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RESUMO

As espécies A. desmanthum e A. vargasii (Apocynaceae), conhecidas
popularmente na Amazénia por amargoso e amarelao, respectivamente, sdo muito
utilizadas na medicina popular principalmente, suas cascas, na forma de chas.
Este trabalho descreve o estudo quimico das cascas dessas espécies que
resultou no isolamento e na identificagdo dos alcaldides elipticina e N-
metiltetrahidroelipticina provenientes da A. vargasii, e aspidocarpina, da A.
desmanthum. A identificagdo foi feita baseada em espectros de RMN 'H, '*C e os
bidimensionais HSQC, COSY, HMBC, NOESY, massas de alta resolugdo por
elétron spray (HR-ESI-MS), UV e |V, realizacdo da identificacdo dos alcaldides
elipticina e aspidocarpina foi apoiada ainda por analise de difracdo de raios-X e
comparagao com os dados da literatura. Os extratos etandlicos, fracdes
cloroférmicas, bem como alcaldides isolados apresentaram letalidade para
Artemia franciscana e foram inativos para Aedes aegypti, comportamentos este,
verificado para as duas espécies em estudo. A atividade antitumoral do extrato
etandlico, bem como algumas de suas fragdes e alcaldides isolados de A. vargasii
foram ativos em teste in vitro para as linhagens de células tumorais (mama, célon
e sistema nervoso). Observou-se para o alcaldide elipticina atividade antimalarica
in vitro expressiva frente ao Plasmodium falciparum. O extrato etandlico de A.
desmanthum apresentou foi apresentou baixa atividade antitumoral, no entanto,
grande parte de suas fragbes foram ativas. Observou-se ainda para essa espécie

atividade antimalarica para o alcaldide isolado aspidocarpina.

Palavras-chave: A. vargasii, A. desmanthum, elipticina, N-metiltetraidroelipiticina,

aspidocarpina, antitumoral e antimalarico.
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ABSTRACT

The species A. desmanthum and A. vargasii (Apocynaceae), known
popularly in the Amazon for “amargoso” and “amarelao”, respectively, are used in
the folk medicine mainly, its barks, in the form of teas. This work describes the
chemical study of the barks of these species that resulted in the isolation and the
identification of the alkaloids ellipticine and N-methyltetrahydroellipticine from the
A. vargasii, and aspidocarpine, of the A. desmanthum. The identification was made
based in spectra of 'H, "*C RMN and bidimensional HSQC, COSY, HMBC,
NOESY, high resolution for electron spray impact masses (HR-ESI-MS), UV and
IR, accomplishment of the identification of alkaloids ellipticine and aspidocarpine
was confirmed by analysis of X-rays and comparison with data of the literature.
The ethanol extracts, chloroform fractions, as well as isolated alkaloids presented
lethality for Artemia franciscana and has been inactive for Aedes aegypti,
behaviors this, observed for the two species in study. The antitumor activity of the
ethanol extract, as well as some of its fractions and isolated alkaloids of A. vargasii
has been active in test in vitro for tumor cells (breast, colon and nervous system).
High antimalarial activity was observed for ellipticine alkaloids in vitro for
Plasmodium falciparum. The ethanol extract of A. desmanthum presented low
antitumor activity, however, great part of its fractions has been active. Antimalarial

activity for aspidocarpine alkaloid isolated was observed for this specie.

Key words: A. vargasii, A. desmanthum, ellipticine, N-methyltetrahydroellipiticine,

aspidocarpine, antitumor and antimalarial.
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GLOSSARIO

porcao terminal da folha, raiz, etc.

folha cuja base é escavada ou reentrante.

com consisténcia de couro.

invélucro floral, por dentro do célice, geralmente a parte mais
vistosa das flores, de cores variadas, formada por um ou mais
segmentos livres ou concrescidos, as pétalas.

planta cujas folhas caem em certa época do ano ou apéds
amadurecimento com novas brotagdes apds um periodo de
repouso.

fruto seco, deiscente, oriundo de um gineceu unicarpelar ou
apocarpo, que se abre por uma unica fenda central, e,
contendo de uma a varias sementes.

orgao desprovido de pélos.

folha em forma de lanca.

cada uma das divisdes, geralmente do labelo.

divisao profunda nas folhas ou nas flores

de consisténcia delicada, parecendo uma membrana

que tem mais comprimento que largura

que tem apice mais largo que a base

haste que suporta o limbo da folha



pedicelo

sésseis

veloso

haste de uma flor individual, se fizer parte de uma
inflorescéncia
diretamente inserido, sem pediculo ou haste de sustentagao

possui veludo, velo, lanoso, felpudo.
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INTRODUGAO

O conhecimento sobre as plantas sempre tem acompanhado a evolugao do
homem através dos tempos. As primitivas civilizacbes cedo se aperceberam da
existéncia, ao lado das plantas comestiveis, de outras dotadas de maior ou menor
toxicidade que, ao serem experimentadas no combate a doenca, revelaram, embora
empiricamente, o seu potencial curativo. O mais antigo dos compéndios farmacéuticos
foi escrito em placas de barro, em escrita cuneiforme, por volta do ano 2600 A.C., na
regidao da Mesopotamia. Dentre as plantas neles descritas destacam-se a mirra, o
cedro, o cipestre, a papoula e o alcaguz (Cowen et al., 1988; Newman et al., 2000).

Textos antigos da Mesopotéamia relatam o uso do 6leo de gergelim como anti-
séptico em curativos cirurgicos, o uso medicinal de minerais como o antiménio,
mercurio e enxofre e descrevem um teste de gravidez desenvolvido por médicos
babilénicos, com base no sumo de diversas plantas e alumina (Internet 6).

Outra importante compilagdo de receitas medicinais antigas é o papiro egipcio de
Ebers escrito por volta de 1500 a.C., com mais de 20 metros de comprimento. Neste
papiro encontram-se cerca de 700 drogas e minerais muitos deles preparados e

servidos ao som de oragdes e veiculados por vinho, cerveja, mel ou leite (Cowen et
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al., 1988; Newman et al., 2000).Toda essa informacgao foi sendo, de inicio, transmitido
oralmente as geragdes posteriores, para depois, com o aparecimento da escrita,
passar a ser compilada e guardada como um tesouro precioso. Mesmo tendo em
conta toda a investigagcédo até agora realizada, esta acaba por ser uma pequena parte
do que, até ao momento, ainda esta por fazer, ja que € grande o numero de plantas
ainda nao estudadas, tanto no sentido de uma utilizacao direta, como da obtencao de
novos constituintes ativos, ou, muito simplesmente, de novos compostos
farmacologicamente ativos.

Dentro desse contexto busca-se novas substancias ou intensificar as
potencialidades das ja existentes, objetivando dar uma maior contribuicdo ao
conhecimento quimico e de atividade biolégica das espécies do género Aspidosperma
Mart, em especial A. desmanthum e A. vargasii, fez-se o estudo quimico e atividade

bioldgica dos extratos e substancias isoladas de suas cascas.
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1. A familia Apocynaceae.

Legenda: Familia Apocynaceae

Fonte: Internet 1, 2006 ; Endress e Bruyns, (2000).

Figura 1. Distribuicdo mundial da familia Apocynaceae.

A familia Apocynaceae pertence a divisdo das Magnoliophytas, classe
Magnoliopsida, ordem das Gentianales (Endress e Bruyns, 2000) e engloba de 250 a
550 géneros e entre 3700 e 5100 espécies ocorrendo controvérsias quanto a esse

namero, pois segundo Ribeiro et al. (1999) ha 200 géneros e 2000 espécies e de
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acordo com Moreira et al. (2004), seriam 300 géneros e 2.000 espécies que se
distribuem principalmente em areas pantropical e subtropical. No Brasil ocorrem
ca. de 376 espécies subordinadas a 41 géneros (Endress e Bruyns, 2000 ;
Sennblad e Bremer, 1994).

Em geral, plantas dessa familia apresentam latex branco e abundante, em
alguns casos, com coloragado diferenciada, vermelho, sangue ou acastanhada
(Ribeiro et al., 1999). Os seus latex frequentemente contém constituintes
prejudiciais e danosos a saude (Schultes, 1979).

Devido a profusdo de metabdlitos secundarios, a familia € uma importante
fonte de compostos bioativos. Os mais utilizados s&o os alcaléides inddlicos

(Schultes, 1979; Ribeiro et al., 1999).
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1.1. Género Aspidosperma.

O género Aspidosperma, nome de origem latina que significa semente em
forma de escudo. As espécies pertencentes a esse género tém sido objeto de
estudo devido,sobretudo, a presenca de alcaldides inddlicos em diferentes
membros. Na Tabela 1 tem-se a posi¢cédo taxonémica na qual se encontra o género

Aspidosperma (Endress e Bruyns, 2000; Internet 2, 2006).

Tabela 1. Informagdes taxondmicas sobre o género Aspidosperma.

Categoria Taxon
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia

Apocynaceae
Género

Aspidosperma Mart.

Distribui-se em regides neotropicais (Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996).
As espécies de Aspidosperma apresentam uma variedade de habitats, as mesmas
podem ser encontradas em cerrados da regido centro — sul do Brasil, areas
inundadas nas margens dos rios da regido Amazobnica, Paraguai, Argentina,
México e em regides de elevagdo como Peru, Bolivia (Woodson, 1951), e constitui-
se de ca. 43 espécies e encontrado em sua maioria no Brasil. As espécies desse
género sao utilizadas na produ¢do de moveis, carpintaria, artesanato e também na
medicina popular (Internet 3, 2006). Dentre as diversas espécies que ocorrem no

Brasil podemos citar: A. olivaceum, A. gomesianum, A. cylindrocarpum, A. illustre,
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A. desmanthum, A. populifolium, A. eburneum, A. polyneuron, A. macrocarpon, A.
parvifolium, A. subincanum, A. discolor, A. pyrifolium, A. riedelii, A. cuspa, A.
ramiflorum e A. tomentosum. Essas espécies sao conhecidas popularmente como
peroba na maioria das regides brasileiras e como carapanauba para espécies
amazénicas (Internet 3, 2006).

Segundo Martius o género Aspidosperma foi descrito (1824a,b apud
Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996), baseado em cinco espécies. Sendo
Aspidosperma tomentosum Mart escolhida por Woodson (1951) como a espécie
tipo. Segundo De Candolle (1844 apud Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996) fez,
pela primeira vez, uma revisdo do género, avaliando as espécies até entéo
descritas e descrevendo outras, num total de 19 espécies, dividindo o género em
dois grupos com algumas diferengcas em suas caracteristicas morfologicas.
Mueller (1860 apud Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996) reconheceu 39
espécies para o Brasil. No entanto Miers (1878 apud Marcondes-Ferreira e
Kinoshita, 1996) exclui 12 espécies, duas das quais foram transferidas para o
género Geissospermum e Strempeliopsis e, as outras 10 passaram a constituir um
novo género, Thyroma, com base na morfologia das flores e frutos. Schumann
(1895 apud Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996) desconsiderou a proposta de
divisdo por realizada Miers (1878 apud Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996) e
manteve a de Mueller (1860 apud Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996). Pichon
(1947 apud Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996) propds uma nova divisdo em
12 séries comportando cerca de 90 espécies. Sendo algumas descrigdes

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Divisdes do género Aspidosperma no século XIX.

De Candolle (1844) Mueller (1860)

Miers 878) Schumann (1895)

1. corola com 5 partida, 1. lobos da corola iguais

lobos linear-lanceolados, Ou maiores que o0
ramos grossos, as vezes tubo da corola,
suberosos; folhas lanceolados.
congestas nos apices 2. lobos da corola 2 ou 4
dos ramos. vezes menor que o
2. corola 5 semi-partida, tubo da corola ovais.
lobos oval-oblongos;

ramos nao suberosos;

folhas ao longo dos

ramos.

1. Macrolobii
ramos
suberosos
e nao
suberosos
2. Microlobii

Thyroma
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Segundo Woodson (1951) este género possui 52 espécies distribuidas em
nove séries, conforme se observa na Tabela 3.

Tabela 3. Espécies do género Aspidosperma.

N°. Série (Woodson, 1951) Espécie

1 I A. macrocarpan Mart.

2 Macrocarpa A. verbascifolium Muell. Arg.

Il

3 Ramiflora A. ramiflorum Muell. Arg.

4 1 A. multiflorum A.DC.

5 Pyricolla A. pyrifolium Mart.

6 A. oliganthum Woodson

7 A. tomentosun Mart.

8 A.subincanum Mart ex A.DC.
9 A. parvifolium A.DC.

10 A. australe Muell.

11 A. pyricollum Muell. Arg.
12 A. vargasii A.DC.

13 A. Ulei Mdf.

14 A. reductum (Hassl.)

15 v A. dispermum Muell. Arg.
16 Polyneura A. polyneuron Muell. Arg.
17 A. cylindrocarpon Muell. Arg.

18 A. cuspa (HBK.)




Tabela 3. Espécies do género Aspidosperma.(Continuagao).

38

N°. Série (Woodson, 1951) Espécie

\Y
19 Rigida A. rigidum Rusby
20 Vi A. inundatum Ducke
21 Nitida A. schultesii Woodson
22 A. megaphyllum Woodson
23 A. myristicifolium (Mgf) Woodson
24 A. carapanauba M. Pichon
25 A. marcgravianum Woodson
26 A. excelsum Benth
27 A. eburneum F. Allem. Ex Sald
28 A. oblongum A.DC.
29 A. discolor A.DC.
30 A. salgadense Mdf.
31 A. nitidum Benth. Ex M. Arg.
32 A. auriculatum Mgf
33 A. pichonianum \WWoodson
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Tabela 3. Espécies do género Aspidosperma.(Continuagao).

N°. Série (Woodson, 1951) Espécie

34 VI A. illustre (Vell) Kuhlm & Piraja

35 Stegomeria A. stegomeris (Woodson)

36 A. curranii Standl.

37 VI A. quebracho-blanco Schlecht.
38 Quebrachines A. horco-kebracho Speg.

39 IX A. fendleri Woodson

40 Nobiles A. spruceanum Benth ex. Muell. Arg.
41 A. steyermarkii Woodson

42 A. nobile Muell. Arg.

43 A. steinbachii Mgf.

44 A. obscurinervium Azembuija.
45 A. verruculosa Muell. Arg.

46 A. decussatum Woodson

47 A. melanocalyx Muell. Arg.

48 A. eteanum Mdf.

49 A. megalocarpon Muell. Arg.
50 A. leucostachys Kuhlm.

51 A. desmanthum Benth. ex Mull. Arg
52 A. sandwithianum Mgf.
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Marcondes-Ferreira e Kinoshita (1996) apds um estudo detalhado de ampla
colecdo de exemplares de Aspidosperma propuseram uma nova divisdo em dois
subgéneros baseada em caracteristicas dos ramos, folhas, inflorescéncias, flores
e frutos: Aspidosperma subgen. Coutinia (Vell) Marc-Ferr. e Aspidosperma Mart.
subgen. Aspidosperma, e esse ultimo dividido em nove seg¢bdes. De acordo com
essa divisao, a espécie A. desmanthum Benth. ex Mull. Arg. pertence a sec¢éo IV
Nobilia (Woodson) Marc.-Ferr. star. et. sect. Nov. essa seg¢ao torna-se de facil
reconhecimento devido aos Ilobos da corola e seus frutos sulcados
longitudinalmente. A maioria das espécies ocorre em matas, principalmente da
Amazoénia.

A espécie A. vargasii encontra-se na secao Aspidosperma, essa segao &
predominante extra-amazobnica, a maioria das espécies ocorrendo nas matas e
cerrados do Planalto Central do Brasil, podendo também ser encontradas na
Caatinga, Mata da Restinga, Mata Atlantica, Chaco e até mesmo na Amazodnia.
Essa secao caracteriza-se por agrupar espécies que possuem as folhas com os

apices pungentes, unicas no género.
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1.2 Caracteristicas gerais da morfologia do género Aspidosperma.

O género Aspidosperma possui espécies com acentuada semelhanga,
ocasionando controvérsias em sua classificacdo. E representado por arvores,
arvoretos ou arbustos podendo ser deciduo ou n&o e variando de 2 a 60 m,
apresentando latex leitoso, avermelhado ou incolor. Possuem troncos com
ritidoma geralmente sulcado longitudinalmente, acanalado, tortuoso, fenestrado
ou circular, podendo variar seu tronco de 20 cm a 90 cm de didametro
(Woodson, 1951; Pio Correa, 1984; Lorenzi, 1992; Marcondes-Ferreira e

Kinoshita, 1996; Ribeiro et al., 1999).

nE
-

Legenda: (A e L) A. subincanum, (B e M) A. parwfollum (CeN)A. ramiflorum, (D e J)

A. discolor, (E) A. nitidum, (F) A. marcgravianum, (G) A. sandwithianum, (H) A.
desmanthum (1) A. schultesii
Fontes: Ribeiro et al. (1999) e Internet 4 e 5 (2006).
Figura 2. Exemplos de arvores, troncos e cascas de Aspidosperma spp.
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As cascas das espécies de Aspidosperma variam do castanho escuro,
cinza esverdeado a amarelo claro (Figura 2). Suas cascas podem se apresentar
de formas variadas indo de fina, espessa, rija, profundamente sulcada, rugosa,

dura, lisa ou ligeiramente aspera (Woodson, 1951).

As espécies deste género apresentam variedades quanto aos tipos de
folhas. Suas folhas sdo geralmente alternas podendo ser congesta nos apices dos
ramos, sdo raramente opostas ou verticuladas (Marcondes-Ferreira e Kinoshita,
1996). Podem ser densamente aglomeradas com nervuras proeminentes (Ribeiro
et al.,, 1999). Segundo Simdes e Kinoshita (2002) as flores sédo actiformes,

brancas, amarelas ou esverdeadas (Figura 3).

Legenda: (A) A. parvifolium, (B) A.subincanum, (C) A. ramiflorum, (D) A.
macrocarpon, (E) A. discolor, (F) A. polyneuron.
Fontes: Internet 4 (2006).
Figura 3. Folhas e flores de espécies de Aspidosperma.
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Quanto a inflorescéncias das Aspidosperma spp. podem ser glabras ou
pilosas, laterais ou subapicais, as vezes extra-axilares ou ramifloras. As flores
sésseis ou pediceladas e glandulosas (Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996).

As espécies de Aspidosperma apresentam frutos do tipo bifoliculo,
lenhosos, semilenhosos a coridceos, de forma variada. Possuem de 3-12
sementes membranaceas. Sementes geralmente aladas, nucleo normalmente
cordado, ala concéntrica ate fortemente excéntrica, membranacea, raramente
cartacea e, até, bem reduzida. (Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996; Lorenzi,

1992; Pio Correa, 1984, Figura 4).

Legenda: (A) A. Polyneuron , (B)A vargasii, (C) A. cylindrocarpon, (D) A. Discolor.
Fontes: Lorenzi (1992); Internet 4 (2006).

Figura 4. Sementes e frutos de espécies de Aspidosperma.



44

1.3 Aspidosperma desmanthum Benth. ex Mull. Arg

Essa espécie é caracterizada por arvore medindo de 10 - 30 m com
circunferéncia de 30 - 70 cm. O tronco circular e os galhos pequenos, mas
resistentes. As folhas alternas ou aproximado, oval-alongadas, arredondadas
medindo 7 - 15 de comprimento e 3 - 7 cm de largura. Possui latex avermelhado

(Figura 5). (Woodson, 1951).

il
Fontes: Ribeiro et al. (1999); Lorenzi (1992).
Figura 5. Tronco (T), cascas (C), folha (F), ramos (R) e Latex (L) de

A.desmanthum.

A inflorescéncia terminal € um tanto congesta e apresenta folha
predominante axilar com comprimento de 3 - 12 cm, mais ou menos branco a
amarelada. Floresce durante os meses de junho a setembro. O fruto caracteriza-

se por ser denso-veloso, deiscente e amadurece no final de agosto a setembro,
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possuem de 8 - 10 sementes facilmente disseminadas pelo vento (Woodson,
1951).

A sua madeira é empregada na construgao civil, como caibros, esteios para
obras externas, dormentes para estradas. A arvore apresenta copa ampla e
frondosa completamente desenvolvida fora da mata, caracteristica essa desejavel
no paisagismo (Lorenzi, 1992; Pio Correa, 1984).

Séao encontradas em paises como Brasil, Venezuela, Coldmbia, Equador,
Guiana (Figura 6). Sao conhecidas popularmente pelos nomes amargoso,
araracanga, pequia-marfim, pitia, quina da mata e guatambu-rugoso (Brasil); tun-
yek, guabadaro (Venezuela); siba-dannie shibadan (Guiana); siferoe adda,

mantjotjo e bitterbark (Suriname). (Woodson, 1951; Lorenzi, 1992).

Fontes: Internet 7 (2006).

Figura 6. Distribuicdo geografica de A. desmanthum Benth. ex Mull. Arg
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1.4 Aspidosperma vargasii A.DC.

E uma arvore com cerca de 3 - 20 m de altura, ramos relativamente fino,
com terminagéo estreita nas cascas. As suas folhas séo elipticas a oval medindo
de 5-12 cm de comprimento e 3 - 6 cm de largura (Figura 7). Apresenta
Inflorescéncia subterminal densamente florida (Woodson,1951). Floresce de

junho a setembro.

Fontes: Ribeiro et al. (1999); internet 8 (2006).

Figura 7. Tronco (T), cascas (C), folha (FL) e Frutos e sementes (FS) de

A.vargasii A.DC.

S&o encontradas na Bolivia, Brasil, Peru, Equador e Trindade e Tobago
(Figura 8) . Tem como denominacgédo vulgar: amareldo, amarillo, yema de buevo,

walabadan e quillo bordén (Woodson, 1951; Internet 08, 2006).



Fonte: (Internet 9, 2006).
Figura 8. Distribuicdo geografica de A. vargasii.
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1.5 Etnobotéanica do género Aspidosperma.

Na Amazbnia, muitas espécies de Aspidosperma sao utilizadas pelas
populagdes locais, indigenas e caboclas, por suas propriedades medicinais. De
acordo com a Tabela 4, tém-se algumas indicagdes medicinais de algumas
espécies de Aspidosperma.

A infusdo da casca de algumas espécies de Aspidosperma como A. nitidum
e A. marcgravianum, conhecidas pelo nome comum carapanauba, sao utilizadas
no tratamento de malaria, em inflamagdes do utero e do ovario, em problemas de
diabetes e do estdbmago, contra cancer, e também como anticonceptivo (Ribeiro et
al., 1999; Milliken, 1997).

O latex de A. nitidum é utilizado pelos indios Makuna e Taiwano na
Colébmbia para a cura da hanseniase. O uso medicinal € ainda pouco explorado,
mas a familia tem grande potencial e esta sendo muito estudada pela comunidade
farmacéutica (Ribeiro et al., 1999). As espécies do género Aspidosperma sao
muito utilizadas por suas atividades antifungicas, antibacteriana, antitumoral,

antisséptica (Brandéo et. al., 1993).
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Tabela 4. Indicagdes tradicionais de algumas espécies de Aspidosperma.

Espécies Nome comum Parte Indicacédo Referéncia
antitumoral Bongiovanni et al. (2006)
regulador da fertilidade Scarpa (2003) e Schultes (1979)
expectorante Scarpa (2003) e Schultes (1979)
A.quebracho quebracho-blanco, laxante, depurativo do sangue, Scarpa (2003)
blanco quina, cacha-cacha casca abortivo, antimalarico,
Schlecht quebracho,
apendicite Bourdy et al. (2004)
calgados Pio Correia (1984)
carpintaria

tornearia




Tabela 4. Indicagdes tradicionais de algumas espécies de Aspidosperma (Continuagao).

Espécies Nome comum Parte Indicacédo Referéncia
A. desmanthum
amargoso cascas febrifuga Milliken (1997)
Benth. ex Muell. Arg.
A. polyneuron peroba-agu reducado de tumores  Graham et al. (2000)
M. Arg. peroba-amargosa folhas reumatismo Schultes (1979)

A.album (Vahl) R. Benth. ex Pichon

A. megalocarpon Muell. Arg.

peroba comum

pequia - marfim

chichi

entre casca

folhas

anticonvulsivo

antimicrobiana

antiprotozaoario

Verpoorte et al. (1983)

Weniger et al. (2001)
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Tabela 4. Indicagdes tradicionais de algumas espécies de Aspidosperma (Continuagao).
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Espécies Nome comum Parte Indicagédo Referéncia
A. cuspa (HBK) amargoso casca reumatismo Schultes (1979)
A.rigidum Rusby remo caspi casca tratamento de diarréia Rojas et al. (2003)
A. pyrifolium Mart. pereiro casca malaria, sedativo, Almeida et al. (2005)
coragao
A. vargasii A. DC. amarelao casca febre, tratamento de feridas Fatope et al. (1993)

picadas de insetos
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1.6 Atividade biolégica de extratos e fragoes de Aspidosperma
spp.

1.6.1 Atividade Antimicrobiana

Ferreira et al. (2004) em seu trabalho com extrato alcaloidico das cascas
de A. ramiflorium demonstraram eficacia contra formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e L. amazonenesis. Oliveira (1999) trabalhando com essa
mesma espécie apresentou resultados quanto ao seu efeito antimicrobiano contra
bactérias gram positivas e negativas. Extratos das cascas de A. excelsum

demonstraram atividade antimicrobiana (Verpoorte et al., 1983).

1.6.2 Atividade Antibacteriana

No trabalho de Tanaka et al. (2006) o extrato metandlico das cascas de A.
ramiflorum apresentou moderada atividade contra as bactéria gram positiva
Bacillus subtilis (CIM = 250 ug/mL) e Staphylococcus aureus (CIM = 250 yg/mL) e
inativo para bactérias gram negativa Escherichia coli | e Pseudomonas aeruginosa
(CIM > 1000 pg/mL). Das cinco fragbes alcaloidicas provenientes do
fracionamento &acido-base do extrato metandlico,duas foram inativas (CIM >
1000pg/mL), uma apresentou atividade moderada e uma foi altamente ativa contra
B. subtilis e S.aureus. A fracdo V apresentou alta atividade contra B. subtilis (
MIC = 15,6 pg/mL) e S. aureus ( MIC = 31,3 pg/mL) e inativa contra bactérias

gram negativas (MIC > 1000 pg/mL).
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1.6.3 Atividade Antimalarica

Mitaine et al. (1998) relatam em seu trabalho com extratos polares das
cascas de A. megalocarpon atividade contra Plasmodium spp. em testes in vitro.
Mitaine et al. (1996) extratos brutos de espécies encontradas na Bolivia

demonstraram-se como forte hipotensivo em testes com cachorros.

1.6.4 Atividade Antifungica

Segundo Souza et al. (2006) o extrato bruto metandlico dos galhos de A.
ramiflorum apresentou uma atividade moderada contra Cryptococcus neoformans
com concentragao inibitéria minima (CIM) variando entre 62,5-250 mg/mL. Contra
os dermatdfitos Trycophyton rubrum, T. mentagrophytes e Microsporum canis, a
atividade foi fraca, com CIM entre 500 - 1000 mg/mL. O fracionamento acido-base
do extrato bruto resultou em 5 fracbes, as quais foram submetidas ao bioensaio
frente aos mesmos fungos mencionados anteriormente, levando a uma fragao
ativa contra C. neoformans (CIM < 15,6 mg/mL) e contra os dermatdfitos (CIM

entre 62,5 - 125 mg/mL).

1.6.5 Atividade citotéxica em camundongos e letalidade contra Artemia

franciscana e Aedes aegypti.

Goloni et al. (2005) realizaram estudos pré-clinicos com extratos

metandlicos de A. subincanum Martius para avaliagdao da toxicidade aguda em
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camundongos. A determinagdao de uma DLA superior a 5000 mg/kg conferiu um
carater muito pouco téxico numa administragdo aguda de dose fixa
caracterizando-o como praticamente como atoxico.

Quignard et al. (2003) relatam a letalidade do extrato MeOH das cascas de
Aspidosperma frente as larvas de Artemia franciscana (em concentragcao de 500

ug / mL).

1.6.6 Atividade anti-tripanosoma

Extratos etandlicos do caule da A. tomentosum foram submetidos a
bioensaio in vitro contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, tendo sido
ativos nas concentragdes de 11,4 e 5,8 mg/mL e parcialmente ativo a 2,8 mg/mL.
A fragcdo alcaloidica do extrato foi obtida e submetida a fracionamento
cromatografico monitorado pelo bioensaio in vitro contra T. cruzi (Abreu e Silva et

al., 2002).

1.6.7 Outras atividades biolégicas

Silva et al. (2006) relatam efeito do extrato aquoso de A. carapanatba
utilizando-se ratos Wistar machos e fémeas (modelo descrito em 1979 por
Djahanguri) pode ter efeito protetor de mucosa digestiva, que € importante para a

fitoterapia.
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De acordo com Barros (2005), em seu estudo farmacoldgico da fragao
alcaloidica das cascas da raiz de A. ulei , foi estimada a toxicidade em teste
camundongos pela via intraperitoneal, apresentando DLsy de 400 + 40 mg/Kg.
Também neste mesmo trabalho apresentou acao estimulante central e atividade
antidepressiva, bem como efeito pré-erétil in vivo e in vitro em camundongos. O
estudo de Banerjee e Lewis (1954) com o caule de A. ulei mostrou efeito relaxante
da musculatura uterina, acdo estimulante central, antagonismo do efeito
hipertensivo da adrenalina e atividade amebecida in vitro.

O extrato de A. pyrifolium foi descrito como moluscida (Santos, 2004) e o
extrato hidroalcodlico de A. subcanum como antiinflamatério e anticonceptivo
(Santos et al., 2004a; 2004b). Trabalhos com extratos aquosos de A. pyrifolium
demonstraram viabilidade contra a fase larval de Plutella xylostella , conhecida
como traga-das-cruciferas, principal praga do repolho no Brasil (Torres et al.,

2006).

1.7 Quimica do género Aspidosperma.

O género Aspidosperma é distinguido quimicamente pela ocorréncia
frequente de alcalodides inddlicos (Bolzani et al., 1987). Segundo estudos
realizados por Gilbert et al. (1965) com um grande numero de espécies de
aspidosperma resultaram no isolamento de varios alcaldides inddlicos com as

mais variadas estruturas.
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1.7.1 Alcaloides indodlicos

Segundo Dewick (1997), os alcaldides inddlicos representam um dos maiores
grupos de alcaléides em plantas e receberam esse nome por apresentarem em

sua estrutura (Figura 9) um ou mais nucleos indélicos (1).

I=z

Figura 9. O indol.

Nas plantas, os alcaldides que pertencem a esse grupo sédo sintetizados a
partir do aminoacido triptofano (2) que, em geral, perde sua carboxila pela agao da
enzima triptofano descarboxilase, originando a triptamina (3), precursor comum na
sintese de praticamente todos os alcaldides inddlicos conhecidos.

Os alcaldides inddlicos sdo achados em oitos familias, principalmente na
Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae. Os alcaldides inddlicos podem ser
encontrados nos géneros Ervatania, Alstonia, Geissopermum, Hunteria,
Kopsia,Picralina, Vinca, Rhazya, Rauvolfia e Aspidosperma (Siddiqui et al., 1987).

Dentro dessa classe de alcaldides, encontramos o subgrupo dos
alcaldides inddlicos monoterpénicos que apresentam como precursor comum a
estrictosidina (5), formada a partir da condensagdo de triptamina (3) e

secologanina (4) (Mann et al., 1993). O fato de todos os esqueletos carbdnicos
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serem formados a partir de um precursor comum ¢é atribuido as diversas
possibilidades de reagdes intramoleculares entre as duplas ligagbes e carbonilas
formadas apds a hidrdlise do grupamento glicosila presente na estrictosidina (5).

Por volta de 1980 eram reconhecidas oito classes de alcaldides inddlicos
monoterpénicos. De acordo com Van Beck (1984) apud Simdes et al. (2001),
ampliou essa classificagcdo adicionando mais trés classes as oitos ja existentes.
Foi criada uma classe para alcaldides monoterpénicos diméricos e uma classe
para todos os demais alcaldides inddlicos monoterpénicos.

As classes podem ser subdivididas de acordo com variagdes menores no
esqueleto basico. Van Beek e Van Gessel (1988) apud Simdes et al. (2001),
distinguiram 46 subclasses nas onze classes existentes. Cada classe possui as
seqguintes caracteristicas de acordo com a Tabela 5 e a Figura 10: cada classe é
representada por uma unica estrutura, e por conseguintes indicando, a relagéo

biossintética entre as classes.



Tabela 5. Classes de alcaldides com nucleo inddlico.
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N? Substéncia Classe Caracteristicas

6 ajamalicina corinanteano unidade C2, C3, C14 e ligacao entre N4 e C21 ou unidade C7, C3,
C14, ligacao entre N4 e C21, e a fungao C2 oxo.

8 akuamicina estricnano unidade C2, C16, C15 e ligacéo entre C3 e C7.

5 estrictosidina vincosano unidade C2, C3, C14 e ligagdo entre N-4 livre ou ligagdo entre N4 e
C19 ou entre N4 e C18.

12 Ibogaina ibogano unidade C2, C16, C17, C14 ou C7, C16, C17, C14 e a funcédo C2
0XO.

7 stemadenina aspidospermatano unidade C2, C16, C15 sem ligagao entre C3 e C7.

13 tabersonina plumerano unidade C2, C16, C17, C20.

11 Tacamina tacamano N1, C16, C17, C14.

9 valesiachotamano valesiachotamano

10 Vincamina eburmano

unidade C2, C3, C14, ligacdo entre N4 e C17 ou N4 e C22

unidade N1, C16, C17, C20.

Fonte: Simbes et al., 1999.



Figura 10. Relag&o biossintética das classes de alcaldides indolicos monoterpénicos.
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MeO

Figura 10. Relacéo biossintética das classes de alcalbides inddlicos monoterpénicos (continuagdo).
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Segundo Le Men e Taylor, 1965 apud Simdes et al., 2001; Atassi et
al.,1995; Staerk et al., 2001 propuseram um sistema de numeragao para esses
compostos baseados na biogénese (Figura 11), sendo que essa numeragao ainda
€ aceita hoje em dia e baseia-se no esqueleto da iohimbina (14). Essa numeragao

€ adotada nesta dissertacéao.

Figura 11 . Sistema de numeracéo do esqueleto da ioimbina (14) e adotado nesta

dissertacao.
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1.8 Alcaldides isolados de algumas de Aspidosperma spp.

De acordo com trabalhos de Cordell et al. (2001) aproximadamente 30 %
dos alcaldides isolados de plantas sao inddlicos. Esses autores afirmam ainda que
mais de 12 % desse total foram obtidos somente a partir de Apocynaceae, da qual
destaca-se o género Aspidosperma. A Tabela 6 e Figura 12 apresentam algumas

espécies de Aspidosperma e alguns de seus respectivos alcaldides isolados.
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Tabela 6. Alguns alcaléides indolicos isolados de algumas Aspidosperma spp

Espécie Planta Substancia N°. Referéncia
Parte
A. album sementes (-) alalaquina 50 Urrea et al. (1978.
cascas aspidoalbina 43 Hesse, (1964).
cascas aspidocarpina 37 Ferrari e Marion
=A.
(1963).
desmanthum sementes condilocapina 67 Urrea et al. (1978).
Cascas cromatina 42 Hesse, (1964).
demetoxi-12-
sementes 32 Urrea et al. (1978).
aspidospermina
Ferrari e Marion,
cascas limapodina 36
(1964).
cascas quebrachamina 47 Djerassi et al. (1962).
sementes cimicina 46 Urrea et al. (1978).
A.
cascas diiidrocorinanteol 54  Gilbert et al. (1962).

auriculatum
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Tabela 6.Alguns alcalbides inddlicos isolados de algumas Aspidosperma spp (continuacao)

Parte

Espécie Substancia N°. Referéncia
Planta
N.I. 10-metoxidiidrocorinanteol 61 Dastor etal. (1967).
A. discolor N.I. 10-metoxigeissoschizol 20 Dastor et al. (1967).
A. DC. N.I. demetoxipalosina 34 Ferreira et al., (1963).
N.I. diidrocorinanteol 54 Dastor e Schimid,
(1963).
Neuss et al. (1954, 1956,
1960,1961 e 1962).
N.L. isoreserpilina 59 Dastor e Schimid,
(1963).
Dastor et al. (1967).
N.I. reserpilina 57 Dastor e Schimid,
(1963).
Schmutz e Hunziker,
(1958).
A.
N.I. aspidodispermina 30 Ikeda e Djerassi, (1968).
dispermum
Muell. Arg. N.I. desoxiaspidodispermina 29 |keda e Djerassi, (1968).

N.I : Nao informado
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Tabela 6. Alguns alcaloides inddlicos isolados de algumas Aspidosperma spp (continuagao)

Espécie Parte Substancia N°. Referéncia
Planta
A.exalatum semente aspidospermidina 38 Medina e Hurtado, (1977).
Monachino
cascas acido 3-harmano 53 Sanchez et al. (1971).
carboxilico
semente demetoxipalosina 34 Medina e Hurtado, (1977).
semente harman-3-etil- 52 Sanchez et al. (1971).
carboxilico éster
semente limaspermina 39 Medina e Hurtado, 1977.
semente 21-oxo0 45 Medina e Hurtado, 1977.
-o-metil-aspidoalbina
A. fendleri sementes aspidofendlerina 41 Burnell e Medina, (1966).
Woodson sementes fendleridina 40 Burnell et al., (1964).
sementes fendlispermina 26 Burnell e Medina,(1966).
sementes quebrachamina 47 Medina et al. (1973).
sementes aspidolimidina 44 Medina et al. (1973).
A. gilbertii. cascas 5-etil-2-metil-11H-pirido 49 Miranda et al. (1980).
[3.4-a] carbazolium
hidroxido
cascas elipticina 68 Duarte e Miranda, (1983).
cascas gilbertina 48 Miranda et al.,1982.
cascas olivacina 69 Duarte e Miranda, 1983.
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Tabela 6. Alguns alcaloides inddlicos isolados de algumas Aspidosperma spp (continuacao).

Espécie Parte Substancia N°. Referéncia
planta
cascas 18-epicopsanol 18 Ferreira et al. (1966) .
cascas 10-lactama -epicopsanol 17 Ferreira et al. (1966) .
A. macrocarpon  cascas copsanol 16 Ferreira et al. (1966) .
Mart cascas copsanona 15 Ferreira et al. (1966) .
cascas No-formilcopsanol 19 Braekman et al. (1969).
A. neblinae N.I. aspidospermidina 38 Thomas et al. (1969).
Monochino N.I. desacetilpirifolidina 27 Thomas et al. (1969).
N.I. aspidocarpina 37 Thomas et al. (1969).
N.I. homoneblinina 64 Brown e
Djerassi,(1964).
N.I. neblinina 63 Brown e
Djerassi,(1964).
N.I. pirifolidina 28 Thomas et al., 1969.
A. nitidum - .
N.I. 10-metoxidiidrocorinanteol 61 Arndt et al. (1967)
Benth ex
Muell. Arg acido 3-harmano
cerne 53 Pereira et al. (2006).

carboxilico

N.I : Nao informado
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Tabela 6. Alguns alcaldides inddlicos isolados de algumas Aspidosperma spp (continuacao).

Parte

Espécie Planta Substancia N°. Referéncia
semente 10-metoxicorinantrina 25 Robert et al. (1983).
semente 10-metoxi-a-ioimbina 24 Robert et al. (1983).
cascas pseudoiocimbina 21 Spiteller e Spiteller-
Friedmann (1962).
A. semente corinatrina 22 Robert et al. (1983).
oblongum semente antirina 56 Robert et al. (1983).
A. DC. semente aricina 58 Robert et al. (1983).
semente aricina pseudoindoxila 51 Robert et al. (1983).
semente alo-ioimbina 23 Robert et al. (1983).
semente diiidrocorinanteol 54 Robert et al. (1983).
semente metoxi-antirina 55 Robert et al. (1983).

semente tetrahidroalstonina g0  Robertetal (1983).
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Tabela 6. Alguns alcaldides inddlicos isolados de algumas Aspidosperma spp (continuagao).

Espécie Parte Substancia N°. Ref.
Planta
cascas aparicina 70 Jacome et al. (2004).
A. parvifolium cascas desmetiluleina 71 Jacome et al. (2004).
cascas Epiuleina 73 Jacome et al. (2004).
= A vargasii cascas (+) guatambuina 74 Burnell e Casa, (1967).
A.DC. cascas n-metiltetraidroelipticina 75 Burnell e Casa, (1967).
cascas olivacina 69 Burnell e Casa, (1967).
cascas Uleina 72 Jacome et al. (2004).
cascas aspidospermina 31 Mitaine et al. (1996)
A. pyrifolium cascas haplocina 76 Mitaine et al. (1996)
cascas palosina 77 Mitaine et al. (1996)
cascas vincadiformina 78 Mitaine et al. (1996)




69

Tabela 6. Alguns alcalbides indolicos isolados de Aspidosperma spp (continuagao).

Espécie Parte Substancia Ne°. Referéncia
planta
cascas (-) quebrachamina 47 Gilbert et al.,1962.
cascas aspidospermatidina 66 Biemann et al.,1961.
cascas aspidospermatina 65 Biemann et al.,1961.
A.quebracho cascas aspidospermidina 38 Schnoes et al.,1962
-blanco cascas aspidospermina 31 Biemann et al.,1961.
cascas desacetilaspidospermina 33 Biemann et al.,1961.
cascas desacetilpirifolidina 27 Biemann et al.,1963.
cascas eburnamenina 62 Schnoes et al.,1962
cascas espegazinina 35 Orazi et al.,1956
A.ramiflorum cascas ramiflorina A 79 Ferreira et al., 2004.
cascas ramiflorina B 80 Ferreira et al., 2004.
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15 R=R,= R3= H; R1=0
16 R=R>=R3= H; R1=0OH
17 R=0; R1=0OH; R,=R3=H
18 R=R;=R,= H; Ry=OH

19 R=R;3=H; R4=OH; R,= CHO

MeO

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides inddlicos de Aspidosperma.
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21R = OH; R1 = R2= H; C16 H-OL; 3H3B
22 R=OH; R1=R2=H, C16 H-B, C3H3OL

23 R=0OH; R1=R2=H, C1s H-a,, C3H3a

24 R=OCH3, C20 Ha

25 R=OCH3, C20 HB

Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).



72

R
CH,R,
1
R, N
IIQ 26 R=R{=R,=R,=Rs=H: R3=0OH
R, ! 27 R=R{=R,=Rs=H: R4=Rs=OCHs

28 R=R1=R3=H; R2=CH3CO; R4=R5=OCH3

29R=H

30 R=OH

Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).
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31 R1=R4=Rs5=CHj3 ; R;=0OCH3s; R3=CH3CO

32 R1=R>=R4==H ; Rs=CHj3; R3=CH3CO

33 R1= R3= R4=H; R5 =CHj3; Ry= OCH3

34 R1=R>= R4 =H; R5s=CHj3; R3= C,H5CO

35 R1= H; Rs= CH3 ; Ro= R4 = OH; R3= CH3CO

36 R1= H; R4=Hz; Rs= CH3; R, = OH; R3= CH3CO
37 R1= OCHjs; R»=0H; R3= CH3CO; Rs= H; Rs =CHj3
38 Ri=R2=R3=Rs=H; Rs =CH3

39 R1=R4s= H; R»=0OH; R3= C;H5CO ; Rs=CH,OH

Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).
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40 R=Hy; R1=R>=R3=R4=H
41 R = Hy; R4=CH3CO; R,=R3= OH R4=H
42 R= Hj; R1= CH3CO; Ry=0OH; R3=R4s=0CH3

43 R= Hp; R1= C2H5CO; Ry=0OH; R3=R4=0CH3

44 R=H;; R, = OH; R4= H; Ry= CH3CO; R3= OCH3
45R = O; R1= C2H5CO ; R2= R3=R4= OCH3

46 R = O; R1= C2H5CO; R2 =OH; R3=R4= H

47

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides inddlicos de Aspidosperma

(continuagéo).



Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).

75



Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).
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52 R=CO,CH2CH3

53 R=COOH

55 R= OCH;

56 R=H

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides inddlicos de Aspidosperma

(continuagéo).



57 R1=R,= OCHs; H-3p
58 R1=H; R,= OCHjs; H-3a
59 R1= R2= OCH3; H-3a

60 R1=R2= H; H-3a

MeO

62

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides inddlicos de Aspidosperma

(continuagéo).
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63 R1 =OCH3; R2=R3=H

64 R1=OCH3; R2=H; R3=CH3CH2

65 R¢=H; R2=OCH3; R3=CH300; R4=CHCH;

66 R1=R2= R3= H; R4=CHCH3

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides Inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).
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® J ¢ J
N = N =

69 68

70

7MR=H
72 R= CHj3

Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides Indolicos de Aspidosperma

(continuacéo).
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CH

73

CLCT ooy

|
H

74 75

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides Inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).
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|
OMe COC,H,

77

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides Inddlicos de Aspidosperma

(continuagéo).
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79

MeO

80

Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides Inddlicos de Aspidosperma

(continuacao).
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81 R1 =R2=COOCH3, R3=H;

82 R= COOCH3 R>=R3=H,;

Figura 12. Estruturas de alguns alcal6ides Indolicos de Aspidosperma

(continuacéo).
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Figura 12. Estruturas de alguns alcaldides Inddlicos de Aspidosperma

(continuagéo).
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1.9. Atividade biolégica de alcaldides inddlicos de Aspidosperma

spp-

A caracteristica quimica marcante deste género € a presenga de uma vasta
variedade de alcaldides contendo nucleo inddlico com atividade bioldgica ja

reconhecida.

1.9.1 Atividade antitumoral

Sakamoto-Hojo et al. (1988) demonstraram a atividade antitumoral e
citotoxica para elipticina (68). Isolada, citam-se como exemplos algumas
espeécies, tais como A. williamsii, A. olivaceum (Zhang et al., 2000), A. gilbertii
(Duarte e Miranda, 1983) e Ochrosia elliptica labill (Stowell, 1982; Kuroda et al.,
1999). Segundo Pedersen et al. (2005), a elipticina (68) tem recebido nas ultimas
décadas uma grande atencédo, devido sua propriedade antitumoral. Ha relatos na
literatura de um grande numero de trabalhos com sintese de elipticina e seus
analogos (Paoletti et al., 1979 ; May e Moody, 1984 Ohashi et al., 1996; Fadeeva

e Belyaeva, 1997; Zhang et al., 2000;).

1.9.2 Atividade antimicrobiana

Verpoorte et al. (1983) revelaram em seu trabalho que alcaldides isolados

das cascas de A. excelsum exibiram atividade antimicrobiana: tetrahidrosecamina
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(81), 16-dimetoxicarboniltetraidrosecamina (82), ocrolifuanina A (83), 11-

metoxitubotaiwina (84).

1.9.3 Atividade antibacteriana

Em trabalho anterior, Verpoorte et al. (1982) isolaram alcaldides de A.
marcgravianum e verificaram sua atividade contra Bacillus subtilis e Arpergillus
niger, sendo verificado atividade elevada em apenas 2 alcalbides:

tetrahidrosecamina (81), diidrocorinanteol (54).

1.9.4 Atividade antifungica

A ramiflorina a (79) isolada de galhos de A. ramiflorum apresentou atividade
contra Cryptococcus neoformans e contra dermatofitos neoformans (CIM entre
3,12 — 12,5 mg / mL) mas foi aproximadamente dez vezes menos ativa contra os
dermatdfitos testados, com as CIM variando entre 50 - 100 mg / mL. Neste mesmo
trabalho a ramiflorina B (80) também inibiu C. neoformans com as CIM entre 12,5 -
25 mg / mL e foi menos ativa contra os dermatofitos testados (CIM entre 25 - 100
mg/mL). A separagdo de outra fragdo menos ativa levou ao isolamento de outro
constituinte que foi identificado como o 10- metoxigeissoschizol (20). Esse
composto foi apenas levemente ativo contra todos os fungos testados inibindo a

maioria dos microrganismos com CIM >100 mg / mL (Souza et al., 2006).
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1.9.5 Atividade antiplasmoddica

De acordo com o trabalho de Mitaine-Offer et al. (2002), uma série de
alcaldides inddlicos foi testada para atividade antiplasmaddica in vitro (linhagens
Plasmodium falciparum) apresentaram os seguintes resultados: aspidospermina

(31), aspidospermidina (77) com ClLso entre 3,2-154 uM e menos ativo as

substancias haplocina (76) e aspidoalbina (43) com CL 50 entre 22,6-52,6 uM.

1.9.6 Outras atividades bioldgicas

Trabalhos de Schmutz et al. (1957) e Lehner e Schmutz (1961) com cascas
de raizes de A.ulei identificaram a presenga do alcaldide uleina (72), e de acordo
com Abreu e Silva et al. (2002) a uleina (72) apresenta atividade tripanomiscida.

Lyon et al. (1973) relatam agbes farmacoldgicas de alcaldides inddlicos:
aspidospermina e quebrachina como sendo hipotensivos. Quebrachamina (47) e
ioimbina (14) também foram citados como agente simpatolitico. Aspidospermina
(31) é relatada como diurético,estimulante respiratério, espasmadico intestinal,
sedativo uterino, efeito inibitério no crescimento e mitoses de fibroblasto de
coragao de galinhas. Segundo o trabalho de Saxton et al. (1983) relatam as
atividades de alguns alcaldides inddlicos, como aparicina (70), com propriedades

analépticas, acao antiviral sobre o virus da poliomielite do tipo Il
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Estudar a quimica e a atividade biologica das cascas de

A.desmanthum e A. vargasii.

2.2 Especificos

Isolar alcalbide(s), caracterizar quimicamente o(s) alcaloide(s)
isolado(s), identificar / elucida-los estruturalmente por métodos
espectroscopicos e testa-la(s) para atividade biolégica.

Avaliar a atividade citotoxica em Artemia franciscana e linhagens de
células tumorais de extratos, fracdes e alcaldides isolados.

Avaliar a atividade larvicida de extratos, fragdes e alcaldides em
Aedes aegypti.

Avaliar atividade antimalarica in vitro frente a Plasmodium falciparum

dos alcaldides isolados;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Métodos
Para realizagdo deste trabalho foram utilizados os materiais e

métodos descritos a seguir.

3.1.1 Materiais

3.1.1.1 Equipamentos e Acessoérios de Laboratério.
= Balanca Analitica: Marca Mettler-Toledo, modelo AB204 com limite de
peso de 210 mg;
= Ldmpada UV: Marca Spectroline, modelo CX-20, ultraviolet
fluorescence.
= analysis cabinet (onda longa 366 nm e onda curta 254 nm) LAPAAM —
CPPN/INPA ;

= Liofilizador: Marca Christ, modelo Beta 1 — 8 K;
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= Moinho de facas: sem identificacdo de marca (CPPN-INPA)

» Rotoevaporador: Marca Fisatom 802, modelo 550.

= Banho de Ultrassom Cleaner Unique, marca Merse, Modelo USC 1400,
com frequéncia ultrasénica 40 kHz e poténcia 120 Watts.

» Fitas para determinagao de pH (1-14) da Merck.

e Espectrémetro RMN de 'H modelo UNITY INOVA (500 MHz), marca
VARIAN, probe de: PSmm didmetro interno.

o Espectrémetro de IV BOMEM com transformada de Fourier, modelo FTLA-
2000-104 — CBA;

e Espectrofotometro de Ultravioleta-visivel, modelo UV 1650PC de marca
SHIMADZU - CBA;

o Espectrémetro de Massas ESI-TOF - ultrOTOFq, marca Bruker Daltonics.

e Aparelho de Alta Resolugéo. Ponto de fusédo e ebulicdo, marca Marconi

Digimec BTC 9090, modelo MA 381 (CPPN-INPA).

3.1.2 Cromatografia

» Cromatografia em coluna (cc) : As colunas cromatograficas foram realizadas

utilizando os seguintes tipos de silicas da Merk: silica flash gel 60 (0,040 — 0,063

mm); silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm);

» Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC): utilizadas

cromatoplacas em fase normal e CCDC fase reversa RP-18 recortadas (5 x 5 cm)
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de folhas com dimensdo 20 x 20 cm com indicador de fluorescéncia Fzss da
Merck.

» Revelagdo e iluminagdo de placas com finalidade de visualizagdo sendo
utilizado: luz UV (254 nm e 366 nm); solucdo de Dragendorff; solugcao de

Anisaldeido; vapor de iodo a temperatura ambiente.

» Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP): As placas de CCDP de
fase normal foram preparadas usando aproximadamente 60 g de silica gel 60
PF2s4 € 150 mL de agua destilada (para placas de vidro de 20 x 20 cm com 1,5
cm de espessura). As placas foram secas a temperatura ambiente e ativadas em

uma estufa a 100 °C por no minimo 3 h.

3.1.3 Métodos espectroscopicos.

3.1.3.1 RMN

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono (RMN C, 'H desacoplado) e DEPT foram registrados utilizando-se
espectrdmetro Varian modelo INOVA 500 de 11,7 T, operando a 500 e 125 MHz,
respectivamente, pertencente ao Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA).
Os solventes para as analises foram metanol e cloroférmio deuterados. Os

deslocamentos quimicos foram registrados em ppm (3).

3.1.3.2IVe UV
Os espectros de absorgao na regiao do infravermelho (IV) em pastilhas de

KBr, utilizando-se um espectrobmetro Bomem com transformada de Fourier,
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modelo M FTLA-2000-104 e os espectros de ultravioleta, modelo UV 1650PC de

marca Shimadzu. Analises foram realizadas no CBA.

3.1.3.3 Espectroscopia de massas por elétron-spray de alta resolug¢ao (HR-
ESI-MS)

O Espectro de massas foram obtidos com a colaboracao do Dr. Norberto
Peporine Lopes, de seu aluno Carlos Alexandre Carollo e do especialista em
massas José Carlos Tomaz da USP - Ribeirdo Preto, utilizando-se espectrémetro
de Massas ESI-TOF - ultrOTOFq, marca Bruker Daltonics. O Aparelho foi de alta
resolugao e calibrado internamente com uma solugdo de NA-TFAa 10 mg/ mL e
calibrado externamente com uma solucido de formiato de sdédio, a 10 mM.
Condigdes do experimento: bomba de Infusao, fluxo 300 pL / h, fase mével para a
solubilizagado: H,O : MeOH (20 : 80), end plate: 3500 volts; capillary: 4000 volts;
capillary exit: 300 volts; skimmer 1: 50 volts; skimmer 2: 25 volts; transfer: 90 us;

collision exit gate: 80 ps; modo de detecgdo: modo positivo +M.



94

3.1.3.4 Analise estrutural por difragao de raios-X

A analise foi obtida com a colaboragao do Dr?. Regina H. de A. Santos do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo em S&o Carlos - USP e
colaboracdo da Dr? Claudia C. Silva do Departamento de Geociéncias da
Universidade Federal do Amazonas.

Para a determinacdo das estruturas utilizou-se o método de difragdo de

raios-X por monocristais e utilizou-se para representagdes o programa ORTEP.

3.1.3 Solventes

Para elaboracdo deste trabalho utilizaram-se solventes de grau técnico de
diferente polaridades e previamente destilados e secos com Na;SO4 ou MgSQO4

anidro.

3.2 Resumo dos métodos e resultados preliminares.

O presente trabalho de mestrado, vem em continuagao ao estudo iniciado
em 2001, como bolsista no Programa Institucional de Bolsas de Iniciacéo
Cientifica (PIBIC) da Universidade Federal do Amazonas (Henrique et al., 2001) e
em 2003 durante estagio curricular supervisionado do Departamento de Quimica
do Instituto de Ciéncias Exatas da UFAM (Henrique et al., 2003). Sua parte
pratica realizada no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia. No que segue,

os métodos utilizados no trabalho preliminar, bem como os métodos utilizados
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posteriormente, foram sistematizados e integrados tematicamente na presente

obra.

3.2.1 Coleta e Identificagio do material vegetal.

Obteve-se um mapa completo da Reserva Adolpho Ducke (Figura 13) do
Projeto Flora disponivel em www.inpa.gov.br, com as coordenadas da localizagao
do género Aspidosperma cadastrados nos levantamentos com a ajuda do Sr.
José Ramos (CPBO). As espécies tinham placas de aluminio com numeragéo que
as identificavam. Verificou-se serem arvores de grande porte e de dificil acesso.
Foram coletadas ca. 2 Kg de cada uma das oito Aspidosperma (Henrique et al.,

2001).

Figura 13. Localizagc&do da Reserva Adolpho Ducke.
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A identificagao botanica do material vegetal obtido das espécies se deu por
meio de exsicatas depositadas no Herbario do INPA (Tabela 7).

As cascas coletadas forma colocadas para secar a sombra e temperatura
ambiente nas bancadas do LAPAAM / CPPN em cima de jornais (Henrique et al.,

2001).

Tabela 7. Material vegetal disponivel para estudo das Aspidosperma spp.

Nome Cientifico  Exsicata Data da coleta Coletor
A. aracanga * 14-09-01 *
A. desmanthum 180459 25-02-02 Assuncao, P.A.C.I.
A. marcgravianum 180516 14-09-01 Vicentini, A.
A. nitidum 181832 14-09-01 Ribeiro, J. E. L. S.
A. sandwithianum * 25-02-02 *
A. schultesii 180476 14-09-01 Oliveira, A. A.
A. spruceanum 191270 14-09-01 Assuncao, P.A.C.I.
A. vargasii 191853 25-02-02 Sothers, C.A.

* As espécies estdo registradas no departamento de botanica do INPA, mas nado ha registro de

exsicata no Herbario.

3.2.2 Moagem do Material Vegetal.

O material limpo e seco foi picotado em pedagos menores e levado para
ser moido no moinho de facas da CPPN. As serragens foram armazenadas
separadamente em sacos devidamente identificados a uma temperatura de 35°C

(Henrique et al., 2001).
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3.2.3 Preparacao dos extratos.

Apoés a limpeza, secagem a sombra e moagem do material vegetal, trés
por¢cdes distintas da serragem foram extraidas separadamente com agua
desionizada (infusao, 100 °C, 15 minutos), metanol (em aparelhagem de Soxhlet,
3 x 6h) e o extrato etanol/NH4sOH 1% por maceragéao a frio em solugao etanol/NH;
1%. Foi realizado fracionamento acido-base para extragao de alcaldides das oito
espécies (Tabela 8). Estes procedimentos foram realizados para as oito espécies

coletadas (Henrique et al., 2001 e 2003).
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Tabela 8. Dados sobre a preparagao do s extratos aquosos e alcodlicos a partir dos materiais vegetais secos e moidos (12 coleta)

NOME EXTRATO ALCOOLICO EXTRATO AQUOSO
CIENTIFICO MEOH EtOH/NH; 1%

Material Material Material Teor

vegetal Rend*. (g) Teor vegetal secoRend*. (g) Teor vegetal seco Rend. (g) extrativo

extrativo (%) extrativo (%)

seco (g) (9) (9) (%)

A. aracanga 118,8 9,66 12,3 100 6,98 6,98 88,82 12,62 14,2

A. desmanthum 1263 7,30 6,9 800 12,73 1,59 88,78 6,59 7,4
A. marcgravianum 81,30 5,83 6,8 1200 15,2 1,26 78,70 6,63 8,4
A. nitidum 70,62 7,51 9,4 40 1,68 4,2 64,21 5,39 8,3

A. sandwithianum 303,1 41,5 7,3 1300 13,2 1,01 87,87 4,19 4,8
A. schultesii 105,0 9,20 8,8 800 15,93 1,9 85,40 5,43 6.4

A. spruceanum 62,13 8,73 14,1 1100 10,29 0,96 136,5 17,59 12,9
A. vargasii 58,73 8,98 15,2 800 17,05 2,38 57,47 7,41 12,9

Legenda: * Rendimento das extragbes realizadas com as cascas das espécies de Aspidosperma.
Fonte: (Henrique et al., 2001 e 2003).
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Para o trabalho atual de mestrado optou-se por: A.desmanthum e
A.vargasii, devido aos seus perfis cromatograficos e atividade citotdxica in vitro
(concentragéo de 500 ug / mL) contra Artemia franciscana (Tabela 9) para as

fracOes previamente estudadas (Henrique et al., 2001 €2003).



Tabela 9. Dados sobre fracionamento acido-base e ®atividade bioldgica.
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Extrato etandlicos Fragoes e Massas (g)

1-Ac 1-pH8,0  1-pH 10,0 1-pH 12,0

A. aracanga 0,460 0,258 0,023 0,026
Af% 0 100 100 4 97
Aa % 0 0 18 43 0

A. desmanthum 1,089 0,674 0,485 0,270
Af% 64 8 87 94 90
Aa% 0 10 42 0 34

A. marcgravianum 1,613 0,310 0,014 0,028
Af% 10 57 67 50 84
Aa% 10 0 10 0 21

A. nitidum 0,070 0,084 0,015 0,027
Af% 97 100 9 7 97
Aa% 0 0 16 8 0

A. sandwithianum 1,083 0,251 0,043 0,007
Af% 10 24 84 27 0
Aa% 0 54 27 30 0

A. schultesii 0,459 0,085 1,001 0,066
Af% 0 100 7 50 4
Aa% 0 0 37 0 0

A. spruceanum 0,497 1,068 0,308 0,008
Af% 40 7 27 34 34
Aa% 0 0 41 10 0

A. vargasii 2,431 0,204 0,066 0,153
Af% 47 0 84 87 50
Aa% 0 0 47 0 0

Concentragdo de  500ug/mL
Fonte: (Henrique et al., 2001 e 2003).
Legenda: Af: Artemia franciscana; Aa: Aedes aegypti
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3.3 Nova coleta de A. desmanthum e A. vargasii

Apds o fracionamento acido-base para obtengado de alcaldides e
verificagao da citotoxicidade frente a Artemia franciscana dos extratos obtidos
para as oito Aspidosperma spp (Henrique et al., 2001 e 2003), optou-se na
continuidade do estudo fitoquimico, como ja relatado, por A. desmanthum e A.
vargasii (Tabela 9). Fez-se uma nova coleta, uma vez que as massas eram
minimas para continuagao do estudo , como descrito na Tabela 8.

Coletou-se na Reserva Adolpho Ducke no dia 11 de agosto de 2005
ca. de 3 Kg de cascas das duas espécies utilizando o mesmo método ja

descrito anteriormente na se¢do 3.2.1 e 3.2.2.

3.3.1 Identificagao botanica

A identificacdo botanica da arvore com o numero 2857 como
Aspidosperma desmanthum Benth. ex Mull. Arg, exsicata com o numero
180459 depositado no Herbario do INPA, como € mostrado na Figura 14a e
Aspidosperma vargasii A. DC. com identificacdo 4874 e numero de exsicata

numero 191853, descrito na Figura 14b.



Figura 14a. Exsicata do espécime de Aspidosperma desmanthum
Benth. ex Mull. Arg sob estudo. (Fonte: herbario do INPA).

Figura 14b. Exsicata do espécime de Aspidosperma vargasii A. DC. sob
estudo (Fonte: herbario do INPA).

102
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3.4Preparacgao do extrato etanélico/NH; 1 %

O material vegetal seco e moido das cascas das duas espécies foi em

separado extraido a frio (maceragao), como descrito abaixo.

3.4.1 Extracao por maceragao em etanol/NH; 1%

Colocaram-se cerca de 1,5 Kg de serragens das cascas em um mariote.
Adicionaram-se aproximadamente 8 L de etanol/NH,OH 1% e deixou-se
repousar por 7 dias, agitando diariamente. Filtrou-se a mistura e guardou-se o
filtrado. Repetiu-se este procedimento por mais 4 vezes (Figura 15). Juntou-se
todos os filtrados, concentrou-se em rotoevaporador, liofilizou-se e pesou-se.
Apdés a obtencdo do extrato fez o fracionamento acido-base padréo.
Procedimentos estes realizados para as duas espécies em estudo (Figura 15).

Conforme pode ser observado nas Tabelas 10 (secéo 3.6) e 11 (segéo
3.7), as massas obtidas foram mais expressivas em comparagdo com as do
trabalho anterior (Henrique et al., 2001 e 2003, Tabela 8) para A. desmanthum
e A. vargasii. Isso pode ser devido ao numero maior de extracdes efetuado no

segundo procedimento.
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3.5 Fracionamento padrao das espécies de Aspidosperma neste estudo

(Figura 15).

O extrato etandlico / NH,OH 1% foi solubilizado com acetato de etila,
em seguida acidulado com solugéo de acido cloridrico 0,1 N (Figura 15). As
fases foram separadas em acetato de etila e aquosa (acida) |. A fase acetato
de etila foi submetida a concentragdo em rotoevaporador para eliminagédo do
solvente, obtendo-se assim a fragao acetato de etila. A fase aquosa (acida) I,
foi basificada utilizando-se carbonato de sédio até pH 8, obtendo-se a fase
aquosa (basica) |, a qual foi extraida com cloroférmio, gerando-se a fase
cloroférmica pH 8, em seguida o solvente foi eliminado em evaporador rotativo
a pressao reduzida, fornecendo a fracao cloroférmica |.

A fase aquosa (basica) | foi basificada para pH 10 com hidréxido de
amoénia, gerando a fase aquosa (basica) Il, que foi particionada com
cloroférmio, o solvente da fase cloroférmica pH 10, foi eliminado em
evaporador rotativo a pressao reduzida, fornecendo a fracao cloroférmica Il.

A fase aquosa (basica) Il foi basificada para pH 12 com hidroxido de
sédio 1 N, gerando a fase aquosa (basica) lll, que em seguida foi particionada
com cloroférmio. Os solventes foram eliminados em evaporador rotativo a
pressao reduzida individualmente, fornecendo a fragdo aquosa (basico) IV e a

fracao cloroférmica lll.



Concentragéo / Liofilizagéo
Solubilizagdo com EtOAc

Concentragao /
Liofilizacdo

pH 8 com Na,CO;
Extragdo CHCI; 3X

L

Concentragao /
Liofilizac&o

pH 10 com NH,OH
Extragdo CHCI; 3X

Concentracéo /
Liofilizacdo

pH 12 com NaOH
Extragdo CHCI; 3X

Concentracéo /
Liofilizacdo

Figura 15. Procedimento para extragédo de Alcaloides

Maceragao a frio com etanol/NH,OH 1%
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3.6 Aspidosperma vargasii

A serragem (1298 g) foi macerada em solugdo EtOH/NH4sOH 1% (secéo
3.4.1), o extrato foi submetido a tratamento acido-base (Figura 15, secao 3.5) e

forneceram as seguintes amostras (Tabela 10).

Tabela 10. Extratos etanol/NH,OH 1% e fracdes obtidas de A. vargasii.

Extrato/ fragao Cadigo Massa (g)

EtOH/NH,OH EEAv 56,02 (4,3)
EtOAc 2AcV 1,058 (0,08)
CHCl;, pH 8 2pHV8 8,025 (0,61)*
CHCl;, pH 10 2pHV10 2,785 (0,21)°
CHCl3 , pH 12 2pHV12 0,4518 (0,03)°
Aquoso 2VA1 3,451 (0,26)*

 Rendimento (%) dos extratos obtidos para A. vargasii (baseado na massa da serragem das
cascas)
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3.6.1 Fracionamento cromatografico de 2pHVS.

Uma porgao (7,0 g) da fragdo cloroférmica 2pHV8 (secdo 3.5) foi
submetida a cromatografica em coluna (¢ x h de 5 x 25 cm) de silica gel 60
(0,063 — 0,200 mesh), previamente ativado a uma temperatura de 100 °Cc por
um periodo de 4 horas. Utilizou-se CHCI; / MeOH como eluente. Foram
coletadas 44 fragdes de 50 mL cada. As fragdes foram analisadas em CCDC,
foi utilizado para visualizagao luz UV 254 e 366 nm, vapor de iodo, anisaldeido
e revelador especifico Dragendorff. As fragdes foram reunidas de acordo com

seu perfil cromatografico (Figura 16).

2pHV8
(7,0 9)

CC em silica gel;
gradiente: CHCI3/ MeOH,;
44 fracoes, reuniao.

90:10 80:20 70:30
I I
8A1 8A2 8A3
1-5 6-14 15-44
(298 mg) (1080 mg) (4985 mg)

Figura 16. Fracionamento do extrato 2pHVS8.
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3.6.1.1 Fracionamento da fragao 8A3.

A fragdo 8A3 (secédo 3.6.1) foi submetida a cromatografica em coluna (¢
x h de 6 x 40 cm) de silica flash (0,040 — 0,063 mesh) utilizando como eluente
acetona : Isopropanol : dietilamina, obtendo-se 206 fragbes, em seguida
concentradas e analisadas em CCDC utilizando varios sistemas de eluentes e
reveladas em luz UV (254 e 366 nm) e reveladas em reagente Dragendorff.

Foram reunidas de acordo com os perfis cromatograficos em 4 novas fragoes

(Figura 17).
8A3
(3985 mg)
CC em silica gel flash
gradiente: Me,CO: i-PrOH: Et,NH
206 fragoes, reuniao.
70:20:10 80:10:10 90: 5: 5 90:6:4
8A3.1 8A3.2 8A3.3 8A3.4
1-20 21-55 56-175 176-206
9,4 mg 93,3 mg 879,2 mg 250mg

Figura 17. Fracionamento da fragdo 8A3.
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3.6.1.2 Purificagao da fragao 8A3.2

A fracdo 8A3.2 (seg¢ao 3.6.1.1) foi purificada (Figura 19), por CCPD
(silica gel 60 PF2s4), utilizando como eluente CH,Cl, : MeOH (8:2). O alcaléide 1
(8A3.2.1). Em fase normal de silica gel 60 (CCDC), apresentou revelagdo em
camara de iodo e revelagdo intensa com reagente de Dragendorff,
apresentando mancha alaranjada , indicativo de alcaléide. O alcaldide 1
apresentou solubilidade em mistura de cloroférmio: metanol na proporcéao 1:1.
O alcaldide 1(8A3.2.1) caracteriza-se como cristais pontiagudos de cor
amarela-alaranjado, sendo soluvel em mistura de Cloroférmio: metanol na

proporcéo 1:1.

8A3.2
93,3 mg
CCDP
Sistema CH,Cl,: MeOH (8:2).
8A3.2.1 8A3.2.2
68,3 mg 20,3 mg

Alcaldide 1.

Figura 18. Fracionamento cromatografico da fragdo 8A3.2
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3.6.1.3 Purificagao da fragao 8A3.4

A fragdo 8A3.4 (secdo 3.6.1.1) foi purificada por CCPD (Figura 19),
tendo como sistema de eluente CH,Cly: MeOH (9:1) com 1% de dietilamina. O
alcaloide 2 (8A3.4.1) apresentou revelagéo intensa da placa de CCDC em
camara de iodo; revelagao intensa com Dragendorff, apresentando mancha
alaranjada, consistente com a presenga de alcaldides e caracteriza-se como
sendo um sdlido de cor amarelo-claro, sendo soluvel em mistura de

Cloroférmio: metanol na proporgéo 7:3.

8A3.4
176-206
250mg
Sistema
CH.Cl,: MeOH (9:1) e
1% de dietilamina
I I
8A3.4.1 8A3.4.2
55,3 mg 125,2 mg

alcaldide 2

Figura 19. Fracionamento cromatografico da fracédo 8A3.4
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3.7 Aspidosperma desmanthum

A serragem (1200 g) foi macerada em solugdo EtOH/NH,OH 1% (secéao
3.4.1), o extrato foi submetido a tratamento acido-base (secdo 3.5) e

forneceram-se os seguintes extratos (Tabela 11).

Tabela 11. Extratos etanol/NH,OH 1% e fragbes obtidas de A. desmanthum

Extrato/fragcao Caédigo Massa (g)

EtOH/NH,OH EEAd 35,98 (2,9)°
EtOAc 2AcD 2,025 (0,17)°
CHCl;, pH 8 2DpH8D 1,450 (0,13)°
CHClI;, pH 10 2DpH10D 0,2201 (0,018)?
CHCI; , pH 12 2DpH12D 0,402 (0,03)?
aquoso 2DA1 4,365 (0,36)°

® Rendimento (%) dos extratos obtidos para A. desmanthum. (baseado na massa da serragem
das cascas)
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3.7.1 Fracionamento cromatografico de A. desmanthum 2DpH8D

Uma porc¢ao (1,4 g) da fragao cloroférmica 2DpH8D, obtido na sec¢ao 3.5
, foi fracionado em coluna (¢ x h de 2,5 x 30 cm) de silica gel 60 (0,063 — 0,200
mesh). O eluente usado foi diclorometano aumentando-se a polaridade com
metanol (CH.Cl;: MeOH 95:5; 90:10; 85:15; 80:20 e 70:30). Foram recolhidas
fracoes 82 de 50 mL, que foram concentradas e analisadas em CCDC
utilizando varios sistemas de eluentes e reveladas em luz UV (254 e 366 nm) e

reagente de Dragendorff.
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2DpHSD
(1400 mg)

CC em silica gel
gradiente: CH,Cl,: MeOH,;
82 fragdes, reunido

100: 0 95:5 90:10 85:15 80:20 75:25 70:30
8D1 8D2 8D3 8D4 8D5 8D6 8D7
1-7 8-18 19-29 30-60 61-70 71-80 81-82

9,2 mg 12,4 mg 11,4 mg 625,2 mg 48,3 mg 9,5 mg 8,5 mg

Figura 20. Fracionamento cromatografico da fragao 2DpH8D
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3.7.1.1  Purificagao da fragao 8D4

A fragdo 8D4 (segdo 3.7.1) foi fracionada em coluna de silica flash (¢x h
de 1,5 x 25 cm), utilizando como eluente diclorometano : Isopropanol nas
proporgdes 90:10, 85:15, 80:20. Obtiveram-se 40 fragdes de 4 mL (Figura
21). Obteve-se o alcaléide 3 (8D4.2), a qual foi analisada em CCDC e
revelada em luz UV (254 nm), em vapor de iodo, apresentando cor marrom
intenso, e reagente de Dragendorff. O alcaldide 3 apresentou-se como

cristais brancos, com solubilidade em cloroféormio.

Ay
8D4
30-60 CC em silica flash;
625,2 mg gradiente: CHCl; : i-PrOH;
40 fragdes, reuniao.
90:10 85:15 80:20
8D4.1 8D4.3 8D4.4
(1-9) (22-30) (31-40)
25,4 mg 42,4 mg 22,9 mg

Alcaldide 3
Cristais Brancos

Figura 21. Fracionamento cromatografico da subfragao 8D4.
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3.8 Ensaios biolégicos

Screening para bioatividade in vitro de extratos, fragdes e alcaldides,
foram efetuados testes: A. franciscana, A.aegypti, bem como linhagens de
células de tumor e no caso dos alcaldides isolados Plasmodium falciparum

(parasita da malaria humana).

3.8.1 Preparo das amostras para os testes biolégicos.

Retirou-se uma pequena porgdo dos extratos etandlicos, fracdes e
substancias isoladas das espécies em estudo para a realizacdo dos testes

de atividade biologica descritos a seguir.
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3.8.1.1 Teste de letalidade frente Artemia franciscana.

Figura 22. Teste de letalidade as larvas de A. franciscana.

As larvas de Artemia spp. tém sido utilizadas para detectar
compostos bioativos em extratos de plantas (Alves et al., 2000; Carvalho et
al.,1988) por ser um ensaio de baixo custo, rapido e simples, pois 0 mesmo
utiliza o crustaceo A. franciscana. A letalidade as larvas de Artemia spp. tém
sido amplamente utilizada por estar relacionada com a atividade antitumoral
in vitro e, portanto sendo indicada para avaliacdo preliminar de extratos
vegetais (Anderson, Goeth e Mclaughlin, 1991).

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Principios Ativos da
Amazobnia - LAPAAM — CPPN / INPA. Os ovos das larvas de A. franciscana
(Brine Shrimp Direct, EUA) foram incubados e eclodidos em placas de Petri
em solucao salina (sal marinho sintético Sera, Alemanha) a 35g/L por 48 h
em temperatura ambiente e na presenga de luz artificial (fluorescente). Apos
este periodo, 10 larvas de Artemia franciscana foram transferidas para cada
poco de uma microplaca com volume final 2 mL por pog¢o. As amostras
pesadas foram solubilizadas em DMSO ou Tween, dependendo da
solubilidade da amostra. O teste foi realizado em triplicata e em

concentragao padrao de teste de 500 ug/ mL de amostra em meio de cultura
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(solugdo salina). A atividade foi determinada pela percentagem de
mortalidade (Af%) determinada apds 24 h de incubagao na auséncia de luz.

Os controles negativos foram também feitos em triplicata e consistiam
nas larvas, no solvente usado para solubilizar as amostras (DMSO ou
Tween-80) e meio de cultura, esses preparados na mesma concentragao do
poco experimental.

As amostras que sao consideradas muito ativas, ou seja, Af% > 50
foram testadas em varias diluigdes em concordancia com o método probit de
analise (McLaughlin et al., 1991). Os resultados foram analisados por

regressao linear dos valores probit vs. logaritimo da concentragéo.
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3.8.1.2 Teste da atividade larvicida contra Aedes aegypti

Figura 23. Teste de letalidade frente a Aedes aegypti.

O teste foi realizado por estagiarios do Laboratério de Malaria e
Dengue da CPCS / INPA, sob a orientagdo do Dr. Wanderli Pedro Tadei.

Os ovos de A. aegypti foram incubados e eclodidos em agua potavel
por um periodo de aproximadamente 3 a 4 dias. Apos a eclosado, grupos de
10 larvas (3° estagio) foram transferidos para copos de plastico juntamente
com alimento (composto de farinha de peixe com pé de figado) e 10 mL de
agua destilada.

As amostras foram dissolvidas em DMSO ou agua, de acordo com
sua polaridade, e aplicadas em cada copo. Os testes preliminares foram
realizados numa concentracdo de 500 pg/mL de amostra em meio de
cultura. A atividade larvicida das amostras testadas foi determinada pela
percentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti (Aa%) observada
apos 24 h de incubacéo.

As que sao consideradas muito ativas, ou seja, (Aa% > 50) foram
testadas em varias diluicbes em concordancia com o método probit de
analise (McLaughlin et al, 1991). Os resultados foram analisados por

regressao linear dos valores probit vs. Logaritimo da concentragédo. Para os
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controles positivos e negativos foram utilizados temefés e DMSO,

respectivamente.

3.8.1.3 Testes de atividade antitumoral

Esses testes tiveram o objetivo de verificar a citotoxicidade in vitro das
amostras contra trés linhagens de células tumorais. Essa analise fez parte
de um screening para determinagao do potencial antitumoral das amostras.
Esses testes foram realizados no Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara (UFC), através do convénio entre INPA /
UFC, sob a responsabilidade dos Profs. Drs. Manoel Odorico de Moraes e
Claudia de Oliveira Pessoa, e colaborador Bruno Coelho Cavalcanti.

As linhagens de células utilizadas, MDA-MB435 (mama humano),
HCT-8 (colon humano), SF295 (sistema nervoso humano), foram cedidas
pelo Mercy Children’s Hospital, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab) e 1 % de
antibidticos (penicilina 10.000 U.I. mL / estreptomicina 10 mg / mL), mantidas
em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5 % de CO,, seguido da
observacao do crescimento celular com ajuda de microscopio de inverséo a
cada 24 h.

As amostras foram diluidas em DMSO na concentracado estoque de
20 mg/mL.

A citotoxicidade das substancias foram avaliadas pelo método do 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazdlio (MTT; Mosman,

1983). As células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades nas



120

seguintes densidades: 0,7 x 10° (HCT8), 0.6 x 10° (SF295), 0,3 x 10° (HL60)
e 0,1 x10° (MDA-MB435). As amostras foram incubadas durante 72 horas
em concentragées que variaram de 0,19 a 100 uyg/mL. As absorbancias
foram obtidas com o auxilio de um espectofotdmetro de placa a 550 nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e
respectivos intervalos de confianga a partir da regressao linear no programa
Prism versao 3.0 (GraphPad Software). As substancias foram testadas em
triplicata em dois experimentos independentes. A doxorrubicina e DMSO
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Para analise das amostras, uma escala de intensidade foi utilizada
para avaliar o potencial citotoxico. Amostras sem atividade (SA), com pouca
atividade (PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50 %), com
atividade moderada (MO, inibigdo de crescimento celular variando de 50 a
75 %) e com muita atividade (MA, inibigdo de crescimento variando de 75 a

100 %).
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3.8.1.4 Teste de atividade antimalarica

O teste para atividade antimalarica foi realizado no Instituto de
Medicina Tropical do Amazonas, sob Coordenacao Dr. Pedro Paulo Ribeiro
Vieira e seus colaboradores, com objetivo de avaliar os extratos, fragoes e
alcaldides para inibicdo de cepas de Plasmodium falciparum.

A metodologia utilizada para o cultivo in vitro de P. falciparum foi
modificacdo da técnica desenvolvida por Trager & Jensen (1976), e baseia-
se no desenvolvimento laboratorial dos estagios eritrocitarios desta espécie
parasitaria. Apdés a realizagdo do descongelamento das amostras, os
parasitos foram mantidos a 37°C em garrafas de poliestireno de 25 mL
hermeticamente fechadas, as quais foi adicionada uma mistura de gases
para manter uma micro-atmosfera de baixa tensédo de oxigénio (5 % de O,
5 % de CO; e N, balanceado). Em cada garrafa de cultivo foi adicionada
suspensao de eritrocitos suficiente para a obtengcdo de 500 pL de sangue
parasitado (suspenséo de eritrocitos tipo A" a 5 % (v/v) em um hematdcrito
de 50%) e 4,5 mL de solugdo composta por meio RPMI 1640 suplementado
com 32mM NaHCOj;, 25mM Hepes (CsH1sN2O4S), 12 mM TES (acido
sulfénico-N-tris[hidroximetil]-metil-2-aminoetano), 37 mM hipoxantina, 2 mM
glutamina, 10 mM glicose e 10 % de plasma humano tipo A*. Foram feitas
trocas diarias de meio RPMI suplementado com plasma humano inativado,
sendo a retirada desse meio efetuada por sucgao a vacuo com o auxilio de
uma pipeta Pasteur estéril. Todo o procedimento de descongelamento e
manutencao das culturas realizou-se em ambiente de total assepsia (camara

de fluxo laminar). A adicao de suspensao de hemacias ndo parasitadas em
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periodos de 48 horas foi efetuado, sempre que a cultura apresentou
predominio de esquizontes e/ou parasitemia maior do que 2 %. O
acompanhamento do crescimento parasitario também foi a cada 24 horas,
durante o procedimento de troca do meio de cultura e adicdo da mistura de
gases. A contagem de parasitos viaveis se deu pela observagédo de
estendidos hematoldgicos corados pelo método pandtico. A parasitemia foi
calculada na forma de percentual de formas eritrociticas viaveis observadas
durante a contagem de 1000 hemacias.

O estudo de atividade antimalarica dos alcaléides contra o
Plasmodium falciparum, foi realizado segundo metodologia descrita por
Andrade-Neto et al. (2003) e Rathelot et al. (1995) com pequenas
modificacbes. Primeiramente os parasitas serdo sincronizados para o
estagio trofozoita na forma de anel pelo tratamento com sorbitol (Lambros e
Vanderberg, 1979). Solugdes estoques de cada alcaldide foram preparadas
em DMSO ou etanol em uma concentragéo inicial de 10 mg/mL. Volume de
20 uL de cada solucdo estoque foi transferido para microtubos contendo
meio de cultura RPMI completo. Destes microtubos foram aliquotados 150
ML para cada pogos de microplacas contendo 96 pogos cada. A estes pogos
foram acrescentados 100 uL de sangue parasitado, encerrando um volume
de 250 L, parasitemia de 1 % e uma concentragao inicial de 50 ug/mL.
Controles foram preparados substituindo-se a solugéo estoque por DMSO ou
etanol (controle negativo) ou pelos antimalaricos cloroquina, quinina ou
artemisinina (controle positivo). As placas foram deixadas em repouso na
auséncia de luz direta (para evitar possiveis resultados falso-positivos devido

a geragao de compostos fototdxicos) a 37 °C, em atmosfera a 5 % de CO,, 5
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% de Oz e 90 % de Nz e a atividade antiplasmodial avaliada apo6s 24 h. A
parasitemia em cada pogo determinada pelo exame do esfregago sanglineo
corado pelo método do pandético em microscopio optico, com objetiva de 100
X. A parasitemia foi expressa em porcentagem de formas eritrociticas viaveis
observadas durante a contagem de 3000 hemacias e a inibigdo expressa em
porcentagem (Andrade-Neto et al., 2003; Rathelot et al., 1995).Todos os
ensaios foram realizados em ftriplicata. As concentragbes das amostras
requeridas para reduzir em 50% o crescimento do parasita (Clsg) foram
calculadas por andlise de regressdo linear usando curvas dose-resposta

(Nfit, Texas Galvestone).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagcao da citotoxicidade frente Artemia franciscana e atividade

larvicida contra Aedes aegypti.

Os resultados de citotoxicidade e atividade larvicida para os extratos, fracoes
e alcaldides isolados estdo apresentados na Tabela 12. Para as amostras mais
ativas foram realizados os ensaios em diferentes diluicdes para determinacao da
concentragdo letal mediana (CLsp). O extrato etandlico/NHsOH 1 % de A.
desmanthum (EEAd), sua fragcao cloroférmica faixa pH 8 (2DpH8D) e o extrato
etandlico/NH4OH 1% da A. vargasii (EEAv), bem como suas fragbes cloroférmicas
de pH 8 (2pHV8) e pH 12 (2pHV12) mostraram-se letais para larvas de A.
franciscana e inativos para larvas de Aedes aegypti (Tabela 12).

Os alcaloides 1 (8A3.2.1), 2 (8A3.4.1) e 3 (8D4.2) apresentaram
citotoxicidade frente as larvas de A. franciscana. Para a atividade larvicida em
Aedes aegypti os resultados foram inexpressivos (Tabela 12). Observa-se também
a eficiéncia do fracionamento, pois a citotoxicidade concentrou-se nas fragoes

cloroférmicas, comportamento verificado para as duas espécies em estudo.
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Tabela 12. Bioatividade dos extratos, fracdes e alcaloides isolados de A. desmanthum e A. vargasii
(concentracao de 500 pg / mL).

Espécie Amostra A. franciscana “A. aegypti
% Mortalidade ClLso(ug/ mL) % Mortalidade
A. desmanthum EEAd 84 243 0
a2AcD 0 - 0
2DpH8D 95 120,2 30
2DpH10D 58 X 0
2DpH12D 45 - 12
°2DA1 0 - 0
Alcaldide isolado 8D4.2 100 163,5 23
A. vargasii EEAv 76 3444 15
“2AcV 10 - 10
2pHV8 100 118,1 32
2pHV10 70 X
2pHV12 83 X 16
92VA1 25 -
Alcaldides isolados 8A3.2.1 98 136,6
8A3.4.1 100 130,2

@ 2AcD fragdo acetato de etila; ® 2DA1 extrato aquoso basico.

°2AcV fragdo acetato de etila; ¢ 2VA1 extrato aquoso basico.

“Nao foi efetuado CLso devido a inexpressiva atividade frente A. aegypti.
* nao realizado
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A Tabela 13 apresenta os resultados dos ensaios antitumorais dos extratos,
fragdes cloroférmicas e alcaldides isolados para as duas espécies em estudo.

Tabela 13. atividade antitumoral de extrato, fragcoes e alcaloides isolados.

Espécie Linhagens de Células Tumorais
HCT-8 (%) MDA-MDB435 (%) SF295 (%)

A. desmanthum

EEAd 26 27 19
2AcD 35 18 28
2DpH8D 87 39 90
2DpH10D 27 5 26
2DpH12D 60 72 75
2DA1 30 22 24
Alcaloide isolado 50 68 29
8D4.2
A. vargasii
EEAv 88 82 91
2AcV 31 SA 43
2pHV8 89 87 91
2pHV10 61 63 65
2pHV12 88 82 90
2VA1 31 22 26

Alcaldides isolados

8A3.2.1 90 94 86

8A3.4.1 94 94 91

Legenda: (SA) sem atividade. Concentragéo dos testes: 100 pg / mL.;

MDA-MB435 (mama humano), HCT-8 (célon humano), SF295 (sistema nervoso humano),
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Para o ensaio antitumoral, foi usado o seguinte critério: para atividade alta
uma percentagem a partir de 75-100, moderada de 50 até 75 e pouca atividade
abaixo de 25. O extrato etandlico (EEAv) da A. vargasii apresentou percentagem
de letalidade superior a 80 % para as trés linhagens de células tumorais. Foi
observado o mesmo resultado expressivo para as fragdes cloroformicas 2pHVS,
2pHV10 e 2pHV12. Destaca-se a fragao 2pHV8 ativa para linhagens de células
tumorais (tumor de cdélon e de sistema nervoso), onde isolaram-se os alcaléide 1
(8A3.2.1) e o alcaldide 2 (8A3.4.1) com atividade alta frente a essas linhagens. A
atividade desse extrato pode ser atribuida a presenca desses alcaldides entre
outras substancias. Observou-se pouca atividade para a fracdo aquosa 2VA1 e a
fracdo acetato de etila 2AcV, concluindo-se assim a nao presenga dos
constituintes ativos ou sua baixa concentracdo nas mesmas.

O extrato etandlico (EEAd) de A. desmanthum apresentou letalidade baixa
frente as linhagens tumorais testadas (Tabela 13). A sua fragdo cloroférmica
(2DpH8D) apresentou inibicdo expressiva ao crescimento celular em duas
linhagens de células tumorais. O alcaldide 3 (8D4.2) isolado desse extrato
apresentou atividade citotoxica moderada para duas linhagens de células tumorais
(tumor de mama e célon), e assim, torna-se ser plausivel a existéncia de outros
constituintes, mais ativos, na fracdo 2DpH8D. Também, observou-se pouca
atividade antitumoral para a fragdo aquosa e a fragdo acetato de etila (2DA1 e

2AcD, respectivamente).
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A Tabela 13 apresenta um resumo dos extratos, fracoes e alcaldides testado
para atividade antitumoral utilizando a doxorrubicina e DMSO como controles
positivo e negativo, respectivamente.

Para obtencao da Clsg, as amostras foram incubadas durante 72 horas em
concentragbes que variaram de 0,19 a 100 pg/mL, sendo testadas nas mesmas
linhagens, MDA-MB435 (mama), HCT-8 (cdélon), HL60 (leucemia) e SF295
(sistema nervoso). As duas amostras testadas apresentaram alta toxicidade

celular em todas as linhagens utilizadas nos ensaios (Tabela 14).

Tabela 14. Resultado da avaliagao de Clso em linhagens de células tumorais
para os alcaloides 1 e 2 isolados de A. vargasii

Linhagens celulares

Clso
Amostras HL60 MDA-MB-435 HCT-8 SF295
Alcalside 1 1,52 1,49 0,11 0,31
(8A3.2.1)  (0,93-2,48)  (1,13-1,97) (0,04 —0,31) (0,18 — 0,53)
Alcaldide 2 3,37 4,33 4,19 6,56
(8A3.4.1) (0,56 -20,18) (3,10-6,06) (2,78 —6,32) (4,77 — 9,03)

Para o alcal6ide 3 nao foi realizada a avaliagao de Clsy devido sua moderada

ou pouca atividade nos ensaios preliminares.
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4.3 Atividade antimalarica

Nos ensaios contra Plasmodium falciparum, cepa K1, os alcaldides 1, 2 e 3
foram dissolvidas em separado em DMSO, testadas numa concentragao inicial de
10 pg / mL, com diluicao seriada de 1:10 (7 diluigdes variando de 10 yg a 100 pg /
mL). A microplaca foi incubada por 24 horas a 37 °C. O alcaléide 1 (8A3.2.1)
apresentou a Clsp 18 ng / mL e o alcaldide 3 (8D4.2) a IC5ode 7 ng / mL.

O alcaldide 2 (8A3.4.1), com Clsp 0,18 ug / mL, nédo apresentou atividade tao

expressiva, em comparada com os alcalbides 1 e 3.
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4.4. Identificacao dos alcaldides isolados

4.4.1 Identificagao estrutural do alcaléide 1 (8A3.2.1)

A analise dos espectros de RMN de 'H, RMN de "*C, os bidimensionais
HSQC, COSY, HMBC e NOESY (Tabelas 16, 17, 18 e 19), o espectro de massa
de alta resolugdo com ionizagdo por electrospray, IV e UV, juntamente com a
comparagao com os dados da literatura e analise cristalografica de monocristais,

levaram a identificacédo do alcaloide 1 como elipticina (Figura 24).

Figura 24. Estrutura e sistema de numeragao do alcaldide 1 (8A3.2.1)

segundo sua biogénese (Ahond et al., 1978).
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O alcaldide 1 (8A3.2.1, m = 68,3 mg), isolado da fragao cloroférmica 2pHV8
(secdo 3.6.1.2), caracterizou-se como um cristal, em forma de agulhas, de
coloragado amarelo claro (Figura 25). Sua solubilidade foi observada em mistura de
cloroférmio:metanol (1:1), em CCDC revelou-se positivo para dragendorff
(indicando a presencga de alcaldide), com Rf 0,58 em cloroférmio:metanol (8:2).
ponto de fusdo foi observado na faixa de 311-13 °C. Segundo Pedersen et al.

(2005), o ponto de fusdo para a elipticina na faixa 310-14 °C.

Alcaldide 1

Legenda: perfil cromatografico em CCDC (A) e aparéncia dos cristais (B)

Figura 25. Detalhes da cromatografia e dos cristais do alcaldide

1(elipticina).
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4411 Analise dos espectros de IV e UV do alcaléide 1 (Elipticina)

No UV (Figura 26) observaram-se absor¢gbées em comprimentos de onda
de 233, 332, 381 e 398 nm. Na Tabela 15 tem-se a comparacdo desses dados

com os encontrados na literatura para a elipticina.
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Figura 26 . Espectro de UV na faixa de 200 a 800 nm do alcaldide 1 (elipticina)
em CHCIz: MeOH (1:1).
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Tabela 15. Comparacao dos dados de UV do alcaléide 1 e da elipticina

descrito na literatura.

Alcaldide 1 Literatura*
Amax Nm Amax Nm
233 234
332 322
381 384
398 401

*Fonte: Godwin et al., 1958.

A analise do espectro de IV (Figura 27) mostrou a presenca de uma banda
de absorgao larga na regido de 3429 cm ~', atribuida & vibracdo de deformacgao
axial de heteroatomos que contém grupo N-H. Observaram-se bandas de
absorcdo em 2922 e 2843 cm™ referente & deformacgao axial de C-H de metila. Na
regiao de 1636 cm™' observou-se uma banda de absorcéo atribuida a deformac&o
axial da ligagdo C=C do anel aromatico. Absorgdes fracas na regido entre 1015 e
1054 cm™ referem-se as bandas de deformagao angular no plano de C-H de

hidrocarbonetos aromaticos (Silverstein e Webster, 2000).
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Figura 27. Espectro de |V do alcaldide 1 (elipticina) em pastilha de KBr.
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4.4.1.2 Analise dos espectros de RMN do alcaléide 1 (elipticina).

No espectro integral de RMN de 'H, em campo mais baixo, observou-se a
presenca de sete sinais de hidrogénios referentes ao nucleo inddélico e piridinico
do esqueleto da elipticina (Anexo 1, Tabela 16). O espectro de RMN de C e
DEPT (Anexo 2 e 3, Tabela 17) revelaram a presenga de 17 sinais de carbono,
onde em campo mais baixo, observaram-se sete sinais referentes a carbonos
metinicos (aromaticos) e em campo mais alto, dois sinais referentes a carbonos
metilicos. Pela analise do espectro de HSQC, atribuiu-se os sinais dos hidrogénios
aos sinais de carbonos correspondentes. (Anexo 4 , Tabela 19).

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figura 28) da regiso § 7,2 a 9,4
observaram-se os sinais: um singleto em 6 9,49 com integragao equivalente a um
hidrogénio atribuido ao H-18 do nucleo piridinico, um dubleto (J 7,0 Hz) com
integracdo equivalente a dois hidrogénios centralizado em & 8,26 atribuidos ao
hidrogénio H-3 do nucleo piridinico e ao hidrogénio H-9 do nucleo indol, um
dubleto em 6 7,88 referente ao hidrogénio H-14 (J 7,0 Hz) do nucleo piridinico, um
multipleto em & 7,49-7,52 com integracdo equivalente a dois hidrogénios
referentes aos hidrogénios H-11 e H-12 e um duplo duplo dubleto centralizado

em 6 7,24 que foi atribuido ao hidrogénio H -10 (J 7,5; 6,8; 1,5) do nucleo inddlico.
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H-12 e H-11 (m) H-10 ( ddd; J 7,5; 6,8; 1,5 Hz)

H-3 e H-9 (d J7,0 Hz)

H-14 (d J 7,0 Hz)

H-18 (s)
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9.50 9.00 5.50 5.00 7.80 .00
m oty

Figura 28. Ampliacdo da faixa de § 7,2 a 9,5 do espectro de RMN de "H do

alcaldide 1 (elipticina).
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Analisando a ampliagdo do espectro de HSQC (Figura 29) observaram-se
as principais correlagées entre 'H — '* C "J: o sinal do hidrogénio em & 8,26 (H-9)
com o sinal do carbono em 6 123,8 (C-9), entre o sinal do hidrogénio em & 8,26
(H-3) com o sinal do carbono em & 137,6 (C-3) e entre o sinal do hidrogénio em &

9,49 (H-18) e o sinal do carbono em & 148,3 (C-18).
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Figura 29. Ampliagao da regido aromatica do espectro de HSQC do

alcaldide 1 (elipticina) e algumas correlagoes.
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Observou-se na ampliagéo de 6 7,0 a 8,5 (Figura 30 e na Tabela 18) do
espectro de 'H-'"H COSY (correlagdo dos hidrogénios acoplados) as principais
correlagdes: em orto entre o H-10 (5 7,24) com H-9 (5 8,26) e entre 0 H-14 (5

7,88) e H-3 (5 8,26).

—7.00
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& o
T =

—7.50

R @ ; Iu _
ﬁl @ @@ :—SDD
— 8 i |

— .50
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T

.80 a.00 1480 7.00
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Figura 30. Ampliacdo da regido aromatica do espectro de COSY e algumas

correlagdes do alcaldide 1(elipticina).
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No espectro integral (Anexo 6) e na ampliacdo do espectro de HMBC
(Figura 31 e na Tabela 19) observaram-se as seguintes correlagées °J : o sinal do
carbono em & 124,8 (C—7) do anel pirrol com o sinal do hidrogénio em & 8,26 (H-9)
do anel aromatico do nucleo inddlico, entre o sinal do carbono em 6 123,6 (C-8) e
os sinais dos hidrogénios em & 7,24 (H-10) e o sinal em &7,49-7,52 (H-12).
Observaram-se também as seguintes correlagdes: entre o sinal do carbono em 6
119,5 (C—10) em 2J com o sinal do hidrogénio em § 7,49-7,52 (H-11) e em 3J com
o sinal do hidrogénio em & 7,49-7,52 (H —12), o sinal do carbono em & 127,3 (C—
11) com o sinal do hidrogénio em & 8,26 (H-9), o sinal do carbono em 6 110,7 (C—
12) com o sinal do hidrogénio em 5 8,26 (H-9).

Ainda na ampliacdo do espectro de HMBC (Figura 31), referente ao nucleo
piridinico observaram-se as seguintes correlagdes: entre o sinal do carbono em &
133,4 (C-15) com o sinal do hidrogénio em & 8,26 (H-3), entre o sinal do carbono
em 6 122,2 (C-19) com o sinal do hidrogénio em 5 7,88 (H-14) e entre o sinal do

carbono em 5 137, 6 (C—3) com o sinal do hidrogénio em 6 7,88 (H-14).
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Figura 31. Ampliacdo da regido aromatica do espectro de HMBC do

alcaldide 1 (elipticina) e algumas correlagoes.
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No espectro de RMN de 'H (Anexo 1), verificou-se a presenca de dois
singletos, um em & 3,16 e o outro em & 2,71 (integrais equivalentes a 3
hidrogénios para cada sinal) atribuidos aos de hidrogénios H-21 e H-17,
respectivamente, que correspondem as duas metilas da elipticina. Na analise dos
espectros de RMN de *C (Anexo 2) e DEPT (Anexo 3) observaram-se que 0s
carbonos C-21 (6 14,1) e C-17 (6 11,2) correspondiam a carbonos metilicos.
Observou-se pelo espectro de HSQC (Anexo 4) que o sinal do hidrogénio em &
3,16 (H-21) correlacionava-se diretamente com o sinal do carbono em 6 14,1 (C-
21) e o sinal do hidrogénio em 6 2,71 (H-17) com o sinal do carbono em 5 11,2 (C-
17).

Analisando a ampliagdo do espectro de HMBC (Figura 32) podemos
destacar as seguintes correlacdes 3J e 2J entre os hidrogénios da metila H-21 (5
3,16) com o carbono C-19 (5 122,2), com o carbono C-7 (& 124,8) e com o
carbono C-20 (5 129,0). Também observaram-se correlacdes >J e 2J para os
hidrogénios H-17 (6 2,71) da metila com o carbono C-2 (5 141,9) do nucleo indol,
também com o carbono C-15 (6 133,4) do nucleo piridinico e com o carbono C-16
(5 108,4).

Pela ampliacdo do espectro de NOESY (Figura 33) verificaram-se as
seguintes interagdes: entre os hidrogénios H-21 (6 3,16) e o hidrogénio H-9 (6
8,26) e também com o hidrogénio H-18 (5 9,49) e a interagdo entre os hidrogénios

H-17 (6 2,71) com o hidrogénio H-14 (5 7,88).



142

H-17,C-16 )
115,
H-21, C-19 8
H21,c7 ‘&
H-21,C-20 ()

H-17, C-15 )

I\‘III\|III\|III\|IIH|II\I|II\I|IIII|I\II
iy
[
o

H-17,C2 3

Fppm

ppm F2

Figura 32. Ampliagao da regiao referente as metilas do espectro de HMBC

do alcaldide 1 (elipticina) e algumas correlagoes.
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Figura 33. Ampliacao espectro de NOESY do alcaldide 1 (elipticina) e

atribuicbes de algumas correlagdes.
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Tabela 16. Dados de RMN de 'H do alcaldide 1 (elipticina) e para a elipticina da

Literatura.

N° H

10
11
12
14
17
18
21

Alcaldide 1 (elipticina)
(CDCl3: CD3;0D 500 MHz)

M. Ishikura et al., 2000.
(CD3;0OD 400 MHz)
elipticina (68)

0 (ppm) Multiplicidade J (Hz) O (ppm) Multiplicidade J (Hz)
8,26 1H, d 7,0 8,35 1H.d 7,8
8,26 1H,d 7,0 8,32 1H,d 6
7,24 1H, ddd 7,5,6,8;1,5 7,26 1H, ddd 8,3;6,9;1,5

7,49-7,52 1H,m - 7,45-7,56 1H,m -

7,49-7,52 1H,m - 7,45-7,56 1H,m -
7,88 1H,d 7,0 7,96 1H, dd 6,0; 1,0
2,71 3H,s - 2,79 3H,s -
9,49 1H,s - 9,57 1H,s -
3,16 3H,s - 3,25 3H,s -




145

Tabela 17. Dados de RMN de *C e DEPT do alcaldide 1 (elipticina) e da
literatura para elipticina.

Alcaldide (elipticina) (Ahond et al., 1978)
N°C (CDClj3: CD30D, 125 MHz) elipticina (dg-DMSO, 15,08MHz)
0 (ppm) Multiplicidade o (ppm) Multiplicidade
2 141,9 C 140,4 C
3 137,6 CH 140,9 CH
7 124,8 C 121,9 C
8 123,6 C 123,3 C
9 123,8 CH 123,6 CH
10 119,5 CH 119,1 CH
11 127,3 CH 127,0 CH
12 110,7 CH 110,5 CH
13 143,1 C 142,6 C
14 116,9 CH 115,8 CH
15 133,4 C 132,3 C
16 108,4 C 107,9 C
17 11,2 CH,3 11,8 CH;3
18 148,3 CH 152,9 CH
19 122,2 C 123,3 C
20 129,0 C 123,0 C

21 14,1 CHs 14,2 CHs
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Tabela 18. Correlagdes observadas no espectro de COSY e NOESY do alcaldide

1 (elipticina).
°J Interacdo no espaco 'H-'H

N° H 8 (ppm) Ccosy NOESY

3 8,26

9 8,26

10 724 826(H-9); 7,49-7,52(H11) 8,26(H-9); 7,49-7,52(H11)

11 7,49-7,52

12 7,49-7,52

14 7,88 8,26(H-3) 8,26(H-3)

17 2,71 7,88 (H-14)

18 9,49

21 3,16 ; (H-18) 9,49; 8,26 (H-9):

Tabela 19. Correlacdes observadas no espectro de HSQC e HMBC do alcaléide 1

(elipticina).
N° H HSQC HMBC

8 (ppm) U, 8(HC) 2J,%J ou’J, 8 (H,C)
3 8,26 137,6 (C-3) 116,9 (C-14); 148,3 (C-18); 133,4 (C-15);
9 8,26 123,8 (C-9) 124,8 (C-7); 127,3 (C-11); 143,1 (C-13); 110,7 (C-12)
10 7,24 119,5 (C-10) 110,7 (C-12); 123,6 (C-8); 127,3 (C-11)
11 7,49-752  127,3 (C-11) 119,5 (C-10); 123,8 (C-9); 143,1(C-13)
12 7,49-752  110,7 (C-12) -
14 7,88 116,9 (C-14) 122,2 (C-19); 108,4 (C-16); 137,6 (C-3)
17 2,71 11,2 (C-17) 141,9 (C-2); 133,4 (C-15); 108,4 (C-16)
18 9,49 148,3 (C-18) 122,2 (C-19)
21 3,16 14,1 (C-21) 124,8 (C-7); 129,0 (C-20); 122,2 (C-19)
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4.4.1.3 Anidlise de cristalografia de monocristais de raios-X do alcaléide 1
(elipticina).
A andlise de cristalografia de monocristais, confirmou a identidade do

alcaldéide 1 como elipticina (Tabela 20 e Figura 34).

Figura 34. Representagdes ORTEP e esquematica do alcaldide 1 e com os

atomos identificados.

Tabela 20. Dados de analise de cristalografia para determinagao da elipticina.

Férmula C17 Hia N2
massa molecular 246,30
sistema cristalino monoclinico
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4.4.1.4 Analise do espectro de massas do alcaldide 1 (elipticina).

O espectro de massa por electrospray de alta resolugdo (HR-ESI-MS)
possibilitou a determinagdo da formula molecular do alcaléide 1 em Cq7H14N>
(achado m/z 247,1213 [M+H]",calculado m/z 247,1260). O pico base consistente
com a formula molécula C1eH41N2 (achado m/z 232,0975 [M+H]" , calculado m/z

232,0960) resultante da perda do grupo metila (Figura 35).

nnnnn

247.1213

204.0809

191.0729

240

Figura 35. Espectro de massas por electrospray de alta resolugao do

0 —

300m/z

alcaléide 1 (elipticina).
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4.4.2 Identificagao estrutural do alcaldide 2 (8A3.4.1).

O alcaloide 2 caracterizou-se como um soélido amorfo de coloragdo amarelo
claro com ponto de fusdo 208-10 °C e esta de acordo com os dados relatados por
de Burnell e Casa (1967).

A andlise dos espectros de RMN de 'H , RMN de 'C, os bidimensionais
HSQC, COSY, HMBC e NOESY (Tabelas 22, 23, 24 e 25), o espectro de massa
de alta resolugao por eletrospray, IV e UV, juntamente em comparagdo com 0s
dados da literatura (Azoug et al, 1995; Ishikura et al., 2000) levaram a

identificacao do alcaldide 2 como N-metiltetraidroelipticina (Figura 36).

Figura 36. Estrutura e sistema de numeragao do alcaléide 2 (N-

metiltetraidroelipticina)
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4.4.2.1 Anadlise dos espectros de IV e UV do alcaléide 2 (N-
metiltetraidroelipticina)
Analisando-se o espectro de UV (Figura 37) observaram-se maximos de
absorgdao com comprimentos de onda de 235, 255 e 348 nm. Esses dados estao

descritos na Tabela 21 juntamente com os dados encontrados na literatura para a

N-metiltetraidroelipticina.

o O

soooH |
)

1,000 - L Wl

0,100 —— " -
200,00 800,00 800,00
M

Figura 37. Espectro de UV na faixa de 200 a 800 nm do alcaléide 2 (N-
metiltetraidroelipticina) em CHCls: MeOH (7:3).
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Tabela 21. Comparacao dos dados de UV do alcaldide 2 e da N-
metiltetraidroelipticina da literatura.

Alcaldide 2 Literatura*
Amax NM Amax M
235 239
255 260
348 330

* Fonte: Burnell e Casa, 1967.

O espectro de IV (Figura 38) apresentou uma banda de absorc¢éo larga na
regidao de 3240 cm ~1 atribuida & vibracdo de deformacéo axial de heteroatomos
que contém grupo N-H. Observam-se também uma banda de absor¢ao em 3057,
atribuida a deformacéao axial de C-H de aromaticos e bandas de absor¢ao 2918 e
2847 cm™ referentes & deformacéo axial de C-H de metila. Na regido de 1609 cm’™
observou-se uma banda de absorgao atribuida a deformagéo axial da ligagdo C=C
do anel aromatico. Absor¢des fracas na regido entre 1370 e 1022 c¢cm™ foram
atribuidas a bandas de deformacgao angular no plano de C-H de hidrocarbonetos

aromaticos (Silverstein e Webster, 2000).
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Figura 38. Espectro de IV do alcaldide 2 (N- metiltetraidroelipticina) em pastilhas

de KBr.
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4.4.2.2 Andlise dos espectros de RMN do alcaldide 2 (N-
metiltetrahidroelipticina)

Nas Tabelas 22 e 23 estdo apresentados os dados de RMN de 'H e de
RMN de "*C obtidos para o alcaldide 2 e os dados utilizados como modelos para
comparagao, que foram os alcaldides janetina e tetrahidro-3, 14, 4, 21-elipticina
(Figura 39). As comparagbes dos deslocamentos, integragdes e multiplicidades
permitiram sugerir que o alcaldide 2 (8A3.41) é o alcaldide N-
metiltetraidroelipticina (Figura 36). Vale a pena ressaltar que algumas diferengas
nos deslocamentos quimicos relatados por Burnell e Casa (1967), Azoug et al.
(1995) e Ishikura et al. (2000) podem ser explicadas pelo uso de solventes

diferentes nesses trabalhos.
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Figura 39. Estrutura do alcaléide N-metiltetraidroelipticina e as estruturas

modelos de comparagao para analises de dados de RMN.
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Na faixa entre & 7,0 e 8,5 do espectro de RMN de 'H (Figura 40), observou-
se quatro sinais referentes aos hidrogénios aromaticos H-9 (6 8,17, dubleto, J 7,8
Hz), H-10 (6 7,08, tripleto, J 7,8 Hz), H-11 (& 7,30, tripleto, J 7,8 Hz) e H-12 (5 7,42,
dubleto, J 7,8 Hz), os quais pelo espectro de HSQC (Anexo 11) foram
correlacionados aos carbonos C-9 (6 122,3), C-10 (5 118,4), C-11 (6 124,6) e C-12
(6 110,6), respectivamente. Pela analise da ampliagdo do espectro de COSY
(Figura 41), observaram-se as principais correlagdes °J: entre o hidrogénio H-9 (5
8,17) e o hidrogénio H-10 (5 7,08), entre o hidrogénio H-12 (5 7,42) e o hidrogénio

H-11 (5 7,30) e entre o hidrogénio H-10 (5 7,08) e o hidrogénio H-11 (5 7,30) .

H-12 (,d, J 7,8 Hz)

|

H-9(,d, J7,8 Hz)

H-11(t, J 7,8 Hz),

H-10 (t, J 7,8 Hz),

g.00 7.50 7.00

Figura 40. Ampliagdo da faixa de § 7,0 a 8,5 do espectro de RMN de 'H do

alcaldide 2 ( N-metiltetraidroelipticina).
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Figura 41. Regido aromatica do espectro de COSY e atribuigdo as

correlagdes observadas para N-metiltetraidroelipticina.
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Analisando a ampliagcdo do espectro de HMBC (Figura 42), foi possivel
verificar as principais correlacdes >J: entre o hidrogénio H-11 (8 7,30) e os
carbonos C-9 (6 122,3) e C-13 (6 140,8), entre o hidrogénio H-9 (6 8,17) e o
carbono C-7 (6 120,1) e entre o hidrogénio H-10 (5 7,08) e o carbono C-8 (5

124,1).
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Figura 42. Ampliagao da regido aromatica do espectro de HMBC da

correlagdes observadas para N-metiltetraidroelipticina.
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Ainda no espectro de RMN de 'H (Figura 43 A), observaram-se trés
singletos (6 2,40, 2,59 e 2,70), com integragao equivalente a trés hidrogénios para
cada sinal, referentes aos hidrogénios H-17, H-4" e H-21, respectivamente.
Analisando o espectro de HSQC (Anexo 11) correlacionou-se diretamente o
carbono C-17 (& 12,1) com os hidrogénios H-17 (5 2,40), o carbono C-4’ (5 45,4)
com os hidrogénios H-4’ (5 2,59) e o carbono C-21 (6 14,7) com os hidrogénios H-
21 (6 2,70). Observou-se no espectro de DEPT (Anexo 10) que os carbonos C-17,
C-21 e C-4 correspondiam a carbonos metilicos. O alcaldéide N-
metiltetraidroelipticina (Alcaldide 2) ja havia sido isolado anteriormente de A.
vargasii em trabalho de Burnell e Casa (1967). Fez-se aqui uma comparagao dos
dados obtidos nesse trabalho com a literatura como é mostrado na Figura 43 A e
B, observando-se assim uma similaridade entre os resultados. Vale ressaltar que
nesse trabalho nao foram descritos o solvente utilizado e as especificagdes do

experimento de RMN de "H.
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Figura 43. A Ampliagao da regido de campo alto do espectro de RMN de
'H do alcaldide 2 (500 MHz, CHCl;:MeOH). B Ampliagdo de
campo alto do espectro de RMN de 'H da N-

metiltetraidroelipticina segundo Burnell e Casa (1967).

Ainda no espectro de RMN de 'H (Figura 43 A), em campo alto,

observaram-se um tripleto (J 6,5 Hz) em & 2,82 (integral para dois hidrogénios),
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referente ao hidrogénio H-3, tripleto (J 6,5 Hz) em & 3,04 (integral para dois
hidrogénios), atribuido ao hidrogénio H-14 e um singleto em & 3,79 (integral para
dois hidrogénios) referente ao hidrogénio H-18. Pelo espectro de COSY (Anexo
12) observou-se a correlagao entre o sinal do hidrogénio em & 3,04 (H-14) com o
sinal do hidrogénio em & 2,82 (H-3). O espectro de HSQC (Anexo 11) mostrou a
correlagao direta entre o sinal do carbono em & 52,5 (C-3) com o sinal dos
hidrogénios em & 2,82 (H-3), entre o sinal do carbono em 6 27,3 (C-14) e o sinal
dos hidrogénios em & 3,04 (H-14) e entre o sinal do carbono em 5 56,5 (C-18) e 0
sinal dos hidrogénios em & 3,79 (H-18). Analisando o espectro de DEPT (Anexo
10), verificou-se que os carbonos C-3, C-14 e C-18 correspondiam a carbonos
metilénicos.

Pela analise do espectro HMBC (Anexo 13 e Figura 44) observaram-se as
seguintes correlagdes: entre o sinal do carbono em & 138,7 (C-2) do anel pirrol
com o sinal dos hidrogénios em & 2,40 (H-17), entre o sinal do carbono em & 114,9
(C-16) com o sinal dos hidrogénios em & 2,40 (H-17) e entre o sinal do carbono em
6 120,1 (C-7) com o sinal dos hidrogénios em & 2,70 (H-21). Observaram-se
também as correlagbes: entre o sinal do carbono em 5 122,2 (C-19) com o sinal
dos hidrogénios em 6 2,70 (H-21), com o sinal dos hidrogénios em 6 3,04 (H-14) e
com o sinal dos hidrogénios em & 3,79 (H-18), entre o sinal do carbono em 6 126,3
(C-20) com o sinal dos hidrogénios em 6 2,70 (H-21) e entre o sinal do carbono em
d 52,5 (C-3) com o sinal dos hidrogénios em & 2,59 (H-4’), metila substituinte do

anel piperidinico.
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Figura 44. Regido de 6 100 a 150 espectrode HMBC dae 52,0e4,5¢

algumas correlagdes da N-metiltetraidroelipticina.

Observando a ampliagao espectro de NOESY (Figura 45 e Anexo 14) as

seguintes interagdes no espacgo foram observadas: o sinal dos hidrogénios em &
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2,59 (H-4’) com os sinais dos hidrogénios em & 2,82 e & 3,79 (H-3 e H-18,
respectivamente), entre o sinal dos hidrogénios em & 3,04 (H-14) com o sinal dos
hidrogénios em 5 2,82 e 6 2,40 (H-3 e H-17, respectivamente), entre o sinal dos
hidrogénios em & 3,79 (H-18) com o sinal dos hidrogénios em 6 2,70 (H-21),
interacdes verificadas entre nucleos 1,4 dimetilbenzeno e piperidinico. Observou-
se também a interagao entre o sinal dos hidrogénios em & 2,70 (H-21) e o sinal do
hidrogénio em 6 8,17 (H-9) do anel aromatico do nucleo inddlico, interagdo essa

que reforga a presenga desta metila ligada ao carbono C-20 (5 126,3).
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Figura 45. Espectro de NOESY do alcalbide 2 (N-metiltetraidroelipticina) e

as correlagdes observadas.
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Tabela 22. Dados de RMN de "H do alcaléide 2 (N-metiltetraidroelipticina) e da literatura.

N°H

M. Ishikura et al., 2000.

Alcaldide 2
(CDCl5 - CD;0D 500 MHz) tetrahidﬁocgf‘al,)fzo‘loel\l/:;izc)ina (86)
0 (ppm) Multiplicidade J (Hz) O (ppm) Multiplicidade J (Hz)

2,82 2H, t 6,5 2,88 2H,t 6,0
2,59 3H,s - 1,63 1H,s -
8,17 1H,d 7.8 8,20 1H,d 7,8
7,08 1H, t 7,8 7,20 1H, t 7,8
7,30 1H,t 7.8 7,37 1H, t 7,8
7,42 1H,d 7.8 7,41 1H,d 7,8
3,04 2H, t 6,5 3,20 2H, t 6,0
2,40 3H,s - 2,39 3H,s -
3,79 2H,s - 4,19 2H, s -
2,70 3H,s - 2,70 3H,s -
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Tabela 23. Dados de RMN de "*C do Alcaldide 2 (N-metiltetraidroelipticina) em
comparagao com os dados da literatura para a janetina.

Alcaldide 2 M. Azoug et al., 1995.
(N-metiltetraidroelipticina) (CDClj3: CD30D, 75 MHz)
N°C (CDCl3: CD30D, 125 MHz) janetina (85)
0 (ppm) Multiplicidade O (ppm) Multiplicidade

2 138,7 C 137,9 C
3 52,5 CH, 41,9 CH,
4 454 CH, - -
7 120,1 c 120,9
8 1241 C 123,9 C
9 122,3 CH 120,0 CH
10 118,4 CH 119,1 CH
11 124.,6 CH 125,3 CH
12 110,6 CH 110,5 CH
13 140,8 C 139,8 C
14 27,3 CH, 28,0 CH,
15 128,6 C 130,7 C
16 114,9 C 117,1 C
17 12,1 CH, 12,9 CH;
18 56,5 CH, 23,5 CH,
19 122,2 c 52,4 C
20 126,3 C 132,4 C

21 14,7 CH, 114,7 CH
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Tabela 24. Correlagbes observadas no espectro de COSY e NOESY do alcaléide 2 (N-
metiltetraidroelipticina).

N°H

10
11
12
14
17
18
21

3(ppm)

2,82
2,59
8,17
7,08
7,30
7,42
3,04
2,40
3,79
2,70

2y,%ou?y Interagdo no espago 'H-"H
COSsYy NOESY
H-4’ (2,59)

2,69 (H-21); 7,08 (H-10)

8,17 (H-9) ;7,30 (H-11)

7,42 (H-12); 7,08 (H-10)
7,30 (H-11)
2,82 (H-3) 2,82 (H-3); 2,40 (H-17)

2,59 (H-4"); 2,69 (H-21); 2,82 (H-3)

Tabela 25. Correlagcbes observadas no espectro de HSQC e HMBC do alcaloide 2 (N-
metiltetraidroelipticina).

N° H

10
11
12
14
17
18
21

3(ppm)

2,82
2,59
8,17
7,08
7,30
7,42
3,04
2,40
3,79
2,70

HSQC HMBC
"y %J, 3% ouy

52,5 (C-3) 114,9 (C-16); 56,5(C-18)
45,4 (C-4') 56,5(C-18);52,5(C-3);
122,3 (C-9) 140,8(C-13); 124,6(C-11); 120,1(C-7)
118,8 (C-10) 110,6(C-12); 124,1(C-8)
124.6 (C-11) 140,8(C-13); 122,3 (C-9)
110,6 (C-12) -
27,3 (C-14) 114,9 (C-16); 122,2(C-19); 128,6(C-15); 52,5 (C-3)

(

12,1 (C-17)
56,5 (C-18)
14,7 (C-21)

128,6 (C15); 114,9 (C-16); 138,7 (C-2)
122,2(C-19); 126,3(C-20); 114,9 (C-16); 52,5(C-3); 45,4(C-4")
122,2(C-19); 126,3(C-20);120,1(C-7)
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4.4.2.3 Analise do espectro de massas do alcaldide 2

A Figura 46 apresenta o espectro de massas por electrospray de alta
resolugdo (HR-ESI-MS), no qual foi possivel determinar a formula molecular do
alcaléide 2 em CigHxoN2 (achado m/z 265,1642 [M+H]",calculado para CigHoN,
m/z 265,1659). Alguns picos intensos que sustentam a estrutura do alcaldide 2
s&0 m/z 222,1242 [H+C4sH4sN]" (calculado m/z 222,1280), m/z 236,1381[H+
C17H47N]" (calculado m/z 236,1360) e m/z 234,1234 [H+C4eH13N2]" (calculado m/z

234,1245).

222.1242

236.1381

265.1642

208.1085

234.123.

263.149
219.1001

22B.1272 23f.1419

|

190 200 210 220 230 240 250 260 270 miz

‘ 250.1423
J |

Figura 46 . Espectro de massas por electrospray de alta resolugéo do alcaldide 2

(N-metiltetrahidroelipticina).
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4.4.2 Ildentificagao estrutural do alcaléide 3 (aspidocarpina)

(-

1
«

. ._!11. e
Mty c# ||
n sty
e~ e

Alcaldide 3

Figura 47. Detalhes em CCDC do alcaléide 3 (Aspidocarpina)

O alcaléide 3 (68,5 mg) codificado como 8D4.2, e cujo isolamento foi
descrito na sec¢éo 3.7.1.1, caracterizou-se como um solido cristalino de coloragéao
branca com ponto de fusdo entre 169-171 ‘C. Em CCDC (Figura 47) apresentou
Rf de 0,71 no eluente cloroférmio:metanol (8:2) e revelou em reagente dragendorff
e anisaldeido (coloragdo azul escura). Absorve também no UV, de baixo da
ldmpada com comprimento de onda de 254 nm.

A andlise de espectros de RMN de 'H, RMN de '*C, DEPT, HSQC, HMBC,
NOESY, massas por electrospray de alta resolu¢cado (HR-ESI-MS), IV, UV, analise
cristalografica por difracdo de raios-x, bem como a comparagdo com dados da
literatura , levou a identificagdo do alcaloide 3 (8D4.2, Figura 48) como a

aspidocarpina (37).
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Figura 48. Estrutura e sistema de numeragao do alcal6ide 3 (Aspidocarpina).

4.4.3.1 Analise dos espectros de IV e UV do alcaléide 3 (Aspidocarpina)

O espectro no UV (Figura 49) mostrou maximas de absor¢cdo de A max €m
266, 241 e 224 nm. Esses dados encontram-se comparados com os da literatura

para a aspidocarpina na Tabela 26.
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Figura 49. Espectro de UV na faixa de 200 a 800 nm do alcaloide 3
(aspidocarpina) em CHCls.

Tabela 26. Comparacado com os dados de UV do alcaléide 3 com os

encontrados na literatura para a aspidocarpina.
Alcaléide 3

aspidocarpina*

A max, NM A Max, NM
224 227
241 249
266 263,5
*Fonte: Mclean et al., 1960.
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Figura 50. Espectro de IV do alcaléide 3 (aspidocarpina) em pastilhas de

KBr.

Analisando o espectro de IV pbéde-se observar bandas de absorcdo em
1631 cm™ (deformacdo axial C=0 caracteristica de ligagdo hidrogénio interna na
carbonila amidica), em 2936 cm™ (caracteristica de deformacéo axial de C-H de
metila). As bandas de absorcdo em 1580 e 1463 cm™' sdo caracteristicas de
deformacéao axial das ligagbes C=C de anel aromatico. A banda de absor¢gdo em

753 cm™ evidencia a natureza aromatica da substancia (Figura 50).
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4.4.3.2 Anélise dos espectros de RMN do alcaléide 3 (Aspidocarpina)

Pela ampliagao da regiao de 6 6,6 a 6,8 (Figura 51) do espectro de RMN de
'H péde—se observar um dubleto (J 8 Hz) centrado em § 6,61, com integracédo
equivalente a um hidrogénio, que se atribuiu ao hidrogénio H-9 e um dubleto (J 8
Hz) centralizado em 3 6,69, com integracdo equivalente a um hidrogénio que se
atribuiu ao hidrogénio H-10. Analisando o espectro de HSQC (Anexo 18)
observou-se a correlagéo direta entre o carbono C-9 (6 112,6) com o hidrogénio H-

9 (5 6,61) e o carbono C-10 (5 110,3) com o hidrogénio H-10 (5 6,69).

H-10 (d; J 8Hz)
H
H-9 (d; J 8Hz) 9
H /
10 8
MeO 11 Y, 13 )
11
OH
12'
"
I T T T i I T ¥ T
& PO 6 G50 6600
F2 ppm
6,70 6,65 6,60

Figura 51. Ampliacao da regido de ¢ 6,6 a 6,8 do espectro de RMN de H do

alcalbide 3 (aspidocarpina).



174

Em campo mais baixo, na ampliacdo do espectro de RMN de "H observou-
se um singleto em & 10,95, que foi atribuido O-H (H-12’) , que esta de acordo
com Oliveira, (1999). No espectro integral de RMN de 'H (Anexo 15) observou-se
também um singleto intenso em 6 3,87 (integral para 3 hidrogénios) que foi
atribuido ao hidrogénio H-11’. Pelo espectro de HSQC (Anexo 18) verificou-se que
o hidrogénio H-11" estava correlacionado diretamente com o carbono C-11’ (6

53,7), carbono que também foi confirmado ser metilico pela analise do espectro de

DEPT (Anexo 17).

De acordo com os espectros de RMN de '>C e DEPT (Anexos 16 e 17,
respectivamente) C-11 (5 149,6), C-12 (6 137,7), C-13 (5 127,7), C-8 (6 133,3) e C-
7 (5 52,4) sdo carbonos quaternarios e o C-2 (6 70,5) € metinico . Na ampliagéo do
espectro de HMBC (Figura 52 e Anexo 20) podemos destacar as seguintes
correlacdes °J: entre o carbono C-11 (8 149,6) e os hidrogénios H-11’ (5 3,87),
entre o carbono C-13 (6 127,7) com o hidrogénio H-9 (6 6,61), entre o carbono C-8
(6 133,3) e o hidrogénio H-10 (& 6,69), entre o carbono C-12 (& 137,7) com o
hidrogénio H-10 (5 6,69) e entre o carbono C-7 (6 52,4) com o hidrogénio H-9 (&
6,69). Observaram-se também as correlagdes °J entre o carbono C-12 (5 137,7)
com o hidrogénio H-12’ (5 10,95), hidrogénio do grupo hidroxila e entre o carbono

C -7 (8 52,4) e o hidrogénio H-2 (5 4,06).



175

J_ I8 N M

=100

— L] ] =

H-9, C13 i

g e
i S S H-10, C12 5 !

e bl @ =
pam F1

L] F I T L] T T 1 T 1 1 T 'I 1 1 T L} I 1 L] T 1 I T T 1 1 | o

7.0 610 g0 4.0 a.n 21

apm F2

Figura 52. Ampliagcao do espectro de HMBC da regido aromatica do alcaléide 3

(aspidocarpina) e algumas correlacgoes.
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Os carbonos metilénicos C-3 (6 53,9), C-5 (6 52,7), C-6 (6 39,6), C-14 (5
23,2), C-15 (6 34,3), C-16 (5 25,4), C-17 (5 21,8) e C-19 (8 30,3) foram atribuidos
pela analise do espectro de DEPT (Anexo 17) e seus respectivos hidrogénios pela
analise do espectro de HSQC (Anexo 18 e Tabela 30).

Analisando a ampliacdo do espectro de RMN de 'H (Figuras 53 e 54)
observaram-se os sinais: um duplo-duplo-dubleto J 9,0; 9,0; 2,0 Hz em & 3,12
(integral equivalente a um hidrogénio,) atribuido ao hidrogénio H-5a, um dubleto J
13,5 Hz centralizado em & 3,04 (integral para um hidrogénio) atribuido ao
hidrogénio H-3a (para hidrogénios H-5a e H-3a foram sugeridas as atribui¢cdes
devido a proximidade ao par de elétrons do nitrogénio N-4), um dubleto J 9,0 Hz
em d 2,26 (equivalente a um hidrogénio) atribuido ao hidrogénio H-58, um duplo-
dubleto J 13,5; 3,5 Hz em 6 1,71 (integral para um hidrogénio) atribuido ao
hidrogénio H-17B, um dubleto em 6 1,14 J 13,5 Hz (equivalente a um hidrogénio)
atribuido ao hidrogénio H-14f3, um duplo-dubleto em & 1,09 J 13,5; 4,5 Hz (integral
para um hidrogénio) atribuido ao hidrogénio H-15p, um duplo quarteto J 14,0; 7,0
Hz em 6 0,86 (com integral para um hidrogénio) atribuido ao hidrogénio H-19A e
outro duplo quarteto J 14,0; 7,0 Hz em & 1,38 (com integral para um hidrogénio)
que foi atribuido ao hidrogénio H-19B. Os hidrogénios H-3p, H-17A, H-14a, H-15q.,
H-6a, H-6p e H-16A e H-16B foram observados como multipletos (Tabela 28).
Ainda na ampliacdo do espectro de RMN de "H e no espectro integral (Figura 54 e
Anexo 15) também observaram-se um tripleto J 7,5 Hz em & 0,64 (integral para

trés hidrogénios) atribuido aos hidrogénios H-18, um singleto em & 2,32 (integral
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para trés hidrogénios) atribuido aos hidrogénios H-23, um duplo dubleto J 11,0;
6,0 em & 4,06 (integral equivalente a um hidrogénio) atribuido ao hidrogénio H-2 e
um singleto em & 2,23 (integral equivalente a um hidrogénio) atribuido ao

hidrogénio H-21.

H-58 (d J 9.0 Hz)

A
( H-6a, H-14a; H-3p (m)
llf P A H-17B (dd J 13,5; 3,5 Hz)
; H-168 (m)
1]
J\
|I !\/
i
Fi ppm ) hic 13']

Figura 53. Ampliagao da regiao de & 1,68 a 2,26 do espectro de RMN de

'H do alcaldide 3 (aspidocarpina) e atribuicdes dos sinais.
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Figura 54. Ampliacao da regido de 6 0,60 a 3,20 do espectro de RMN de 'H do

alcaldide 3 (aspidocarpina) e atribuigdes dos sinais.
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No espectro de COSY (ampliagdo na Figura 55) destacam-se as seguintes
correlagdes °J: entre o hidrogénio H-14p (5 1,14) com os hidrogénios H-3p e H-
150 (6 1,93-2,08 e 1,46-1,68, respectivamente), entre o hidrogénio H-53 (6 2,26) e
o hidrogénio H-6p (6 1,46-1,68), entre o hidrogénio H-2 (6 4,06) com os
hidrogénios H-16A e H-16B (61,46-1,68 e1,82-1,89, respectivamente) e entre o

hidrogénio H-17A (61,46-1,68) e o hidrogénio H-16B (561,82-1,89).
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Figura 55. Ampliacdo da regido alifatica do espectro de COSY do alcaldide 3

(aspidocarpina) e de algumas correlagdes.
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Pela ampliagcdo do espectro de HMBC (Figuras 56a e 56b) pode-se
perceber as principais correlagdes: entre o hidrogénio H-5a (6 3,12) com o
carbono metinico C-21 (6 70,9), entre o hidrogénio H-21 (5 2,23) e os carbonos
C-19 (6 30,3), C-14 (5 23,2), C-3 (5 53,9) e C-2 (6 70,5), entre o hidrogénio H-2 (5
4,06) e os carbonos C-7 (6 52,4), C-6 (6 39,6), C-13 (127,7) e entre os

hidrogénios H-23 (5 2,32) e o carbono C-22 (5 169,5).
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Figura 56a. Ampliagdes do espectro de HMBC da regido alifatica do

alcaldide 3 (aspidocarpina) e algumas correlagoes.
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Figura 56b. Ampliagdes do espectro de HMBC da regido alifatica do

alcaldide 3 (aspidocarpina) e algumas correlagoes.
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Analisando a ampliacdo do espectro de NOESY (Figura 57 e Anexo 21)
destacam-se algumas interagées : entre o hidrogénio H-21 (6 2,23) e os
hidrogénios H-15a (8 1,46-1,68), H-5a (8 3,12), H-3a (8 3,04) e H-9 (5 6,61), entre
o hidrogénio H-14a (5 1,93-2,08) e o hidrogénio H-15a (6 1,46-1,68), entre o
hidrogénio H-9 (5 6,61) e o hidrogénio H-5a (5 3,12) e entre o hidrogénio H-58 (&
2,26) e o hidrogénio H-6a (61,93-2,08), reforcando assim as atribuigbes verificadas

anteriormente.
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Figura 57. Ampliagcado do Espectro de NOESY da Regiédo alifatica do

alcaldide 3 e algumas correlagdes.
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4.4.3.3 Analise do espectro de massas do alcaléide 3

A Figura 58 apresenta o espectro de massas por electrospray de alta
resolugcao (HR-ESI-MS), no qual foi possivel determinar a formula molecular do
alcaldide 1 em CxH3N.O3 (achado m/z 371,2351[M+H]*, calculado para
C22H30N203 m/z 371,2320). Alguns picos intensos que sustentam a estrutura do
alcaldide 3 s@o m/z 124,1120 [CgH14N]" (calculado m/z 124,1120), m/z 189,0870
[C13H19N]" (calculado m/z 189,0950) e m/z 152,0714 [C1oH1gN]* (calculado m/z

152,0780).

124 1120

180 0878

1760720

371,2351
2041023

1520714

284 1653

287 1616
EILE 3292734

L ;LJJ M s

50 100 150 200 250 300 350 40|

98,1006

Figura 58. Espectro de massas por electrospray de alta resolugao do

alcaldide 3 (aspidocarpina).
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4.4.3.4 Analise de cristalografia de monocristais de raios-X da Aspidocarpina

A analise de cristalografia de monocristais (Figura 59 e Tabela 27)
confirmou as atribuigdes feitas pelos espectros de RMN uni e bidimensionais feitas

anteriormente para a identificagao do alcaléide 3 como aspidocarpina.

Figura 59. Representagcdes ORTEP e esquematica da estrutura da

aspidocarpina com os atomos identificados.

Tabela 27. Dados de analise de cristalografia para determinagao da aspidocarpina (37)

Formula sz H30 N2 03
Massa molecular 370,48
Sistema cristalino ortorrbmbico




Tabela 28. Dados de RMN de "H do alcaléide 3 (Aspidocarpina) e da Literatura.
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N° H

3a
3p
5a
Sp
6o

6p

10
140
148
150
158
16A
16B
17A
17B

18
19A
19B

H-21
H-23
H-11°
H-12°

Alcaldide 3 (aspidocarpina)

(CDCly , 500 MHz)

Mclean et al., 1986
(CDCl3 400 MHz)
aspidocarpina

d (ppm)
4,06

3,04
1,93-2,08
3,12
2,26
1,93-2,08
1,46-1,68
6,61
6,69
1,93-2,08
1,14
1,46-1,68
1,09
1,46-1,68
1,82-1,89
1,46-1,68
1,71
0,64
0,86
1,38
2,23
2,32
3,87
10,95

Multiplicidade
dd

d
m

ddd

3 o 3 o o 3 3 o

3 &

3

dd

dq
dq

J (Hz)
11;6

13,5
9:9;2
9

© 0o

13,5

13,5; 4,5

13; 3,5
7,5
14,7
14;7

d (ppm)
4,07

3,04
1,98
3,12
2,27
2,04
1,57
6,61
6,69
1,72
1,53
1,65
1,11
1,52
1,86
1,15
2,00
0,63
0,93
1,44
2,25
2,33
3,88
10,98

Multiplicidade
dd

dm

J (Hz)
11:6

12
12;4

12
12
12;4
12;4

12
12;4
7,5




Tabela 29. Dados de RMN de *C e DEPT do alcaldide 3 e da literatura .

188

N°C

Alcaldide 3 (aspidocarpina)

(CDCl3, 125 MHz)

Mclean et al., 1986
(CD3;0OD 100 MHz)
aspidocarpina

d (ppm)

70,5
53,9
52,7
39,6
52,4
133,3
112,6
110,3
149,6
137,8
127,7
23,2
34,3
254
21,8
6,99
30,3
35,7
70,9
169,5
22,9
53,7

Multiplicidade

CH
CH,
CH,
CH,

CH
CH

@)

CH,
CH,
CH,
CH,
CH;
CH,

CH

CHs
CHs

o (ppm)

70,2
53,7
52,4
39,3
52,2
133,1
112,3
110,0
149,3
137,4
127,5
21,5
34,0
25,1
21,5
6.76
30,0
35,4
70,6
169,3
22,6
56,4

Multiplicidade

CH
CH,
CH,
CH,

CH
CH

(@)

CH,
CH,
CH,
CH,
CH;
CH,

CH

CHs
CHs
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Tabela 30. Correlagbes observadas no espectro de HSQC e HMBC do alcaldide 3.

N°H

3a
3p
5a
5p
6a

6p

10
14a
143
15a
158
16A
16B
17A
17B

18
19A
19B

21

23
11
12

d (ppm)

4,06
3,04
1,93-2,08
3,12
2,26
1,93-2,08
1,46-1,68
6,61
6,69
1,93-2,08
1,14
1,46-1,68
1,09
1,46-1,68
1,82-1,89
1,46-1,68
1,71
0,64
0,86
1,38
2,23

2,32
3,87
10,95

HSQC HMBC
J 24 3%Jou?y
70,5 (C-2) 39,6 (C-6); 133,3 (C-8); 52,4 (C-7); 127,8 (C-13)
53,9 (C-3) -
52,7 (C-5) 52,4 (C-7); 70,92 (C-21)
39,6 (C-6) 70,5 (C-2); 52,4 (C-7)
112,6 (C-9) 52,4 (C-7); 127,8 (C-13); 149,6 (C-11)
110,3 (C-10) 133,3 (C-8); 149,6 (C-11); 137,8 (C-12); 112,6 (C-9)
23,2 (C-14) -
34,3 (C-15) -
23,2(C-14); 35,7(C-20)
25,4 (C-16) -
21,8 (C-17) -
6,99 (C-18) 30,3 (C-19); 35,7(C-20)
30,3 (C-19) 6,9 (C-18); 23,2(C-14); 35,7(C-20); 70,9(C-21)
6,9 (C-18); 35,7(C-20); 70,9(C-21)
70,9 (C-21) 53,9 (C-3); 133,3 (C-8); 70,5 (C-2); 23,2(C-14); 30,3 (C-19);
35,7(C-20)
22,9 (C-23) 169,5 (C-22)
53,7 149,6 (C-11)

149,6 (C-11); 137,8 (C-12)
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Tabela 31. Correlacdes e interacdes observadas no espectro de COSY e NOESY do Alcaldide 3

respectivamente.
N°H COSY NOESY
5 (ppm) 2J,%Jouy Interagdo no espago 'H-'H
2 4,06 - -
3a 3,04 - -
3B 1,93-2,08 - H-3a (3,04)
5a 3,12 - H-21 (2,23)
58 2,26 H-50(3,12) H-50. (3,12)
6o 1,93-2,08 H-50(3,12); H-5B (1,93-2,08) H-5a (3,12)
68 1,46-1,68 H-5 (1,93-2,08) H-60: (1,93-2,08); H-5 (2,26)
9 6,61 - H-21 (2,23); H-5a (3,12)
10 6,69 - H-11' (3,87)
11 - -
12 - -
14a 1,93-2,08 3,04 (H-3a) -
148 114 H-140 (1,93-2,08); 3B (1,93-2,08): H-3B (1,93-2,08); H-16B (1,82-1,89);
H-150(1,46-1,68) H-17B (1,71)
150, 1,46-1,68 - H-21 (2,23);H-14a (1,14)
158 1,09 H-17B(1,71) H-150. (1,46-1,68)
16A  1,46-1,68 4,06 (H-2) H-16B (1,82-1,89); H-17B (1,71)
168 1,82-1,89 4,06 (H-2) H-2 (4,06); H-23 (2,32)
17A 1,46-1,68 1,82-1,89 (H-16B);H-17B(1,71) -
17B 1,71 ; H-23 (2,32)
18 0,64 0,86 (H-19A); 1,38 (H-19B)  H-21 (2,23); H-150. (1,46-1,68); H-19B (1,38); H-
19A (0,86)
19A 0,86 1,38 (H-19B) H-21 (2,23); H-19B (1,38)
19B 1,38 - -
21 223 . 30 (3,04)
23 2,32 - H-2 (4,06)
11 3,87 - -

12’ 10,95 - -
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5. CONCLUSAO

Os extratos etandlicos das duas espécies e as fragbes provenientes do
fracionamento acido-base, apresentaram atividade frente as larvas Artemia
franciscana, destacando-se as fragbes cloroférmicas 2pHV8 (A. vargasii) e
2DpH8D e (A. desmanthum). Pouca atividade frente as de A. aegypti para os
extratos e fragdes.

Foram isolados da fragado 2pHV8 elipticina (68) e N-metiltetraidroelipticina
(75). Da fracdo 2DpH8D foi isolado aspidocarpina (37).

Nos testes bioldgicos, os alcalbdides elipticina e N-metiltetraidroelipticina
mostraram-se ativos frente as larvas de A. franciscana, e apresentaram alta
atividade antitumoral em trés linhagens de células (mama, cdélon e sistema
nervoso). O alcaldide aspidocarpina apresentou atividade antitumoral moderada e
alta letalidade frente as larvas de A. franciscana, nao havendo relato na literatura
para essas atividades.

Quanto a atividade antimalarica frente a Plasmodium falciparum, os
alcaldides elipticina e aspidocarpina apresentaram-se ativos, para o alcaldide N-

metiltetraidroelipticina verificou-se baixa atividade. Para o alcaldide aspidocarpina,
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poucas literaturas foram encontradas, o que demonstra nenhuma descricdo
quanto a sua atividade bioldgica.

Este trabalho relata atividade antimalarica inédita para os trés alcaldides
isolados (elipticina, N-metiltetraidroelipticina e aspidocarpina), bem como o
primeiro relato de anadlise cristalografica e atividade antitumoral para o alcalbide

aspidocarpina.
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Anexo 2. Espectro de RMN de "°C de 125 MHz em CDCls: CDs0D (1:1) do alcaldide 1 (elipticina).
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Anexo 4. Espectro de HSQC em CDCls: CDsOD (1:1) do alcaldide 1 (elipticina).
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Anexo 5. Espectro de COSY em CDCIs: CD30D (1:1) do alcaldide 1 (elipticina).
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Anexo 8. Espectro de RMN de "H de 500 MHz em CDCls: CD30D (7:3) do alcaldide 2 (N-metiltetraidroelipticina).
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Anexo 9. Espectro de RMN de "*C de 125 MHz em CDCls: CD;0D (7:3) do alcaldide 2 (N-metiltetraidroelipticina).
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Anexo 10. Espectro de DEPT de 125 MHz em CDCl3: CD30D (7:3) do alcaloide 2 (N-metiltetraidroelipticina).
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Anexo 11.
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Espectro de HSQC em CDCl;: CD3sOD (7:3) do alcaloide 2 (N-metiltetraidroelipticina).
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Anexo 12. Espectro de COSY em CDCl3: CD30D (7:3) do alcaloide 2 (N-metiltetraidroelipticina).
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Anexo 13. Espectro de HMBC em CDClz: CD3OD (7:3) do alcaldide 2 (N-metiltetraidroelipticina).
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Anexo 16. Espectro de RMN de *C de 125 MHz em CDCls do alcaldide 3 (aspidocarpina).
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Anexo 17. Espectro de DEPT 135 de 125 MHz em CDCI; do alcaldide 3 (aspidocarpina).
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