galhos e cascas da espécie 4.
Wmmm&ﬁmﬁd&pﬁmwuﬁmdmmmmc&mmmm
ramfiorina A (25) e ramiflorina B (26) sfio alcaléides inddlicos diméricos, de altos pesos moleaulares e
pouco volitels, portanto ndo analisiveis mas condicdes empregadas na  andfise por CG. Por isso
desenvolveuse uma metodologia de andlise por CLAE para a anilise e quantificaciio dos alcaldides
indolicos desta espécie, que serd apresentado a seguir. Um quinto alcaldide a B-yohimbina (10) foi isolado e
identificado no extrato das sementes desta espécie, cujo isolamento seri discutido no capitulo posteriormente
apresentado em cultura de céhulas vegetais.

Os cromatogramas de CG/DIC dos dos extratos acido e basico desta espécie estio
apresentados nas Figuras 31 ¢ 32 e as concentragBes obtidas para os compostos sio
apresentados na Tabela 18 e 19, os cromatogramas de CG/EM sdo mostrados nas Figuras

33 e 34 ¢ os espectros de massas dos componentes dos extratos séo apresentados na Figura
35.
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Tabela 18. Concentraciio dos alcaldides indélicos nos exiratos & pH acido dos gathos de 4

nomifliorum.

Pico  Composo® K Concentragiio
DB-1 DB-5 (mg/100g) ®

2 1,2~dihidro-olivacina (62) 2350 2482 345

3 metdxi-1,2-dihidro-ofivacina (63) 2653 2728 i6,1

4 10-metdui-peissoschizol (24) 3018 3117 65,0

(a) identificado usando padrio isolado ou caracterizado por seu espectro de massas.

(b) massa em mg de substfincia por 100g de planta seca.
DB-1 e DB-5 cohmas

Tabela 19. Concentrachio dos alcaldides indélicos nos extratos 4 pH acidodos galbhos de 4

ramifioram.

Pico  Composto® K Concentragio
DB-1 DB-5 (mg/100)®

5 aspidospermatidina (64) 284 2365 1,1

3 metdxi-1,2-dihidro-olivacina (63) 2653 2728 460

3

(a) identificado usando padrdo isolado ou caracterizado por seu espectro de massas,

(b) massa em mg de substanda por 100g de planta seca.
DB-1 ¢ DB-5 columas
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Figura 31. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH acido de 4 .ramiflorum.
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Figura 32. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH basico de A. ramiflorum.
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Figura 35. Espectros de massas dos compostos detectados nos extratos icido e basico
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2.3.6. Andlise quantitativa por CG/DIC e OG/EM de Aspidosperma dispermum

Ammmﬁmmmmmc Dyerassi e M. Ikeda
[59]@3%0&0&@0&&%(65)&@@6%(66}

R=OH (65)
R=H (66)

Quatro  alcaldides,  (-)-aspidospermina  (9B), N-acetilcifindrocarpinl  (30),  1,2-desidro-
M@eg@mﬂﬁn(@)ﬁmmnﬁsiﬂaﬂmemmmmm
e cascas da espécie A. dispermum, e usados como padres na andlise por OG/EM. Apesar de o ter sido
isolado, o alcaldide desoxi-aspidodispermina (66) fi detectado.

A anafise quantitativa por CG/DIC dos componentes dos extratos alcaloidicos foi fita, o resumo
desﬁwmxhadosﬁoﬁﬂmdosmsFmas%eB?emsTabdaﬂOeZl.Osalmléidespmsatesemm
concentracio 4o a (-)-aspidospermina (9B) (Figura 36, pico 4) e a 12-desmetind-N-acetil-cifindrocarpinol
(67)( Figura 37, pico 13), conforme o mostrado nas Tabelas 20 21,

A andhse dos extratos alcaloidicos de Agidosperma dispermum por OG/FID foi realizada pela
primeira vez, e algums dos resultados obtidos surpreenderam. O que se esperava na andlise ers encontramos
basicamente alcalides contendo o esqueleto phumerano (aspidospermina (9B), aspidodispermina (65) e
andlogos), e foi detectado alguns destes compostos como jA esperados. Akm destes detectamos oulros
ahakidsmeqmﬂmmﬂ&mdotﬁndaaqﬁomm(&)(ﬁco3,ﬁgn3®emnduivado
nnisomrpbmag‘wd&nm)qnw\emaniﬁﬁnmmmomisdmﬂme
identificacdo do extrato bésico de 4. disperrman, conforme o descrito anteriormente. Este foi mais um caso
onde O COMPOSO teve a Sua estrutura primeiramente proposta beseada nas infxmagdes obtides da andlise
por OG/EM, e posterionmente a estrutura pode ser confirmada apos o isolamento e identificacio do



Tabela 20. Andlise de GC/MS e GC/FID do extrato & pH Acido de A.dispermum, ref. {30, 31, 32].
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Pico Composto Espectro de massas (m/z, AR. %) Concentraciio
DB-1 DB-5 (mg/100g)

1 triptofol (7) 161(M", 20), 130(100), 77(30) . - -

2 12-desmetdxi-aspidospernina (42) 324(M’, 10), 296(8), 124(100) 2566 2263 1,50

3 aspidospermatina (68) 338(M", 20), 174(10), 136(100) 2613 2688 2,90

4 (-)-aspidospermina (9B) 354(M", 5), 326(3), 124(100) 2680 2735 18,4

5 N-propionil-aspidospermatina (69) 352(20), 173 (100), 136(90) 2712 2812 2,65

6 desmetil-aspidospermina (35) 340(M", 10), 339(18), 124(100) 2732 2814 1,40

7 N-acetil-aspidoalbidina (70) 338(M", 2), 294(100), 138(80) 2741 2833 2,52

8 pirifolidina (14) 384(M", 10), 152(12), 124(100) 2765 2840 0,73

9 12-met6xi-N-acetil-aspidoalbiding (71)  368(M", 5), 367(6), 324(100), 138(90) 2833 2929 1,68

10 geissosvellina (29) 398(M’, 80), 327(100), 285(36), 204(30), 190{(40) 2983 3087 1,86
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Tabela 21. Anflise de GC/MS e GC/FID do extrato i pH bisico de A.dispermum, ref. [30, 31, 32).

Pico Composto Espectro de massas (m/z, AR, %) IK Concentragdo
DB-1 DB-5 (mg/100g)
1 triptofol {7)-Padrio isterno 161(M’, 20), 130(100), 77(30) - - -
11 1,2-desidro-aspidospermidina (28) 280(M", 80), 210(100), 194(56) 2171 2235 7,02
12 deséxi-aspidodispermina (66) 312(M°, 30), 294 (10), 112(100) 2554 2640 1,18
4 (-)-aspidospermina (9B) 354(M, 5), 326(3), 124(100) 2680 2735 5,07
7 N-acetil-aspidoalbidina (70) 338(M", 2), 294(100), 138(80) 2381 2836 13,5
13 12-desmetoxi-N-acetil-
cilindrocarpinol (67) 340(M’, 3), 324(12), 140(100) 2841 2932 15,5
14 N-acetil-cilindrocarpinol (30) 370(M°, 3), 342(5), 140(100) 2920 3117 5,16

15 12-desmetil-cilindrocarpinol (72) 356(M", 8), 297(1), 140(100) 3006 3209 3.80
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Figura 36. Cromatograma de CG/DIC do extrato a pH acido de 4 .dispernum.
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2.4. Anilise por CLAE dos alcaléides do género Aspidosperma

Apesar da grande variabilidade nas solubilidade, pesos moleculares e polaridades, o sistema
mostrou uma boa separagfio cromatografica para os alcaldides. As andlises foram efetuadas a tempos
aceitaveis (60 min.) com uma boa simetria dos picos, utilizando-se da técnica de eluicdo por
gradiente. Ainda que a cromatografia de fase reversa venha sendo utilizada em grande extensdo para
a analise de alcalGides, problemas ainda existem, 2 analise destes compostos pode levar a uma baixa
eficiéncia, picos largos e assimétricos, atribuidos ao mecanismo de retengdo dual [60,61,62].

As aminas ipofilicas podem ser usadas para converter o mecanismo de retengdo dual em um
mecanismo solvofébico. Neste estudo a trietilamina foi adicionada a fase mével , como uma tentativa
de se melhorar a eficiéncia da analise, pois este composto interage com os grupos sitandis [63]. O ion
NH." do tampdo salino de formiato de aménio tem também a fungio de diminuir a acdio destes
grupos silandis [64], a adicdo ao sistema de um componente: o octanossulfonato de sodio, que
permitiu que a separagdo fosse mediada por um ou mais tipos de interagio, no qual opera o
mecanismo de pares idnicos, que melhorou em muito a eficiéncia e a resolucgo.

O padrdes obtidos, conforme relatado anteriormente, foram submetidos & anilise no sistema
de eluentes descritos na metodologia, quando a este sistema adicionou-se a trietilamina o mesmo foi
denominado sistema LC-1 ¢ a0 se adicionar o octanossulfonato de sodio o sistema passou a ser
denominado de sistema LC-2. O sistema LC-2 mostrou-se mais adequado no objetivo de aumentar a
eficiéncia do processo de separagéio, levando também a um incremento da resolucio.

Estabelecendo-se o sistema LC-2 como mais adequado, o mesmo foi utilizado para todas as
analises subsequentes.

O objetivo deste trabalho foi analisar os alcaloides utilizando a CLAFE, e a quantificagdo foi
realizada empregando-se o método de calibragiio externa {33], para se pudesse tragar um paralelo de
analise com o doseamento por CG, bem como fazer uma comparagio entre os resultados obtidos
pelas duas técnicas.

A anilise qualitativa por CLAE das seis espécies de Aspidosperma foi realizada e os
resultados s6 puuderam ser analisados contra padrdes. A anilise de algumas espécies, como
Aspidosperma ramiforum (Figuras 41,a)b; Tabela 22) e Aspidosperma pyricollum (Figuras 42a, b)
foram realizadas e conseguiu-se nas duas uma boa separagdo dos componentes principais. Nas
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analises dos extratos das outras espécies a resolugio cromatogrifica foi pobres mesmo nos
componentes principais, dos componentes principais, provavelmente devido ao grande nimero de
estruturas com esqueieto similar e/ou isoméricas, isto fica evidente no caso das outras espécie
Aspidosperma olivaceum, Aspidosperma pyrifolium, Aspidosperma polyneuron e A. dispermum |
ilustrado nas Figuras 43a, b; 448, b; 458, b e 463, b, respectivamente.

A espécie A. ramifiorum foi a mais adequada para andlise por CLAE, pois além da boa
separagiio apresentada, a CLAE funciona como uma técnica complementar a CG/EM, a combinagiio
das duas técnicas permitiu analisar componentes de diferentes pesos moleculares presentes nos
extratos cloroférmicos. A tabela 22 descreve o valores obtidos para as concentragdes dos compostos
presentes no extrato a pH basico de 4. ramiflorum empregando-se a CLAE. Os extratos a pH dcido e
basico foram monitorados por CCD onde ficou evidente que o extrato basico contém maior

concentracdo de alcaldides, pela analise por CG (Figuras 31, 32), por isso somente efetuamos a
andlise para o extrato & pH basico.

Tabela 22. Concentragiio dos alcaléides indélicos no extrato 4 pH basico dos galhos e cascas de

A. ramiflorum.

Pico (HPLC) Alcaloide Concentraciio (mg/100g)
CLAE CG

1 triptofol (7) - -
2 10-metoxi-geissoschizol (24) 72,8 65,0

3 ramiflorina A (25) 1544 -

4 ramiflorina B (26) 2744 -
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Picos: 1- triptofol (07), 2- aspidofractinina (15), 3- aspidofilina (16), 4- pirifolina (18), 5- pirifolidina

(11), 6- (+)-aspidospermina (9A).
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- Picos: 1- triptofol (7), 2- N-acetil-cilindrocarina (23), 3- normacusina B (21), 4- polineuridina (22),
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Figura 46. (a) Cromatograma de CLAE do extrato a pH acido de A. dispermum.
(b) Cromatograma de CLAE do extrato a pH basico de A. dispermum.

Picos: 1- triptofol (7), 2- (-)-aspidospermina (9B). A determinagiio de todos os componentes nio

pode ser realizada para esta espécie, em fing#o que algumas estruturas dos padrdes so puderam ser
determinadas posteriormente.
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3. CONCLUSOES

3.1. Estudo Fitoquimico

O estudo fitoquimico dos extratos cloroformicos das seis espécies do género Aspidosperma
estudadas, permitiu-nos isolar e identificar ao todo vinte e um alcaldides, sendo treze destes novos
nas especies e dois inéditos a 15-metéxi-aspidospermina (19) e 15-metéxi-pirifolidina (20), que foram
utilizados como padrdes nas analises por CG/EM/DIC e CLAE.

Outros aspectos que valem a pena ser ressaitados em relagio aos padrdes s&do:

(a) A existéncia de alguns deles havia sido por nos analisados em CG/EM, mas como nio
existiam registros do isolamento destes em estudos anteriormente descritos na literatura, o
isolamento destes compostos veio a confirmar a analise feita antes por CG/EM.

(b) Os padrdes foram também utilizados para monitorar experimentos que visavam pesquisar
a presenga de atividade antimicrobiana e antifingica. As espécies A. pyricollum, A. olivaceum, A.
polyneuron ¢ A. ramiflorum apresentaram atividade antimicrobiana, os resuitados destes
experimentos serdo relatados no Capitulo 2.

{¢) Os compostos padrdes auxiliaram na anilise por CG/EM e estes puderam auxiliar em alguns
aspectos da biossintese dos alcaldides 25 e 26 em A. ramiflorum, e dos alcaibides com esqueleto

Plumerano em 4. polyneuron em estudos “in vivo” e “in vitro”, conforme serdio apresentados no
Capitulo 3.

3.2. Método de Anilise

A CG representa um poderoso instrumento para a analise qualitativa e quantitativa dos
extratos aicaloidicos de espécies do género Aspidosperma. O potencial desta técnica ¢ ainda maior
quando associada a espectrometria de massas, que permite uma atribuicio inequivoca dos
componentes da mistura no extrato.

A dosagem dos componentes de interesse bioldgico é perfeitamente executivel sob as
condi¢des de aqui desenvolvidos, permitindo o monitoramento na busca de especies desse género que
possam ser usadas como fontes de alcaldides comercialmente importantes.

A metodologia empregada permitiu com sucesso a analise dos extratos destas espécies, com

excegdo da A. ramiflorum, que possui alcalbides indélicos de alto peso molecular e altamente polares
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que ndo s&o analisaveis sob as condi¢des empregadas. Para casos como esse sugerimos 2 associagio
com a técnica de CLAE.

A utilizagdo combinada do IK com os padrdes isolados e a interpretagio dos espectros de
massas, torna a metodologia um poderoso instrumento no estudo de misturas extrativas de alcaldides
indolicos deste género bem como o de outros géneros que contenham alcaldides indélicos. Vale a
pena salientar que o Banco de Dados Wiley da “workstation” HP 3970B foi de grande importancia
na identificagdio dos componentes ndo carateristicos do género Aspidosperma, como no caso do
composto geissosvellina (29).

As condi¢Ges de analise utilizadas na CLAE, fez com que esta técnica apresentasse uma certa
similaridade com a CG, em relag@o a detecgdo dos t:omponentes majoritarios, ainda que ocorram
casos de coeluicio em alguns extratos. A CLAE como ferramenta para andlise quantitativa mostrou-
se menos reprodutivel que a CG em fun¢do da grande variagfio nas classes de alcaldides indolicos
analisados ¢ por estes compostos apresentarem espectros de absor¢io muito semethantes,
consequentemente mostram menor linearidade na medida das concentragdes nas amostras quando
comparada ao método de detecgio por ionizagio de chama (DIC). Apesar disto a CLAE foi muito
importante na dosagem dos alcaldides dos extratos de A. ranriflorum.

A CG pode ser usado como o método de escotha na anilise de misturas extrativas

cloroférmicas de espécies do género Aspidosperma e a CLAE como uma técnica complementar.

3.3. Aplicagdes

A analise por CG/EM permite detectar-se os alcaldides minoritarios, estes sdo de fundamental
importancia para estudos de biossintese de alcaléides inddlicos, pois permite que se detectem
intermediarios biogenéticos que existem em quantidades muito pequenas nas plantas. A detecgio
destes serd de grande valia para esclarecimento de algumas rotas biossintéticas ainda nio totalmente
elucidadas.

A quimiossistematica pode também usufruir desta metodologia de analise, pois a mesma
permite estudar um maior nimero de espécies de uma maneira mais rapida. A partir de dados obtido
por CG/EM pode comparar-se componentes de uma espécies, séries, tribos ou até mesmo uma
familia, para que conjuntamente com os dados fitoquimicos ja existentes e as caracteristicas

boténicas, possa-se fazer uma classificacdo mais precisa das espécies vegetais, como os realizados
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para as espécies 4. pyricollum e A. olivaceum (distingo entre espécies sindnimas) e 4. pyrifolium
(criagdo ou n3o de uma nova série).

A praticidade do método permite que estudos sazonais possam ser realizados, visando estudar
a variaco anual na produgo de alcaldide pela planta.

Outras aplicagBes importantes serfo em estudos que visam selecionar plantas que possuam
boas quantidades de compostos com atividade farmacolégica ja comprovada, bem como monitorar
estudos buscando novas substéncias farmacologicamente ativas



CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS ALCALOIDICOS
E DOS ALCALOIDES ISOLADOS DE SEIS ESPECIES DO

GENERO Aspidosperma..



1. CONSIDERACOES GERAIS

A busca de novos antibitticos, métodos répidos e relativamente simples foram
desenvolvidos para o “screening™ de substincias antibiéticas {65-67]. As substéncias a serem
testadas devem difundir-se no meio de cultura, a base de agar. Normalmente preparam-se
pequenos discos de papel de filtro no qual sio imersos um volume de concentragio
conhecida das substiincias a serem testadas (extratos vegetais, fungicos ou bacterianos
normalmente). Os discos sfo colocados sobre placas de agar semeadas com o
microorganismo utilizado no teste. Por exemplo, atividade contra bactérias gram-positivas
podem ser determinadas com Staphylococus aureus ou Bacillus subtilis, a atividade contra
bactérias gram-negativas com Escherichia coli ou Salmonella bphi e a antifungica com
Neurospora crassa. As placas testes sio incubadas sob condicBes apropriadas para o
crescimento do microorganismo testado, e se apés a incubagdo existir um halo claro ao
redor do disco (halo de inibigdo), pode-se assumir que uma substincia no extrato inibe o
crescimento do microorganismo teste, Figura 47 e 48.

A proxima etapa no procedimento de “screening” ¢ determinar quai substincia
quimica produziu a inibig#io e se esta ¢ um novo candidato & um antibidtico. Um método
rapido que foi desenvolvido para este fim ¢ denominado de bioautografia [68]. Este ensaio
emprega a cromatografia em papel ou em camada delgada e um ensaio bic;légico; um extrato
contendo a substdncia antibibtica nova ¢ eluido em uma placa cromatografica junto com
padres, das substincias presentes nestes extratos usando diversos sistemas de solventes.
Porque cada substancia possui uma mobilidade caracteristica em cada sisterna de solventes,
a comparagio das mobilidades (Rf) da substéncia antibi6tica com os padsrdes nos diversos
sistemas de solventes indicard qual composto ¢ responsivel pela atividade antibidtica. A
deteccdio dos compostos sobre o cromatograma é feito usando-se métodos quimicos, as
vezes dificultada pela grande quantidade de compostos no extrato, consequentemente em
alguns casos teriam que ser utilizados métodos biologicos para detectar-se estas substdncias.
Uma maneira de se fazer isto ¢ colocando um cromatograma ja desenvolvido sobre um meio
com égar que foi semeado com o microrganismo 2 ser testado, as manchas com os halos de
inibi¢8o sobre o préprio 4gar, indica qual composto foi ativo, Figuras 49 e 50.
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266



Apés estabelecido que um composto isoledo do extrato tem um  potencial
antibiético, devem ser empregados ensaios quantitativos para se estabelecer ¢ titulo de
atividade. Os dois testes mais comumente empregados siio, o teste turbidimétrico (diluicdo
em tubo) [69] que requer o uso do microorganismo testado como no teste bicautografico.
No teste turbidimétrico, 0 microorganismo cresce em tubos testes que contém diferentes
concentragdes do composto ativo. Existe uma relaclio direta entre a concentragiio do
antibiético ¢ o crescimento do microorganismo testado, e pela medida do crescimento do
microorganismo, o qual € indicado pela turbidez do contetido dos tubos do teste, o titulo do
antibiético pode ser determinado. Tubos limpidos indicam uma maior concentragio do
potencial antibiético do que os tubos turvos, e a menor concentragio do antibidtico que
previne completamente o aparecimento da turbidez ¢ conhecida como Concentragio
Inibitoria Minima (CIM) [69].

No teste em placa {70], discos de papel de filiro sio impregnados com solu¢Bes do
composto ativo em concentragdes variadas, elimina-se o solvente, e colocados em um meio
com agar, semeado com o0 microorganismo teste apropriado, e incubado. Quando a
concentracfo do composto ativo aumenta, a sua difusio através do agar aumenta também,
portanto, o tamanho do halo de inibicio ao redor do disco de papel ¢ relacionado a
concentragio do antibiético, Figuras 47 ¢ 48.

Verpoorte, R. e colaboradores [71] publicaram um trabalho no qual avaliaram a
atividade antimicrobiana em trés espécies do género Aspidosperma, o qual nos incentivou a
realizar os testes com os extratos de seis espécies deste gémero disponiveis em nosso
laboratério. Utilizando-se do método da literatura [68], testou-se a atividade antimicrobiana
dos compostos puros isolados pelo método fitoquimico como dos extratos obtidos 4 pH
acido e basico das espécies a citar: Aspidosperma pyricollum, A. olivaceum, A. pirifolium,
A. pobmeuron, A. ramiflorum e A. dispermum, cuja atividade ndo tinha sido objeto de
estudos anteriores. A atividade antimicrobiana dos extratos foi testada qualitativamente.

- O Bacillus subtilis, Staphylococus aureus, Escherichia coli ¢ Candida albicans,
foram escolhidos como microorganismos gram positivos e negativos representativos.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies 4. pirycollum, A. olivaceum, A. polyneuron apresentaram atividade
antimicrobiana ao microorganismo S awreus, € A. ramiflorum 2 S. aureus e B. subtilis,
conforme o mostrado na Tabela 23 e ilustrado nas Figuras 47 e 48 | para o caso de A.
pyricollum e A. olivaceum, no casos destas espécies realizamos antes o teste de antibiose em
discos com um primeiro objetivo de estabelecer-se qual apresentava ou nfio atividade
antibacteriana, a segundo raziio para utilizarmos este testes foi descobrirmos qual 2 menor
concentragio de extrato a ser utilizada que ainda leve a inibigio do crescimento dos
microorganismos, a qual foi estabelecida como 50 ug por disco, conforme o ilustrado nas
Figuras 47 e 48.

A partir destes resultados procurou-se identificar se os alcaléides isolados eram
responsaveis pela atividade em cada um dos extratos. A tabela 24 resume os resuitados e as
Figuras 49 e 50 mostram um exemplo dos compostos aos quais se relacionou a atividade. O
que pode se observado é que os alcaldides indélicos do tipo corinante, (25) e (26),
mostraram atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas, S. aureus e B.
subtilis. Os alcaléides diméricos do tipo corinante ndo apresentam até o momento, nenhum
relato na literatura que confere a estes compostos a atividade antimicrobiana. O fato de
alguns compostos possuindo o esqueleto corinante apresentar atividade antimicrobiana a
bactérias gram-positivas ja ser conhecida [71], poderia explicar em parte a atividade
antimicrobiana dos compostos diméricos (25) e (26).

Os outros compostos a que relacionou-se a atividade antimicrobiana, ao B. subtilis,
foram a (-)-aspidospermina (9B), N-acetil-cilindrocarina (23), que possuem estruturas
relacionadas ¢ os compostos aparicina (13) e normacusina B (21), também ndo
apresentavam uma descricdo prévia de atividade antimicrobiana.
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Tabela 23. Atividade antimicrobiana dos extratos 4 pH 4cido e bisico de 6 espécies do
género Aspidosperma, testados por autobiograma.

Planta

B. subtiis  E. coli S aureus C albicans

A. pyricollum

extrato bdsico ) ) ) )
extrato fcido -) - -) ¢)
A. olivaceum

extrato basico ) ) +) )
extrato Acido +) ) -) )
A. pyrifolium

extrato biisico ) ) ) )
extrato dcido Q] -) ) -)
A.polyneuron

extrato basico ) ) ) )
extrato dcido +) ) -) )
A. dispermum

extrato bésico ) -) “) -)
extrato Acido ) ) ) )
A.ramiflorum

extrato bésico +) -) ) )
extrato Acido ) -) ) )
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Tabela 24. Atividade antimicrobiana de alcaléides de Aspidosperma, testados por

autobiograma.
Alcaléide B. subtilis  E. coli S aureus RS
ramiflorina A (4.7.) (25) +) (=) +) 036
ramiflorina B (4.r.) (26) +) (<) * 031
10-metdxigeisoschizol (4.r.) (24) (-) ) ) 030
isositsiriquina (4.r.) (27) ) ) -y 076
B-yohimbina (4.pc.) (10) © ) () 025
yohimbina (4.pc.) (8) ) Q) ) o044
uleina (4.pc..A.0) (11) ©) O ) 046
aparicina (4.pc., A.0.) (13) ) ) -) 0659
(-}-aspidospermina (Apo.) OB) (+) @ © 068
nermacusina B (4dpa) (21) (+) () () 0,46
N-acetil-cilindrocarina (4.po.) (23)

) ) ) 060

A.r. - A. ramiflorum
A. po. - A. polyneuron.

A.pe. - A. pyricollum

A.o. - A. olivaceum
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Matéria-prima vegetal, extracio e preparaciio das amostras

O material vegetal foi tratado conforme o descrito para a metodologia de analise por
CG e CLAE e permitiu a obtengio dos extratos que foram utilizados nos testes. A

concentraciio dos extratos foram ajustadas para 5 mg/ml, a concentragiio aplicada de extrato
foi S0ug.

3.2. Separaciio dos alcaldides por CCD

Os seguintes sistemas solventes (S) foram usados para CCD S;; CHCL;:MeOH
(95:5) em atmosfera de amédnio e S;: Tolueno:CHCl;:MeOH (10:2:2) em atmosfera de

ambnia. Todos os solventes em combinagiio com cromatoplacas prontas de silica gel 60 Fasy
Merck em cubas cromatograficas saturadas.

3.3. Bactérias

Os microorganismos B. subtilis (ATCC 6633), E. coli (ATCC 25922), S. aureus
(CCT 4296), C. albicans (CBS 562), foram gentilmente cedidos pela Fundagdo Tropical de
Pesquisa e Tecnologia “André Tosello” e os testes foram realizados nesta Fundagdio. Os

microorganismos foram mantidos em caldo nutriente ou em “slants” de agar para reativacio
antes do uso.

3.4. Meios de Cultura

As cuituras das bactérias foram realizadas em Meio agar nutriente (Difco) e as da C.
albicans em meio a 37:C por 24hr.
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3.5. Autobiografia

As cromatoplacas foram cuidadosamente secas com jatos de ar quente até a remogio
completa dos solventes. Compostos ativos foram detectados pela leitura da placa de CCD
em uma cimara com uma lampada de UV em uma limpada de A= 254 nm. As suspensdes
bacterianas (10° bactérias/ml) foram adicionadas & placa de Petri, esta j& com agar nutriente
recobrindo a cromatoplaca do teste. As placas de CCD foram incubadas por 24 horas a
378C, as leituras foram feitas apos este periodo.

4. CONCLUSAO:

Dentre os extratos das espécies testadas, a A. polyneuron, A. olivaceum e A.
ramiflorum, apresentaram atividades antibacteriana; as substdncias puras testadas foram
isoladas dos extratos das mesma espécies, ou seja a (-)-aspidospermina (9B), normacusina B
(21), N-acetil-cilindrocarina (23), aparicina (13), ramiflorina A (25) e ramiflorina B (26).

Diante destes resultados, passamos as etapas seguintes deste trabalho.
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CAPITULO 3

CULTURA DE TECIDOS:

PRODUCAO DE ALCALOIDES EM

CALOS E CELULAS EM SUSPENSAQ



1. ASPECTOS GERAIS

mmmmmwmam&mmmm
ervolvidas na respiraciio, digestiio e outros de seus processos vitais [72]. Os metabdlitos secundérios como sfio
dmhsalg.mmdasabﬁﬁmswod@mmmmqmﬂdadseunmwp&sm
@MamM&&maM@mm&m
MMMMMeﬁmmMaMMem
estar do homem [72].

Entretanto, somente uma pequena parte das plantas existerttes na natureza, que se estima em 250 mil
mmmmamﬁmmAmmmammm
atencgo [72].

Plantas comuns, como a vinca (Catharantius roseus), popularmente conhecida pelos nomes de “bom-
diz”, “boa-noite”” ou emoncemente algumas vezes como “maria-sem-vergonha”, constituem uma boa forte de
ahkids,ﬁuiﬂin@)evhbhﬁhn(ﬂdﬁvmmmmdahmﬁ,mhmakﬁﬂom
¢ que a planta produz cerca de 70 alcaldides, dos quais (4) e (5) sBo os de maior interesse firmacoldgico[ 18, 19],
aﬁndso,pmaseobﬁmﬁcomdmahﬁds,épedmodﬁmmqmﬂhdehnmdefoﬂmda
vinea, cerca de 200Kg [2, 3],

Ad&nﬁmdmwdvﬁocmﬁﬂmahmnﬁvmemddsémﬁwiwmmeosmman
laboratdrios, entretanto este método depara com barreiras tais como a complexidade das moléculas, no caso dos
alcaldides da vinca, onde o processo envolvido nas sintese fica mais caro que o processo de extrativo atualmente
empregado.

Uma outra opgZio sexia a aplicaciio de biotecnologia. As céhilas vegetais, cultivadas de modo semelhante a
leveduras e bactéria, podem ser propagadas para produciio de metabolitos secundérios “in vitro” (em laboratério).
Até recenternente, essa abordagem foi utilizada principaimente como um instrumento académico para entender a
bioquimica e fisiologia da cdula vegetal, mas estudos recentes mostraram que céulas vegetais sob condicBes
estéreis podem crescer de forma a produzir, em vérias etapas, grandes quantidades do metabdlito de interesse [73],
Figura 51.

A produgiio de substfincias quirnicas a partir de células vegetais cultivadas em laboratéxio tem se revelado
um meétodo de alto rendimento. Em mais de 20 casos estudados, essa produciio excede 1% do peso seco das folhas
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Figura 51. Iniciaciio de calos e cultura de células em suspensio.
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da planta e, algumas vezes, chega a mais de 20% [74].

A visbilidade dessa técnica pode ser demonstrada com a shiconina, um pigmento usado como corante em
produtos e cosmeticos (dé o tom vermedho a betons). Desde 1983, esse pigmento tem sido fabricado em larga
mhm@kp&h&ﬁ&@,mﬁm@m&de?ﬁﬁnmammmemmpﬁ
comunidade. O outro exemplo ¢ 0 do pigmento de origem vegetal de grande interesse e 0 carmim, outro corante
verrnelho, feito com besouros esmagados [72).

OH O OH

SeP

OH O

hicoai

Outra empresa japonesa, a Japanese Salt & Tobacco Monopoly, tem tentado, utilizar-se dos mesmos
MMMmMMmddﬁemanﬂmem“
necessitam ser superados quando se transfire para escala industrial [72).

No caso da shiconing, a técnica utilizada é proveniente de estudos basicos feitos desde 1974, os quais
hﬂmnqnsﬁombsddsnﬁmdeuﬂnmmmnmmmomdaq&ﬂmeo
outro para produzir o pigmento e seus derivados. Gragas ao método de doks estagios, adotado industrialmente, ¢
possivel produzir 1.500 mg/l dos derivados de shicortina, cerca de 13 vezes mais do que 0 método de cultura (mica

Comparadas corn a planta intacta, a Lithasperian erythroriizon, uma variedade perene nativa no Japo e
n2 China € produtiva somente apés dois ou trés anos, a cultura de  odhulas vegetals apresentou uma vantagent a
dirninenicgio dréstica do periodo de produga, j4 que podem ser coletadas em cerca de trés semanas aps o cultivo
Outra vantagem observada € o aumento significativo do composto em oélulas cultivadas em laboratdrio: cerca de
14% nas céhas cultivadas e de 1-2% na planta intacta.

Descrito dessa maneira, parece nio haver dirvidas quanto as vantagens nz adogiio desta técnica, entretanto,
o cultivo das céulas vegetais nio € um método ficl. As exigéndias nutricionais e ambientais especificas da planta
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séo maiores quando criadas em laboratorios {74] Células isoladas de algumas plantas sio muito exgentes, por
exemplo em relaciio acs micromuirientes artificiais ( produtos quimicos) diferentes das utifizadas pelas plantas no
seu habitat natural A composiclio do meio de cultura artificial exige um estudo intensivo dos eféitos de cada
atriente isolado € da interacio entre cada um deles,

Os hormdnios vegetais e &s condicGes ambientais, como a intensidade de hiz e a concentraco de didddo
de carbono, também interferem no crescimento das céulas i viro e ma. produciio de metabdlitos ssamdérios (73,
74]. Mas nentuma modificacio nos fatores extemnos afeta a programaciio genética original das plantss. Tarto as
ofhilas de raizes, quanto as células de plantas intefras sio incapazes de fizer fotossintese € por isso necessitam de
uma fonte extra de carbono (geralmente sacarose), no meio de cultura.

L1. Cultura de tecidos, produciio de calos ¢ células em suspensiio em espécies do género Aspidospersna:

As espécies Aspidosperma ramifiorum e Aspidosperma polymenron tem atraido continuo interesse dos
quimicos de produtos naturais pela sua importéncia na fitoterapia, devido a sua capacidade de produzir alcaloides
indolicos ativos. Alguns dos alcaldides presentes nestas espécies tem suas agdes farmacoldgicas comprovadas e
bem descritas, conformne relatado por diversos pesquisadores {22, 71). A espécie A. poynerzon produz alcaldides
inddlicos com maior variabilidade estrutural [34, 58] enquanto que a espécie A . ramifiorum é mais especializada
produz principaimente alcaldides inddlicos do tipo corinante, a destacar os alcaldides isolados recentemente por
Reis e colaboradores {47], Ramiflorina A (25) e B(26). O fato de serem dhas espécies arboreas nativas de cdo de
vida longo, biossintetizamn alcaldides de interesse farmacologico com agiio antimicrobiana, como mostrado na parte
11, Estes dados leveram-nos a desenvolver técnicas visando obter a cultura de tecidos e céhilas em suspensio para

Os primeiros trabaihos nos quais consegui-se 0 aultivo “In vitro™ de outras espécies deste género foram
relatados por Aimx, N. e colaboradores [75, 76}, que utilizou o hipoodtilo de plantulas jovens como forte de
explantes. Este trabalho forneceu indicativos de que a cultura de tecidos com a espécies A . ramifiorm e A .
polmewron poderiam ser vidvets,

O estudo destas duas espécies tem como objetivo determinar a fonte de explante mais adequada,
deserrvolver um protocolo de esterilizacfio, comparar o efiito de alguns fitorreguiadores sobre a produciio de calos
nestas espécies, analisar qualitativamente e quarditativamente a producio de akealdides na planta adulta, semente,
pliintulas, calos e oélulas em suspensSio, usando como ferramentas as CCD, CLAE, CG e CGEM

278



2. RESULTADOSE DISCUSSOES

A germinacio “in vitro” fioi obtida pela primeira vez com sucesso neste trabalho, a taxa de germinacio
ficou em tomo de 95%, gerando plintulas em 4 semanas. As folhas e hipocotilos foram usados como fonte de
explantes, 3 presenga ou auséncia de kez permitit controlar o tipo de explante com o qual se deseja trabelhar, pois a
auséncia de luz favorece o crescimento dos hipocdtios € a presenca de iz o crescimento das folhag.

O procedimento analitico empregado foi desenvolvido de maneira que se pudesse acompanhar todas as
m&mmmmmamam‘mm”emmmmm
alcaloidico obtido da planta adkita,

2.1. Aciimulo de sicaldides indélicos em 4 romifiorom

2.1.1. Acimulo de alcaloides inddlicos nas sementes, plintulas ¢ plantas adultas de 4. ranifforsun

A sementes de A . ramsifiorum acumulam como akealéide majoritirio a f-yohimbina (10) (321mg/100g de
massa seca), que foi isolada e identificada compearando-se com um padrio auténtico. As Figuras 52ab.c, fustram
estes resuitados, mostrando 0 cromatogramas da endlise do extrato da semente por CLAE e CGEM. A
concentracio deste akaldide foi diminuindo apés a germinacio, Figura 53a, sendo ainda encontrado a baixas
concentragdes nas piintulas e 80 mesmo tempo iniciando a produciio do 10-metdnd-geisssoschizol (24), o que o
podesu'obsuvadoporCIAEpotqueolo-mbd-gdsosdizd(%)coehﬂmaﬁ-ydﬁﬁn(m)fmﬁa,
porem a andlse por CGEM permitk: monitorar os resultados experimentzis, Figura 53b. As Figuras S4ab,c
MnmammogmmdeC[AE(mPﬁtmhephma&ma)emﬁngSgb,qdosmwmm
&Cﬁm@&nﬁem&ma)mmmdemdmwnmlm-gdmﬁid(%,p@
2)e PB-yohimbina (10, pico 3), iustrando as variagdes que ocotrem a cada um destes estigios de desemvolvimento
da planta.

Nas sementes de A. ramifionsn ocorre um acimub quase exiusivo do alcaléide B-yohimbina (10).
Entretanto durante a germinagiio, no momernto em que 2 radicula emerge da semenie (cbservar as fases de
desenvolvimento de urna espécie arbdrea descrita na Figura 56) os alcaldides 30 formados, Provaveimente nas
sementes de A ramifiorum estio presentes, todos os precursores necessérios pera a formacio dos alcalides, e
durante 2 germinacio estes sio convertidos essencialments em alcaldides inddlicos.

Nm@ﬁamﬁmoumm)mmm,mmﬂmmsmammA
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Figura 52.

(2) Cromatograma de CLAE do extrato alcaloiiioo das sementes de A, ramifiorum.
(b) Cromatograma de CG/EM do extrato aicaloidico das semertes de A. ramifiorum.
Picos: 1- riptofol (7), 3- B-yotimbina (10)

(c) Espectro de massas do akcakéide B-yobiimbina (10).
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(8) Cromatograma de CLAE do extrato alcaloidico das plintuas de 4. ramifiorum.

(b) Cromatograma de OG/EM do extrtato alcaloidico das plantulas de A. ramiflorum

Picos: 1- triptofol (7), 2- 10-mettxi-geissoschizol (24), 3- b-yohimbina (10), 4- ramifiorina A (25), 5- ramifiorina B
(26).
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Figura 54.
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(b) Cromatograma de CLAE do extrtato akcaloidico das piéintulas de A. ramifiorion
() Cromatograma de CLAE do extrato aicaloidico da planta adulta de A. ramifloron.

Picos: 1- triptofol (7), 2- 10-metdnd-geissoschizol (24), 3- b-yohimbina (10), 4- ramifiorina A
(25), S-ramiflorina B (26).
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Picos: 2- 10-metoxi-geissoschizol (24), 3- b-yohimbina (10).
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Figura 56. As primeiras semanas de uma arvore [82].
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mmmmeammMmmmmmmmm
metdnd-geissoschizot (24), ramiflorina A (25) ¢ ramifiorine B (26).

A hipStese sugerida neste trabalho ¢ que a planta acurmularia a B-yohimbina (10) como uma possivel
mmmmmmmmemmmmm&m
mm@mmﬂmm&mmmm
caso de plantulas , devido a ﬁagilxiade,mmdedeﬁﬁcpmmalﬂh\mo&pmpmmpdos
ahaﬁidmﬁﬂéﬁcmdﬁrﬁhmmdewwg:ﬁoemdmmmmmalgmm&méds&‘%m”
(Chinchona sp) [T1, 78], importante para scbrevida da espécie neste estigio de desenvolvimento. A Figura 57
mmmmqﬂﬁom@ﬁmmmmqmmmwidmmmmm
durante a transiciio de semente 4 espécie adulta.

2.1.2. Distribmiciio de alcaléides ind6licos nos calos de A. rasmflorm.

Os calos produzem os mesmos alcaldides que ocorrerm na planta adulta, sem necessidade de formecimento
de algum precursor extemno. A Figura 58 ilustra esto fito ¢ a Tabeda 25 permite 2 comparagio das concentragdes de
mdamndnsaimkﬁdspmupmsmmsmmm calos, céhilas em suspensio e planta adulta de
A ramiflonm.

Lliwmmme&ﬂmmwmAm

A produgio de alcaidides utilizando-se oflulas em suspensio foi relativamente batxa quando empregadas
as mesmas condicdes de cultivo wtilizadas para induzir a formaggo de calos, por isso realizamos dois experimentos
modjﬁmdemmano&@odeatmﬁdweamdemmc&ﬂas‘hﬁuﬁ’(mda
biomassa).

A btossintese dos alcaldides de A. romifiorum processa-se de uma maneira muito parecida 3 aquela que
ocorre em Chinchoma ledgeriona (77, 78], a Figura 60 mostra um esquema proposto para & biossintese dos
alcaldides ramifioring A (25) e ramiflorina B (26), nas duas espécies o intermedisrio chave ¢ um akcaldide com
ﬁx@oaﬂdﬁm,mAmujbmmahabﬁeéolmmmmdinl(m)qndeWW&am
(75) em ima reacgio catalisada pela enzima strictosiding sintetase (SS), para dar os alcaléides diméricos (25) e(26).

Camonﬁalnﬁmndsﬁ@édeanmﬁosmémﬁoénihrésdasmpédsde%m
mm@ﬂmﬁm&w@md@wou@ﬂndeKowﬁmeLm[w],mMMwoomoﬁm
(73) como precursor principai na biossintese dos alcaléides em Chinchonz portanto, utiizou-se a adicio de
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Figura 59. Cromatograma de CLAE do extrato akaloidico das cehulas em supensiio de A. ramafiorum.

Picos: 6- triptofino (73), 4- ramifiorina A (25), 5~ ramifiorioa B (26).

287




/

ramifiorma A (25)

Planta Adulta

Plantula
Figura 57. Sugestiio de interconversiio dos alcaldides de A . rangflorum em suas diferentes fases de
desenvolvimento.
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triptofano (73) 4 cultira de células em suspensiio em espécies deste género rum trabalho publicado por Humter e
cotaboradores [80]. Os experimentos mostraram que a adicio de triptofino (73) sumenta marcadamente a
producdo de alealdides em espécies de Chinchiona. Realizou-se ento um experimento similar com as cdulas em
suspensio de A ramiflorum, no qual adicionou-se a0 meio de cultura o triptofino (73) na concentrago de 125
mg/], como resuitado houve um aumento significativo na producio de alcaldides, conforme o mostrado na Figura
59 e Tabela 25.

A cultura de calos e odlulas em suspensio foi estabelecida a partir de explantes estéreis da folhas e
hipocitilos de 4. ramifiorum em um meio contendo os fitorreguladores nas seguintes concentragdes de 2,4-D (1.0
mg/l) e BA (1,5 mg/l). Existem trabathos [81] que relatam que altas concentragdes de 2,4-D levam a uma menor
taxa de crescimento e também & uma menor producio de alcaldides. Assim realizow-se um segundo experimento
com as células em suspensiio na tentativa de estabelecer a concentraggo minima necessaria de 2,4-D que perrmita
uma taxa de crescimento méxima associada a umea boa producdio dos akcaldides. A combinagiio mais adequada foi
aquela na qual a concentraciio de 2,4-D é de 0,5 mg/l e de BA € 0,5 mg/l mostra maior taxa de crescimento
cehular, e onde a producio de alcaldides soffe um pequeno incremento em relagfio ao que ocorre nas células em
suspensgio, comparados aos dados obtidos no meio sem adigo do triptofino (73).
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Tabela 25, Concentracio em mg de alcaldides/100g de massa seca das sementes, plintulas, calos , cflulas
em suspensiio e da planta adulta de A ramiflorum.

loaléid

Estagio de desenvolvimento da planta
mg/100g material seco

B-yohimbina (10)

10-metdndi-geissoschizol (24)

ramifiorina A (25)

ramifloring B (25)

Sementes - 321

Plénhias- 13,0
Planta adulta - susente
Calos - ausente

Células em suspensfio - ausente

Sementes - tragos
Plantulss - 134
Planta adulta - 72.8
Calos - ausente

Células em suspensio - auserte

Sementes - auserte
Plantulas - 10,2

Plarta adulta - 155

Calos- 8,68
Células em suspensiio - 28,9

Piantuas - 6,97

Planta adulta - 274
Calos - 6,32
Cétulas em suspensio - 14,5
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secologanina (76) triptamina (75) L-triptofano (73)

strictosidina (78)

10-metoxigeissoschizol (24)

10-metéxigeissoschizal (74)
+ triptamina (75)

ramiflorina A (25) ramiflorina B (26)

Figura 60. Proposta de blossintese para os alcalbides de A. ramiflorum
1) triptofano descarboxilase (TDC)

2) strictosidina sintetase (55)

3) etapas diversas

4) desidrogenase NADP dependente

%) strictosidina sintetase (S8)
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um&mmmmmemmmAm.

mmﬁﬁwmdmmmAmmmﬁiﬂomAMmmo
objetivo de observar se ocormia também o acimudo na forma de um alcaldide especifico em suss sementes, O
estudo da composicio alealoidica das sementes de A. polynewron também niio havia sido reafizado anterionmente
{58]., no extrato das sermentes por CGEM.

A partir da andlise por OG/EM dos extrato akealoidico da semente pode-se concluir que o acimulo nfio
omemﬁmndemcmmespaiﬁcqmmmdaanAm@?mammﬁnmﬁxmdemwjm
de campostos possuindo um mesmo esqueleto basico, o Phumerano,

Esqueleto Plumerano

Nesta espéde existen tés tipos principais de alcaldides com esqueleto bésico Plamerano, entre estes
podemos estabelecer como modelos os alcaldides (-)-aspidospermina (9B), N-acetil-cilindrocarina (23) € 21-0x0-
aspidoalbina (79), compostos estes que se encontram distribuidos em diversas fases do desenvolvimento da planta

Os resultados obtidos da andlise por CG/EM conchii-se que nas sementes ocommem o predomirio dos
alcaldides possuindo o grupo etila lateral oxidado, ou seja, A-acetil-dlindrocaring (23) € 21-axo-aspidoalbina (79),
Figura 61, alcaldides estes que podern ter a fimgio de protegdo da semente e/ou de reserva de alcaldides usados
CONO Precursores.

Apds o micio da germinacio no estagio de plintula, existem peaticamente 6 alcaldides indolicos com o
esqueleto relacionado a N-acetil-cifindrocarina (23) ( picos 5, 7, 9, Figura 61), € os outros refacionados com os
composte (9B) e (79) presentes em babxas concertracdes (picos 3, 4, 15, Figura 61),

Por outro lado, a planta adulta apresenta uma distribuiciio dos alcaléides totalmente inverse & das
sernentes, pois possui maior concentracio dos alcaldides do tipo Phamerano com a cadeia etila bsteral niio oxidada
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(80)

B
OMe l
CQEt O

(81)

Tabela 26. Compostos detectados na andlise por CG/EM do extrato alealoidico das sementes, plintulas e
plantas adultas de 4 pohmesran, ref. [30, 31, 32, 58]

Pico Camposto Espectro de massas (A. R %)

1 aspidospermatidina (64) 266(M’, 90), 180(10), 136 (100)
2 N-desacetil-cilindrocarina (82) 356(M’, 10), 282(30), 168(100)
3 aspidospermina (9B) 354M’, 22), 326(16), 124(100)
4 desmeti-aspidospermina (35) 340(M’, 35), 296(18), 124(100)
5 12-desmetdxi-N-acetil-cilindrocaring (83) 368(M”, 35), 340(16), 168(100)
6 12-desmeténd-N-acetikifindrocarpinol (67) 340(M”, 10), 312(16), 140(100)
7 N-acetil-cilindrocarina (23) 398(M’, 36), 324(100), 168(95)
8 21-oxo-N-acetil-aspidoalbidina (34) 352(M’, 5), 308(36), 160(100)
9 N-formil-clindrocarina (85) 384(M, 20), 310(100), 168(98)
10 12-desmetil-N-acetil-cilindrocarpinot (72) 356(20), 140(100)

11 N-acetil-cllindrocarpinol (30) 370(M’, 22), 342(5), 140(100)
12 B-yohimbina (10) 354(M, 4), 353(100), 169(50)
13 21-oxo-aspidoalbina, (79) A4, 36), 383(20), 160(100)
14 10,11-desmetind-21-oxo-aspidoalbing (86) 382(M’, 20), 338(40), 160(100)
15 12-0-meti-21-oxo-aspidoakhina (81) 456(M’, 36), 383(36), 160(100)
16 isbmero de 21-oxo-aspidoalbina (79) 442(M’, 36), 383(20), 160(100)
17 N-desacetil-aspidospermnina (87) 312(M’, 40), 284(22), 124(100)
18 12-desmetcxi-aspidospenmina (42) 456(M’, 20), 296(10), 124(100)
19 N-propioril-cilindrocarina (88) 412(M’, 30), 281(10), 168(100)
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Figura 61.

_(a) Cromatograma de CG/EM do extrato akealoidico das sementes de 4. polymeuron.
(b) Cromatograma de CG/EM do extrato alcaloidico das pintulas de 4. pohneuron.

(c) Cromatograma de CG/EM do extrato alcaloidico da planta aduita de A. polynerzon.
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(picos 3,4, 17, I&F@nél)ﬁmmmmmqmﬁdadedembﬂﬁﬁasmmddal&mlmﬁada(
picos 7, 15, 19)aTabda26mmnosdadmdamﬁﬁwpr(¥EMeaanma62Mosmde
nmdmmmmm&ﬁpdsmmdmmmpﬁxmhsepmmm

AlﬁpénweﬁxmﬂadammpmaAm@‘bmpodetmbénsaMaomdeA.
M‘MmmwmaMWMmmmmmmmm
waikﬂhﬁumn(ﬁ)eﬁmaqﬁmﬁnﬁg)emmdemmmam&
agua, esta ativa as enzimas presente nas sementes.

&mﬁoqﬁxﬂcmmwmmmﬂoaganﬁn@hﬁcﬁsﬁodmim[sﬂm 0
aumento da respiracio como mndosprhm&osamnobsuvacbsmnm&xiadasmlstoésegﬁdoun
mﬁﬁapm(a)%aaﬁodeaﬁmsﬁ&oﬁﬁmsqedg&unennbﬁmmmmmdage@ma
ﬁvﬁooﬁﬂmeoMc&ﬂamdmmﬁiﬁwﬂw.AvhdmpaMﬂnb&némmmmpds
damodzopmmhlmhﬁamfmmmu&hﬂiADP}meaaﬁm&eMﬁvadeéddmmem
constituintes celulares essenciais, como neste caso redugio da grupo etila lateral a hidrocarboneto. A via das
pentoses também geram intermedidrios na sintese de compostos arométicos e dos écidos ndleicos [£3).

Cmnoamdnumedmuwdvhmdaphﬁamtamsemrﬂﬂa,ﬁﬂaﬁoamemﬂxb,éo
qummmﬁlbepaCGEMdmeﬁﬁmdaphmamh,Fmﬁ,qumﬂmﬁdsmom
etila lateral nfio cxidado s30 predorninantes.

A proposicio sugerida anteriormente esta mostrada na Figura 63, que flustra uma rota biossintética paraa
mterconversdo dos alcaldides inddlicos do tipo Plumerano nas diferentes fases de deservolvimento da A,
pohneron.

Osalmléﬂm(-kspﬂmM@B)eM—dﬁdmwkm(B)mjélmﬁmnﬁdoMadm(PmD
foram usados como padides neste estudo e recentemente isolamos os alcaldides N-formil-12-metixi-
apidospermidina (30) (idertificado por espectrometria de massas e RMN 'H) e 12-metixi-2 1-oxo-aspidoalbina
(81) (idemificado por UV, espectrometria de massas, RMN 'H, C), que nfio haviam sido isolados anteriormente
mﬁa&médeesﬁommo@mmnpodmﬂmandvﬁmmﬂapmﬁcﬁseﬁﬁsdomﬁmﬁ:ﬂé&m
sugendo, € ajudam a reforgar a proposta para inferconverssio,

300



Alcaléides com esqueleto
do tipo saspidospermina

ambiente
oxidante

~

R

ambiente
redutor

esqueleto do tipo
21-ox0-aspidoalbina H.O
germinagio
A
Semente |
Ativagdo das
desidrogenases
Figura 63. Rota biossintética proposta para a interconrversio dos alcaldides de A pofynearon.
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3. EXPERIMENTAL

Todo o trabalho descrito & seguir foi por nds desenvolvido , no que se refere a obtenciio ¢
manutencio das cdulas “in vitro™ e foram realizados no lnboratirio de Fisologia Vegetal do Instituto de
Biologia da Unicamp, sob a orientacio da Professora Simane Liliane Kirszenzaft Shepherd.,

3.1, Obtenciio das plintulas estéreis

A sementes de A . ramifionen. Muell Arg. € A . pobnerron Muell. Arg, foram doadas pelo TPEF-
Instiato de Pesquisa e Estados Florestais da ESALQ-USP de Piracicaba, S30 Paulo, Brasil

As sementes das duas espécies foram submetidas a um processo de estenifizacio usando Benlate 1% por
30 min. sob agitacio, a seguir com hipociorito de sddio comercial diksido 4 20% e por fim lavadas com dgua
destilada estéril.

As sementes estéreis foram entdo colocadas para germinar no meio de cultura Murashige & Skoog (MS)
[84], a 25°C na presenca ¢ auséncia de iz, Apos quatro semanss procziram plintulas em condicdes de serem
utilizadas como fonte de explantes estéreis. A Figura 51 resume toda a metodologia bisica empregada nos estudos
de cultura de tecidos vegetais “in vitro”. As folhas e os hipocdtilos foram escolhidos como fonte de explartes para a
mnducdio e formac3o de calos nas duas espécies.

32, Cultura de calos em 4. ramiflonun

As folhas e hipocdtilos de pléntulas de 1 més, foram cultivados em meio MS [84} suplementado por acido
2 4-didorafendxiacético (2,4-D, 1,0 mg/l), benziladenina (6-BA, 1,5 mgfl), acido giberdlico 3 (GA;, | mg/ml). As
culturas foram incubadas 4 25°C na auséncia de hiz.

As folhas ¢ ipocdtilos produziram calos, e as folhas foram as fontes de explantes preferencizis, em fimgio
de fornecerem uma maior quantidade de material e facilidade de manipulacio.

33. Cultura de cfiulas em sugpensio

Os calos de 45 dias (2g de peso fresco) foram inoculados em frascos erlenmeyer de 250 ml contendo 50
ml do meio MS liquido suplementado com os fitorreguladores descritos adima, permitki-se que as céhilas
crescessem por 30 dias, apds este intervalo de tempo aliquotas de 5 ml das mesmas foram transferidas para novos
meios de cultura. No experimento no qual adicionou-se o triptofano (73), foi utilizado também o meio MS hiquido
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o qual foi preparado de maneira que a concentraciio final de triptofano fosse de 125 mg /L. A andlise dos alcaldides
foi realizada no intervalo de 30 dias.

3.4. Extraciio e separacio dos alcalbides

As pléntulas das duas espécies, apds um més foram cortadas e congeladas em N, liguido e Biofiizadas. O
matetial biofilizado foi triturado e macerado em um gral de porcelana e suspenso em acido acético (HOAG) a 5%
(lgdepiﬁrmlaIZOOrd)pm'lMambagﬁaﬁo.Aai@oﬁﬂuwamemnphmdevkhnmizado(%ym)
€ o residuo foi suspendido em HOAc 5% por 30min. e novamente filtrado. Os fitrados foram combinados e
alcalinizados com NH/OH 30% até pH 9,5, entfio extraidos com diclorometano (DCM), o extrato DCM foi seco
com Na,SO, anidro, filtrado e evaporado & secura.

As semente, 0s calos e as oéhilas em suspensio foram analisados de maneira similar a descrita acima para
as plinuias.

3.5. Aniilise dos alcalGides

Os extratos diclorometfinicos secos foram dissolvidos e 1mi de uma sohuciio de DCM:Metanol (MeOH)
(80:20), e a identificacio dos alcaloides foi feita através da CCD, CLAE, GC e CGEM. A CCD foi realizada
empregando como eluente CHCL:MeOH (95:5) em atmosfera de amonia. A identificaciio foi feita utifizado-se
padres auténticos, apés reagio colorida como o reagente (NH)Ce(SO,); [85] e fluoresoéncia & 254 nm e 366 nm.
Os extratos foram analisados também por CLAE usando-se uma ooluna de fase reversa p-Bondapak C-18 (300 x
4,6 mim, Spm) da Water Assoc. A coluna fot eluida como sisterna LC-2, descrito na parte I, com um fuxo de 1,3
mifmin O efiuente da cohma fdi monitorado usando um detector de Ultravioleta (UV) com um conjunto de
fotodiodos, a identificacgio fi realizada comparando-se os tempos de retenclio ¢ os espectros de UV das amostras
anténtica As condipdes empregadas nas andlises por CG ¢ CG/EM foram idénticas aquelas empregadas

3.5. Alcaldides padries

(+)-10-metced-geissoschizol (24). PF = 165 °C (PF. 1=185 °C, ref [47, 85]), [co}= +11,8 (CHCh, =
0,01, {ap}lit="-+2212 (EtOH, ref [47, 85Y). Os espectros de IV, UV, RMN ‘H, 5C e EM est30 em concordincia
com os dados publicados ma fiteratura [32, 47, 85] e com os de um padréo auténtico.
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(+)-ramifiorina 4 (25). PF =160 °C (PF. lit=159 °C, ref. [47]), {cw}=+13,7 (CHC, o= 0,017, [allit=
+23.5 (B1OH, o= 1,0, ref [47]). Os espectros de IV UV, RMN 'H, 2C e EM estio em concondincia com os
dados publicados na literatura {47] e com os de um padriio auténtico.

(+)-ramifiorina B (26). P.F=200°C (PF. it=194 °C, ref {47]), [ap}=+24,5 (CHC%, o= 0,005, [orpffit=
+59,2 (E10H, = 1,0, ref. [47]). Os espectros de IV UV, RMN H, ©C e EM estéio em concordincia com os
dados publicados na literatura [47] e com os de um padr3o muténtico.

(+)-fyohimbina (10): PF= 230 °C (PF. it=236-237 °C, ref [47]), [op}= -164 (EtOH, c= 00,
fapiit = 43,0 (piridina, ref. [47]). Os espectros de IV, UV, RMN H, “C e FM estiio em concordincia com o3
dados publicados na fiteratura [47] e com os de um padr3o auténtico.

(~apridospermina (9A): Cristais, PF = 200 °C com decomposicio (CH:CL), P. F. fit= 208-209 °C, ref
[17, 18,31]. fol” = -80,0 (c= 1,0); [oulp” b=+ 90,0 (CHC, o= 1,0), ref. [17, 18, 31]. IV V< crn™ 1634 (N-
C=OMe). UV Ao et 290 (log= 3.46), 256 (log.= 4,06), 220 (log:= 4,61). RMN "H (CDCh): 54,6 (1H, 5 H-
201), 3,10 (1H, d, J= 11,0 Hz, H-3a0), 1,95 (1H, m, H-3B), 328 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-500), 3,16 (1H, m, H-5B),
2,06 (1H, m, H-6ct), 1,56 (1H, m, H-68), 6,84 (2H, t, = 8,0 Hz, H-9 e H-11), 7,07 (1H, d, = 8,0 Hz, H-10), 3,8
(H, s, 12-0Me), 1,74 (1H, J= 12,8 Hz, J= 3,6, H-1401), 1,5 (1H, m, H-14p), 1,64 (1H, m, H-15a)), 1,1 (IH, m,
H-15f), 1,46 (1H, m, H-16A), 1,0 (1H, m, H-16B), 1,06 (1H, m, H-17A), 1,93 (IH, m, H-17B), 06 3H, , =73
Hz, H-18), 0,77 (1H, q, }= 6,9 Hz, H-194), 12 (1H, m, H-19B), 22 (1H, s, H-210r), 2.2 (3H, s, NC=OMe).
RMN “C (CDCBY. 8 69,5 (C-2), 53,5 (C-3), 52,3 (C-5), 378 (C-6), 533 (C-7), 1434 (C-8), 1156 (C9), 1262
(C-10), 111,1 (C-11), 149,5 (C-12), 21,4 (C-14), 340 (C-15), 24,6 (C-16), 22,8 (C-17), 5,6 (C-18), 298 (C-19),
354(C-20), 71,1 (C-21), 171,2 (N-C=0), 55,3 (OMe). EMIE m/z(A. R %): 354 (40), 326 (30), 124 (100),

(HN-acetil-cilimdrocarina (23). Cristsis, PF~ 85-90 °C (CHLL), P. F. lit= 118-1185 °C, ref
[17,1831] [ak” =~ 138,0 (c= 0,0068); [olo” hit=- 122,0 (CHCL), ref [17, 18, 31]. IV V¥, cmi™ 1650 (N-
C=0Me), 1731 (COOMe). UV A it 286 (loge= 3,60), 252 (log=4,00), 220 (loge=4,61). RMN 'H (CDCL).
3 4,65 (1H, s, H-20), 3,08 (IH, m, = 8,7 Hz, H-3ax), 2,10 (1H, m, H-3p), 3,16 (1H, ct, = 9,0 Hz, }= 3 0 Hz, H-
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S0, 2,3 (1H, m, }=9,0 Hz, H-58), 2,16 (1, m, H-60)), 1,54 (1H, m, H-6B), 6,84 (2H, t, = 7,5 Hz, H-9 e H-11),
7,08 (1H, d, J= 7,5 Hz, H-10), 3.9 3H, 5, 12-OMe), 2,10 (3H, s, NC~OMe), 1,78 (1H, m, J= 13,5 Hz, H-14c1),
1,40 (1H, dq, J= 13,5 Hz, H-14B), 1,54 (1H, m, H-150c), 1,30 (1H, m, H-15B), 1,84 (1H, m, H-16B), 1,30 (1H,
m, H-16A), 1,9 (1H, t, = 150 Hz, H-17B), 1,24 (1H, m, H-17A), 220 (1H, 5, H-19), 2,46 (5, H-21B), RMN UC
(CDCRY. 5 68,7 (C-2), 532 (C:3), 52,0 (C-5), 374 (C6), 532 (C-T), 142,0 (C-8), 1152 (C-9), 1263 (C-10),
1115 (C-11), 1490 (C-12), 1294 (C-13) 21,3 (C-14), 34,6 (C-15), 243 (C-16), 423 (C-17), 450 (C-19), 35,8

(C-20), 69,5 (C-21), 23,0 (NCOMe), 172,0 (N-C=0), 55,4 (12-OMe), 51,1 (OOOMe). CG/EM m/z (A. R. %);
308 (50), 324 (90), 168 (100).

Noforrmil-12-metoxi-aspidospermina (80): RMN 'H (CDCL): & 3,80 (3H, s, 12-OMe), 7,206,380 (3H,
Ar-H), 0,6 3H, tJ=7,0 Hz, H-18), 8,95 (1H, s, N-CHO). CGEMm/z (A. R %): 338 (M, 38), 124 (100).

(F12-O-metird-2 1-axo-aspidoalbina (81): falp” = - 63,8 (MeOH, c= 0,0002), [ok” ht= + 638
(MeOH), ref. [17,18, 31). IV V™o eni™> 1657 (N-C=OEt), 1754 (lactona). UV Ao 1 296 (log= 2.96), 256
(logs=3,53), 218 (log:=2,75). RMN 'H (CDCL): 8 4,55 (1H, s, H-20), 292 (1H, dt, }= 12,5 Hz e J= 3,0 Hz, H-
3a0), 2,80 (1H, m, 12,) Hz, J=7,5 Hz, H-3p), 3,15 (1H, m, H-5c), 3,04 (1H, m, H-5p), 2,00 (1H, m, H-61),
1,90 (1H, m, H-6P), 6,97 (1H, 5, H-9), 3,83 3H, 5, 10:0Me), 3,86 3H, 5, 11-OMe), 3,89 GH, 5, 12-0Me), 1,82
(1H, m, H-14a), 1,52 (OH, m, H-14), 1,90 (1H, m, H-15¢1), 1,35 (1H, m, H-158), 1,37 (1E, m, H-16A), 2,00
(1H, m, H-16B), 088 (1H, m, H-17A), 1,58 (1K, m, H-17B), 232 (1H, m, NCOCHHzCH;), 2,68 (1H, m,
NCOCH,H-CH), 1,14 (3H, t, NOCOCHHzCHs). RMN “C (CDCh): § 67,7 (C-2), 43,5 (C-3), 48,6 (C-5), 33,5
(C-6), 593 (C-7), 141,7(C-8), 103,9(C-9), 1151,7 (C-10), 141,7 (C-11), 15,7 (C-12), 127,0(C-13) 20,3 (C-14),
42,6 (C-15), 25,1 (C-16), 34,1 (C-17), 42,6 (C-19), 35,8 (C-20), 107.9 (C-21), 176,3 (NCOEX), 1763 (lactona),

56,2 (10-OMe), 60,2 (11-OMe), 61,2 (12-OMe), 9,80 (NCOCELCH:). OG/EM m/z (A. R. %) 456 (M”, 60),
383 (50), 253 (30), 160 (100),
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4. CONCLUSAO

O trabalho demonstrou a viabilidade da procucio de akcaléides em cultura de calos como também em
suspensio celular de 4. rarmifioren “In vitro”. A produciio dos alealdides utilizando as céhulas em suspensio pode
ser medhorada associando-se, a adicfio de triptofino
mWMmoﬁw&maMp&ad@&mm)mm
aﬁo@m@aﬁﬁ@mwomhﬁmdx&amgﬂadamdom@e@mhma
mnﬁam&mc&h.mmmmmAmﬂbmmm
perspectivas para 0 mesmo estudo com a espécie 4. pomeuron.

O estudo mostrou ser importante na avaliagio de processos envolvendo o acimeilo de alcaldides em
diferentes fases de crescimento das 4. ramifiorian € A. pobneuron, Também  nos permitiy monitorar o acimulo
dmahﬁﬂsmmdmmbunmumﬁﬂsﬁmmmmoiﬁodo
mamemmmmmammm

306



CAPITULO 4

ROTA DE PREPARACAQO

DOS ALCALOIDES DIMERICOS

RAMIFLORINA A E RAMIFLORINA B



1. Censideraces Gerais

De um estudo realizado com as cascas de Aspidosperma ramiflorum, o grupo do
Professor Dr. Francisco de Assis Machado Reis {47] isolou dois alcaldides bisindélicos
isoméricos, os quais foram chamados de ramifiorina A (25) e ramiflorina B (26).

Os alcaldides ramiflorina A (25) e ramiflorina B (26) apresentaram uma boa atividade
antimicrobiana frente a dois tipos diferentes de microorganismos, o B. subtilis e S. aureus,
conforme o descrito na Parte I deste trabalho.

Outros trabalhos relatados na literatura com compostos de estruturas muito
semelhantes as "ramifloripas” apresentam atividades antimalfricas e antiamebiana [86].
Devido as propriedades antimicrobianas das "ramiflorinas" e a outras possiveis, resolvemos
tentar a semi-sintese destes compostos & partir de um precursor existente em concentragdes
consideraveis nesta planta, o 10-metéxi-geissoschizol (24). A rota sintética por nds proposta
baseia-se primeiramente em oxidar o (24) 4 10-met6xi-geissoschizal (74) e a seguir fazer
uma condensacio do tipo Pictet-Spengler {87] do composto (74) com a triptamina (75)
levando aos compostos (25) e (26) conforme o descrito na Figura 65.

A reagio de Pictet-Spengler ¢ uma reaglio muito importante para a sintese de
alcaléides inddlicos e isoquinoleinicos [88]. Esta condensagdo foi desenvolvida em 1911 por
Amé Pictet ¢ Theodor Spengler quando eles condensaram a feniletilamina (89) com o
acetaldeido (90) levando a tetrahidroisoquinolina (91), Fig.64. A reagdo foi utilizada
originalmente exclusivamente para preparar tetrahidroisoquinolinas. A mesma foi concebida
sobre propostas biogenéticas, as quais propunham que os alcaldides isoquinolinicos em
plantas deveriam ser formados pela condensacio de b-ariletii aminas com compostos
carbonilicos. Mais tarde, publicada, a reaglio tomou-se o procedimento padrio para a
formagdio de tetrahidroisoquinolinas. A condensagfio de Pictes-Spengler da triptamina (75)
com a secologanina (76) catalisada enzimaticamente, leva i strictosidina (78), esta
condensaciio € a etapa chave na rota biogenética dos alcaldides indélicos monoterpénicos,
Figura 60 [74).

O interesse na sintese total ou parcial de alcaldides indolicos € devido as complexas

estruturas destes compostos e as suas diversas propriedades medicinais. O desenvolvimento
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O interesse na simtese total ou parcial de alcaldides indélicos € devido as complexas
estruturas destes compostos ¢ as suas diversas propriedades medicinais. O desenvolvimento
de uma rota sintética ou semi-sintética para os alcaloides ramiflorina A (25) e ramiflorina B
(26), baseada num mesmo intermediirio comum, proporcionaria um aumento da quantidade
de material disponivel para estudos farmacolégicos, bem como forneceria a possibilidade de
produzir-se derivados que visem potencializar os efeitos destes compostos.

CH,(OCHa), (90)
NH; » NH
Cl

H

(89) ©1)

Figura 64. Preparacio da tetrahidroisoquinolina (Reacio de Picter-Spengler).

Uma importante etapa na semi-sintese proposta para os compostos 25 e 26 mostrada
na Figura 65, ¢ a oxidagdo do composto 24 para transforma-io em 74,

Para tanto uma andlise na literatura sobre este tipo de reagio nos mostra que em
estruturas similares como por exemplo o 3-indolacetaldeido (93), algumas consideragdes
que sio relevantes e serio discutidas a seguir. O 3-indolacetaldeido (IAc, 93) é um
hormonio de crescimento de plantas, encontrado em diversos tecidos vegetais [89, 90, 91].
A sua presenca em extratos de plantas foi estabelecida indiretamente pela sua converso a
acido 3-indolacético (AIA, 99) pela aldeido desidrogenase. Gordon e Nieva [92]
demonstraram que o IAc (93) pode ser o precursor do AIA (99) em tecidos de abm
Figura 66.

Larsen {89] preparou o IAc (93) a partir do triptofano (73) tratado com isatina ou
ninhidrina, Figura 66. Os rendimentos porem foram inferiores a 2% e o produto esta muito
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triptamina (75)

l Picter-Spengler

ramiflorina B (26)

ramifiorina A (25)

Figura 65. Proposta de semi-sintese da ramiflorina A (25) e ramiflorina B (26).
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impuro. A sintese do [Ac (93) em grande escala, com o objetivo de isolé-lo em quantidades
aprecidveis, foi reportado por Brown e colaboradores [93], Figura 66, utilizando-se o indol
(100) como material de partida, nesta sintese um composto de Grignard derivado do indol
(100D) foi preparado e tratado com brometo de alila (101)para dar o 3-alil-indol (102). O 3-
alil-indol (102) a seguir foi tratado com tetroxido de désmio produzindo o 3,3-indol-propano-
1,2-diol (103). Este glicol foi ao final oxidado com petiodato de sédio dando o 1Ac (93),
que foi purificado por destilac#o a pressio reduzida.

Mais tarde varios pesquisadores tentaram preparar o IAc (93) pelo método de
Brown [93] sem sucesso, em fung#io disto o composto continuou pouco disponivel para os
estudos sobre substincias de crescimento de plantas. Devido a este fato Grey [94]
desenvolveu um método mais simpies, em uma s etapa, para a preparagio do IAc (93),
Figura 66, este método consiste em oxidar o triptofano (73) com uma solugéio de hipoclorito
de sodio 0,52%, o que levou ac IAc (93), que a seguir foi isolado como um derivado na
forma de bissulfito, o qual é muito estivel.

Recentemente duas novas preparagdes foram descritas por Kametani e colaboradores
[95] e por Massiot e colaboradores [96], Figura 66. A reagéio proposta por Kametani [95]
consiste da redu¢iio com DIBAL do éster metilico do AIA (103), que é uma reagio de
resultados incertos quando aplicada em grande escala.

A proposta de Massiot [96] também baseia-se na redugdo de um derivado do AIA
(99), as duas empregam o mesmo material de partida, o AIA (99), o qual deve ser
transformado em um derivado que possa ser reduzido mais facilmente. No caso do
procedimento de Massiot [96] foi preparado um outro derivado do AIA (99) a N-metoxi-N-

metil-3-indolacetamida (104). A reduclio deste composto com o LiAlH4 em THF a 0 °C
levou ao IAc (93) puro com 80% de rendimento.

Uma outra alternativa a ser considerada para a preparagio do IAc (93) seria a de
obte-lo via uma oxidacio do triptofol (7), mas isto requereria uma protegio do anel indélico
contra a oxidag#o, o que seria dificil de se realizar utilizando-se grupos protetores comuns,
pois os grupos hidroxila e amino possuem reatividade muito similares frente a varios
reagentes utilizados para proteger o grupo amino do anel indolico.
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Figura 66. Métodos de sintese descritos para o IAc (93).
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2. Resultados e Discussio
Preparaciio dos Compostos Diméricos

Com objetivo de preparar as "ramifiorinas" imaginamos isolar quantidades adequadas
do 10-metoxi-geissoschizol (24) e transforma-lo em um sinton apropriado, o 10-metoxi-
gesissoschizal (74), e ento condensa-lo com a triptamina (75) através de uma reacdo de
Pictet-Spengler em condigBes semethantes as utilizadas por Pathy-Lukats et al [98].

A etapa de obtencio do sinton, envolve a transformaciio de um alcool (24) em
aldeido (74) através de uma oxidaciio, uma reagio delicade quando empregada para
alcaidides indolicos, pois o anel indélico é muito sensivel aos reagemtes normalmente
empregados para se fazer uma oxidagio seletiva da élcool a aldeido. Como por exemplo as
reagSes com complexos de Cromio, com PCC e PDC [96]. O que normalmente ocorre é
uma abertura do anel indolico levando a compostos derivados do 4cido antranilico (92),
como mostrado a Figura 67.

Apos vérias tentativas, optou-se por realizar a oxidaclio com reagdes que empregam
o Dimetil-Sulféxido (DMSO) ativado com agente oxidante. Como dispunha-se de pequena
quantidade do alcaléide (24) resolveu-se primeiramente realizar a reagio com um composto
modelo, o triptofol (7), com o objetivo de testar o procedimento, para a seguir realizi-la
com o alcaldide (24).

Das reacdes que utilizam o DMSO ativado a que forneceu melhores resuitados com
o reodelo (7) foi a de Moffat [97], na qual o triptofol (7) foi convertido ao indolacetaldeido
(I1Ac, 93) com um rendimento de 20%, Figura 67. A seguir foi reslizado a protegéo do
grupo aldeido transformando-o em dois derivados acetalizados, chamados de ac-IAc-A (94)
e ac-TAc-B (95).

A reaglio de Pictet-Spengler modificada foi realizeda em meio acido, com os dois
acetais € a triptamina (75), porem o ac-IAc-A (94) mostrau ser um acetal mais estavel que o
ac-IAc-B. Uma vantagem do 1Ac-B (95) ¢ o fato de retornar ao aldeido na propria para a
proxima etapa que € a reagfo que produziu onde levou o composto dimérico (96) com 60%
de rendimento, Figuras 67 e 68.
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Figura 67. Preparaciio dos derivados acetalizados do TAc (93).
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O composto (93), (94) e (95), intermedidrios da preparagdo de (96), foram

identificados pélos seus dados espectrais, infravermelho, RMN 'H, 13C e CG/EM. cujas
estruturas planares nio apresentaram dificuldades na identificacio e o dados estio
apresentados no Quadro 15 ou na parte experimental.

O composto dimérico (96) foi identificado por métodos fisicos e espectrais. O
espectro de IV de (96) apresentou as bandas referentes 80s V ny; indélico e carbazélico em

tomno de 3300 cm'l.

O seu espectro de medidas exatas de massa (EMEM) mostrou um fon molecular a
m/z 301,15732, correspondendo a uma formula de C20H19N3, um ion principal 2 m/z 171
(pico base) comrespondente ao fragmento da porgSo carbazdlica da molécula, outro
fragmento importante a m/z 130 correspondente ao anel indolico, ou seja outra porgdo do
dimero.

A identificacéio do composto (96) foi completada pela analise e atribuigio de seus

espectros de RMN IH, 13C, utilizando espectros em dois solventes, metano! deuterado e
acetona deuterada, através das técnicas de DEPT, HETCOR e COSY (Quadro 15).

O espectro de RMN 1H apresentou nove sinais a 7,00-7,80 8, com integracio para
nove hidrogénios aromdticos dos anéis indélico e carbazoélico nfio substituidos, que foram
atribuidos e confirmados utilizando os modelos 78, 97 e 98, ressalta-se aqui que os
compostos 93, 94 e 95, apresentados nos Quadros 15 e 16, também ajudaram na atribuicio
dos espectros de RMN "C. Os hidrogénios foram assinalados como H-5' um dubleto a que
ressona 7,64 & (J= 8,0 Hz) é o mais desprotegido, confirmado com os modelos utilizados, o
H-9 um dubleto 2 7,64 5 (J= 8,0 Hz), o H-8' um dubleto a 7,37 3 (J= 8,0 Hz) ¢ 0 H-12
também um dubleto a 7,35 5 (J= 8,0 Hz), com acoplamento orto. Os hidrogénios H-6' ¢ H-7"
aparecem como um muitipleto a 7,12 8 e os hidrogénios H-10 e¢ H-11 na forma de um
multipleto 2 7,02 8, a muitiplicidade esta associada aos hidrogénios vizinhos diorto € meta
apresentando smms se sobrepSem. O dltimo hidrogénio aromético foi atribuido ao singleto
3 7,10 & referente ao hidrogénio H-2' do anel indolico, considerando a integracio e os
modelos apresentados no Quadro 15, como este proton nfio ficou claro no espectro obtido
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em metanbl deuterado, porém em acetona deuterada o deslocamento quimico deste, foi
esclarecido.

O hidrogénio H-3 cujo sinal esta localizado debaixo do solvente a 4,86 & (dubleto
largo, J= 12,8 Hz) foi confirmado no espectro de hidrogénio obtido em acetona deuterada, ¢
0 espectro bidimensional, € o hidrogénio alifatico mais desprotegido e como 96 se trata de
uma mistura enantiomérica, este sinal aparece na forma de um dubleto largo indefinido cujo
deslocamento foi confirmado com os modelos. Acoplados ao H-3 estfio os hidrogénios H-
10° A e B, o duplo dubleto a 3,78 & (J= 3,3 Hz e J= 14,6 Hz) ¢ referente a0 H-10’A que
estd acoplado geminalmente com H-10’B ¢ H-3 ¢ por sua vez o H-10’B, ocorre na forma
de um duplo dubleto a 3,22 5 (J= 8,8 Hz e H= 14,6 Hz), oo se deve esquecer que estamos
tratando de uma mistura enantiomérica portanto H-10°A ¢ H-10°B  sfio uma média das
ressondncias do par isomérico. O hidrogénio H-60. (pseudo-equatorial) que aparece na
forma de um multipleto 2 2,97 § e H-6f (pseudo-axial) outro multipleto a 2,90 5. Além
destes hidrogénios atribuiu-se também os hidrogénios H-5a (pseudo-axial) um multipleto a
3,16 3 ¢ H-58 (pseudo-equatorial) que aparecem na forma de um multipleto a 3,48 5,
desprotegidos pela proximidade do nitrogénio, estas atribuigdes foram confirmadas também
como modelos.

As atribuigSes do espectro de RMN “C foram feitas através da multiplicidade dos
picos obtidas no espectro de DEPT, e por comparagies com moléculas padrdes, conforme o
mostrado nos Quadros 15 e 16. Os carbonos arométicos mostram sinais a valores muito
proximos aos dos sistemas indélico e carbazolico comparados com os modelos 78, 97, 98. O
carbono correspondente ao grupo metilénico ligado ao anel indélico (C-10”) mostra um sinal
a 29,70 5, e os carbonos metilénicos do anel carbazélico C-5 ¢ C-6 a 43,1 € 20,0 §
respectivamente, foram assinalados utilizando os espectros bidimensionais acoplados
(HETCOR) e confirmados utilizado os modelos 78, 97 e 98.

O carbono C-3 foi atribuido utilizando a técnica de HETCOR, no solvente acetona
deuterada. A andlise deste espectro permitiu relacionar o sinal do H-3 (4,52 § em acetona
deuterada) com a do carbono metinico (DEPT) a 54,9 8.
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Quadro 16. Compostos usados corno modelos na atribuicio dos espectros de RMN 'H
e ’C do composto (96) [47, 98].
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3. Conclusses

O resultado obtido com o composto modelo forneceu-nos uma metodologia
adequada para que possamos realizar a sintese das "ramiflorinas”, 0 que n#io foi possivel
neste trabalho, mas que pode ser perfeitamente implementado em trabalhos a serem
realizados posteriormente. A preparagko dos derivados estiveis do IAc (93) foi importante
pois permite anmentar a disponibilidade e acesso a este composto, principalmente aos
grupos de pesquisa que empregam horménios vegetais derivados do AlA (99).
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4. Experimental

Os pontos de fus#io foram obtidos em um aparelho Metler FP-5 ¢ niio foram
corrigidos. Os espectros de infra vermelho foram obtidos na forma de filme ou em pastilha
de KBr. Os espectros de RMN 'H e RMN C foram registrados em CDC}; e CD;0D. O
reconhecimento dos hidrogénios dos grupos metila, metileno, metino e os carbonos
quaternirios no espectro de RMN C foram determinados por uma sequéncia de “spin-
echo” J-modulada. A anilise por espectrometria de massas foi registrada por impacto
eletrdnico a 70 eV. A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em silica gel
Merck 60 F2s4 em placas de vidro (0,25 mm). O benzeno, CH;Cl, sobre hidreto de calcio em
atmosfera de nitrogénio, 0 DMSO e piridina também foram tratados de forma a tornarem-se
anidros. Todas as reagSes envoivendo compostos sensiveis ao ar ou 4gua foram conduzidas
em vidrarias seca na chama. As camadas orgénicas foram secas sobre MgSO, anidros. Os
produtos quimicos foram obtidos de fornecedores tradicionais (Sigma, Merck e Fluka) e
foram usados sem purificaciio. A anilise cromatografica por CG/EM foi realizada no
equipamento HP 5970B com um detector seletivo de massas, utilizando 0 mesmo programa
de temperaturas descritos na Parte 1, utilizando-se uma coluna DB-2 (30 m, 0,25 ¢, 0,2 mm

de espessura do filme da fase estaciondria, J&W Scientific, CA), usando héiio como gas de
arraste.

Indolacetaldeido (IAc) (93). O triptofol (7) (0,5 g, 3,12 mmol) foi dissolvido em
DMSO (5 mi) e benzeno (10 mi),e a seguir foram adicionados em um balfio de 50 ml
contendo diciclohexilcarbodiimida (DCC) (1,92 g, 9,3 mmol) e piridina (0,25 mi, 3,1 mmol).
O 4cido triflucroacético (0,125 mi, 3,1mmol) foi adicionado, € a mistura foi mantida sob
agitaclio a temperatura ambiente por 6 horas. Apés este periodo o acetato de etila (25 ml)
foi adicionado e o DCC (700 mg, P.F. 234°C) foi removido por filtragio. A solugio de
acetato de etila foi lavada trés vezes com éagua destilada (50 ml), seca e evaporada. O
extrato seco foi cromatografado por CCD preparativa usando-se o benzeno como eluente,
para dar 0,100 g (20%) do Iac (93) cromatograficamente puro; IV (filme em CH,Cl;) 3406,
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2926, 2855, 1718 cm™. RMN 'H (300 MHz, CDCl) § 6,85 (d, J=2,2 Hz, 1H, H-2), 7,46 (4,
J=7,7 Hz, 1H, H-5), 7,00-7,18 (m, J=6,2 Hz, ]=2,5Hz, 2H, H-6 ¢ H-7), 7,23 (d, }=8.0 Hz,
1H, H-8), 3,6 (d, J=2,5 Hz, 2H, H-10), 8,27 (s, 1H, NH), 9,6 (t, J=2,5 Hz, 1H, CHO);
RMN C (75 M Hz, CDCl) § 123,1 (CH, C-2), 105,3 (Co, C-3), 127,2 (Co, C-4), 119,6
(CH, C-5), 1182 (CH, C-6), 122,2 (CH, C-7), 111,4 (CH, C-8), 136,1 (Co, C-9), 40,0
(CH;, C-10), 200,3 (Co, C-11, CHO); CG/EM (tempo de retencio = 4,878 min.), m'z (AR.
%) 159 (M",22), 130 (100), 77 (20).

triptofol (7): P.F = 57-60 °C, = IV (filme em CH,Cl,) 3405, 1660, 1456, 1043 cm™.
RMN 'H (300 MHz, CDCh) & 7,06 (d, J=2,4 Hz, 1H, H-2), 7,62 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-5),
7,10-7,26 (m, 2H, H-6 ¢ H-7), 7,36 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-8), 3,05 (dt, J=6,3 Hz, 2H, H-10),
3,9 (t, 7=6,3 Hz, H-11) 8,11 (s, 1H, NH); RMN “C (75 MHz, CDCL) § 122,5 (CH, C-2),
103,3 (Co, C-3), 127.3 (Co, C-4), 119,4 (CH, C-5), 118,8 (CH, C-6), 122,1 (CH, C-7),
111,2 (CH, C-8), 136,4 (Co, C-9), 28,7 (CH,, C-10), 62,56 (CHa, C-11); CG/EM (tempo
de retengio = 5,495 min.), m/z (A.R. %) 161 (M",20), 130 (100), 77 (14).

Acetal-A do indolacetaideido (ac-TAc-A) (94). Uma soluglio do IAc (0,05 g, 0,31
mmol), etilenoglicol (0,2 ml, 4,7 mmol) e cloreto de p-toluenc-sulfonila (15 mg, 0,06 mmol)
em tolueno (10ml) foi refiuxada com agitagéio e aquecimento por 1 hora. Apos este periodo
a reag@o foi encerrada com uma solu¢@o aquosa saturada de NaHCOs, a mistura foi extraida
com acetato de etila, que depois de seca e evaporada rendeu o produto (94) quase puro. O
composto (94) foi entdo purificado por CCD usando benzeno como eluente, dando 0,049 g
(98%) do acetal A do IAc (94) cromatograficamente puro: IV (filme em CH,Cly) 3409,
3055, 1457, 1137 e 1307 cm™. RMN 'H (300 MHz, CDC) 6 7,0 (d, J=2,4 Hz, 1H, H-2),
7,66 (d, J=7,2 Hz, 1H, H-5), 7,09-7,25 (m, J=1,2 Hz, J=6,9Hz, 2H, H-6 ¢ H-7), 7,30 (4,
3=17,2 Hz, 1H, H-8), 3,12 (d, }=4,8 Hz, 2H, H-10), 5,16 (t, J=4,5, 1H, H-11), 3,80-4,00 (m,
4H, H-12 e H-13), 8,04 (sl, 1H, NH), RMN “*C (75Mz, CDCl) 8 123,0 (CH, C-2), 110,4
(Co, C-3), 1278 (Co, C-4), 119,5 (CH, C-5), 119,1 (CH, C-6), 122,0 (CH, C-7), 111,6
(CH, C-8), 136,3 (Co, C-9), 30,2 (CH, C-10), 104,5 (CH, C-11), 64,9 (2CH;, C-12 e C-
13); CG/EM (tempo de retenglio = 12,528 min.), m/z (A.R. %) 203 (M",22), 130 (50), 73
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(100).

Acetal-B do indolacetaldeido (ac-1Ae-B ) (95). Uma solugiio do IAc (0,05 g, 0,31
mmo}), ortoformiato de trietila (1,0 mi, 6,25 mmol) e acetato de aménio (20 mg, 0,25
mmol) em etanol (10 mi) foi refluxada com agitag3io e aquecimento por 1 hora. A reaglio foi
encerrada com uma solugio aquosa saturada de NaHCOs, a mistura foi extraida com acetato
de etila, que depois de seca e evaporada rendeu o produto (95), que a seguir foi purificado
por CCD utifizando o benzeno como eluente para dar 0,048 g (96%) do acetal do [Ac-B
(95) cromatograficamente puro: IV (filme em CH,Cl,) 3411, 3056, 2974, 1457, 1115 1056;
RMN 'H (300 MHz, CDCk) § 7,01 (d, J=2,1 Hz, 1H, H-2), 7,65 (4, J=7,8 Hz, 1H, H-5),
7,12-7,17 (m, }=1,2 Hz ¢ J=6,9 Hz, 1H, H-6 ¢ H-7), 7,28 (d, J=7,8, 1H, H-8), 3,1 (d, }=5,4
Hz, H-10), 4,7 (1, J=6,0 Hz, 1H, H-11), 3,5-3,70(m, 4H, H-12 ¢ H-12"), 1,2 (g, J=7,5 Hz,
6H, H-13 e H-13"), 8,1 (sl, 1H, NH); RMN “C (75 MHz, CDCls) § 122,7 (CH, C-2), 111,2
(Co, C-3), 127,8 (Co, C-4), 119,1 (CH, C-5), 118,9 (CH;, C-6), 121,7 (CH, C-7), 111,0
(CH, C-8), 136,1 (Co, C-9), 30,4 (CH,, C-10), 103,2 (CH, C-11), 61,7 (CH,, C-12 ¢ C-
12), 15,3 (2CH;, C-13 e C-13"), CG/EM (tempo de retengéio = 11,968 min.), m/z (A.R. %)
233 (M, 10), 130 (72), 103 (100), 75 (70).

Dimero (96). Quantidades equimoiares de triptamina (base livre, 0,16 g, 0,1 mmol) e
cloridrato de triptamina (0,20 g, 0,1 mmol) foram dissolvidas em uma mistura de H,O (10
ml) e HOAc glacial (0,5 mi), a seguir o ac-IAc-B (0,046 g, 0,2 mmol) foi adicionado, e a
mistura reativa foi mantida por 6 horas sob agitaglio em refluxo sob atmosfera de N, em um
banho de glicerol a 100°C. Apos este intervalo, foi feito um tratamento da mistura reativa
em um banho de gelo por 30 min., a seguir 0 meio reacional foi extraido com acetato de
etila (3 vezes de 30 ml). A fase orginica foi seca com MgSO,, ¢ a seguir evaporada,
rendendo o produto quase puro, que apés purificado por CCD utilizando benzeno:MeOH
(90:10) como eluente fomecen 0,034 g (84%) do produto dimérico (96) puro. P.F= 116-
118°C; IV (filme em CH,Cl,) 3408, 3054 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCl;) & 4,86 (m, 1H,
H-3), 3,78 (dd, 1H, J= 3,9 Hz e J=15,1 Hz, H-5at), 3,47 (m, 1H, H-5p), 2,97 (m, iH, H-
6a), 2,90 (m, 1H, H-6B), 3,18 (m, 2H, H-14-pr6-R ¢ H-14-pré-S), 7,10 (s, 1H, H-2"), 7,42
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(d, 1H, J=8,0 Hz, H-9), 7,02 (m, 2H, H-10 e H-11), 7,34 (d, 1H, J=8,0 Hz, H-12), 7,64 (4,
1H, J= 8,0 Hz, H-5"), 7,12 (m, 2H, H-6’ ¢ H-7), 7,37 (d, 1H, J= 8,0 Hz, H-8"), 10,5 (s,
1H, N1-H ), 10,75 (s, 1H, N1’-H), 1,85 (s, 1H, N4-H), 1,85 (s, 3H, NH). RMN °C (75
MHz) 3 131,3 (Co, C-2), 54,9 (CH, C-3), 43,1 (CH;, C-5), 20,1 (CH,, C-6), 127,6 (Co, C-
8), 119,0 (CH, C-9, *), 119,1 (CH, C-5°, *), 120,4 (CH, C-10, #), 1202 (CH, C-¢", #),
123,3 (CH, C-11, %), 122,9 (CH, C-7, ), 112,6 (CH, C-12, $), 112,3 (CH, C-8", §), 107,7
(Co, C-7, ), 107,8 (Co, C-3’, ++), 128,4 (Co, C-8, +), 127,6 (Co, C4’, 4), 138.2 (Co, C-
9, ), 138,5 (Co, C-13, ), HRMS m/z (AR %) 301,15732 (M", 10, CxH;Ny),
171,08502 (100), 130,06203 (15).

* # 4, 8, b, 4, &= valores intercambigveis.
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ESPECTROS DOS COMPOSTOS
PREPARADOS NA

SINTESE
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CONCLUSOES FINAIS

= O estudo fitoquimico da seis espécies de Aspidosperma levou ao isolamento e
identificacfio de vinte e dois compostos puros, entre eles quatorze n#o haviam sido

isolados anteriormente nas espécies estudadas. Os composto 15-metoxi-aspidospermina
(19) e 15 metoxi-pirifolidina (20) sfo novos.

= O método de analise usando-se combinadamente CG/DIC, CG/EM e indice de
Kovéts permitiu detectar e quantificar as diversas classes de alcaldides presentes nos
extratos alcaloidicos das espécies estudadas, e € o primeiro trabalho usando-se CG
capilar associada a detecglio por DIC para os extrato alcaloidicos das seis espécies do
género Aspidosperma. Este método é rapido e eficaz para alcaldides sohiveis em
cloroférmio e pode dar assisténcia a estudos biogenéticos.

= As espécies A. pyricollum, A. olivaceum, A. polyneuron e A. ramiflorum,
apresentaram atividade antimicrobiana e também pode-se relacionar a atividade a
determinados alcaldides padrdes previamente isolados destas espécies, como os
alcaloides diméricos, ramiflorina A (25) e ramiflorina B (26).

= A cultura de calos ¢ céluias em suspensio com o objetivo de se obter os
alcaidides diméricos 25 e 26 foi realizada apresentando bons resultados, e os estudos

preliminares com a A. polyneuron mostraram-se prornissores.

= A rota sintética proposta para 2 sintese de 25 e 26 foi testada utilizando-se um
composto modelo 7, e obtivemos bons resultados, que mostraram que a rota proposta
pode ser empregada para realizar a semi-sintese da ramiflorina A (25) e ramiflorina (B).
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