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RESUMO

Representando cerca de 20% de todos os Produtos Naturais, os alcaloides séo considerados
substancias com notorias propriedades bioldgicas e notavel diversidade estrutural, sendo
muitas vezes considerados marcadores quimiotaxonémicos para muitas espécies de plantas,
incluindo a espécie alvo de nosso estudo, Aspidosperma versbascifolium pertencente a
familia Apocynaceae. O presente trabalho teve por objetivo realizar a identificacdo dos
constituintes quimicos de um espécime de Aspidosperma verbascifolium ocorrente no
Cerrado de Mato Grosso do Sul por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos e espectrometria de massas sequencial (CLAE-DAD-
EM/EM), bem como o isolamento, purificagdo e caracterizacdo dos principais metabdlitos
secundarios presentes nas cascas e folhas desta espécie, visando a avalicdo de suas
propriedades antiproliferativas. O isolamento, purificacdo e caracterizacdo dos alcaloides
copsanol-N-6xido, copsanona-N-0xido, copsinina-N-oxido e 5,22-dioxocopsano, alem de
B-sitosterol, estigmasterol, quercetina, kaempferol, cafeato de metila, &cido 5-O-
cafeoilquinico, etil-B-D-glucopiranosideo, &cido protocatecuico e 3,4-di-hidroxibenzoato de
etila, estdo sendo descritos pela primeira vez nesta espécie. Os alcaloides copsanol, 5-
oxocopsanol e copsanona, descritos anteriormente nessa espécie, também foram isolados e
identificados no presente trabalho. Suas estruturas foram caracterizadas com base na
analise CLAE-DAD-EM/EM e nos respectivos espectros de RMN de *H e de **C uni- e
bidimensionais e por comparacdo com dados descritos na literatura. Por meio da analise
por CLAE-DAD-EM/EM das fases alcaloidicas cloroférmicas provenientes dos extratos
etandlicos das folhas e cascas, foram identificadas 13 substancias das folhas e 9 substancias
das cascas. Para a avaliacéo in vitro da atividade antiproliferativa, sete diferentes linhagens
de células neoplasicas foram testadas. Os ensaios revelaram potente atividade citotoxica
frente as linhagens testadas, de modo que se mostraram promissores inibidores de tumores.
Dentre o0s extratos brutos, o das cascas foi 0 que apresentou melhor atividade. Para as fases
alcaloidicas, a da casca foi a que apresentou melhor atividade inibitoria, principalmente
frente a células de ovario e leucémicas, nesta ultima com uma alta seletividade. Frente as
celulas leucémicas, todas as amostras apresentaram valores de Glsy menores que 30 pg/mL,
destacando se a fase acetato de etila das folhas proveniente da extracdo acido base da

mesma, que também se mostrou fortemente ativa frente as linhagens de rim e ovario e com



alta seletividade. A viabilidade dos alcaloides isolados como futuro quimioteratipo esta
sendo testada, porém pode-se ressaltar que compostos alcaloidicos sdo uma importante
classe de agentes bioativos, sendo esta atividade associada ao alto teor de alcaloides

encontrados nessas fragoes.

Palavras-chave: Aspidosperma verbascifolium, alcaloides, atividade citotoxica, CLAE-
DAD-ESI-Q-TOF-EM/EM



ABSTRACT

Representing about 20% of all Natural Products, alkaloids are considered compounds with
notorious biological properties and considerable structural diversity, being often considered
chemotaxonomic markers for so many species, including the aim specie of our study,
Aspidosperma versbascifolium wich belongs to Apocynaceae family. The actual work had
as objective performing the identification of chemical constituents from an Aspidosperma
verbascifolium specimen occurring in vegetation of Brazilian interior in Mato Grosso do
Sul by high performance liquid chromatography coupled to diode arrangement detector and
sequential mass spectrometer (HPLC-DAD-MS/MS), as well as the isolation, refinement
and characterization of the major secondary metabolits presents in bark and leaves of that
specie, aiming the valuation of their antiproliferative properties. The isolation, purification
and characterization of the alkaloids kopsanol-N-oxide, kopsanone-N-oxide, kopsinine-N-
oxide and 5,22-dioxokopsane, besides [B-sitosterol, stigmasterol, quercetin, kaempferol,
methyl caffeate, 5-O-caffeoylquinic acid, ethyl-pB-D-glucopyranoside, protocatechuic acid
and ethyl 3,4-dihydroxybenzoate, are being described for the first time in this specie, the
alkaloids, kopsanol, 5-oxokopsanol and kopsanone, previously described in this specie,
were also isolated and identified in the present work. Their structures had being
characterized on the basis of their HPLC-DAD-MS/MS analysis and the respective *H-
NMR and **C uni- and bidimensional spectra and by comparison with data described in
literature. Through analysis of alkaloids cloroformic phases by HPLC-DAD-MS/MS
coming from ethanolic extracts of bark and leaves, 13 substances had been identifyed from
leaves and 9 from bark. For in vitro evaluation of antiproliferative activity, seven differents
neoplasic cells lineage had been tested. The assays revealed potent cytotoxic activity
against the tested lines so that a promising tumor inhibitor is shown. Among the crude
extracts, one from bark had presented the best activity. For the alkaloid phases, the bark
showed the best inhibitory activity, mainly against ovary and leukemic cells, in the latter
with a high selectivity. In contrast to the leukemic cells, all samples presented GI50 values
lower than 30 pg / mL, highlighting the fact that the ethyl acetate phase of the leaves from
the base acid extraction of the leaves was also strongly active against the kidney and ovary
lines and with high selectivity. The viability of isolated alkaloids as a future
chemotherapeutic agent is being tested. However, it is possible to emphasize that alkaloid
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compounds are an important class of bioactive agents, being this activity associated to the
high alkaloid content found in these fractions.

Keywords: Aspidosperma verbascifolium, alkaloids, cytotoxic activity, HPLC-DAD-
ESI-Q-TOF-MS/MS
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de Produtos Naturais pela humanidade data desde tempos remotos,
seja na busca por alivio e cura de doencas, ou mesmo no uso de venenos naturais como
o veneno de Hemlock, extraido da espécie vegetal Conium maculatum para a execugdo
de prisioneiros durante o império grego, em técnicas utilizadas pelos egipcios para a
conservacao de mumias, na medicina tradicional chinesa com seus preparados vegetais
ou mesmo na comercializacdo de especiarias durante o século XVI, como o pau-brasil
(Cesalpinia echinata), do qual era obtido um corante de cor vermelha utilizado para
tingir roupas (Viegas Jr e Bolzani, 2006).

O profundo aprendizado vindo destas diferentes civilizagcdes influenciou de
forma significativa a pesquisa em Produtos Naturais, incentivando a busca por
substancias com propriedades toxicas e/ou medicamentosas presentes nas plantas. A
primeira droga a ser investigada quimicamente foi o 6pio, obtida dos bulbos da papoula,
Papaver somniferum (Papaveraceae) (Duarte, 2005), utilizada ha séculos devido as suas
propriedades soporiferas (Viegas Jr e Bolzani, 2006), analgésicas (Barreiro e Bolzani,
2009) e narcoticas (Smith, 2007). A morfina (1) foi o primeiro alcaloide a ser isolado do
Opio em 1806, por Sertlrner, farmacéutico aleméo que trabalhou no isolamento de seus
principios ativos (Roberts e Wink, 1998).

1)

Aproximadamente 15 anos ap0s sua descoberta, a mesma passou a ser

comercializada em paises Europeus e na América do Norte (Booth, 1998) e
posteriormente, serviu como modelo para inGmeras modificagbes estruturais
importantes, que culminaram no desenvolvimento de varios derivados semi-sintéticos.
Pode-se citar, por exemplo, a heroina (2) (diacetilmorfina) (Corbett, 1966), utilizada
como medicacdo por volta de 1898 para substituir a morfina (1) em pacientes com

problemas pulmonares (Pais, 2011) e considerada um analgésico poderoso, tendo sido
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retirada de circulagdo como farmaco 12 anos ap0s, devido a sua capacidade de causar
dependéncia (Cohen, 1969).

)
Outro agonista opioide semi-sintético importante é¢ a hidromorfona (3),
sintetizado na Alemanha em 1921 (Garcia et al., 2010) e empregado como opg¢&o ao uso

da morfina em casos de dor cronica (Rizzo et al., 2010).

3)

Conhecida e utilizada ha milénios por médicos Babil6nios, devido as suas

caracteristicas terapéuticas contra espasmos, tosse e asma, a beladona (Atropa
belladona) (Barraca, 1999), conhecida também como bela-dama e erva-envenenada
(Silveira, 1992), apenas em 1831 seu componente principal, conhecido como atropina
(4), foi isolado por Mein, quimico alemdo (Corréa, 1926.; Martinez et al., 2009). Este
alcaloide psicoativo alucindgeno e tdxico (Martinez et al., 2009) funciona como agente
anticolinérgico, atuando diretamente no sistema nervoso central (Correia, 2005).
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O
(4)

Amplamente estudada, devido a producdo de alcaldides bisindolicos encontrados
em suas folhas, utilizados no tratamento de varios tipos de canceres e diabetes (Sing et
al., 2001.; Noble, 1990) e também por possuirem propriedades tranquilizantes e anti-
hipertensivos (Verpoorte et al., 1997), a espécie Catharanthus roseus foi fundamental
para a retomada do interesse das industrias farmacéuticas na area dos Produtos Naturais
(Pinto, 2002), que durante o final da primeira metade do século XX, centralizou-se
apenas no estudo dos metabdlitos secundarios e suas possiveis atuacdes nas plantas.
Somente apo6s o isolamento da vimblastina (5) em 1934 pelo Doutor Robert Laing
Noble e da vincristina (6), identificada em 1954 pelo Doutor Beer e a equipe do Doutor
Noble, substancias ativas principalmente no tratamento de cancer (Viegas Jr et al.,
2006), o interesse em Produtos Naturais foi recuperado. Até hoje a vimblastina (5) €
usada para o combate da leucemia, podendo ser utilizada no tratamento de outros tipos
de canceres (Simdes, 2007). Posteriormente, estudos constataram a presenca nas partes
aéreas de C. roseus de mais de 100 alcaloides indo6licos monoterpénicos, sendo a
catarantina (7) e a vindolina (8) os mais abundantes (Moreno et al., 1996). Os alcaloides
monoméricos serpentina (9) (tranquilizante) (Verpoorte et al., 1997) e ajmalicina (10)
(anti-hipertensivo e perturbacGes circulatérias) (Moreno et al., 1996) também foram

identificados.
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Apesar do uso pelo homem de plantas contendo alcaloides para a producéo de
muitos medicamentos, pocdes, chas e venenos datar de mais de 4 mil anos antes da era
cristd (Almeida, 2007), e praticamente confundir-se com a prépria histéria do homem,
apenas no inicio do século XIX se conseguiu isolar algumas destas substancias. Na
época se determinar a estrutura quimica dos alcaloides era uma tarefa dificil. Fato de
grande importancia historica e que veio a contribuir na investigacdo desses compostos
seria a sintese, pois os métodos utilizados até entdo levavam, apenas, a determinagédo
parcial de suas estruturas. A coniina (11), principal componente da cicuta (Conium
maculatum) isolado em 1827, tornou-se o primeiro alcaloide a ser sintetizado (Mann,
1987). Este acontecimento deu-se em 1886 e o cientista responsavel foi Albert
Ladenburg. Muitos anos se passaram até a estrutura deste alcaloide ser determinada, o
mesmo ocorreu a outros. Por exemplo: a nicotina (12), isolada das folhas de tabaco
(Nicotiana tabacum) em 1828 por Posselt e Reiman (Goodman & Gilman, 2005) s6 foi
sintetizada em 1904 (Oliveira et al., 2011); a quinina (13), alcaloide com extrema
atividade contra a malaria, isolada em 1820 por Pelletier e Caventou e sintetizada em
1944 (Oliveira e Szczerbowski, 2009); a morfina (1), isolada em 1806 por Serturner, foi
sintetizada em 1952 por Gates & Tschude (Barreiro, 1990; Calixto & Siqueira Jr, 2008)
e a estriquinina (14), isolada em 1818 por Pelletier e Caventou das sementes da
Strychnos nux-vomica L. (noz-vomica) (Costa, 2010), foi sintetizada em 1954 por R. B.
Woodward (Correia, 2002).

N y, w /\ CH

(11)

3
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(13) (14)
Consideradas fontes nobres de moléculas para o tratamento de vérias doencas,

as plantas além de seu uso popular com finalidade terapéutica tém contribuido de forma
eficaz para a obtencdo de varios farmacos ao longo dos tempos e representam cerca de
25% de todos os medicamentos disponibilizados no mercado, sejam eles isolados,
produzidos por semi-sintese (Foglio, 2006) ou servindo de modelos estruturais para
sintese (Pinto et al., 2002). Muitos sdo utilizados até hoje clinicamente, podendo-se
citar a vincristina (6) ja mencionada. Também destaca se a emetina (15), isolada de
Psychotria ipecacuanha, conhecida por suas propriedades eméticas (Teixeira et al.,
2012).

Flavonoides de relevante acdo analgésica (Filho & Yunes, 1998), rutina (16) e
quercetina (17), e a cafeina (18), isolada, por exemplo, de Coffea arabica (café) e
utilizada como estimulante. De importancia atualmente, podemos mencionar o
paclitaxel (taxol) (19), anticancerigeno (Filho e Yunes, 1998) isolado da espécie

vegetal Taxus brevifolia (Souza, 2004).

OH

OH
OH

07 “OH™CH,

(15) (16)
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(19)

Representando em torno de 20% de todos os Produtos Naturais conhecidos
(Farnsworth, 1990) e presentes em boa parte dos farmacos utilizados clinicamente e na
medicina tradicional, os alcaloides representam ainda um papel de suma importancia
nos vegetais, principalmente funcionando como defesa contra predadores, em especial
mamiferos herbivoros, devido a sua toxicidade geral (Yamada, 2004.; Larcher, 2000).
Estes dados tornam fundamental na realizacdo de estudos mais aprofundados sobre essa

rica classe de metabolitos secundarios.

1.1 A familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das maiores e mais
importantes fontes vegetais com utilidade terapéutica na medicina moderna. Descrita
inicialmente por Antoine Laurent de Jussiaeu em 1789, teve um aumento de seu
namero de géneros reconhecidos, porém, logo foi desmembrada em duas por Brown
em 1810, Apocynaceae e Rubiaceae (Rapini, 2000).

Contendo plantas de habitos variados, incluindo lianas, arvores, arbustos e

herbaceas, possui aproximadamente 400 géneros distribuidos entre 2000 e 5000
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especies (Tropicos, 2016.; Endress, 2004.; Endress et al., 2007.; Judd et al., 2009),
encontradas em regides tropicais e subtropicais de todos os continentes, havendo poucos
representantes em regides temperadas (Leeuwenberg, 1994). No Brasil, ocorrem cerca
de 95 géneros e 850 espécies, presentes em diversas formacgdes vegetais (Souza &
Lorenzi 2008).

As plantas desta familia podem ser reconhecidas facilmente devido a presenca
de latex e por apresentarem grau variado de toxicidade (Barth & Luz, 2008.; Rapini,
2000). Quanto a importancia econdémica dessa familia, destacam-se as espécies do
género Aspidosperma (A. polyneuron e A. pyrifolium), devido a qualidade de suas
madeiras (Carvalho, 2004.; Tavares & Santana, 2013). Outras se destacam por seu
potencial paisagistico, como a espécie Nerium oleander (espirradeira) (Pedroza et al.,
2014). No que se refere ao nimero de espécies, encontra-se entre as dez mais ricas
dentre as angiospermas, sendo fitogeneticamente incluida na divisdo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae e ordem Gentianales (Nicholas e Baijnath,
1994).

Seus constituintes quimicos incluem glicosideos cardioativos, saponinas,
taninos, cumarinas, acidos fenolicos, ciclitdis, triterpenoides e uma enorme variedade de
alcaloides (Evans, 2002), especialmente dos grupos indélicos derivados do triptofano e
triptamina, e com menor frequéncia, alcaloides pirrolizidinicos, esteroidais e piridinicos
(Henriques et al., 2001).

Estudos realizados com Nerium oleander (Armién et al., 1994) levaram ao
isolamento da oleandrina (20) (Galey, 2004), glicosideo cardiotoxico (Pedroza et al.,
2014) apontado como responsavel por intoxicagdo em animais, especialmente gado
(Pedroso et al., 2009).
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Algumas espécies do género Vinca apresentam atividades anticarcinogénica
(Vinca rosea) (Baratto, 2010.; Brand&o et al., 2010) e forte atividade antimicrobiana foi
detectada para Vinca minor contra bactérias Gram positivas, especialmente do género
Bacillus (Grujié et al., 2015). Estudos quimicos de um espécime de V. major (Pervinca-
maior) (Twyford & Baxter, 1999) realizados por Zhang e colaboradores em 2016
evidenciaram a presenca de substancias alcaloidicas indolicas monoterpénicas, tais
como vinmajorinas C-E (21, 22, 23) (Zhang et al., 2016a) e 19-hidrdxi-10-metoxi-
19,20-di-hidrovinorina  (24), 19-O-acetil-10-metdxi-19,20-di-hidroinorina (25) e
19,21a-di-hidroxi-10-metdxi-19, 20-di-hidroinorina (26) (Zhang et al., 2016b). Estudos
realizados com V. difformis resultaram no isolamento dos alcaloides vincadiformina
(27), vincamajina (28), vincamedina (29), acuammidina (30), vellosimina (31) e
vincadifina (32) em 1985 e da diforina (33) e normacusina B (34), em 1986 (Garnier e
Mahuteau, 1985.; Garnier & Mahuteau, 1986).

OAc

Tl

OR,

21-R, =0H, R, =OCH, 24-R,=H,R,=H
22-R,=H,R,=OH 25-R, =H,R, = Ac
23-R, =H, R, = 00CCH, 26-R,=OH,R,=H
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(29) (30)

(31) (32)

(33) (34)

O alcaloide de esqueleto quinilidinico denominado plumerinina (35) foi obtido
de Plumeria rubra (Kazmi et al., 1989), espécie popularmente conhecida como Jasmim-
manga (Medeiros & Pereira, 2008), e reconhecida no Brasil por ser muito utilizada
como planta ornamental (Pilli et al., 2005). Esta espécie é famosa por uma variedade de
atividades bioldgicas a ela atribuidas, tais como purgante, diurética, abortiva,
antituberculose (Pilli et al., 2005) e tambem no tratamento de reumatismo, diarreia,

lepra e doencas venéreas (Comins et al., 2002).
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(35)
Do género Tabernanthe, pode-se destacar Tabernanthe iboga, de onde foram
obtidos os alcaloides ibogalina (36) (Neuss, 1959.; Andrade et al., 2005), ibogamina
(37) (Jenks, 2002), noribogaina (38) (Kontrimaviciute et al., 2006) e ibogaina (39). Este

ultimo foi isolado das raizes (Koening & Hilber, 2015) e considerado psicoativo

(Barreiro & Bolzani, 2009), com suposta atividade “antiaditiva”, aliviando o desejo e
impedindo a recaida do uso de drogas (Koening & Hilber, 2015), e assim, sendo eficaz
no tratamento de dependéncia de opidides e cocaina (40) (Lotsof, 1995). A estrutura da
ibogaina (39), que foi definitivamente elucidada em 1957, sendo sua sintese total
relatada em 1965 (Alper, 2001), mostrou-se similar ao importante neurorregulador
serotonina (41), o que explicaria sua acdo nos receptores serotonérgicos centrais
(Barreiro & Bolzani, 2009).

R

I=

36 R=R,= OCH,
37R=R,=H
38R=OH;R,=H
39R=0CH;, R, =H

— NH,

HO

(40) (41)
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A investigacdo fitoquimica do género Himatanthus revelou a presenca dos
alcaloides uleina (42) e ioimbina (43) em um espécime de H. lancifolius (Lopes, 2008),
sendo este dltimo responsavel por aumentar a atividade colinérgica e diminuir a

adrenérgica, pois atua sobre o sistema nervoso autdnomo periférico (Goloni et al 2005).

A bisleuconotina A (44), isolada a partir das cascas de Leuconotis griffithii,
apresentou atividade inibidora do crescimento celular frente a quatro linhagens de
celulas neoplésicas humanas, mama, leucémica, colorretal e pulméo (Liu et al., 2013).
Alcaloides bioativos foram também isolados de espécies do género Alstonia, tais como
A. scholaris, A. constricta e A. macrophylla, onde se pode destacar a alstonina (45),
alstonilina (46), alstonerina (47) e a reserpina (48) (Moragas, 2006), sendo que este
ultimo é utilizado no tratamento de hipertensdo e arritmias cardiacas (Budman et al.,
1997).
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OCHj

OCH,

HyCO

(48)

1.2 O género Aspidosperma

Levando em consideracdo caracteristicas morfoldgicas das Aspidospermas,
Woodson em 1951 classificou as 52 espécies catalogadas para género até entdo em nove
séries (Woodson, 1951): Macrocarpa (2 espécies); Ramiflora (1 espécie); Pyricolla (11
espeécies); Polyneura (4 espécies); Rigida (1 espécie); Nitida (1 espécie); Stegomeria (3
espécies); Quebrachines (2 espécies) e Nobiles (14 espécies). Porém, ndo havia
consenso sobre o nimero de espécies pertencentes ao género (Allorge & Poupat, 1991).
Posteriormente, estudos relacionados ao agrupamento de espécies do género
Aspidosperma levando em consideracdo aspectos quimiotaxondmicos e evolutivos
foram realizados por Bolzani e colaboradores, que incluiram 48 espécies em 7 séries,
Rigida, Nitida, Quebrachines, Polyneura, Pyricolla, Nobile, e Macrocarpa (Bolzani et
al., 1987). No entanto, algumas espécies ndo foram incluidas nas séries mencionadas
neste trabalho (Garcia, 1976; Pereira et al., 2007) A série Macrocarpa inclui as espécies
A. verbascifolium, A. macrocarpon e A. duckei, sendo a primeira, motivo do presente

estudo.
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Espécies do género Aspidosperma sdo encontradas apenas nas Américas
(Lorenzi, 1998), principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, México, Paraguai e Peru
(Woodson, 1951). No Brasil sdo conhecidas popularmente como peroba, guatambu ou
pequid no Sul e como aracanga e carapanauba no Norte do Brasil (Gonzaga, 2006),
estando distribuidas em todos os ecossistemas (Corréa, 1931), tais como, caatinga,
cerrados e florestas (Amorim et al., 2005).

Além de fornecedoras de madeiras nobres, com larga aplicacdo na carpintaria
(Lorenzi, 1998.; Joly, 1991) as espécies deste género tém se mostrado muito
importantes do ponto de vista cientifico, sendo que muitas tém sido alvo de extensas
investigacOes na busca de novas substancias com atividade farmacoldgica (Di Stasi &
Hiruma-Lima, 2002).

Segundo Cordell e colaboradores, cerca de 30% dos alcaloides isolados de
plantas sdo do tipo inddlico, sendo que mais de 12% destes foram isolados de
Apocynaceae, da qual se destaca o género Aspidosperma (Cordell et al., 2001). Assim,
distinguido quimicamente pela frequente ocorréncia de alcaloides do tipo indélico, o
género Aspidosperma tem nestes alcaloides bons marcadores quimiotaxonémicos para
classificacdo boténica das espécies do género (Mitaine et al., 1996), sendo essa
caracteristica compartilhada por cerca de 46 das 57 espécies atribuidas ao género
(Bolzani et al., 1987).

Neste contexto de plantas produtoras de alcaloides, se inserem A. gilbertii e A.
olivaceum das quais foram isolados os alcaloides elipticina (49) e aspidocarpina (50),
respectivamente (Mukhopadhyay & Cordell, 1983.; Gilbert et al., 1965). Posteriormente
foi demonstrado que a elipticina (49) e a aspidocarpina (50) apresentaram maior
atividade antiplasmaodica in vitro que a quinina (13) contra Plasmodium falciparum

multi-resistente, originario do Quénia (Andrade-Netto, 2007).
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Alguns alcaloides pertencentes a esta classe foram isolados do p6 da casca do
caule de A. pyrifolium, dentre os quais se pode destacar aspidofractinina (51), N-
formilaspidofractinin (52) e 6-desmetdxi-pirifolina (53) (Aradjo Janior et al., 2007),
enquanto outros foram relatados para as folhas, cascas das raizes e galhos, como
vincadiformina (30), (+) - pirifolidinmina (54), (+) - aspidospermina (55) (Tavares &
Santana, 2013). Testes realizados com o extrato bruto etanolico da casca do caule
demonstraram sua letalidade para larvas de Plutella xylostella, sendo sua atividade
inseticida associada a presenca dos alcaloides ind6licos monoterpénicos 51, 52 e 15-
desmetoxipirifolina (56) (Trindade et al., 2008). Ainda com relacéo a atividade bioldgica
dos alcaloides de A. pyrifolium, podemos destacar a capacidade bloqueadora adrenérgica
sobre varios tecidos urogenitais da aspidospermina (55) e quebrachamina (57),
justificando o emprego na medicina popular de extratos desta espécie para alivio da
hiperplasia prostatica benigna e impoténcia erétil (Deutsch et al., 1994).

N

R R OCH;  COCH,
51R=R,=H
52 R=CHO; R, =H 54 R= OCH,
53 R = COCH; ; R, =OCH, 55R=H

OCH;  COLCHs N
(56) (57)
Usando uma abordagem bio-monitorada, Chierrito e colaboradores atribuiram a
atividade de A. olivaceum contra Plasmodium falciparum para o alcaloide
aspidoscarpina (58) e em menor grau, para o alcaloide N-metil-tetra-hidrolivacina (59)

(Chierrito et al., 2014).
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HyCO

(58) (59)

Um estudo dos extratos etandlicos de diferentes partes de A. ulei levou ao
isolamento dos alcaloides inddlicos, uleina (60), 20-epi-dasycarpidona (61) e olivacina
(62), sendo que 61 apresentou atividade inibidora de crescimento de fibroblastos de murino
(Torres et al., 2013).

s

CHs
(62)
Em um estudo quimico realizado com o extrato de metandlico da casca do caule e
sementes de A.pyricollum foi relatado o isolamento dos alcaloides sitsirikina (63), aparicina
(64), uleina (60) e estemadenina (65) (Carmo et al., 2015).

(63) (64)
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(65)

Da espécie A. spruceanum, conhecida popularmente como pau-amarelo (Silva et
al., 2004), vérios alcaloides indélicos foram obtidos do extrato metandlico das cascas do
caule e sementes, dentre os quais estdo a aspidospermidina (66), desmetoxipalosina
(67), aspidocarpina (50), aspidolimina (68), fendlerina (69) e aspidolimidina (70)
(Oliveira et al., 2009.; Pereira et al., 2007). Pode-se destacar ainda o isolamento de dois
novos alcalbides indodlicos do extrato metandlico das cascas do caule e sementes, com
esqueleto plumerano, spruceanuminas A e B (71 e 72), ressaltando o perfil

guimiotaxonémico do género (Oliveira et al., 2009).

66 R, =R,=Ry;=H
68 R,= COE; R,= OH; Ry= OCH,

69 R= COCH, 71 R=CHj
70 R= COEt 72 R=Et

Estudos quimicos realizados com A. duckei Hub e A. macrocarpon Mart.,
especies inseridas junto com A. verbascifolium Mull. Arg. na série “Macrocarpa”,
(Pereira et al., 2007.; Bolzani et al., 1987) mostraram que as mesmas estdo intimamente
relacionadas, parecendo ter sido encontrada uma relagdo quimica e taxonémica definitiva
das espécies estudadas, visto que os principais alcaloides de A. macrocarpon e A. duckei

sdo idénticos (Ferreira Filho, 1966).
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Da fase cloroférmica das cascas de A. duckei, popularmente conhecida como
“Araracanga” (Mazzei & Ruschel, 2014), foram obtidos os alcaloides ind6licos copsanona
(73), copsanol (74), 22-epicopsanol (75) e 5-oxoepicopsanol (76) (Ferreira Filho et al.,
1966; Pereira et al., 2007).

~N
N
H
(73) (74)
OH Qe
N —N
N N
H H
(75) (76)

A atividade cardiovascular do extrato etandlico das folhas de A. macrocarpon
foi avaliada em ratos, e os resultados deste estudo indicam que a redu¢do na pressao
arterial in vivo ocorreu sem alteracBes significativas na frequéncia cardiaca,
possivelmente sugerindo que o efeito de relaxacdo de vasos in vitro do extrato
contribuiu significativamente para os efeitos hipotensores (Oliveira et al., 2012). Um
outro espécime de A. macrocarpon coletado em Brasilia-DF teve seu extrato etanolico
das cascas testado, apresentando forte atividade antimalarica in vitro contra
Plasmodium falciparum (Mesquita et al., 2007).

Com relacdo a composicdo quimica de A. macrocarpon, conhecida
popularmente como ‘“Peroba do campo” (Oliveira Filho et al., 2008), vérios
alcalaloides indolicos foram obtidos, dentre os quais estdo: a copsanona (73), copsanol
(74), vincadiformina (27), ervinceina (77) e copsinina (78) isolados das sementes, e 0s
alcaloides 73, 74, 22-epicopsanol (75) e (78) das cascas de um espécime coletado na
floresta Amazbdnica da Bolivia (Mitaine et al.,, 1996.; Pereira et al., 2007).

Recentemente, estudos realizados por Bannwart e colaboradores com as folhas de um
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espécime coletado em maio de 2010 em Goiania-GO, resultaram no isolamento e
identificacdo dos alcaloides 73 e 78, além de copsanol-N-Oxido (79), copsanona-N-
Oxido (80) e um derivado acido do copsinilam (81) (Bannwart, 2012.; Bannwart et al.,
2013). Testada frente a 11 linhagens de ceélulas carcinogénicas, a copsanona (73)
mostrou-se ativa frente as linhagens de célula glioma e leucemia (Bannwart et al.,
2013). Os alcaloides 73 e 80 isolados por Bannwart e colaboradores tiveram seu
potencial inibitorio avaliado por Klein Janior e colaboradores em 2015 para
monoamino oxidase (MAQ), os ensaios in vitro foram realizados utilizando se
cinuramina como substrato ndo seletivo de supersomas MAO-A e MAO-B humanos e
mostraram que a atividade de MAO-A para a substancia 74 exibiu uma poténcia dez

vezes maior quando comparada a da substancia 80. Estes resultados corroboram o fato

H CO,CHs CO,CH,4
(77) (78)
o}
o] N
w2
N COOH
(79) (80) (81)

1.3 A espécie Aspidosperma verbascifolium

Conforme ja mencionado, 0 género Aspidosperma se distingue quimicamente pela
ocorréncia frequente de alcaloides do tipo inddlico e tem esta caracteristica compartilhada
por cerca de 46 das 57 espécies atribuidas ao género (Bolzani et al., 1987). A espécie A.

verbascifolium, motivo do presente trabalho, € uma destas. Inserida na série “macrocarpa”
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(Bolzani et al., 1987), pertence ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida (Barroso, 1991) e incluida filogeneticamente na ordem Gentianales
(Sennblad & Bremer 2002), subclasse Asteridae que abrange cerca de 5,5% das
angiospermas (Nicholas & Baijnath, 1994). Esta espécie é encontrada apenas nas
Ameéricas, principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, México, Paraguai e Peru
(Corréa, 1926.; Woodson, 1951), sendo conhecida popularmente como peroba,
guatambu, carapanauba, pau-pereiro, amargoso e quina (Corréa, 1931).

Estudo quimico anteriormente realizado com um espécime de A. verbascifolium
coletado em Goiéania relatou o isolamento dos alcaloides di-hidroindolicos copsanona
(73), copsanol (74), 22-epi-copsanol (75), 5-oxoepicopsanol (76) e Na-formilcopsanol
(82) (Braekman et al., 1969).

(82)

Estudo taxonémico realizado recentemente por Machate e colaboradores em

2016 catalogou 14 espécies de Aspidosperma no Mato Grosso do Sul, sendo A.
verbascifolium descrita pela primeira vez no estado (Machate et al., 2016).

Visto a auséncia de relatos sobre a composi¢do quimica de A. verbascifolium e
levando em consideracao as diversas atividades farmacoldgicas e usos ethomedicinais
de espécies deste género, torna-se relevante a ampliacdo do conhecimento quimico e
propriedades bioldgicas de espécimes de A. verbascifolium que ocorrem em regides do
pais. Os resultados além de integrar diversas areas da pesquisa em plantas, poderdo
conduzir a um caminho promissor e eficaz para a descoberta de principios ativos como

candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos.

1.4 Avaliagdo de atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais

O modelo bioldgico de avaliacdo de atividade antiproliferativa em linhagens de
células tumorais humanas e murina, aliado ao ensaio preliminar de toxicidade para

Artemia salina, tem sido uma estratégia adotada para a busca de novos agentes
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antitumorais. A avaliacdo da atividade antriproliferativa também é empregada em
industria e em instituicdes de pesquisa como o National Cancer Institute (NCI-USA). O
protocolo atualmente utilizado nos ensaios de citotoxicidade para avaliagdo da atividade
antiproliferativa em screenings de drogas anticancer, € o da sulforrodamina B (Monks,
1991.; Houghton, 2007).

2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivos:

a) Realizar a identificacdo dos constituintes quimicos das cascas e folhas
de um espécime de Aspidosperma verbascifolium ocorrente no
Cerrado de Mato Grosso do Sul por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e espectrémetro de
massas sequencial (CLAE-DAD-EM/EM),

b) Realizar o isolamento, purificacdo e caracterizacdo dos principais
metabdlitos secundarios presentes nas cascas e folhas desta espécie,

C) Avaliar o potencial antitumoral dos respectivos extratos brutos,
fracBes e substancias isoladas, através da avaliacdo de suas atividades

antiproliferativas frente a linhagens de células tumorais.

3. METODOLOGIA
3.1 Materiais e equipamentos

As andlises por CLAE-DAD-EM/EM foram realizadas em cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia Shimadzu®, bombas LC- 20AD, acoplado a um detector de arranjo de
diodos (DAD) M20A, injetor automatico SIL-20AC, forno CTO-20A e desgaseificador
DGU-20A3r e em espectrometro de massas de alta resolucdo Bruker Daltonics®
(modelo micrOTOF-QII) com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) e analisador de
massas quadrupolo e por tempo de voo (Q-TOF), no modo de ionizagdo positivo ou
negativo (m/z 120-1300), do Laboratério de Produtos Naturais e Espectrometria de
Massas da UFMS (LAPNEM).

Nas separacdes por CLAE semipreparativa foi utilizado equipamento Waters
2489 Autosampler, bomba modelo Waters™ 600, com detector ultravioleta/visivel. Em
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todos os procedimentos de CLAE utilizou-se solventes grau HPLC. A agua utilizada foi
purificada no sistema Puritech/Permution PT0020, filtro 0,2 um. O software Empower
(Waters) foi utilizado para processamento dos dados. A coluna utilizada foi do modelo
Luna (Phenomenex®) 100 C-18 de dimensdes 250x21x20 mm. As amostras foram
injetadas utilizando-se loop de 200 uL e vazdo previamente determinada para cada
amostra. Antes de serem injetadas no equipamento de CLAE, as amostras foram
filtradas em membrana de celulose regenerada com poros de abertura 0,45 um da
Milipore® (INQUI/UFMS).

Para as técnicas de cromatografia em coluna foram utilizadas Sephadex LH-20 e
silica gel (70-230 mesh). Nas andlises por cromatografia em camada delgada foram
utilizadas silica gel 60 GF254 e cromatofolhas de aluminio 60 F254 da Merck,
utilizando como reveladores iodo e reagente de Dragendorff (revelador para alcaloides).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrdmetro  Bruker DPX300 (300 e 75 MHz para RMN de 'H e de “C,
respectivamente), utilizando como solvente CDCI; e CD;OD da marca CIL (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc.).

3.2 Estudo quimico de Aspidosperma verbascifolium
3.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As amostras vegetais, cascas e folhas de Aspidosperma verbascifolium, foram
coletadas no municipio de Campo Grande e identificadas pelo Dr. Arnildo Pott
(CCBS/UFMS), sendo o numero de coleta WG288. As exsicatas foram depositadas no
herbario CGMS da UFMS.

3.2.2 Obtengdo e extracdo acido-base dos extratos brutos das cascas e folhas de A.

verbascifolium

As cascas (2.018,2 g) e folhas (1.220,0 g) foram secas, trituradas em moinho de
facas e submetidas separadamente a extracdo exaustiva com etanol 95% a frio. Apds a
concentragdo em rotaevaporador, foram obtidos 100,50 g de extrato etanolico das cascas
e 283,70 g de extrato etandlico das folhas. Os extratos brutos foram testados quanto a

presenca de alcaloides, utilizando-se o reagente de Dragendorff. Em seguida, o extrato
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das cascas (100,00 g) e o das folhas (202,00 g) foram submetidos ao método classico de
extracdo de alcaloides, através de extracdo acido-base em funil de separacéo.
Inicialmente, foram adicionados a cada extrato 200 mL de solucdo aquosa de acido
acético 10% e 50 mL de cloroférmio. Os sistemas foram mantidos sob agitacdo por duas
horas e em seguida, as solucdes foram transferidas para funis de separacdo com auxilio
de 300 mL de cloroférmio e 50 mL de agua. Os funis foram agitados vérias vezes por
cerca de 30 minutos e deixados em repouso até completa separacdo das fases.

As respectivas fases cloroférmicas foram separadas e as fases aquosas
alcalinizada até pH 8 com hidroxido de aménio concentrado e, em seguida, submetidas
a extracdo com cloroférmio (200 mL, 3 vezes). As fases cloroférmicas obtidas foram
lavadas com 100 mL de &gua e o solvente orgénico evaporado sob pressdo reduzida,
resultando em 7,3 g de fase alcaloidica cloroférmica das cascas (AVFACI) e 3,2 g de
fase alcaloidica cloroférmica das folhas (AFCJ) (Fluxograma 1).

O extrato aquoso remanescente de AVFACI foi particionado com solvente
organico acetato de etila (250 mL, por 5 vezes) resultando em 49,2 g da fase acetato de
etila das cascas, codificada como AFAAc (Fluxograma 1).

E. Etanolico
Cascas e Folhas

a. Tratamento com s¢ HAc 10%
b. Agitacio (2 hrs) c. Particio com CHCl;

l |
|

Fase aquosa dcida

Fase cloroformica dcida

d. Alcalinizacio com NH,OH controlando o pH 8-9

Fase aquosa

e. Particio com CHCl,

Fase cloroformica Folhas (3,22 g) F

Fase acetato Cascas (49,25 g)

f. Particdo
liquido-liquide Fase cloroformica Cascas (7,28g) —
Acetato de Etila

Fase acetato Folhas (-)

Fluxograma 1. Esquema: Procedimento empregado para a extracdo &cido/base do
extrato etanolico das folhas de A. verbascifolium
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3.3 Analise por CLAE-DAD-ESI-Q-TOF-EM/EM de AVFACI e AFCJ

Para a obtencéo dos perfis quimicos dos extratos alcaloidicos das cascas e folhas
de A. verbascifolium foi utilizada a separacdo dos constituintes em sistema CLAE
(Cromatografia liquida de alta eficiéncia) (Shimadzu LC-20AD, Kyoto, Japan), coluna
C18, injetor automatico Shimadzu Prominence (SIL-20A) e bombas Shimadzu LC-
20AT. Sistema acoplado a um detector de arranjo de diodos SPD-M20A DAD e a um
espectrometro de massas de alta resolucdo (EM/EM), com analisadores quadrupolo e
por tempo de véo (TOF) micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics, Germany) e com uma
fonte de ionizagéo por eletrospray (IES). Os componentes do extrato foram detectados
on line por detector de arranjo de diodos (DAD) (A 240-800nm) e entdo direcionados
para o espectrometro de massas. Os espectros de massas foram obtidos no intervalo de
razdo massa/carga (m/z) de 120-1300, sendo essa razdo calibrada com adutos de acido
trifluoroacético (TFA) no modo positivo.

Preparo da amostra: Uma aliquota dos extratos alcaloidicos (1,0 mg) foi
solubilizada em 0,5mL de MeOH/H,O (85:15 v/v), aplicada em um cartucho de
extracdo em fase sdlida (SPE- Waters, Sep-Pak Classic, C-18, particula 55-105 um,
poro 125 A) e eluida com 0,5 mL de de MeOH/H,0 (70:30 v/v). O cartucho SPE foi
previamente condicionado (Elui¢do de 5 mL de MeOH e depois 5 mL de MeOH/H,0
(70:30 v/v)). Apbds eluicdo, a solucdo foi submetida a secagem e solubilizada em
MeOH/H.,0 (70:30 v/v) em uma concentracio de 1 mg.mL™ e filtrada em membrana de
PVDF de 0,22 pm.

Condigdes cromatograficas — O volume de injecdo foi de 5 pL de solugdo a 1,0
mg/mL em metanol/agua 7:3, coluna Kinetex C-18 (150 x 2.2 mm — 2.6 yum) e como
eluente foi empregado um gradiente de agua acidificada (acido férmico 0,1%) (A) e
acetonitrila acidificada (acido formico 0,1%) (B), nas seguintes condic¢des: 0-2 min: A
(97%) e B (3%), 2-25 min A (97-75%) e B (3-25%), 25-40 min: A (75-20%) e B (25-
80%), 40-43 min: A (20%) e B (80%), 43-44 min: A (20-97%) e B (80-3%) e 44-48
min: A (97%) e B (3%). A temperatura do forno da coluna e a vazdo da fase movel

foram de 50°C e 0,3 mL/min, respectivamente.
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3.4 Separacdo de componentes de fracfes por CLAE no modo semipreparativo
(CLAE-UV/Vis)

As amostras foram pesadas em frasco de vidro, sendo solubilizadas em
acetonitrila (ACN) ou metanol (CH3OH), grau HPLC, em concentrac6es diferentes para
cada amostra e em seguida filtradas. As amostras foram solubilizadas com auxilio de
sonicagdo durante 15 min. Foram injetadas aliquotas de 200 pL, de modo automaético.
Para a separacdo utilizou-se coluna modelo Luna (Phenomenex®) 100 C-18 (250 x
21x20 mm, 5 micron) e vazao previamente determinado para cada amostra. As analises
foram realizadas a temperatura ambiente, com detecgdo nos comprimentos de onda de
210 e 254 nm e/ou 254 e 325 nm. Espectros no UV, na faixa de 210 a 400 nm, foram

registrados on-line para cada pico.

3.5 Identificagdo dos compostos presentes em AVFACI e AFCJ por espectrometria
de massas sequencial (CLAE-DAD-EM/EM)

Para tornar mais seletivo o leque de possibilidades de identificagdes preliminares
dos constituintes presentes nas fases alcaloidicas, uma base de dados foi construida a
partir de um levantamento bibliografico cujo escopo se limitou as substancias
previamente isoladas de espécies de Aspidosperma até 2015. As bases de dados da
SciELO, Chemical Abstracts (SciFinder), ScienceDirect, PudMed foram consultadas,
capitulos de livros, dissertacbes de Mestrado e teses de Doutorado também foram
consultados, além destes, anais de congressos disponibilizados na internet e obtidos
através das buscas no Google Académico. Os documentos encontrados foram
inicialmente triados analisando-se as palavras chave: Aspidosperma, Aspidosperma
verbascifolium, alcaloides, alcaloides indélicos. Para a construcdo da base tedrica
aproximadamente 100 documentos foram selecionados.

Constatou se que, em sua maioria, 0s compostos ja descritos na literatura
pertencem a classe dos alcaloides indolicos monoterpénicos, tendo poucos relatos de
outras classes de compostos (Kam, 2004; Lim et al., 2007; Pereira, et al., 2007; Ahmad,
2009; Bannwart, 2012; Bannwart et al., 2013; Kitajima et al., 2014; Balachandran et al.,
2015).

Dados de formula molecular e de seus ions protonados e desprotonados foram
inseridos na base de dados para cada substancia. Desta forma, analisando os resultados
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experimentais obtidos por CLAE-DAD-EM/EM e por comparacdo com a base de
dados, foi possivel detectar a presenca dos componentes previamente descritos e assim

identifica-los nas fases alcaloidicas AVFACI e AFCJ de Aspidosperma verbascifolium.

3.6 Isolamento dos constituintes quimicos
3.6.1 Estudo da fracao cloroférmica alcaloidica das cascas (AVFACI)

Inicialmente, a fase alcaloidica cloroférmica das cascas (AVFACI) foi analisada
por CCDA, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH (9:1) e como reveladores vapores
de iodo e reagente de Dragendorff. Esta fase (7,3 g) foi submetida a separacédo
cromatografica em coluna de gel de silica 60 (70-230 mesh) (@ =5 cm; h = 23 cm),
empacotada com hexano (100%). Os eluentes utilizados foram hexano, cloroférmio e
metanol em gradiente crescente de polaridade. Foram recolhidas 18 fracGes, de
aproximadamente 100 mL cada, que foram agrupadas de acordo com suas semelhancas
em CCDA (AVFACI-1 a AVFACI-18) (Tabela 1) (Fluxograma 2).
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Tabela 1. Fracdes obtidas da cromatografia em coluna de gel de silica 60 (70-230

mesh) da fracdo AVFACI
Fracoes Massa-
Eluente Cadigo Substéncia
reunidas Fracdo
Identificadas
(mg)
Hexano (100%) AVFACI-1 78
CeH14:CHCI; 95:5 AVFACI-2 5,0
CgH14:CHCI; 90:10 AVFACI-3 50,7
CeH14:CHCI; 70:30 AVFACI-4 190,0
CgH14:CHCI; 50:50 AVFACI-5 947,1
CeH14:CHCI; 30:70 AVFACI-6 43,6
CeH14:CHCI; 10:90 AVFACI-7TA 156,8
CeH14:CHCI; 10:90 AVFACI-7B 545,9 A-1, A-2
CHCl, AVFACI-8 276,9
CHCI5:CH;OH 90:10 AVFACI-9 59,1
CHCl;: CH;0H 80:20 AVFACI-10AB 821,3
AVFACI-10CD 520,3 A-3, A-4
CHCl,: CH;0H 70:30 AVFACI-11 149,7
CHCl,: CH;OH 60:40 AVFACI-12 88,6 A-5, A-10, A-11
CHCl,: CH;OH 50:50 AVFACI-13 167,6 A-6, A-7
CHCl;: CH;OH 40:60 AVFACI-14A 47,7 A-5, A-6
CHCl;: CH;OH 40:60 AVFACI-14B 35,9 A-5
CHCl;: CH;0H 30:70 AVFACI-15 53,8 A-5; A-6
CHCl;: CH;OH 20:80 16-17 AVFACI-16/17 55,4
CH3OH AVFACI-18 507,4

Durante a remocao do solvente da fracdo AVFACI-14 sob vacuo em evaporador

rotativo, foi observada a formacdo de duas fases, que foram separadas e renomeadas
como AVFACI-14A (47,7 mg) e AVFACI-14B (35,9 mg). Na fracdo AVFACI-14A
foram obtidas as substancias A-5+A-6 e na fracdo AVFACI-14B a substancia A-5.
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Fase cloroformica (AVFACI) 728 g

CC gel de silica 60

(70-230 mesh)

18 Fracdes
|
L . . 1 [ [ [ [ [ [ |
Av-5 Av-b ||| Av-7 Av-8 ||| Av-9 || |Av-10|| |Av-1T || [Av-12 || (Av-13 || [Av-14 || | Av-15 || | Av-16 || | Av-17 |||Av-18
| |
Subs-1+5Subs-2 Subs-6+Subs-T7 Subs-5+Subs-6
Subs-3 ||| Subs-4
| |
Subs-5
Subs-5 || Subs-10+5Subs-11
J AV= AVFACL | Subs-5+Subs-b

] Subs = Substancia

Fluxograma 2. Estudo da fase cloroférmica alcaloidica das cascas (AVFACI)
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3.6.1.1 Estudo da fracdo AVFACI-14B

A fracdo codificada como AVFACI-14B (35,9 mg), se apresentou como uma
mistura que foi submetida a um fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20 (@ =
4 cm; h = 24 cm), utilizando como eluente CHCI3/CH3;0OH 6:4, resultando em 27
subfracdes de aproximadamente 0,5 mL cada. As subfragfes foram reunidas em seis, de
acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA (Tabela 2). Na subfracdo AVFACI-
14B-5 foi obtida a substancia A-5 (1,0 mg).

Tabela 2. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragéo
AVFACI-14B

FracGes o Massa- .
Eluente _ Caodigo 3 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-10 AVFACI-14B-1 10
11-15 AVFACI-14B-2 13
CHCl;: CH;OH 60:40 16-18 AVFACI-14B-3 15
19-22 AVFACI-14B-4 9,1
23-26 AVFACI-14B-5 1,0 A-5
27 AVFACI-14B-6 1,0

3.6.1.2 Estudo da subfracdo AVFACI-7

Durante a remocéo do solvente da fracdo AVFACI-7 sob vacuo em evaporador
rotativo, foi observada a formacdo de duas fases, que foram separadas e renomeadas
como AVFACI-7A (156,8 mg) e AVFACI-7B (545,9 mg). A subfracdo AVFACI-7B
(545,9 mg) se apresentou como mistura e foi submetida a um fracionamento
cromatografico em Sephadex LH-20 (@ = 4 cm; h = 24 c¢m), utilizando como eluente
CHCI3/CH30H 6:4, resultando em 105 fracdes de aproximadamente 0,5 mL cada, que
foram posteriormente reunidas em 26 subfragcbes de acordo com seus perfis
cromatograficos em CCDA. Deste processo resultou no isolamento das substancias A-
1+A-2 (2,3 mg) (Tabela 3).
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Tabela 3. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo
AVFACI-7B

Fracdes Massa-
Eluente Cadigo Substancias
reunidas Fracao

Identificadas
(mg)
1-2 AVFACI-7B-1 0,5
3-11 AVFACI-7B-2 32
12-13 AVFACI-7B-3 4,8
14-22 AVFACI-7B-4 5,6
23 AVFACI-7B-5 1,0
24 AVFACI-7B-6 1,0
25-29 AVFACI-7B-7 3,7
30-32 AVFACI-7B-8 3,2
33 AVFACI-7B-9 2,5
34-43 AVFACI-7B-10 30,6
44 AVFACI-7B-11 6,1
45-54 AVFACI-7B-12 24,8
CHCl3: CH;0H 60:40 55 AVFACI-7B-13 2,1
56-66 AVFACI-7B-14 36,7
67-72 AVFACI-7B-15 25,9
73-76 AVFACI-7B-16 18,0
77 AVFACI-7B-17 5,0
78-81 AVFACI-7B-18 27,1
82-85 AVFACI-7B-19 23,5
86-87 AVFACI-7B-20 20,0
88 AVFACI-7B-21 6,1
89-99 AVFACI-7B-22 2,3 A-1+A-2
100-101  AVFACI-7B-23 1,5
102 AVFACI-7B-24 2,1
103-104  AVFACI-7B-25 8,5
105 AVFACI-7B-26 1,9

3.6.1.3 Estudo da subfracdo AVFACI-10CD
A subfracdo AVFACI-10CD (520,3 mg) se apresentou como uma mistura de

substancias, assim parte de sua massa (18,0 mg) foi submetida a um fracionamento
cromatografico em CLAE. Para a andlise utilizou-se coluna Luna® 100 RP-18
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(250x21x20 mm d.i., Phenomenex) e vazdo de 6 mL/min. As analise foram realizadas a
temperatura ambiente, com deteccdo no comprimento de onda de 254 e 325 nm.
Espectros no UV, na faixa de 210 a 400 nm, foram registrados on-line para cada pico.
Foi utilizada a eluicdo isocratica descrita na Tabela 4. Deste processo resultou o
isolamento das substancias A-3 (5,7 mg) e A-4 (4,0 mg).

Tabela 4. Processo de separagdo dos componentes da fragdo por CLAE semipreparativa
da subfragdo AVFACI-10CD

Massa- . _
Tempo B Substancia Pico
] A (%) B (%0) subfracéo
(min) Isolada
(mg)
0-6 95 5
6-9 95 5 3,5 1
9-10 95 5 5,7 A-3 2
10-11 95 5 4,0 A4 3

A: Metanol, B: H,0.

3.6.1.4 Estudo da fracdo AVFACI-12

A fracdo AVFACI-12 (88,6 mg) se apresentou como uma mistura e foi
submetida a um fracionamento cromatogréafico em Sephadex LH-20 (@ = 4 cm; h = 24
cm), utilizando como eluente CHCI3/CH3OH 6:4, resultando em 58 subfractes de
aproximadamente 0,5 mL cada. Estas foram posteriormente reunidas em 12 subfragdes

de acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragéo
AVFACI-12

Fracdes
Eluente Cadigo Massa-Fracao
reunidas
(mg)
1-5 AVFACI-12-1 4,8
6 AVFACI-12-2 1,0
7 AVFACI-12-3 1,5
8 AVFACI-12-4 1,0
9 AVFACI-12-5 2,1
10-14 AVFACI-12-6 6,3
CHCI;3:CH50H 60:40 15-16 AVFACI-12-7 5,0
17-20 AVFACI-12-8 13,0
21-24 AVFACI-12-9 13,5
25-32 AVFACI-12-10 21,4
33-40 AVFACI-12-11 4,7
41-58 AVFACI-12-12 7,8

3.6.1.4.1 Estudo da subfracdo AVFACI-12-8 e AVFACI-12-10 por CLAE-UV/Vis

A subfragcdo AVFACI-12-8 (13,0 mg) se apresentou como uma mistura de
substancias e foi submetida a um fracionamento cromatografico por CLAE no modo
semipreparativo. Para a separacdo dos componentes de AVFACI-12-8 utilizou-se
coluna Luna® 100 C-18 (250x21x20 mm d.i., Phenomenex) e vazdo de 9 mL/min. A
separacdo foi realizada a temperatura ambiente, com detec¢do nos comprimentos de
onda de 210 e 254 nm. Os espectros no UV, na faixa de 210 a 400 nm, foram
registrados on-line para cada pico. Foi utilizado como eluente o sistema isocratico

descrito na Tabela 6. Deste processo resultou o isolamento da substancia A-5 (1,6 mg).
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Tabela 6. Processo de separacdo dos componentes da fracdo por CLAE semipreparativa
da subfracdo AVFACI-12-8

Massa- . )
Tempo . Substancia Pico
) A (%) B (%) subfracao
(min) Isolada
(mg)
0 90 10
3,0-48 90 10 15 1
4,8-5,6 90 10 34 2
5,6- 8,0 90 10 38 3
8,0-12,0 90 10 1,6 A5 4
12,0-21,6 90 10 08 5

A: Acetonitrila (ACN), B: H,0.

Para a separacdo dos componentes de AVFACI-12-10 (15,4 mg) utilizou-se
coluna Luna® 100 RP-18 (250x21x20 mm d.i., Phenomenex) e vazdo de 6 mL/min. A
separacdo foi realizada a temperatura ambiente, com detec¢do no comprimento de onda
de 210 e 254 nm. Os espectros no UV, na faixa de 210 a 400 nm, foram registrados on-
line para cada pico. Foi utilizado o sistema isocratico descrito na Tabela 7. Deste
processo resultou o isolamento das substancias A-10+A-11 (8,9 mg) e A-5 (3,5 mg).

Tabela 7. Processo de separacdo dos componentes da fracdo por CLAE semipreparativa
da subfragdo AVFACI-12-10

Massa- o )
Tempo . Substancia Pico
_ A (%) B (%) subracgdo
(min) Isolada
(mg)

0,0-8,0 100 0

8,0-9,8 100 0 8,9 A-10+A-11 1
9,8-12,5 100 0 0,3 2
12,5-19,0 100 0 35 A-5 3

A: Acetonitrila (ACN), B: H,0.
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3.6.1.5 Estudo da subfracdo AVFACI-13
Inicialmente, a fracdo AVFACI-13 (167,6 mg) foi analisada em CCDA com

revelador Dragendorff (eluente CHCI3;:CH30H 8:2) e revelou a presenca de alcaloides
em mistura. Foi entdo submetida a um fracionamento cromatografico em Sephadex
LH-20, utilizando como eluente CHCI3/CH30H 6:4 (@ = 4 cm; h = 30 cm), resultando
em 81 subfracdes de aproximadamente 0,5 mL cada, que foram posteriormente reunidas
em 12 subfracdes de acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA. Deste processo

resultou o isolamento das substancias A-6+A-7 (2,7 mg) (Tabela 8).

Tabela 8. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragéo
AVFACI-13

Fracoes ) Massa- )
Eluente _ Cadigo Substéancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-20 AVFACI-13-1 2,7
21-28 AVFACI-13-2 2,0
29-36 AVFACI-13-3 2,4
37-44 AVFACI-13-4 2,8
45-50 AVFACI-13-5 3,9
51-52 AVFACI-13-6 6,6
CHCl5:CH;OH 60:40 53-54 AVFACI-13-7 5,4
55-61 AVFACI-13-8 20,0
62-67 AVFACI-13-9 50,7
68 AVFACI-13-10 2,7 A-6+A-7
69-75 AVFACI-13-11 4,2
76-81 AVFACI-13-12 4,0

3.6.1.6 Estudo da fragdo AVFACI-15

Inicialmente, a subfragdo AVFACI-15 (53,8 mg) foi analisada em CCDA com
revelador Dragendorff (eluente CHCI3:CH3OH 8:2) e revelou a presenca de alcaloides
em mistura. Foi entdo submetida a um fracionamento cromatografico em Sephadex LH-
20, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH 6:4 (@ = 4 cm; h = 24 cm), resultando em 32

subfracdes de aproximadamente 0,5 mL cada, que foram posteriormente reunidas em 8
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subfracdes de acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA. Deste processo

resultou o isolamento da substancia A-6 (2,1 mg) (Tabela 9).

Tabela 9. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragéo
AVFACI-15

Fraces o Massa- o
Eluente _ Caodigo 3 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-8 AVFACI-15-1 1,0
9-13 AVFACI-15-2 1,2
14-15 AVFACI-15-3 1,9
CHCI;:CH3OH 60:40 16 AVFACI-15-4 1,2
17 AVFACI-15-5 2,2
18-20 AVFACI-15-6 2,1 A-6
21-24 AVFACI-15-7 7,8
25-32 AVFACI-15-8 19,8

3.6.2 Estudo da fracao cloroférmica alcaloidica das folhas (AFCJ)

Inicialmente, a fase alcaloidica cloroférmica (AFCJ) foi analisada por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizando como eluente
CHCI3/CH30H (9:1) e como reveladores vapores de iodo e reagente de Dragendorff.

A fragdo AFCJ (3,2 g) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20 (@ = 6 cm; h = 35 cm), utilizando como eluente CHCI3/CH3;0H (6:4) e CH30H
100%. Foram obtidas 73 fracGes, de aproximadamente 1 mL cada, as quais foram
reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos, resultando em 22 subfracGes
(AFCJ-1 a AFCJ-36) (Tabela 10) (Fluxograma 3).
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Tabela 10. Dados obtidos por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 da fragédo

AFCJ
Fracdes Massa-
Eluente Cadigo Substancia
reunidas Fracao
Isolada
(mg)
1-50 AFCJ-1/7 50,0
51-53 AFCJ-8 166,0
54 AFCJ-9 1,7
55-57 AFCJ-10 141,0
58-62 AFCJ-11 37,5
63 AFCJ-12 21,4
64-65 AFCJ-13 31
66-69 AFCJ-14 74,9
70-72 AFCJ-15 111,8 A-9
73 AFCJ-16 14,3
CHCl;: CH;OH 60:40 e
CH.OH 74-86 AFCJ-17/23 227,9
87-88 AFCJ-24 161,0
89-91 AFCJ-25 69,9
92 AFCJ-26 48,9
93-100 AFCJ-27 97,5
101-108 AFCJ-28 409,0 A-10, A-11
109-114 AFCJ-29 148,6
115-126 AFCJ-30/31 173,9
127-136 AFCJ-32 282,9 A-8, A-10, A-11, A-13
137-142 AFCJ-33 184,8
143-144 AFCJ-34/35 52,2 A-8
145 AFCJ-36 85,9
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Fase cloroformica (AFCI) 32 g

CC em Sephadex LH-20
(Eluentes: CHCL:CH;OH (6:4) a CH;OH

73 Subfracoes

CCDA

22 Subfracdes

AF-15 ||| AF-16 ||| AF-17/23 ||| AF-24 || AF-25 ||| AF-26 AF-27 |||AF-28 || AF-29 || AF-30/31 |||AF-32 || AF-33 ||| AF-34/35 || AF-36
@]
Subs-9 Subs-8
Subs-10 Subs-11
- AF-AFCY Subs-10 || Bubs-11
] Subs = Substancia ubs- ubs- Subs-12

Fluxograma 3. Estudo da fase cloroférmica alcaloidica das folhas (AVFJ)
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3.6.2.1 Estudo da fracdo AFCJ-15

A fragdo AFCJ-15 (111,8 mg) se apresentou como uma mistura e foi submetida a
um fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20, utilizando como eluente
CHCI3/CH;OH 6:4 (@ = 4 cm; h = 30 cm), resultando em 67 subfragbes de
aproximadamente 0,5 mL cada, que foram reunidas em 15 subfragcdes de acordo com
seus perfis cromatograficos em CCDA (Tabela 11).

Tabela 11. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo
AFCJ-15

Fracoes
Eluente Cadigo Massa-Fracao
reunidas
(mg)
1-14 AFCJ-15-1 2,7
15 AFCJ-15-2 0,1
16 AFCJ-15-3 0,5
CHCl3: CH;0H 60:40 17-18 AFCJ-15-4 08
19-20 AFCJ-15-5 0,3
21-25 AFCJ-15-6 1,8
26-28 AFCJ-15-7 1,0
29-33 AFCJ-15-8 4,0
34 AFCJ-15-9 2,0
35-39 AFCJ-15-10 8,5
40-43 AFCJ-15-11 8,3
44-46 AFCJ-15-12 6,0
47-62 AFCJ-15-13 27,0
63-66 AFCJ-15-14 115
67 AFCJ-15-15 2,5

A subfracdo AFCJ-15-13 (27,0 mg) se apresentou como uma mistura e foi
submetida a um fracionamento cromatografico por CLAE semipreparativa. Para a
analise utilizou-se coluna Luna® 100 RP-18 (250x21x20 mm d.i., Phenomenex) e
vazdo de 5,0 mL/min. A separac¢do foi realizada a temperatura ambiente, com deteccédo

nos comprimentos de onda de 210 e 254 nm. Os espectros no UV, na faixa de 210 a 400
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nm, foram registrados on-line para cada pico. Foi utilizada a elui¢éo isocratica descrita

na Tabela 12. Deste processo resultou o isolamento da substancia A-9 (2,3 mg).

Tabela 12. Processo de separagdo dos componentes da fragdo por CLAE

semipreparativa da subfracdo AFCJ-15-13

Massa- . _
Tempo B Substancia  Pico
_ A (%) B (%) subfracao
(min) Isolada
(mg)
0 90 10
90 10 2,1 1
90 10 3,1 2
90 10 4,2 3
12,0 90 10 2,3 A-9 4

3.6.2.2 Estudo da fracdo AFCJ-28

A: Acetonitrila (ACN), B: H,0.

A fracdo AFCJ-28 (409,0 mg) se apresentou como uma mistura e foi escolhida

para um novo fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh),

empacotada com CgH14/CHCI3 (8:2) (@ = 3 cm; h = 25 c¢cm) e eluida com misturas de

CsH14/CHCI; e de CHCI3/CH3OH em gradiente crescente de polaridade, resultando em

103 subfracdes de aproximadamente 1 mL cada. Estas foram posteriormente reunidas
em 46 subfragdes (AFCJ-28-1 a AFCJ-28-46), de acordo com seus perfis
cromatograficos em CCDA (Tabela 13). Deste processo foram obtidas as substancias
A-11 (3,8 mg), A-11 (15,5 mg) e A-10 (3,8 mg) das subfracbes AFCJ-28-32, AFCJ-28-
34 e AFCJ-28-35, respectivamente.
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Tabela 13. Dados obtidos por cromatografia em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh)

da fracdo AFCJ-28

Fracoes Massa-
Eluente Cadigo Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
CgH14:CHCI; 50:50 1-6 AFCJ-28-1/3 21,0
CgH14:CHCI; 40:60 7-10 AFCJ-28-4 1,0
CgH14:CHCI; 40:60 11-14 AFCJ-28-5 1,5
CgH14:CHCI; 30:70 15 AFCJ-28-6 1,0
16 AFCJ-28-7 8,8
17 AFCJ-28-8 10,9
18 AFCJ-28-9 2,1
CeH14:CHCI; 20:80 19-27 AFCJ-28-10/14 2,3
CgH14:CHCI; 10:90 28 AFCJ-28-15 1,0
29-32 AFCJ-28-16 2,6
33-36 AFCJ-28-17 5,0
CeH14:CHCI; 5:95 37-44 AFCJ-28-18 13,1
45-46 AFCJ-28-19 6,5
CHCl, 47-50 AFCJ-28-20 10,4
51-58 AFCJ-28-21/24 17,5
CHCl;: CH;0H 5:95 59-60 AFCJ-28-25 28,8
61-62 AFCJ-28-26/27 19,0
63 AFCJ-28-28 10,5
CHCl;: CH;0H 5:95 64-72 AFCJ-28-31 33,0
73-74 AFCJ-28-32 38 A-11
75-78 AFCJ-28-33/34 15,5 A-11
79-80 AFCJ-28-35 38 A-10
CHCl,: CH;OH 90:10 81 AFCJ-28-36 8,1
82 AFCJ-28-37 9,3
83-84 AFCJ-28-38 8,7
CHCl;: CH;OH 80:20 85-87 AFCJ-28-39 22,3
88-91 AFCJ-28-40/42 12,1
CHCl,: CH;OH 70:30 92-94 AFCJ-28-43 12,7
95-99 AFCJ-28-44 231
CHCl,: CH;OH 60:40 a CHCIj:
100-104 AFCJ-28-45/46 16,7

CH3OH 50:50
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A subfracdo AFCJ-28-31 (33,3 mg) se apresentou em mistura e foi submetida a
um novo fracionamento cromatografico em coluna de silica gel (230-400 mesh) (@ = 3
cm; h = 15 cm), utilizando como eluente misturas de C¢H14/CHCI3; e de CHCI3/CH30H
em gradiente crescente de polaridade, resultando em 16 fragGes de aproximadamente 8
mL cada (AFCJ-28-31-1 a AFCJ-28-31-16). Estas foram reunidas em 10 subfracdes de
acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA. Este processo resultou no
isolamento da substancia A-10 (3,6 mg) (Tabela 14).

Tabela 14. Dados obtidos por cromatografia em coluna de silica gel 60 (230-400 mesh)
da subfracdo AFCJ-28-31

Fracoes o Massa- .
Eluente _ Codigo 3 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
CeH14:CHCI5 20:80 1-2 AFCJ-28-31-1 0,3
CgH14:CHCl5 10:90 3 AFCJ-28-31-2 2,3
4 AFCJ-28-31-3 0,9
CsH14:CHCl; 5:95 5 AFCJ-28-31-4 0.2
6 AFCJ-28-31-5 08
CHCl, 7 AFCJ-28-31-6 7,0
8 AFCJ-28-31-7 2,7
CHCI;:CH;0H 90:10 9 AFCJ-28-31-8 19
10-12 AFCJ-28-31-9 3,6 A-10
CHCI3:CH;0H 80:20 a
13-16 AFCJ-28-31-10 8,5

CHCI;:CH;30H 50:50

A subfracdo AFCJ-28-46 (16,7 mg) se apresentou em mistura e foi submetida a
um novo fracionamento cromatografico em coluna de silica gel (230-400 mesh), (@ = 3
cm; h = 10 cm) utilizando como eluente misturas de C¢H14/CHCI3 e de CHCI3/CH3;0H
em gradiente crescente de polaridade, resultando em 10 fracdes de aproximadamente 8
mL cada (AFCJ-28-46-1 a AFCJ-28-46-10). Estas foram reunidas em 10 subfracdes de
acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA. Este processo resultou no
isolamento da substancia A-10 (3,6 mg) (Tabela 15).

65



Tabela 15. Dados obtidos por cromatografia em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh)
da subfracdo AFCJ-28-46

FracGes o Massa- .
Eluente _ Codigo 5 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(66G)
CgH14:CHCl5 20:80 1-4 AFCJ-28-46-1 15
CgH14:CHCl5 10:90 5 AFCJ-28-46-2 2,0
6-9 AFCJ-28-46-3 1,0
10 AFCJ-28-46-4 0,6
CHCl, 11-14 AFCJ-28-46-5 1,0
CHCI;:CH30H 95:5 15-16 AFCJ-28-46-6 2,0
CHCl5:CH30H 90:10 17-18 AFCJ-28-46-7 2,5 A-10
CHCl5:CH30H 80:20 19-20 AFCJ-28-46-8 35
CHCI3:CH;0H 7:3 21-22 AFCJ-28-46-9 1,0
CHCI3:CH;0H 50:50 23 AFCJ-28-46-10 0,5

3.6.2.3 Estudo da fracdo AFCJ-32

A fracdo AFCJ-32 (282,9 mg) se apresentou em mistura e foi submetida a um
fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20 (@ = 4 cm; h = 24 cm), utilizando
como eluente CHCI3/CH3OH 6:4, resultando em 72 subfracdes de aproximadamente 1,0
mL cada, as quais foram reunidas em 18 subfracdes (AFCJ-32-1 a AFCJ-32-18) de
acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA (Tabela 16). Este processo resultou
no isolamento da substancia A-8 (3,6 mg) da subfracdo AFCJ-32-14 (Tabela 16).
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Tabela 16. Dados obtidos por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 da fragédo
AFCJ-32

Fracoes Massa-
Eluente Cadigo Substéncia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-5 AFCJ-32-1 0,8
6-7 AFCJ-32-2 0,7
8-9 AFCJ-32-3 0,1
10-15 AFCJ-32-4 2,5
16-24 AFCJ-32-5 14,6
25-27 AFCJ-32-6 6,6
28 AFCJ-32-7 2,5
29-32 AFCJ-32-8 16,1
CHCI;:CH;OH 60:40 33-61 AFCJ-32-9/10 171,1
62-63 AFCJ-32-11 9,6
64 AFCJ-32-12 1,0
65-67 AFCJ-32-13 7,0
68 AFCJ-32-14 33 A-8
69 AFCJ-32-15 2,0
70 AFCJ-32-16 0,9
71 AFCJ-32-17 2,0
72 AFCJ-32-18 43

A subfracdo AFCJ-32-9/10 (171,1 mg) se apresentou em mistura e foi submetida
a um novo fracionamento cromatografico em coluna de silica gel (230-400 mesh) (@ = 4
cm; h = 20 cm) utilizando como eluente misturas de CgH14/CHCI3 e de CHCI3/CH30H
em gradiente crescente de polaridade, resultando em 30 subfragdes. Estas foram
posteriormente reunidas em 11 subfracdes de acordo com seus perfis cromatograficos
em CCDA (AFCJ-32-9/10-1 a AFCJ-32-9/10-11). Deste processo resultou o isolamento
das substéncias AFCJ-32-9/10-7 (A-12), AFCJ-32-9/10-8 (A-11) (19,5 mg) e AFCJ-32-
9/10-9 (A-10) (12,5 mg) e AFCJ-32-9/10-10 (A-10) (4,3 mg) (Tabela 17).
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Tabela 17. Dados obtidos por cromatografia em coluna de silica gel 60 (230-400 mesh)
da subfracdo AFCJ-32-9-10

FracGes o Massa- .
Eluente _ Codigo 5 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
CgH14:CHCl5 20:80 1-3 AFCJ-32-9/10-1 0,5
4 AFCJ-32-9/10-2 2,5
CgH14:CHCl5 10:90 5 AFCJ-32-9/10-3 11
6-9 AFCJ-32-9/10-4 2,5
CHCl, 10-12 AFCJ-32-9/10-5 2,1
13 AFCJ-32-9/10-6 3,6
CHCl5:CH30H 10:90 14 AFCJ-32-9/10-7 3,7 A-12
15-16 AFCJ-32-9/10-8 19,5 A-11
CHCI3:CH;0H 20:80 17 AFCJ-32-9/10-9 12,5 A-10
18 AFCJ-32-9/10-10 4,3 A-10
CHCI3:CH;0H 30:70 19-21 AFCJ-32-9/10-11 5,5

3.6.2.4 Estudo da subfracédo AFCJ-34/35

A subfracdo AFCJ-34/35 (52,2 mg) se apresentou como uma mistura e foi
submetida a um fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20 (@ = 4 cm; h = 24
cm), utilizando como eluente CHCI3/CH3OH 6:4, resultando em 36 subfracGes de
aproximadamente 0,5 mL cada, que foram reunidas em 10 subfracdes de acordo com
seus perfis cromatograficos em CCDA. As analises das subfracbes levaram ao
isolamento da substancia A-8 (Tabela 18).
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Tabela 18. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo

AFCJ-35
FracGes o Massa- .
Eluente _ Codigo 5 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-2 AFCJ-35-1 09
3-5 AFCJ-35-2 1,0
6-8 AFCJ-35-3 15
9-12 AFCJ-35-4 4,0
CHCl3:CH30H 60:40 13-20 AFCJ-35-5 11,5
21-23 AFCJ-35-6 2,0
24-30 AFCJ-35-7 5,0 A-8
31 AFCJ-35-8 05
32-34 AFCJ-35-9 11,5
35-36 AFCJ-35-10 10,0

3.6.3 Estudo da fracado acetato de etila das cascas (AFAAC)

Inicialmente, a fase acetato de etila das cascas (AFAAC) (49,2 g) foi analisada

por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizando como eluente

CHCI3/ CH30H (9:1) e como reveladores vapores de iodo. Parte desta fracdo (3,0 g) foi

submetida a separacdo cromatografica em coluna Sephadex LH-20 (& = 6 cm; h = 35 cm).
O eluente utilizado foi metanol 100% (MeOH). Foram recolhidas 305 subfracdes, de

aproximadamente 10 mL cada, que foram agrupadas de acordo com suas semelhangas em
CCD, gerando 25 novas subfraces (AFAAc-1 a AFAAc -25) (Tabela 19) (Fluxograma

4).
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Tabela 19. Dados obtidos por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 da fragédo
AFAAcC

Fracdes Massa-
Eluente Cadigo Substéncia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-22 AFAAc-1 101,0 A-14
23-32 AFAAC-2 338,1
33-44 AFAAC-3 223,3
45-69 AFAAc-4 99,5
70 AFAAC-5 5,0
71-80 AFAAC-6 32,2 A-15, A-16
81-91 AFAAC-7 40,2
CH3OH 92-111 AFAACc-8 61,4 A-15
112-123 AFAAC-9 40,6 A-17
124-137 AFAACc-10 42,7
138 AFAAc-11 5,1
139-159 AFAAc-12 67,8
160 AFAAc-13 3,4
161-169 AFAAc-14 34,0
170-171 AFAAc-15 6,0
172-204 AFAAC-16 87,9 A-4
205-212 AFAACc-17 47,7
213-220 AFAACc-18 17,2
221-228 AFAACc-19 66,9
229-230 AFAAC-20 13,1
231-236 AFAAc-21 67,6
237-262 AFAAC-22 366,6
263-303 AFAACc-23 316,8 A-3
304 AFAAc-24 2,0
305 AFAAC-25 33
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Fase acetato de etila das cascas (AFAAc) 20,0g

CC em Sephadex LH-20
{(Eluentes: CH30H (100%4)

305 Subfracdes

CCDhA

23 Subfracdes

AFAAc-1 AFAAc-b AFAAc-8 AFAAc-9 AFAAc-16 AFAAc-23
[ I

Subs-14 Subs-15 Subs-4 Subs-3

Subs-17 .
Subs-15 ||| Subs-16 ] Subs= Substancia

[ 1

Fluxograma 4. Estudo da fase acetato de etila das cascas (AFAAC)



3.6.3.1 Estudo da subfracdo AFAAc-1

A fracdo AFAACc-1 (101,0 mg) foi submetida a uma filtracdo em Sephadex LH
20 (@ =4 cm; h =24 cm), utilizando como eluente CH3OH. Foram obtidas 20 frac6es de
aproximadamente 0,5 mL cada. As fracdes coletadas foram reunidas de acordo com as
semelhancas observadas em CCDA, gerando 6 novas subfracdes (AFAAc-1-1 a AFAAc-
1-6) (Tabela 20).

Tabela 20. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo
AFAAc-1

Fracoes o Massa- .
Eluente _ Codigo 3 Substancia
reunidas Fracdo

Isolada

(mg)
CH30H 5-9 AFAAc-1-1 13,2 A-13

10-12 AFAAc-1-2 10,2
13 AFAAc-1-3 13,1
14 AFAAc-1-4 15,2
15-18 AFAAc-1-5 10,2
19-20 AFAAc-1-6 111

A subfracdo AFAAc-1-1 (13,2 mg) solivel em metanol, apresentou uma mancha

em CCDA quando revelado com iodo, fornecendo a substancia A-13.

3.6.3.2 Estudo da subfracédo AFAAC-6

A subfracdo AFAACc-6 (32,2 mg) se apresentou em mistura e foi submetida a um
fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20 (@ = 4 cm; h = 24 cm), utilizando
como eluente CHCI3/CH3OH 6:4, resultando em 63 subfragdes de aproximadamente 0,5
mL cada, que foram reunidas em 10 subfraces de acordo com seus perfis
cromatograficos em CCDA. As analises das subfracGes levaram ao isolamento de 2

substancias (Tabela 21).
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Tabela 21. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo
AFAAc-6

FracGes o Massa- .
Eluente _ Codigo 5 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-18 AFAAC-6-1 2,0
19-21 AFAAC-6-2 2,0
22-24 AFAAC-6-3 2,3
25-26 AFAAc-6-4 2,4
CHCl3:CH30H 60:40 27-28 AFAAC-6-5 2,7 A-14+A-15
29 AFAAC-6-6 1,0
30-33 AFAAC-6-7 17
34-36 AFAAC-6-8 4,0
37-40 AFAAC-6-9 38
41 AFAAC-6-10 4,5

3.6.3.3 Estudo da subfracdo AFAACc-8

A subfracdo AFAAc-8 (61,4 mg) se apresentou como em mistura e foi
submetida a um fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20 (@ = 4 cm; h = 24
cm), utilizando como eluente CH3OH, resultando em 45 subfragdes de
aproximadamente 0,5 mL cada, que foram reunidas em 11 subfragcdes de acordo com
seus perfis cromatograficos em CCDA. As analises das subfracbes levaram ao

isolamento da substancia A-14 (Tabela 22).
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Tabela 22. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo
AFAACc-8

FracGes o Massa- .
Eluente _ Codigo 5 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-3 AFAAC-8-1 1,0
4 AFAAC-8-2 05
5-7 AFAAC-8-3 2,0
8 AFAAc-8-4 0,5 A-14
CH;OH 9-12 AFAAC-8-5 25
13-16 AFAAC-8-6 1,0
17 AFAAC-8-7 05
18-23 AFAAC-8-8 5,0
24-39 AFAAC-8-9 13
40 AFAAC-8-10 05
41-45 AFAAC-811 1,0

3.6.3.4 Estudo da subfracédo AFAACc-9

A subfracdo AFAACc-9 (40,6 mg) se apresentou em mistura e foi submetida a um
fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20, utilizando como eluente CH3;OH
100%, resultando em 50 subfracGes de aproximadamente 0,5 mL cada, que foram
reunidas em 13 subfracGes de acordo com seus perfis cromatograficos em CCDA. As
analises das subfracfes levaram ao isolamento da substancia A-16 (Tabela 23).
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Tabela 23. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo
AFAAc-9

Fracoes Massa-
Eluente Cadigo Substéncia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
1-13 AFAAC-9-1 0,6
14-15 AFAAC-9-2 0,5
16-17 AFAACc-9-3 2,1
18-19 AFAAC-9-4 1,0
CH3OH 20-21 AFAAC-9-5 1,0
22-24 AFAAC-9-6 2,0 A-16

25-29 AFAAC-9-7 3,0
30 AFAAC-9-8 0,5
31-32 AFAAC-9-9 4,6
33-34 AFAAC-9-10 5,7
35 AFAACc-9-11 0,5
36-39 AFAAC-9-12 7,3
40-50 AFAAC-9-13 75

3.6.3.5 Estudo da subfracédo AFAAc-16

A subfracdo AFAACc-16 (87,9 mg) se apresentou em mistura e foi submetida a
um fracionamento cromatografico em Sephadex LH-20, utilizando como eluente
CH30H, resultando em 26 subfracdes de aproximadamente 0,5 mL cada. As analises

das subfracdes levaram ao isolamento da substancia A-4 (Tabela 24).
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Tabela 24. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragédo

AFAACc-16
Massa-
Eluente Cadigo Substancia
Fracao
Isolada
(mg)

AFAAC-16-1 1,0
AFAAC-16-2 52
AFAAC-16-3 34
AFAAC-16-4 2,3
AFAAC-16-5 4,2
AFAAC-16-6 31
AFAAC-16-7 1,2
AFAAC-16-8 08
AFAAC-16-9 1,2
AFAACc-16-10 1,3
AFAACc-16-11 1,1
AFAAC-16-12 0,5

CH,OH AFAAC-16-13 1,2
AFAACc-16-14 34
AFAACc-16-15 5,4
AFAACc-16-16 1,2
AFAACc-16-17 32
AFAACc-16-18 33
AFAACc-16-19 32 A-4
AFAAC-16-20 4,2
AFAAC-16-21 2,3
AFAAC-16-22 31
AFAAC-16-23 34
AFAAC-16-24 0,5
AFAACc-16-25 1,0
AFAACc-16-26 6,2

3.6.3.6 Estudo da subfracédo AFAAc-23

Parte da subfracdo AFAACc-23 (123,4 mg) se apresentou como uma mistura e foi

submetida a uma particdo por solventes, utilizando como eluentes CH;OH (2 mL),
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CHCI3 (2mL) e H,O (1mL), resultando em duas fases distintas. As analises das

subfracdes levaram ao isolamento da substancia A-3 (Tabela 25).

Tabela 25. Dados obtidos por cromatografia em coluna em Sephadex LH-20 da fragéo
AFAAc-23

Fraces o Massa- o
Eluente _ Caodigo 3 Substancia
reunidas Fracdo
Isolada
(mg)
AFAAC-23-i 120,0
AFAAC-23-s 3,4 A-3

3.7 Ensaios de atividade antiproliferativa frente a linhagens de células neopléasicas

humanas e murina

Os extratos etandlicos das cascas e folhas da espécie, assim como as substancias
isoladas, foram encaminhadas para a Prof® Dr? Maria de Fatima Cepa Matos e Prof? Dr2
Renata Trentin Perdomo do FACFAN da UFMS para avaliacdo da atividade citotoxica
frente as seguintes linhagens de células tumorais: MCF7 (mama), HT-29 (c6lon), 786-0
(rim), PC-03 (prostata), HL-60 (leucemia), NCI-ADR/RES (ovério resistente a
maultiplas drogas), OVCAR-3 (ovario). Também foi incluida a linhagem ndo tumoral
NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino) obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro para a avaliacdo da citotoxicidade (Ojeda, 2015). O teste de citotoxicidade foi
realizado de acordo com o protocolo que emprega o corante sulforrodamina B (Monks,
1991). Nos experimentos foram incluidos um controle positivo (doxorrubicina). A
inibicdo de crescimento - Gl (%) de cada amostra-teste foram calculadas em programa
Excel 2007, utilizando-se as formulas segundo Monks. (1991):

T > CN adroga estimulou o crescimento, ndo é possivel o célculo da GI.

Se T > TO e < CN, (efeito citostatico): IC =100 X [(T-T0)/(C-T0)]

Se T< TO (efeito citocida): IC =100 X [(T-T0)/(C)]

A dose que inibe 50% do crescimento celular (Glsp) foi determinada em
programa de analises de dados (Origin Versdo 6.0). As amostras-teste com Glsp <

30ug/mL foram consideradas ativas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo estrutural das substéncias isoladas da fase cloroférmica

(AVFACI) das cascas de Aspidosperma verbascifolium

As substancias isoladas a partir do fracionamento da fase alcaloidica
cloroférmica das cascas do espécime Aspidosperma verbascifolium (AVFACI) tiveram
suas estruturas estabelecidas com base nas andlises espectroscépicas, principalmente
RMN de 'H e de **C uni- e bidimensionais e também na espectrometria de massas
sequencial (CLAE-DAD-EM/EM), e posterior comparagdo com dados existentes na

literatura. A identificacdo destas substancias € descrita a seguir.

4.1.1 Substancias A-1 + A-2

As substancias A-1 e A-2 presentes na fragdo AVFACI-7B-89/99 se apresentaram
como um soélido de cor branca solivel em cloroférmio, tendo fornecido resultado
negativo frente ao reagente de Dragendorff. A fracdo apresentou, no entanto, uma Unica
mancha quando revelada em placa cromatografica com lodo.

A andlise do espectro de RMN de 'H da fracdo (Figura 2) sugeriu tratar-se de
uma mistura de duas substancias, ambas pertencentes a classe dos esteroides. Esta
proposta foi corroborada pela presenca de sinais relativos a hidrogénios olefinicos em
on 5,32 (d, J = 4,6 Hz, H-5), além de um tripleto em &y 3,50 (J= 5,2 Hz, H-3) indicativo
da presenca de hidrogénio carbinolico relativo a B-hidroxilagdo do sistema, pertencentes
a ambos os esteroides. Foram observados também sinais de hidrogénios olefinicos
trans, em 644,98 (dd, J= 8,6 e 15,1 Hz) e 5,12 (dd, J= 8,3 e 15,1 Hz), sugestivos dos H-
22 e H-23, respectivamente, do esteroide estigmasterol. A presenca de sinais em oy
0,65-1,05 de varios grupos metinicos e entre 1,0-2,0 de grupos metilénicos, reforca o
indicio de que a fracdo tratava-se da mistura dos esteroides P-sitosterol (A-1) e
estigmasterol (A-2) (Figura 1, Tabela 26).
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Figura 1. Estrutura quimica dos esterdides A-1 (estigmasterol) e A-2 (B-sitosterol)

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos esteroides foram comparados
com os encontrados na literatura (Baratto, 2010.; Dalmarco, 2009) para os esterdides
estigmasterol e [B-sitosterol, conforme listado na Tabela 26. Embora de ocorréncia

ampla no reino vegetal, estes compostos estdo sendo relatados pela primeira vez no

género Aspidosperma.
As confirmagbes das estruturas de A-1 e A-2 foram feitas com base na

comparacdo por CCDA e pelos dados de RMN comparados com a literatura com

amostras auténticas.
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Tabela 26. Dados de RMN de *H para as substancias A-1 e A-2 e comparagéo com

dados de 'H para o estigmasterol e p-sitosterol

oy (mult., J) &y (mult,, J) oy (mult,, J) oy (mult., J)
A-1 °A-2 bestigmasterol (Chaturvedula, bB-sitosterol (Chaturvedula,
2012) 2012)

3 3,50 (t, J=5,2 Hz) 3,50 (t, J=5,2 Hz) 3,51 (tdd, J=4.5; 4,2; 3,8 Hz) 3,53 (tdd, J=4,5; 4,2; 3,8 Hz)
5 5,32 (d,J=4,6 Hz) 5,32 (d, J=4,6 Hz) 5,31 (t, J=6,1 Hz) 5,36 (t, J= 6.4 Hz)
18 0,98 (s) 0,98 (s) 1,03 (s, 3H) 1,01 (s, 3H)
19 0,6-0,8 (m) 0,67 (s) 0,71 (s, 3H) 0,68 (s, 3H)
21 0,89 (d, J=6,3 Hz) 0,89 (d, J=6,3 Hz) 0,91 (d, 3H, J=6.2 Hz) 0,93 (d, 3H, J=6.5 Hz)
22 4,98(dd, J=8,6; 15,1 Hz) 4,98 (m, 1H)
23 5,12(dd, J=8,3; 15,1 Hz) 5,14 (m, 1H)
26 0,78 (d, J= 6,4 Hz) 0,78 (d, J= 6,4 Hz) 0,80 (d, 3H, J=6.6 Hz) 0,81 (d, 3H, J= 6.4 Hz)
27 0,81 (d, J=6,4 Hz) 0,81 (d, J=6,4 Hz) 0,82 (d, 3H, J=6.6 Hz) 0,83 (d, 3H, J=6.4 Hz)
29 0,83 (m) 0,83 (m) 0,83 (t, 3H, J="7.1 Hz) 0,84 (t, 3H, J=7.2 Hz)

(CDCls; 300,06 MHz para *H)J; [°(CDCls; 600,0 MHz para *H)]
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Figura 2. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CDCls, gotas CD30D) de A-1+A-2
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4.1.2 Substancia A-3

Isolada como um pé de cor amarela através de um fracionamento cromatografico
em CLAE da subfracdo AVFACI-10CD, a substancia A-3 (AVFACI-10CD-p2)
(Figura 3) soltvel em metanol, apresentou fluorescéncia em placa cromatografica ao

ser revelada sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

1000
750-] H
500 H ﬂ

2s0] ‘|||

Figura 3. Cromatograma de AVFACL-10CD

Os sinais observados nos espectros de RMN de *H sugeriram que esta substancia
trata-se de um flavonol 3, 5, 7, 3°, 4’- hidroxilado (quercetina), com base nos sinais em
7,69 (s, 1H) e em 6,85 (dd; J=2,0; 8,5 Hz, 1H) e 7,61 (d, J= 8,5 Hz, 1H), referentes aos
hidrogénios H-2", H-5"e H-6"do anel B, respectivamente, caracteristicos de hidroxilacao
em C-3’ e C-4’. (Figuras 4 e 5 e Tabela 27).

Os sinais referentes aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A hidroxilado nas
posicdes 5 e 7 foram observados como dupletos em 6,3 ppm (J= 1,5 Hz) e 6,1 ppm (J=
1,5 Hz), respectivamente (Figura 4, Tabela 27).

Sinais caracteristicos de um flavonol foram observados também nos espectros de
RMN de *3C e DEPT 135, em &¢ 157,0, referente ao carbono ndo hidrogenado C-2 do
anel C, em 135,7, referente ao carbono C-3 e em &¢ 176,2, referente ao carbono
carbonilico C-4. Os sinais dos carbonos oxigenados C-3* e C-4’ do anel B foram

observados em d¢ 144,9 e 147,5, respectivamente (Figura 6, Tabela 27).
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Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e C de A-3 foram ainda
comparados com os encontrados na literatura para o flavonoide quercetina, conforme
listado na Tabela 27 e apresentaram uma boa correlagéo.

Da mesma forma, na analise por CLAE-DAD-EM/EM da fase alcaloidica das
cascas (item 4.2), o PICO 6 presente no cromatograma de pico base (BPC) foi
identificado como sendo relativo ao flavonoide quercetina, cujo espectro de massas
obtido via ionizagdo por electrospray no modo positivo apresentou um ion protonado a
[M+H]" a m/z 303,0505, compativel com a formula molecular C1sH1;0;" (erro de 3,0
ppm).

Este flavonoide esta sendo descrito pela primeira vez nesta espécie, enquanto
que a literatura relata a existéncia do flavonoide rutina em Aspidosperma macrocarpon
(Bannwart, 2012).

Figura 4. Estrutura quimica do flavonoide A-3 (quercetina)

83



Tabela 27. Dados de RMN de *H e *3C para a substancia A-3 e comparagdo com dados

de **C da quercetina

C/H oH (mult., J) () ®8¢ (C)
A-3 A-3 ®Quercetina
(Martins, 2006)
2 - 157,0 156,3
3-OH - 135,7 135,9
4 - 176,2 176,0
5- OH - 161,2 160,9
6 6,3 (d, J= 1,53 Hz) 97,8 98,3
7- OH - 164,1 164,1
8 6,1 (d, J= 1,53 Hz) 93,0 93,5
9 - 157,0 156,3
10 - 103,9 103,1
1 - 122,7 122,1
2 7,69 (s) 1146 1152
3’-OH - 1449 1452
4’-OH - 1475 147,9
5 7,61 (d, J=83Hz) 120,3 120,2
3 6,85 (dd, J= 1,6; 8,1 Hz) 1148 1158

[%(CD;0D; 300,06 MHz para *H); (3-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]; [°(5-ppm, 75,45 MHz, DMSO-d¢)]
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Figura 5. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CDCls, gotas CD;0D) de A-3
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Figura 6. Espectro de RMN de *C (75,45 MHz; CDCls, gotas CDsOD) de A-3
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4.1.3 Substancia A-4

A subfracdo AVFACI-10CD, através de um fracionamento cromatografico em
CLAE, mostrou ser constituida por duas substancias (Figura 7). Apés purificacdo por
CLAE semipreparativa, foi coletada a subfracio AVFACI-10CD-p4 correspondente ao
pico eluido em 15,0 minutos, resultando a substancia A-4. Esta substancia apresentou-se
como um solido de cor amarela, soluvel em metanol, com absorbancia sob luz

ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.
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Figura 7 . Cromatograma de AVFACL-10CD

O espectro de RMN de *H (Figura 9) de A-4 mostrou-se semelhante ao de A-3,
sugerindo que se tratava também de um flavonol. As principais diferencas observadas
foram com relacgdo aos sinais dos hidrogénios do anel B. O espectro de A-4 apresentou
sinais em oy 6,9 (d, J= 8,7 Hz, 1H) e 8,0 (d, J= 8,7 Hz, 1H), sendo os valores de
deslocamento quimico e constante de acoplamento indicativos de um anel aromaético
para-substituido. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-3’,5’ ¢ H-2°,6’,
respectivamente, sendo caracteristicos do anel aromatico B substituido na posigdo 4.
Isso ocorre devido a simetria apresentada por este anel, fazendo com que os hidrogénios
das posicdes 2’ e 3’ apresentem equivaléncia em deslocamento quimico com os
hidrogénios das posigdes 6’ e 5°, respectivamente. Sinais referentes ao anel A foram
observados em 6 6,1 (d, H-6, J= 2,1 Hz) e 6,3 (d, H-8, J= 2,1 Hz). A constante de

acoplamento observada confirma um acoplamento meta entre esses hidrogénios (Tabela
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28). Estes dados sdo condizentes com os relatados na literatura para o kaempferol
(3,5,7,4'-tetraidroxiflavonol) (Singh, 2008), descrito pela primeira vez nesta espécie.

As informages fornecidas pelos espectros de RMN **C 135, evidenciaram
sinais em 6 147,5 e 137,1ppm referentes aos carbonos C-2 e C-3 ndo hidrogenados do
anel C, o sinal do carbono carbonilico C-4 em 6 177,4, além dos sinais relativos a C-
2°/6> ¢ C-3°/5’em & 130,7 e 116,3, respectivamente. Os demais dados de RMN de *C
de A-4 sdo apresentados na Figura 10 e Tabela 28.

Da mesma forma que o relatado para a substancia A-3, na anélise por CLAE-
DAD-EM/EM da fase alcaloidica das cascas (item 4.2), o PICO 8 presente no
cromatograma de pico base (BPC) foi identificado como sendo relativo ao flavonoide
kaempferol, cujo espectro de massas obtido via ionizagdo por electrospray no modo
positivo apresentou um ion protonado a [M+H]" a m/z 287,055, compativel com a
férmula molecular C15H10O¢ (erro de 0,5 ppm).

Ndo foram encontrados na literatura relatos a respeito da existéncia do

flavonoide kaempferol (Figura 9) em Aspidosperma verbascifolium.

OH O

Figura 8. Estrutura quimica do flavonoide A-4 (kaempferol)
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Tabela 28. Dados de RMN de *H para a substancia A-4 e comparagdo com dados de *H

para o kaempferol

C/H oy (mult., J) () ®3¢ (C)
A-4 AA-4 "Kaempferol
(Singh, 2008)
2 - 1475 146,8
3- OH - 137,1 135,6
4 - 1774 175,9
5- OH - 161,9 160,7
6 6,1 (d, J= 2,1 Hz) 99,3 98,2
7- OH - 165,6 163,9
8 6,3 (d, J=2,1 Hz) 94,5 93,5
9 - 158,3 156,2
10 - 104,5 103,1
1 - 123,7 121,7
2’ 8,0 (d, J=8,7 Hz) 130,7 129,5
3’-OH 6,9 (d, J=8,7 Hz) 116,3 1154
4’- OH - 160,5 159,2
5’ 6,9 (d, J=8,7 Hz) 116,3 1154
6’ 8,0 (d, J=8,7 Hz) 130,7 129,5

[*(CD30D; 300,06 MHz para 'H); (3-ppm, 75,45 MHz, CD,0OD)]; [*(3-ppm, 75,45 MHz, DMSO-

de)]
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Figura 9. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CD3;0D) de A-4
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Figura 10. Espectro de RMN de **C (75,45 MHz; CD;0D) de A-4
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4.1.4 Substancia A-5

Apo6s submetida a um fracionamento cromatografico em CLAE, a subfragdo
AVFACI-12-8 (13,0 mg) mostrou ser constituida por quatro substancias (Figura 11).
Apbs purificacdo por CLAE semipreparativa, foi coletada a subfracdo AVFACI-12-
8p4, correspondente ao pico eluido em 8,5 minutos, originando a substancia A-5. Esta
substancia apresentou-se como um solido de cor amarela, soluvel em cloroférmio com
gotas de metanol e revelou se como um alcaloide através do teste positivo com o
reagente de Dragendorff, sendo encaminhada para analises espectrais de RMN de *H,
SC/DEPT 135 e CLAE-DAD-EM/EM.

2 ]

175

2,401

575

a0
2 0]
2 a0

3 ]

2 40
2.0

2o

Al

0 ]
0 ] \

040 ]

020

W
21613

0 e

Figura 11. Cromatograma de AVFACI-12-8 (8,433 minutos)

A andlise da fracdo alcaloidica AVFACI-12-8p4 por CLAE-DAD-EM/EM
(cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e

espectrOmetro de massas sequencial) (Figura 12) revelou a presenga de um pico cujo
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espectro de massas de alta resolucdo (EM) (Figura 13) mostrou um pico a m/z 309,1965

[M+H]" em 13,9 min, compativel com a formula molecular C1gH24N,0 (A -1,1 ppm).

Intens
x106

0.50

0.25

A-5

0001 UUNML

0 5 10 15 20 25 30 35 40 Time [min]
[—BPC +Al MS |

Figura 12. Cromatograma de pico Base (BPC) da fracdo alcaloidica AVFACI-12-8p4
das cascas de Aspidosperma verbascifolium
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Figura 13. Espectro A: UV de A-5. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucao
correspondente a A-5. Espectro C: Experimento EM/EM

O mecanismo de fragmentacdo de A-5 e as estruturas de alguns dos ions-produto
observados no experimento EM/EM sdo observados no item 4.3 (Identificagcdo dos
compostos presentes na fase alcaloidica cloroférmica das cascas (AVFACI) por CLAE-
DAD-EM/EM).

As andlises de RMN de 'H (Figura 15) da subfragdo AVFACI-12-8p4
evidenciaram a presenca de uma substancia da classe dos alcaloides inddlicos do tipo

copsano (Pereira et al., 2007). Assim, o espectro de RMN de 'H apresentou dois
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dupletos em 6y 6,60 (1H, J= 7,6 Hz) e 7,32 (1H, J= 7,6 Hz) e tripletos largos em oy
6,72 (1H, J= 7,4 Hz) e 6,99 (1H, J= 7,4 Hz) sugestivos dos hidrogénios H-12 e H-9, e,
H-10 e H-11, respectivamente, de um nucleo inddlico, onde o anel A encontra-se sem
substituintes (Bannwart, 2012). Estas atribui¢cbes foram confirmadas através das
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no espectro de HMBC
(Figura 19) entre C-9 (3¢ 123,1)/H-11 (6y 6,99), C-10 (¢ 119,3)/H-12 (34 6,72), CH-
11 (6¢c 127,2)/H-9 (6 7,32), CH-12 (8¢ 110,5)/H-10 (o 6,60), e C-13 (6¢ 151,3)/H-9
(On 7,32)/H-11 (64 6,99). Sinais de hidrogénios metilénicos proximos a nitrogénio
foram observados em oy 3,50 (s, H-5) e oy 3,03 (m, H-3). Além destes, foi observado
um duplo tripleto em 6y 2,59 (J= 9,6 e 2,4 Hz, H-6), um duplo dupleto em 6y 2,31 (J=
10,0 e 4,6 Hz, H-16) e um simpleto em 6y 3,20 (H-21) referentes a um hidrogénio
metinico cada (Tabela 29). Ainda foi observado um duplo dupleto em &4 4,75 (J=9,0 e
4,4 Hz, H-22) referente a hidrogénio carbinolico. Demais correlacdes e atribuicGes dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e metinicos da cadeia alifatica
estdo descritos na Tabela 29.

A presenca de sinais no espectro de RMN de **C em &c 123,1 (C-9), 119,3 (C-
10), 127,2 (C-11) e 110,5 (C-12) evidenciaram sinais correspondentes a carbonos de
anel aromatico. Sinais correspondentes a carbonos de anel aromatico desprovidos de
hidrogénio foram observados em éc 134,1 (C-8) e 151,1 (C-13). O sinal em 6¢c 71,4
indicou a presenga de um carbono carbinolico ndo conjugado na estrutura do alcaloide.
Sinais referentes a carbonos metilénicos em d¢c 46,9 e 48,9 e de um carbono metinico
em o¢c 70,6 (Figura 16) atribuidos a C-3, C-5 e C-21 ligados ao nitrogénio N4 também
foram observados (Tabela 29). O mapa de correlacdo de HSQC (Figura 18) forneceu
as correlagdes dos hidrogénios com seus respectivos carbonos, observando-se trés
carbonos metinicos (CH) do tipo sp; em: éc 54,4 (C-6), d¢c 45,6 (C-16) e d¢ 72,2 (C-22).

Pelo mapa de contornos HMBC (Figura 19) pode-se observar as correlacdes
entre ¢ 45,6 (C-16) com dy 2,49 (H-6), do o¢ 48,9 (C-5) com 6y 3,20 (H-21) e 4,75 (H-
22), do 6¢ 70,8 (C-21) com oy 3,50 (H-5), do 6¢ 71,2 (C-2) com &y 2,31(H-16) e 1,6-1,7
(H-18). Foram evidenciados também acoplamentos entre o carbono em dc 72,2 (C-22) e
os hidrogénios em dy 3,50 (H-5) e 2,49 (H-6), confirmando o posicionamento do grupo

carbindlico em C-22.
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As correlacdes entre os hidrogénios observadas no mapa de contornos COSY
(Figura 17) confirmaram os acoplamentos entre os hidrogénios H-9 (64 7,32) e H-10
(dn 6,72) e entre os hidrogénios H-11 (84 6,99) e H-12 (34 6,60) do sistema aromatico.
Também foram observadas correlagcdes entre H-6 (84 2,49) e H-22 (84 4,75) e entre H-
16 (64 2,31) e H-22 (64 4,75) corroborando o posicionamento do grupo hidroxila em C-
22.

O conjunto de dados espectrais de RMN uni- e bidimensionais descritos acima
para o alcaloide A-5 mostrou-se muito semelhante ao dos dados apresentados na
literatura para o alcaloide inddlico copsanol-N-Oxido descrito anteriormente por
Bannwart e colaboradores (Figura 14) (Bannwart, 2012) (Tabela 29). No entanto,
apresentaram diferengas referentes aos sinais dos carbonos metilénicos C-3, C-5 e do
carbono metinico (C-21). A protecdo dos sinais desses carbonos, em relacdo aos dos
mesmos presentes no copsanol-N-6xido nos levou a inferir que um grupo retirador de
elétron ligado ao nitrogénio da posicdo 4 ndo se faz presente em A-5. Esses dados
sugeriram que A-5 se trata do alcaloide ind6lico monoterpénico copsanol, anteriormente
isolado de um espécime de Aspidosperma macrocarpon por Mitaine e cols. em 1996 e
também por Braekman e cols. em 1969 de um espécime de A. verbascifolium (Figura
14).

or

\N+

N
H
Figura 14. Estruturas quimicas do alcaloide copsanol-N-0xido e do alcaloide A-5

(copsanol)
Embora descrito anteriormente por Mitaine e cols e por Braeckman e cols, 0s

dados espectrométricos de RMN uni- e bidimensionais deste alcaloide estdo sendo

descritos pela primeira vez no presente trabalho.
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Tabela 29. Dados de RMN de 'H e de *C para a substancia A-5 (copsanol) e

comparagdo com dados de *H e de *3C para o alcaloide copsanol-N-6xido

C/H 8y (mult., J) 3¢ (C) &y (Mult., J) 3¢ (C)
IA-5 IA-5 ®copsanol-N-6xido ®copsanol-N-6xido
(Bannwart, 2012) (Bannwart, 2012)
2 - 71,2 - 66,3
3 3,03 (m) 47,0 3,08 (m) 47.9
5 3,50 () 489 3,16 (dd, J=6,0; 10,8 Hz) 55,7
3,59 (t, J=10,8 Hz)
6 2,59 (m) 54,5 2,56 (ddd, J=1,5; 6,0; 63,4
7 - 65,2 - 77.1
8 - 134,0 - 141,8
9 7,32(d, J=7,6 Hz) 1231 7,42 (dd, J=0,6; 7,5 Hz) 124,0
10 6,72 (t, J=7,4Hz) 119,3 6,81 (m) 121,8
11 6,99 (t, J= 7,4 Hz) 127,2 7,05(m) 1288
12 6,60 (d, J= 7,6 H2) 110,5 6,75 (d, J= 7,8 H2) 113,9
13 - 151,1 - 150,9
14 1,10-1,20 (m) 15,2 1,35 (M) 15,8
1,90-2,00 (m) 1,98 (m)
15 1,50-1,60 (m) 34,3 1,32 (m) 34,3
1,48
16 2,31 (dd, J=9,6 € 4,4 Hz) 45,6 2,46 (d, J=10,8 Hz) 48,0
17 1,20 (m) 29,5 1,58 (M) 352
1,80 (m)
18 1,60-1,70 (m) 25,6 1,58 (M) 24,8
1,89 (m)
19 1,20-1,30 (m) 36,9 1,30 (M) 37,2
20 - 31,3 - 31,6
21 3,20 (s) 70,8 3,84 () 85,5
22 475(dd,J=9,6e44Hz) 722 2,97 (M) 71,3

[*(CDClI3, gota CD;0D; 300,06 MHz para *H); (8-ppm, 75,45 MHz, CDCls, gota de

CD;0D)] [°(CD;0D; 300,06 MHz para *H); (8-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]
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4.1.5 Substancias A-5+A-6

As substancias A-5 e A-6 foram isoladas em mistura como um sélido de cor
amarela soluvel em cloroférmio com gotas de metanol da fracio AVFACL-15-18.
Quando revelada ap6s CCDA com solucdo do reagente de Dragendorff, apresentou uma
(nica mancha alaranjada, sendo encaminhada para anélises espectrais de RMN de 'H,
3C/DEPT 135 e e CLAE-DAD-EM/EM.

A andlise da fracdo alcaloidica AVFACI-15-18 por CLAE-DAD-EM/EM
(Figura 20) revelou a presenca de um pico cujo espectro de massas (EM) (Figura 21)
mostrou um ion [M+H]" a m/z 309,1972 em 12,0 minutos, compativel com a formula
molecular CyoH24N20 (A -3,5 ppm) e atribuido a substancia A-5 (copsanol, item 4.1.4).
Revelou também um pico em 15,8 minutos (A-6), fornecendo um ion [M+H]" a m/z
325,1925 (Figura 22), compativel com a formula molecular C»H24N20, (erro de -4,3
ppm). A proposta de fragmentacdo de A-6 e as estruturas de alguns dos ions-produto
observados no experimento EM/EM s&o apresentadas no item 4.3.

Intens.
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0.251
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| l" I | L
[0 L ——— _...._...._..aJLJ.ﬂ_ I\“ WY ".'li_..'.__.....n..,._._’l,.l. I SR \..._'_...,L..LAA_A_M_‘LJL_._.I.'\L " J"‘---""I L=
5 10 15 20 25 30 5 40 Time [min]

[—ePc +anMs |

Figura 20. Cromatograma de pico Base (BPC) da fracdo alcaloidica AVFACI-15-18

das cascas de Aspidosperma verbascifolium
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Figura 21. Espectro A: UV de A-5 (copsanol). Espectro B: Espectro de massas de alta

resolucéo correspondente ao composto copsanol. Espectro C: Experimento EM/EM
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Figura 23. Estrutura quimica do alcaloide A-6 (copsanol-N-6xido)

Os dados espectrais de RMN de H e *C/DEPT (Figura 24; Figura 25) da
fracdo AVFACI-15-18 indicaram que era composta por uma mistura contendo dois
componentes majoritarios. Através da comparacdo destes dados com os obtidos para o
alcaloide A-5 descrito anteriormente (copsanol, Figura 14), foram verificadas

similaridades, indicando assim que um dos componentes da mistura se tratava deste
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alcaloide. A analise dos demais dados presentes nos espectros da mistura, aliada a
formula molecular CyoH24N20O, obtida para um dos componentes da mistura (A-6)
sugeriu que o outro componente majoritario da subfracdo AVFACI-15-18 seria 0
alcaloide copsanol-N-6xido (Tabela 30). Os sinais nos espectros de RMN de 'H e de
B¢ atribuidos a A-6, que apresentaram valores de deslocamento quimico muito
préximos aos de A-5 (copsanol), reforcaram esta proposta (Tabela 30).

As diferencas mais significativas entre os dados de RMN de *C de A-5 e A-6
foram observadas nos valores de deslocamento quimico dos carbonos metilénicos em d¢
64,2 ¢ 63,6 e do carbono metinico em d¢c 86,9 de A-6, atribuiveis, respectivamente a C-
3, C-5 e C-21. A desprotecdo de C-3, C-5 e C-21, vizinhos a N-4, indica a presenca de
um grupo retirador de elétrons, indicando que A-6 se trata, portanto de um derivado N-
Oxido de A-5 (Figura 25; Tabela 30).

O espectro de RMN de *H também apresentou importantes informacdes para a
definicdo da estrutura de A-6, tais como a desprotecdo dos hidrogénios metilénicos H-3
(06n 3,3 € 3,8) e H-5 (84 3,2 € 4,15) e do hidrogénio metinico H-21 (64 3,40), reforcando
a presenca do grupo N-Oxido em A-6. As atribuicbes dos valores de deslocamento
quimico dos hidrogénios metilénicos e metinicos da cadeia alifatica estdo descritos na
Tabela 30.

A presenca do nucleo inddlico livre de substituintes foi corroborada pelas
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no espectro de HMBC entre
C-9/H-11, C-10/H-12, C-11/H-9, C-12/H-10, e C-13/H-9/H-11 (dy) (Figura 28, Figura
28a).

Pelo mapa de contornos HMBC (Figura 28, Figura 28b) pode-se observar picos
cruzados entre os sinais de C-16 (6 44,7) e H-6 (5 2,85); C-21 (6 86,9) e H-5 (6 4,15);
C-2 (5 71,0) e H-16 (82,25) e de C-5 (& 63,5) e H-21 (5 3,46) e H-22 (5 4,67). As
correlag@es entre o sinal do carbono em 6¢ 70,1 (C-22) e 0s dos hidrogénios em oy 4,15
(H-5) e 2,85 (H-6) confirmaram o posicionamento do grupo carbinolico neste carbono.
As correlagdes no mapa de contornos COSY entre os hidrogénios a oy 3,30 (H-3) e 1,89
(H-14); 8y 2,25 (H-16) e 1,24 (H-17); 64 2,25 (H-16) e 4,67 (H-22); 84 2,85 (H-6) e
4,67 (H-22) e oy 4,15 (H-5) e 2,85 (H-6) corroboraram as atribui¢cGes dos valores de
deslocamento quimico destes hidrogénios (Figura 26). Esta figura mostra também as
demais correlagdes observadas no espectro COSY.
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O conjunto de dados espectrais de RMN uni- e bidimensionais descritos
anteriormente para o alcaloide A-6 mostrou-se muito semelhante aos dados
apresentados na literatura para o alcaloide indolico copsanol-N-6xido isolado de A.
macrocarpon (Figura 23) (Bannwart, 2012) (Tabela 30).
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Tabela 30. Dados de RMN de H e de **C para a substancia A-6 e comparacdo com

dados de **C para o copsanol (A-5) e o copsanol-N-6xido descrito na literatura

C/H &y (mult., J) d¢ (C) 3¢ (C) 3¢ (O)
°A-6 *A-6 ®copsanol (A-5) ‘copsanol-N-6xido
(Bannwart, 2012)
2 - 71,0 71,2 66,3
3 3,30 (m) 64,2 47,0 47,9
3,80 (m)
5 3,20 (m) 63,6 48,9 63,4
4,15 (dd, J=7,3e 12,4
Hz)
6 2,85 (m) 53,7 54,4 55,7
7 - 66,1 65,2 77,1
8 - 131,7 134,0 141,8
9 7,30 (d, J=7,2 Hz) 126,7 123,1 1240
10 6,68 (t, J=7,4 Hz) 119,1 119,3 121,8
11 6,93 (t, J= 7,4 Hz) 128,0 127,2 128,8
12 6,55 (d, J=7,5 Hz) 110,3 110,5 113,9
13 - 151,4 151,1 150,9
14 1,90 (m) 19,8 15,2 15,8
15 1,30 (m) 31,9 34,3 34,3
1,35 (d, J= 3,9 Hz)
16 2,25(dd, J=44¢e 44,7 45,6 48,0
9,8Hz)

17 1,20 (m) 29,3 29,6 35,2
18 1,89 (m) 19,8 25,6 24,8
19 1,20 (m) 36,9 36,9 37,2
20 - 32,7 31,3 31,6
21 3,40 (s) 86,9 70,8 85,5
22 4,67 (dd, J=4,4¢9,2 70,1 72,2 71,3

Hz)

[*(CDCI;, gota CD;OD; 300,06 MHz para ‘H); (8-ppm, 75,45 MHz, CDCI;, gota de CDZ;OD)]
[°(CDCl,, gota CD;0OD; 300,06 MHz para ‘H); (8-ppm, 75,45 MHz, CDCl;, gota de CD;OD)]
[¢(CD;0D; 300,06 MHz para ‘H); (5-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]
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4.1.6 Substancias A-6+A-7

As substancias A-6+A-7 foram isoladas como um sélido de cor amarela soluvel
em cloroférmio com gotas de metanol da subfracdo AVFACI-13-68. Revelada com
solucdo do reagente de Dragendorff, apresentou se em uma Unica mancha alaranjada,
sendo encaminhada para analises espectrais de RMN de 'H e *C e CLAE-DAD-
EM/EM.

A andlise da fracdo alcaloidica AVFACI-13-68 por CLAE-DAD-EM/EM
(Figura 30) revelou a presenca de um pico cujo espectro de massas (EM) (Figura 31)
mostrou um ion a m/z 325,1913 em 16,0 minutos, compativel com a férmula molecular
Ca0H24N20; (A -0,9 ppm) e atribuido a copsanol-N-6xido (A-6, item 4.1.5). Apresentou
também um pico em 27,8 minutos (A-7), que originou no espectro de massas um ion a
m/z 323,1759, com erro (A) de -1,4 ppm para a formula molecular C»H2:N20, (Figura
32). A proposta de fragmentacdo de A-7 e as estruturas de alguns dos ions-produto
observados no experimento EM/EM s&o apresentadas no item 4.3.

Figura 29. Estrutura quimica do alcaloide A-7 (5-oxocopsanol)
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Figura 30. Cromatograma de pico Base (BPC) da fracdo alcaloidica AVFACI-13-68

das cascas de Aspidosperma verbascifolium
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Figura 31. Espectro A: UV de A-6 (copsanol-N-0xido). Espectro B: Espectro de massas
de alta resolucdo correspondente ao composto copsanol-N-6xido. Espectro C:
Experimento EM/EM
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Figura 32. Espectro A: UV de A-7 (5-oxocopsanol). Espectro B: Espectro de massas de
alta resolucdo correspondente ao composto 5-oxocopsanol. Espectro C: Experimento
EM/EM

Os dados espectrais de RMN de 'H e de **C indicaram que esta subfracdo era
composta por uma mistura de duas substancias principais. Através da comparacao
destes dados com os obtidos para A-6, verificou-se que o componente majoritario da
mistura se tratava deste alcaloide. A andlise dos demais dados presentes nos espectros
da mistura sugeriu que o outro componente da subfracdo AVFACI-13-68, denominado
A-7, seria 0 alcaloide 5-oxocopsanol (Figura 29). O padrdo tipico de hidrogénios de

anel aromatico de derivados indolicos foi observado em oy 7,36 (d, J= 7,3 Hz, H-9),
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6,69 (t, J= 7,3 Hz, H-10), 6,99 (t, J= 7,3 Hz, H-11) e 6,63 (d, J= 7,3 Hz, H-12),
indicando a presenga do nucleo inddlico livre de substituintes. Sinais de trés hidrogénios
metinicos em 6y 2,49 (dd, J= 3,6 e 11,8 Hz, H-6), oy 2,37 (dd, J= 4,3 e 5,7 Hz, H-16) e
dn 3,32 (s, H-21) também foram observados (Figura 34; Tabela 31).

Um sinal no espectro de RMN de **C (Figura 35) em 8¢ 163,4 sugeriu a
presenga de carbonila de uma lactama ¢ um segundo sinal em 3¢ 72,3 foi atribuido ao
carbono carbinélico C-22. No espectro de RMN de 'H (Figura 34), um duplo dupleto
em oy 3,70 (J=4,9 e 6,0 Hz, H-22) confirmou a presenca deste grupo.

O conjunto de dados espectrais de *C descritos acima para o alcaloide A-7 se
mostrou muito semelhante aos dados apresentados pelos alcaloides inddlicos
copsorinina (Kam, 2004) e copsanol (A-5) (Figura 33, Tabela 31). Estas informacdes,
aliadas a formula molecular C,H2,N,O, obtida para 0 componente relativo ao pico A-7,
permitiram propor para este alcaloide a estrutura correspondente ao 5-oxocopsanol
(Figura 29). Este composto foi anteriormente isolado de um espécime de Aspidosperma
verbascifolium por Braekman e cols. em 1969. Embora descrito anteriormente por
Braekman e cols, os dados espectrométricos de RMN deste alcaloide esta sendo

descritos pela primeira vez no presente trabalho.

OH
=N

N
12 H N

Figura 33. Estrutura quimica dos alcaloides copsorinina e copsanol (A-5)

120



Tabela 31. Dados de RMN de *3C para a substancia A-7 e comparacdo com dados de

13C para o copsanol (A-5) e copsorinina descritos na literatura.

CHH 6c(C) oc (O) oc (O)
°A-7  P"copsanol ‘copsorinina
(A-5) (Kam & Choo, 2004)

2 71,7 71,2 69,2
3 46,0 47,0 41,8
5 163,4 48,9 167,4
6 55,1 54,4 62,1
7 67,3 65,2 56,1
8 133,4 134,0 130,6
9 127,5 123,1 122,6
10 1196 119,3 120,1
11 128,0 127,2 1288
12 1113 110,5 11,7
13 158,8 151,1 150,7
14 14,4 15,2 1243
15 33,1 34,3 131,9
16 46,0 45,6 53,6
17 29,5 29,6 33,4
18 20,8 25,6 23,4
19 37,9 36,9 30,6
20 32,9 31,1 34,1
21 71,4 70,8 63,2
22- 72,3 72,2 204,7

[*(CDCl,, gota CD,0D; 75,45 MHz); [°(CDCl,, gota CD50D; 75,45 MHz]; [{(CDCls; 100,0 MHz)]
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Figura 34. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CDCls, gotas CD;0D) de A-6+A-7
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Figura 35. Espectro de RMN de **C (75,45 MHz; CDCls, gotas CD;0D) de A-6+A-7
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4.2 Determinacdo estrutural das substéancias isoladas da fase cloroférmica (AFCJ)

das folhas de Aspidosperma verbascifolium

As substancias isoladas a partir do fracionamento da fase alcaloidica
cloroférmica das folhas do espécime Aspidosperma verbascifolium (AFCJ) tiveram suas
estruturas estabelecidas com base nas analises espectroscopicas de RMN uni e
bidimensionais, espectrometria de massas sequencial (CLAE-DAD-EM/EM) e por
comparacdo com dados existentes na literatura. A identificacdo destas substancias €

descrita a seguir.

4.2.1 Substancia A-8

O fracionamento cromatografico de AFCJ-32-14 culminou no isolamento de A-
8, esse se apresentou como sélido amorfo de cor branca. Suas estruturas foram
confirmadas a partir dos espectros RMN de *H, de **C e CLAE-DAD-EM/EM.

A espectrometria de massas sequencial (EM/EM) (Figura 36) forneceu grandes
informacdes estruturais e facilitou a identificagdo do metabolito através da andlise da
fragmentacdo caracteristica de sua molécula. Registrando ion desprotonado m/z
193,0512 [M-H] (Figura 37), compativel com a formula molecular CioH1004. A
identidade do composto foi confirmada por comparacdo dos seus dados
espectrométricos de RMN de 'H, de *C e EM, com os relatados em literatura
(Balachandran, 2015).

A-B

(1] 1} S S N—V—"
a

BPC Al M5

Figura 36. Cromatograma de pico Base (BPC) da fracdo alcaloidica AFCJ-32-14 das

folhas de Aspidosperma verbascifolium
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O espectro de massas do composto é apresentado na Figura 37 bem como o
resultado da analise EM/EM para m/z 193 que origina principalmente o ion m/z 161
(Tabela 32).
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Figura 37. Espectro A: UV de A-8. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucao

correspondente ao composto A-8. Espectro C: Experimento EM/EM

O fragmento m/z 193 corresponde ao ion [M-H] do cafeato de metila, o qual por
perda de uma molécula de CH3OH (32 Da) [M-H- CH3OH] pode originar o fragmento

m/z 161 de acordo com o apresentado no Esquema 1.

0"
OCH3 )
= j OCHg
H ‘_/
o
OH

C10HoO4”
m/z 193,0506
-CH;0H
H o~
H o A)
-
- <
[e]
OH
OH CoHs05
CyH;05" m/z 161,0244
m/z 161,0244

Esquema 1. Proposta da via mecanistica do fragmento m/z 161 do cafeato de metila
(m/z 193) a partir de EM/EM, em modo negativo
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Tabela 32. Principais ions formados em CLAE-DAD-ESI- EM/EM para A-8 (cafeato
de metila)

Composto Formula [M-H] Erro ESI-EM/EM
molecular m/z A (ppm) Fragmentos (m/z)
calculado observado
Cafeato de metila | CqgH10O4 193 -3,4 193
CoHsO3 161

A analise dos espectros de RMN de'H e®C permitiu caracterizar a
substancia como um derivado do &cido cindmico. Do conjunto de dados obtidos
mediante os espectros de RMN de *H (Figura 39) deste, devem ser destacados em face
da importancia para a caracterizagédo estrutural do mesmo, os sinais em oy 7,06 - 6 6,82
ppm, caracteristicos de anel aromatico 1,3,4-trissubstituido e os sinais em oy 7,56 e &
6,24 ppm referentes aos dois protons olefinicos H-7 e H-8, respectivamente, cuja
configuracdo trans conjugada a carbonila é confirmada pela constante de acoplamento
(J= 15,9 Hz), sinais estes que sao caracteristicos de um éster trans-cindmico de
derivados aromaticos Cg-Cs. Além destes, um singleto em &y 3,80, integrado para 3
hidrogénios referente a um grupo metoxila foi atribuido a estrutura (Tabela 33).

O espectro de RMN de **C/DEPT (Figura 40, Figura 41), evidenciou dez linhas
espectrais, a quais destacam-se 0s sinais em oc 145,4 e 113,5 referentes aos carbonos
olefinicos C-7 e C-8, respectivamente. Além destes, destacam-se 0s sinais dos carbonos
carbindlicos do sistema aromatico em &c 144,8 (C-3), 147,5 (C-4), o carbono
quaternério oc 126,1 (C-1), e sinais em o6c 168,3 e 51,0 compativeis com a presenca de
um grupo carboximetila (Figura 40). A posicdo da metoxila foi confirmada através das
correlagdes heteronucleares a longa distancia apresentadas no espectro de HMBC
(Figura 43) através das correlagdes entre 0 C-9 (d¢ 168,3) com os hidrogénios em dy
3,8 (O-CHg3). Pelo mapa de contornos HMBC foi possivel observar ainda as correlacfes
entre dc 145,4 (C-7) com 6y 6,81 (H-2), do o¢ 126,1 (C-1) com 6y 7,57 (H-7), 6,24 (H-
8) e 6,81 (H-2). Demais correlagdes podem ser observadas na Tabela 34. Esses dados
estdo em acordo com a literatura (Balachandran et al., 2015) para compostos da mesma
familia quimica e permitiram caracterizar o produto como cafeato de metila (Figura
43).
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Figura 38. Estrutura quimica de A-8 (cafeato de metila)

Tabela 33. Dados de RMN de *H e de **C/DEPT para a substancia A-8 e comparacao

com “C/DEPT do cafeato de metila

C/H 6H (mult., J) ¢ (C) ¢ (C)
*A-8 RMN*C/DEPT RMN*C/DEPT
“A-8 ®Cafeato de Metila
(Balachandran et al.,

2015)

1 - 126,1 126,3

2 7,06 (1H, d, J=1,2 Hz) 113,6 113,4

3 - 144,8 145,6

4 - 147,5 148,2

5 6,81 (1H, d, J='8,1 Hz) 114,9 115,1

6 6,96 (1H, dd, J=8,1; 1,7 Hz) 121,5 121,6

7 7,57 (1H, d, J= 15,9 Hz) 1454 1454

8 6,24 (1H, d, J= 15,9 Hz) 113,5 113,7

9 - 168,3 168,4
COOCH,; 3,80 (s) 51,0 50,6

[3(8-ppm, 300 MHz, CD;0D)] [(8-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]; °[(-ppm, 100MHz, DMSO-d6)]
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Tabela 34. Principais correlacdes %J e % (*H x**C) observadas no mapa de contorno
HMBC para a substancia A-8

o (H) oc (O)
7,57 (H-7), 6,24 (H-8), 3,80 (COOCHs) 168,3 (C-9)
7,06 (H-2), 6,94 (H-6), 6,81 (H-5) 1475 (C-4)
6,81 (H-5) 1454 (C-7)
6,81 (H-5) 1448 (C-3)
7,57 (H-7), 6,81 (H-5), 6,24 (H-8) 126,1 (C-1)
7,57 (H-7), 7,06 (H-2) 121,5 (C-6)
6,94 (H-6) 114,9 (C-2)
6,94 (H-6) 113,6 (C-5)
7,57 (H-7) 1135 (C-8)

51,0 (COOCHS)
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Figura 39. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CDCls, gotas CDs0D) de A-8
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Figura 40. Espectro de RMN de **C (75,45 MHz; CDCls, gotas CD;0D) de A-8
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4.2.2 Substancia A-9

Apols submetida a um fracionamento cromatografico em CLAE a subfracédo
AFCJ-15-13 (27,0 mg) resultou em 4 picos (Figura 44). Fracionada por CLAE
semipreparativa, foi coletada a subfragdo AFCJ-15-13-p4 (2,3 mg), correspondente ao
pico com tempo de retencdo em 12,0 minutos, originando a substancia A-9. Isolada
como um soélido de cor amarela solivel em cloroférmio, quando revelada ap6s CCDA
com solucdo do reagente de Dragendorff, apresentou uma unica mancha alaranjada,
sendo encaminhada para anlise espectral de RMN de *H e CLAE-DAD-EM/EM.

A-9

o J N

L= = = == = == (= == (=

Figura 44. Cromatograma de AFCJ-15-13

Evidenciando a presenca de substancia da classe dos alcaloides indélicos do tipo
copsano (Pereira et al., 2007), as analises de RMN de ‘H para a subfracdo AFCJ-15-13-
p4 (Figura 48) (CDCl3, 300 MHz, 6 ppm) apresentaram sinais de quatro hidrogénios
aromaticos, sendo dois dupletos em oy 7,27 (J= 7,9 Hz, 1H) e 6,65 (J= 7,9 Hz, 1H) e
dois tripletos de dupletos em 8y 7,03 (J= 1,10 e 7,51 Hz, 1H) ¢ 6,77 (J= 1,10 e 7,51 Hz,
1H) caracteristicos de um anel aromatico orto-dissubstituido, atribuiveis a hidrogénios
de um anel aromatico 1,2-dissusbstituido, correspondentes aos hidrogénios em H-9 e H-
12, e, H-10 e H-11, indicadores de que o anel A encontra-se sem substituicOes

(Bannwart, 2012). Foi observado ainda, sinais de trés hidrogénios metinicos em 6y 2,55
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(dd, J=4,30; 9,80 Hz, H-6, 1H), 34 2,67 (d, J= 10,85 Hz; H-16, 1H) e 84 3,35 (s, H-21,
1H) (Tabela 35).

Estes dados, aliados ao fato de o espectro de massas de alta resolucéo indicar um
fon protonado a m/z 307,1807 [M+H]" (Figura 47), compativel com a foérmula
molecular C0H23N,O", erro -0,7 ppm, leva a inferir que o PICO da fragdo alcaloidica
das folhas AFCJ-15-13-p4 (Figura 46) com tempo de retencdo em 11,0 minutos é
condizente ao metabolito identificado como copsanona (Figura 45). O mesmo foi
observado na base de dados (item 3.5) assim sendo a identidade do composto
confirmada por comparacéo dos dados espectrométricos (RMN de ‘H e CLAE-DAD-
EM/EM) com os relatados na literatura para o alcaloide copsanona (Figura 45)
(Bannwart, 2012.; Jones, 2011.; Pecanha, 2016). Levantamento bibliogréafico para este
composto evidenciou a identificacdo do mesmo em espécies do género Kopsia, Kopsia
jasminiflora (Kitajima et al., 2014), também pertencente a familia Apocynaceae, sendo
encontrada ainda em Aspidosperma duckei (Ferreira Filho, 1966) e nas sementes, cascas
(Mitaine et al., 1996) e folhas (Bannwart, 2012) de Aspidosperma macrocarpon.

Figura 45. Estrutura quimica do alcaloide A-9 (copsanona)
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Figura 47. Espectro A: UV de A-9 (copsanona). Espectro B: Espectro de massas de alta

resolucéo correspondente ao composto copsanona. Espectro C: Experimento EM/EM
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Tabela 35. Dados de RMN de *H para a substancia A-9 e comparagdo com dados de *H

para a copsanona descrita na literatura

CIH 3r (MUt J, H) 5rr (MUt J, H)
AA-9 bcopsanona
(Bannwart, 2012)
2 - -
3 3,00 (M) 3,02 (m)
3,11 (dd, J=5,1; 9,5 Hz) 3,14 (dd, J=5,1; 9,9 Hz)
3,48 (t, 3= 9,9 Hz) 3,45 (t, J=9,9Hz)
6 2,55 (dd, J= 4,3; 9,8 Hz) 2,42 (ddd, J=1,8; 5,1; 9,9 Hz)
7 ) ]
8 ) ]
9 7,27 (d, 3=7,9 Hz) 7,34 (dd, J=1,2; 7,5)
10 6,77 (td, J= 1,0; 7,5 Hz ) 6,70 (td, J=0,9:7,5 Hz)
11 7,03 (td, 3= 1,0; 7,5 Hz) 6,99 (td, J=1,2 e 7,5 Hz)
12 6,65 (d, J= 7.9 Hz) 6,63 (d, J= 7,5 Hz)
13 - -
14 1,20-1,40 (m) 1,27-1,36 (m)
1,83-1,92 (m)
15 1,20-1,40 (m) 1,31-1,40 (m)
1,50 (dt, J=3,0 e 13,5 Hz)
16 2,67 (d, J= 10,8 Hz) 2,65 (dt, J=1,2 e 10,8 Hz)
17 - 1,63-1,74 (m)
2,01 (d, J= 15,2 Hz) 2,02 (dd, J=3,0 e 15,0 Hz)
18 1,50-1,80 (m) 1,66-1,89 (m)
19 - 1,29-135 (m)
20 - -
21 3,35 (s) 3,37 (d, J=1,8 Hz)
22 - -

[}(CDCls; 300,06 MHz para *H)] [((CD;0OD; 300,06 MHz para *H )]
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138



4.2.3 Substancia A-10
A substancia A-10 presente nas fracdes AFCJ-28-35, AFCJ-32-9/10-9 e AFCJ-

32-9/10-10 apresentou se como um sélido de cor amarela soltvel em cloroférmio com
gotas de metanol, revelando ser um alcaloide através do teste positivo com o reagente
de Dragendorff, apresentando uma unica mancha alaranjada, sendo encaminhada para
analises espectrais de RMN de *H e *C/DEPT 135 e CLAE-DAD-EM/EM.

A andlise da fracdo alcaloidica AFCJ-32-9/10-9 por CLAE-DAD-EM/EM
(Figura 50) revelou a presenca de um pico cujo espectro de massas (EM) (Figura 51)
mostrou um pico a m/z 323,1761 em 12,7 min, compativel com a formula molecular
Ca0H22N,0; (A -2,1 ppm), valor calculado para CaoH23N20," (m/z 323,1759). Com base
nessa informacdo e nos dados espectrométricos obtidos, sugere-se que a substancia A-
10 dessa forma é o alcaloide inddlico monoterpénico copsanona-N-6xido (Figura 49),
corresponde ao ion notado na base de dados (item 3.5) para o alcaloide inddlico
copsanona-N-0xido (Tabela 48). Trabalho realizado por Bannwart e colaboradores
relata a presenca deste alcaloide nas folhas de A.macrocarpon, indicando o carbono 22
como uma carbonila (Bannwart, 2012).

Figura 49. Estrutura quimica do alcaloide A-10 (copsanona-N-6xido)
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Figura 51. Espectro A: UV de A-10 (copsanona-N-6xido). Espectro B: Espectro de

massas de alta resolucdo correspondente ao composto copsanona-N-0xido. Espectro C:
Experimento EM/EM

O espectro de RMN de *H (Figura 52) (CDCl; com gota de CD3;0D, 300 MHz,

d ppm) apresentou importantes informagdes para a defini¢ao da estrutura de A-10. Além

de evidenciar a presenca de uma substéncia da classe dos alcaloides inddlicos do tipo
copsano (Pereira et al., 2007), onde pelos sinais em 8,07 (d, J= 7,6 Hz, 1H) e 64 6,61
(d, J=7,6 Hz, 1H), 6u 6,79 (t, J=7,4 Hz, 1H) e 7,05 (t, J= 7,4 Hz, 1H) referentes aos
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hidrogénios (Figura 52) correspondentes aos protons em H-9 e H-12, e, H-10 e H-11
(Tabela 36) de um anel aromatico orto-dissubstituido. Um singleto em 8y 3,6 atribuido
ao H-21 e os valores de deslocamento quimico de H-3 (84 3,43) e H-5 (84 3,76) mais
desblindados no que se refere aos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios
vizinhos a N-4, indicam a presenca de um grupo retirador de elétron, novamente
sugerindo tratar-se de um derivado N-Oxido. Demais correlagdes e atribuicdo dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos e metinicos restantes da cadeia
alifatica estdo descritos na Tabela 36.

A presenca de um sinal no espectro de RMN de *C/DEPT (Figura 52, Figura
53) em oc 214,2 indicou a presenca de uma carbonila cetonica ndo conjugada na
estrutura do alcaloide. Sinais de carbonos metilénicos em dc 64,6 e 68,4 € de um
carbono metinico em d¢ 86,7 atribuidos a C-3, C-5 e C-21, apresentando uma incomum
desblindagem, ou seja, valores maiores do que o esperado para os carbonos C-3 (¢ 64,6
ppm), C-5 (&¢ 68,4 ppm) e C-21 (¢ 86,7 ppm)) ligados ao nitrogénio N4, indicaram a
presenca de um grupo retirador de elétrons possivelmente ligado ao nitrogénio. Estes
dados corroboram a sugestdo de que o alcaloide se trata de um derivado N-6xido de A-9
(Tabela 36).

O conjunto de dados espectrais de RMN de *H e de *C descritos acima para o
alcaloide A-10 mostraram-se muito semelhantes aos dados apresentados na literatura
para o alcaloide indélico copsanona-N-oxido (Figura 49), anteriormente isolado de um
espécime de Aspidosperma macrocarpon (Bannwart, 2012) (Tabela 36), confirmando

assim sua identificagéo.
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Tabela 36. Dados de RMN de *H e de **C/DEPT para a substancia A-10 e comparacao

com dados de **C/DEPT para a copsanona-N-6xido descrita na literatura

C/H 3 (Mult,, J) 3¢ 3¢ (C)
"A-10 BC/IDEPT  P°copsanona-N-oxido
°A-10 (Bannwart, 2012)
2 - 68,6 68,8
3 3,43 (td, J= 2,9; 15,8 Hz) 64,6 64,4
5 3,76 (m) 68,4 68,0
6 2,97 (t, 3=8,7; 17,6 Hz) 55,9 55,8
7 - 64,6 64,7
8 - 131,3 131,4
9 8,07 (d, J= 7,6 Hz) 127,3 127,0
10 6,79 (t, J= 7,41; 15,05 Hz) 120,3 120,0
11 7,05 (t, = 7,41; 15,05 Hz) 128,7 128,9
12 6,61 (d, J=7,63 Hz) 110,6 110,8
13 - 150,5 151,0
14 1,6-1,9 (m) 20,1 19,8
15 - 31,7 31,5
16 2,75 (d, J= 10,51 Hz) 51,8 51,7
17 1,95 (td, J= 2,9; 15,8 Hz) 32,9 32,6
18 1,80 (m) 235 23,1
19 1,5-1,9 (m) 36,8 36,7
20 - 33,7 338
21 3,81 (m) 86,7 86,8
22 - 214,2 2147

[(CDClI;, gota CD;0D; 300,06 MHz para H); (8-ppm, 75,45 MHz, CDCls, gota de CD;OD)]

[°(5-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]
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Figura 52. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CDCls, gotas CD;0D) de A-10
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4.2.4 Substancia A-11
A substancia A-11 presente nas fracbes AFCJ-28-31-9, AFCJ-28-32 e AFCJ-

28-34 apresentou-se como um sélido de cor amarela soltivel em cloroférmio com gotas
de metanol. Indicando tratar-se de um alcaloide através do teste positivo com o reagente
de Dragendorff, apresentando uma Unica mancha alaranjada, A-11 foi encaminhada para
analises espectrais de RMN de 'H, **C/DEPT 135 e CLAE-DAD-EM/EM.

Baseando-se em consideragdes feitas para as fracbes AFCJ-28-31-9, AFCJ-28-
32 e AFCJ-28-34, esta ultima foi submetida a cromatografia liquida associada a

espectrometria de massas revelando a presenca de um alcaloide possivel (Figura 54).
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Figura 55. Cromatograma de pico Base (BPC) da fracdo alcaloidica AFCJ-28-31-9 das

folhas de Aspidosperma verbascifolium

Os ions observados no perfil de fragmentacdo da substancia A-11 (Figura 55)
correspondem aos ions notados na base de dados (item 3.5) para o alcaloide inddlico
copsinina-N-oxido. A analise do espectro de massas de A-11 revelou a presenca do ion
protonado a m/z 355,2030 [M+H]" (Figura 56), compativel com a formula molecular
C21H26N203 correspondente a do copsinina-N-6xido (A -4,0 ppm), valor calculado para
C21H27N»O3" (m/z 355,2021). Este composto esta sendo relatado pela primeira vez no
género Aspidosperma, tendo sido relatado anteriormente no espécime Kopsia

dasyrachis, do género Kopsia (Kam et al., 1999).
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Figura 56. Estrutura quimica do alcaloide A-11 (copsinina-N-0xido)
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Figura 57. Espectro A: UV de A-11 (copsinina-N-6xido). Espectro B: Espectro de
massas de alta resolugdo correspondente ao composto copsinina-N-éxido. Espectro C:
Experimento EM/EM

Os dados espectrais de RMN de 'H (Figura 59) e de *C (Figura 60) da
substancia A-11 evidenciaram que se tratava de um alcaloide ind6lico com esqueleto do
tipo aspidosfractina (Pereira et al., 2007). Os dados espectrais de *C da substancia A-
11 foram comparados com os dados obtidos para as substancias A-6 (copsanol-N-6xido)
(Figura 23) e A-10 (copsanona-N-0xido) (Figura 49) e mostraram se semelhantes no
que se refere aos valores de deslocamento quimico dos carbonos vizinhos ao grupo N-
oxido, apresentando sinais dos carbonos metilénicos em éc 64,2 e 64,5 ¢ do carbono
metinico em 6¢ 84,2 no espectro de A-11, atribuiveis, respectivamente a C-3, C-5 e C-
21 (Tabela 37). A desprotecdo dos carbonos C-3, C-5 e C-21, indicam novamente a
presenca de um grupo retirador de elétron, esses valores de deslocamento quimico
sugerem que o alcaloide se trata de um derivado N-0xido, porém ndo apresentou 0s
sinais relativos a carbonila ceténica e ao carbono metinico C-6. No entanto, apresentou

um sinal de carbono metilénico em 6c 33,9 e sinais em dc 174,5 € 52,1 compativeis com
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a presenca de um grupo carboximetila (Figura 59, Tabela 38). Um singleto em oy 3,59

no espectro de RMN de 'H (Figura 58) confirmou a presenca do grupo metoxila.

Tabela 37. Dados de RMN de **C para a substancia A-11 e comparagéo com dados de

13C para o copsanol-N-6xido (A-6) e o copsanona-N-6xido (A-10)

C/H dc (O) dc (O) dc (C)
A-11 copsanol-N-6xido (A-6) copsanona-N-6xido (A-10)
3 64,2 64,2 64,4
5 64,5 63,6 68,0
21 84,2 86,9 86,8

O conjunto de dados espectrais de RMN de *H e de **C descritos acima para o
alcaloide A-11 mostraram-se muito semelhantes aos dados apresentados na literatura
para o alcaloide inddlico copsinina descritos anteriormente por Bannwart em 2012
(Figura 57) (Tabela 38) (Bannwart, 2012).

CO,CH3

Figura 58. Estrutura quimica do alcaloide copsinina (Bannwart, 2012)

As principais diferencas observadas sdo relativas aos valores de deslocamento
quimico dos hidrogénios e carbonos vizinhos ao nitrogénio N-4, ocorrendo em A-11
uma desblindagem dos carbonos C-3, C-5 e C-21 e de seus respectivos hidrogénios em
fungéo da presenca do grupo N-Oxido (Tabela 37). Dessa forma, inferimos a estrutura
do alcaloide A-11 como sendo a do derivado N-6xido da copsinina, denominada

copsinina-N-oxido (Figura 58).
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Tabela 38. Dados de RMN de *H e de **C/DEPT para a substancia A-11 e comparacao

com dados de **C/DEPT para a copsinina descrita na literatura

C/H oc (C) oy (mult., J) oc (C)
AA-11 bcopsinina bcopsinina
(Bannwart, 2012) (Bannwart, 2012)
2 65,3 - 66,7
3 64,2 3,05 (m) 47,6
3,22 (m)
5 64,5 3,05 (m) 50,7
3,50 (m)
6 33,9 1,54 (m) 36,5
2,84 (ddd, 2,4; 8,7; 14,7 Hz)
7 58,2 - 57,9
8 136,9 - 140,8
9 124,3 7,26 (dd, J=0,9; 7,5 Hz) 121,6
10 120,1 6,70 (td, J=1,2; 7,5 Hz) 119,7
11 127,6 6,95 (td, J=1,2; 7,8Hz) 126,6
12 1105 6,64 (d, J=7,5 Hz) 110,8
13 148,5 - 149,0
14 19,3 1,34-1,94 (m) 17,1
15 33,3 1,34- 1,61 (m) 348
16 42,8 3,00 (d, J=0,9 Hz) 43,9
17 31,6 1,43 (m) 31,8
2,74 (ddd, J=3,3; 9,3; 14,1 Hz)
18 31,0 1,36- 1,84 (m) 33,9
19 33,2 1,28- 1,49 (m) 33,9
20 33,3 - 31,2
21 84,2 3,15 (d, J=1,5 Hz) 68,4
22 174,5 - 174,3
O-CHj 52,1 3,74 (s) 51,9

[%(3-ppm, 75,45 MHz, CDCls, gota de CD;0D)] [°(8-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]
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4.2.5 Substancia A-12

A substancia A-12 presente na fracdo AFCJ-32-9/10-7 apresentou se como um
solido de cor amarela solivel em cloroférmio. Indicando tratar-se de um alcaloide
através do teste positivo com o reagente de Dragendorff, apresentando uma Unica
mancha alaranjada, sendo encaminhada para analises espectrais de RMN de 'H, **C,
HMBC e CLAE-DAD-EM/EM.

A identificacdo do composto 5,22-dioxocopsano por CLAE-DAD-EM/EM
baseou-se na determinacdo das férmulas moleculares a partir das massas acuradas,
sendo que os valores da razdo massa/carga (m/z) exibidas pelo ion foi identificada por
analises do seu jon protonado [M+H]" e EM e fragmentos EM/EM e posterior
comparacdo com a base de dados (item 3.5). O espectro de massas do composto,
apresentou um fon protonado a m/z 321,1599 [M+H]" (Figura 62), consistente com a
formula molecular CyH,;N,O0," (A -0,4 ppm) nos levou a inferir que o PICO com
tempo de retencdo (Rt) 28,6 min no cromatograma de pico Base (BPC) da fracéo
alcaloidica AFCJ-32-9/10-7 é condizente ao metabolito identificado como 5,22-

dioxocopsano (Figura 61).

Figura 61. Estrutura quimica do alcaloide A-12 (5,22-dioxocopsano)

152



Intens.
%1057

A-12

e Lk

0 5 10 15 20 75

Time [min]

[— BPC +AI MS

Figura 62. Cromatograma de pico Base (BPC) da fracdo alcaloidica AFCJ-32-9/10-7
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Figura 63. Espectro A: UV de A-12 (5,22-dioxocopsano). Espectro B: Espectro de
massas de alta resolucdo correspondente ao composto A-12 (5,22-dioxocopsano).
Espectro C: Experimento EM/EM

As analises de RMN 'H (Figura 65) para a subfracdo AFCJ-32-9/10-7
evidenciaram além da presenca de sinais caracteristicos de um anel aromatico orto-
dissubstituido, apresentando quatro sinais de hidrogénios aromaéticos, sendo dois
dupletos em 7,14 (1H, J= 7,4 Hz) e 4 6,70 (1H, J= 7,6 Hz) e dois tripletos de dupletos
em oy 6,80 (1H, J=7,4e 1,0 Hz) e 7,10 (1H, J= 7,6 e 1,2 Hz) atribuiveis a hidrogénios
de um anel aromatico 1,2-dissusbstituido, caracteristicos de um ndcleo indolico,
indicando que o anel A encontra-se sem substitui¢bes, correspondentes aos prétons em
H-9 e H-12, e, H-10 e H-11, evidenciando novamente a presen¢a de uma substancia da
classe dos alcaloides indolicos do tipo copsano (Pereira et al., 2007). Estas atribuicdes
foram confirmadas através das correlagbes heteronucleares a longa distancia
apresentadas no espectro de HMBC (Figura 67) entre C-9 (¢ 122,8)/H-11 (64 7,09), C-
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10 (8¢ 120,4)/H-12 (64 6,69), C-11 (3¢ 128,9)/H-9 (64 7,14) e C-12 (6¢ 111,7)/H-10 (34
6,79).

A presenca de um sinal no espectro de RMN de *C em &¢ 166,2 indicou a
presenca de uma lactama e um segundo sinal bastante desprotegido em ¢ 205,9 foi
atribuido a presenca de uma carbonila cetdnica ndo conjugada na estrutura do alcaloide
(Figura 66, Tabela 39). A lactama colocada na posicdo 5, esta de acordo com os dados
do mapa de contornos HMBC (Figura 67), onde se pode observar correlacGes entre dc¢
166,2 (C-5) com oy 4,29 (H-3), 3,72 (H-21) e 2,87 (H-6). Evidencia ainda interligacao
entre o carbono em 6¢ 205,9 (C-22) com os hidrogénios em 6y 2,87 (H-6) e 2,80 (H-16),
tais correlacdes confirmaram o posicionamento do grupo carbonilico.

O conjunto de dados espectrais de RMN de *H e de *C descritos acima para o
alcaloide A-12 mostraram-se muito semelhantes aos dados apresentados na literatura
para o alcaloide indolico copsanona (Bannwart, 2012) e copsorinina (Figura 64) (Kam
& Choo, 2004) (Tabela 39).

N
H

Figura 64. Estrutura quimica dos alcaloides copsorinina e copsanona

Assim, a estrutura do alcaloide A-12 foi definida como sendo a do alcaloide
indolico 5,22-dioxocopsano (Figura 61). Este composto estd sendo descrito pela
primeira vez na espécie em estudo, tendo sido isolada e identificada por Mariko
Kitajima em 2014 a partir de um espécime de Kopsia jasminiflora (Kitajima et al.,
2014).
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Tabela 39. Dados de RMN de *H e de **C/DEPT para a substancia A-12 e comparacéo

com dados de 'H e de **C/DEPT para o alcaloide copsanona e de *C/DEPT para o

alcaloide copsorinina descritos na literatura

C/H &n (mult,, J) 3¢ (C) 8 (mult., J) 3¢ (C) 3¢ (C)
°A-12 °A-12 ‘copsanona ‘copasnona bcopsorinina
(Bannwart, 2012) (Bannwart, 2012) (Kam, 2004)
2 - 69,5 - 70,5 69,2
3 4,23 (dd, J=13,5; 5,2 Hz) 40,8 3,02 (m) 476 41,8
5 - 166,2 3,1 (dd, J=5,1; 9,9 Hz) 55,0 167,4
3,4 (t, J=9,9Hz)
6 2,87 (m) 62,5 2,4 (ddd, J=1,8;5,1; 9,9 58,7 62,1
7 - 56,5 - 64,6 56,1
8 - 131,1 - 134,8 130,6
9 7,14 (d, J= 7,4 Hz) 122,8 7,3 (d, J=7,5 Hz) 1238 122,6
10 6,79 (td, J=7,4; 1,0 Hz) 120,4 6,7 (td, J=0,9: 7,5 Hz) 120,2 120,1
11 7,09 (td, J=7,6; 1,2 Hz) 128,9 7,0 (td, J=1,2; 7,5 Hz) 128,9 128,8
12 6,69 (d, J= 7,6 Hz) 111,7 6,6 (d, J= 7,5 Hz) 1118 111,7
13 - 150,9 - 153,0 150,7
14 1,40-1,50 (m) 19,8 1,3-1,4 (m) 16,2 124,3
1,8-1,9 (m)
15 1,40 (m) 33,7 1,3-1,4 (m) 34,7 131,9
1,5 (dt, J=3,0; 13,5 Hz)
16 2,80 (dt, J=10,6; 1,4 Hz) 52,5 2,6 (dt, J=1,2; 10,8 Hz) 53,5 53,6
17 1,60-1,70 (m) 29,2 1,63-1,74 (m) 34,4 33,4
2,0 (dd, J=3,0; 15,0 Hz)

18 1,80 (m) 23,6 1,6-1,9 (m) 24,2 23,4
19 1,40 (m) 33,1 1,3-135 (m) 374 30,6
20 - 33,5 - 32,1 34,1
21 3,72 (d, J=1,7 Hz) 66,0 3,4 (d, J=1,8 H2) 71,6 63,2
22 - 205,9 - 220,2 204,7

[(CDCls; 300,06 MHz para 'H); (8-ppm, 75,45 MHz, CDCI;)] [°(CDsOD; 300,06 MHz para H ); (8-

ppm, 75,45 MHz, CD;0D)] [{(CDCls; 400,0 MHz para *H ); (8-ppm, 100,0 MHz, CDCI3)]
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4.3 ldentificacdo dos compostos presentes na fase alcaloidica cloroformica das
cascas (AVFACI) por CLAE-DAD-EM/EM

Uma matriz complexa como uma planta possui centenas ou até mesmo milhares
de metabdlitos secundérios, tornando a analise e caracterizacdo dos componentes de um
extrato vegetal bruto um processo que exige a aplicacdo de separacdes eficientes,
aliadas a métodos sensiveis para sua deteccdo (Wolfender, 2009). Neste sentido,
metodologias analiticas eficazes e que acelerem o processo de identificacdo de
substancias em uma matriz natural complexa s&o de fundamental importancia para sua
rapida caracterizagcdo. O uso de espectrdmetros de massas de alta resolucao na aplicacdo
da técnica CLAE-EM permite determinar a formula molecular dos componentes dessas
misturas (Wolfender, 2009). Além disso, com base na interpretacdo dos fragmentos
presentes nos espectros de massas obtidos pela analise via CLAE-DAD-EM/EM, podem
ser obtidas informaces complementares sobre a estrutura quimica dos componentes dos
extratos (Wolfender, 2009), sem a necessidade de isolamento. Desta forma, esta técnica
tem sido aplicada na desreplicacdo de amostras complexas.

Assim, no presente estudo, a técnica de CLAE-DAD-EM/EM foi aplicada as
fases alcaloidicas das cascas e das folhas de Aspidosperma verbascifolium, com a
finalidade de identificar outros constituintes quimicos presentes nesta espécie, além
daqueles que foram isolados e descritos nos itens 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6,
4.21,422,423,42.4,4.25.

A deteccdo por CLAE-DAD-EM/EM dos componentes da fase alcaloidica das
cascas de A. verbascifolium (AVFACI) foi assistida por métodos de deconvolucéo de ions,
como o algoritmo dissect disponivel no software Bruker DataAnalysis. O cromatograma
obtido apresentou um grande ndmero de picos, especialmente na regido de tR 5-35 min,
com boa resolugdo cromatografica (Figura 68). O experimento foi realizado no modo de
ionizacdo positivo, método mais sensivel para a detec¢do das substancias de interesse
(alcaloides) por CLAE-DAD-EM/EM.
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Figura 68. Cromatograma de pico Base (BPC) da fase alcaloidica AVFACI das cascas
de Aspidosperma verbascifolium

Para a identificagcdo dos picos cromatograficos obtidos por CLAE-DAD-EM/EM, as
férmulas moleculares dos ions foram determinadas a partir dos dados dos espectros de
massas de alta resolucdo para cada pico e os metabdlitos secundérios de interesse foram
listados. Em seguida, a partir da comparacdo com formulas moleculares listadas em uma
base de dados construida em funcdo dos compostos previamente descritos para a familia
Apocynaceae, foi possivel realizar a deteccdo dos metabdlitos ja conhecidos, sem a
necessidade de seu isolamento. Foram consideradas as formulas do ion protonado e ions-
produto cuja diferenca da massa observada e calculada (tedrica) ndo ultrapassasse um erro
(A) de 10 ppm. Os picos dos ions de interesse foram manualmente selecionados
primeiramente de acordo com suas respectivas intensidades.

A literatura relata um estudo sobre mecanismos de fragmentagdo via
espectrometria de massas sequencial (ESI/EM/EM) de alcal6ides inddlicos de
Aspisosperma com esqueleto tipo plumerano (Aguiar et al., 2010), porém ndo foram
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encontrados trabalhos sobre fragmentacbes de alcaloides com esqueletos do tipo
copsano e aspidofractina, como os obtidos de A. verbascifolium, por ESI-EM/EM.
Assim, as propostas de fragmentagdo descritas para os alcaldides identificados nesta
espécie no presente trabalho foram baseadas nas principais classes de reacbes de
fragmentacdo que ocorrem por ESI-EM/EM (fragmentacdes com retencdo de carga e
com migracdo de carga) (Demarque et al.,, 2016; Aguiar et al., 2010). Embora
diferengas na estereoquimica de diastereoisdmeros ndo possam ser evidenciadas por
EM, no caso dos alcaloides que apresentaram formulas moleculares idénticas, mesmo
padrdo de fragmentacdo e funcionalizacdo em C-22, porém detectados em tempos de
retencdo diferentes, foi proposto que a diferenca na estereoquimica residia neste
carbono. Desta forma, atraves das analises por CLAE-DAD-EM/EM foi possivel
detectar a presenca de seis alcaloides e trés flavonoides na fase alcaloidica AVFACL1
das cascas de A. verbascifolium.

Os dados obtidos a partir das analises por espectrometria de massas com
ionizagéo por electrospray (CLAE-DAD-ESI-EM/EM) foram divididos em grupos, de
acordo com a classe dos compostos identificados e seus respectivos tipos de esqueleto.

O primeiro grupo compreende alcaloides indolicos com esqueleto do tipo
copsano (Pereira et al., 2007), sendo identificados por analise dos seus ions protonados
[M+H]", fragmentos EM/EM e posterior comparagio com a base de dados (item 3.5).

Os espectros de massas dos compostos correspondentes aos picos 2 (Rt 11,4
min) e 3 (13,0 min) (Figura 68) apresentaram picos a m/z 309,1958 [M+H]" e 309,1976
[M+H]", respectivamente, consistentes com a formula molecular C»oHN,O (Figura
69; Figura 70; Tabela 40). Os fragmentos EM/EM gerados em ambos 0s casos sao 0s
mesmos e também correspondentes aos obtidos no espectro EM/EM da substancia A-5
isolada das cascas (item 4.1.4, o que permitiu a identificacdo destes alcaloides como
sendo os diastereoisdmeros copsanol (pico 2, substancia A-5) e 22-epicopsanol (pico 3)
(Figura 68). A identificagdo deste ultimo foi baseada também no fato deste alcaldide ja
ter sido isolado de espécies de Aspidosperma. No Esquema 2 é proposto 0 mecanismo

de formag&o dos ions a m/z 291, 253 e 210.
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Figura 69. Compostos identificados da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
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Esquema 2. Proposta da via mecanistica de fragmentacdo do copsanol (m/z 309) a
partir de EM/EM, em modo positivo.
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Tabela 40. Alcaloides identificados da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo copsano — Picos 2 e 3

NUmero Rt [M+H]" Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico | (min) m/z A molecular  Fragmentos (m/z)

Observado  (ppm
)

2 11,4 309,1952 3,0 Copsanol C20H24N20 291; 253; 210; 170

3 13,0 309,1973 -3,9 22-epicopsanol CaoH24N,O  291; 253; 210; 170

O ion [M+H]" referente ao pico 5, a m/z 325,1910 foi indicativo da féormula
molecular C,oH25N20, (A 0,1 ppm). Ao ser comparado seu perfil EM/EM (Tabela 41)
com aquele apresentado pelo alcaloide inddlico copsanol-N-6xido (substancia A-6, item
4.1.5) foram observados os mesmos fragmentos, sugerindo assim a presenca deste
composto em 15,2 min no cromatograma de pico base da fase alcaloidica das cascas
(Figura 37). De maneira semelhante ao espectro EM/EM do copsanol, observa-se no
espectro do copsanol-N-6xido (Figura 22) a perda de H,O e de 56 Da., originando os
ions a m/z 307 e 269, respectivamente. No entanto, diferentemente do espectro EM/EM
do copsanol, no espectro do copsanol-N-6xido ocorre a perda de 17 Da, gerando o ion a
m/z 290, compativel com a eliminacdo de hidroxila radicalar. A perda deste radical foi
também observada nos outros alcaldides N-0xidos identificados no presente trabalho e
discutidos a seguir. No Esquema 3 é apresentada a proposta de fragmentacdo para o

copsanol-N-o6xido.

N

H
Figura 72. Composto identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Pico 5.
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Esquema 3. Proposta da via mecanistica de fragmentacdo do copsanol-N-6xido (m/z

325) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Tabela 41. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo copsano — Pico 5.

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico | (min) m/z A molecular Fragmentos
Observado  (ppm (m/z)
)
5 15,2 325,1910 0,1 Copsanol-N-6xido CyoH24N,0, 309; 308; 307;
269; 251, 224;
207

O composto que originou o pico 7 (28,2 min, Figura 68) apresentou um ion
[M+H]" a m/z 323,1742, consistente com a formula CyH23N,0,. Os fons-produto
observados no espectro de massas sequencial (Figura 74 e Tabela 42) foram os
mesmos gerados no espectro obtido para o alcaloide A-7 (5-oxocopsanol, item 4.1.6)
(Figura 29). A presenga da hidroxila neste composto, assim como nos compostos A-5 e
A-6, leva a formagdo do ion a m/z 305, devido a eliminacdo de H,O. Para o ion a m/z
277, é proposta a perda de CO a partir de m/z 305, devido a presenca de uma carbonila

no esqueleto de A-7. Estas propostas de fragmentacdo sdo mostradas no Esquema 4.

o
OH
=N

N
H
Figura 73. Composto identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma

verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Pico 7.

168



300 400 500 600 700 Wavelength [nm]

Intens. UV, 28 2min #7034
[mAU]4

1 A
12.5

10.07
759
5.0

257

1
Inte%ji_ +MS, 28.2min #6325
x104]

1.5
1+
323.1742

1.04

0.5+

1248.0056 257.0232 SDS.IEM-QD
M | 4

L
|ntEQT§._ +M52(323.1742), 35.3eV, 28.2min #6326

1+ C
5000 305.1650

4000+

1+
2000 277.1682

260.1413
0 : | : : : : : — ,
250 260 270 280 290 300 310 320 330 m'z

Figura 74. A: Espectro UV. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucdo

correspondente ao composto 5-oxocopsanol (Pico 7). Espectro C: Experimento EM/EM
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— | CjoHy N,

m/z 277

-H,0

N

H
CyoH,3N,0," CyoH,N,O"
323,1754 m/z 305,1648

Esquema 4. Proposta da via mecanistica de fragmentacdo do 5-oxocopsanol (m/z 323) a

partir de EM/EM, em modo positivo.

Tabela 42. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo copsano — Pico 7.

NuUmero Rt [M+H]" Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico (min) m/z A molecular Fragmentos
Observado  (ppm) (m/z)
7 28,2 323,1742 3,9 5-oxo-copsanol CyoH2,N,0, 305; 277

O pico 1 (Figura 68), com Rt 10,4 min, foi identificado como sendo relativo a
copsanona (Figura 75). Os ions-produto presentes no espectro de massas sequencial
(Figura 76) foram os mesmos observados no espectro do alcaloide A-9 isolados das
folhas (item 4.2.2). Embora sua estrutura contenha um grupo carbonila, ndo foi
observado no espectro EM/EM um ion a m/z 279, correspondente a perda de CO. Para a
formacdo dos ifons a m/z 224 e 197 foi proposta a eliminacdo de CsH-O,

respectivamente (Tabela 43).

N

H
Figura 75. Composto identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Pico 1.
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Figura 76. A: Espectro UV. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucao

correspondente ao composto copsanona (Pico 1). Espectro C: Experimento EM/EM
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Tabela 43. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com
esqueleto do tipo copsano — Pico 1.

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM

do pico | (min) m/z A (ppm) molecular Fragmentos
Observado (m/z)

1 10,4 307,1795 3,3 Copsanona CaoH2N,0 279; 224; 197

O composto relativo ao pico 4, eluido em 14,6 min (Figura 68), foi caracteizado
como pertencente ao segundo grupo de alcaloides identificados no presente trabalho,
possuindo o esqueleto do tipo aspidofractina. O fon [M+H]" observado a m/z 367,2013
no espectro de massas (Figura 78) foi compativel com a formula CxH27N,O3 De
acordo com as informacdes presentes na base de dados (item 3.5), a férmula obtida, em
conjunto com seu espectro EM/EM (Figura 78; Tabela 44) sugeriram que 0 composto
se tratava do alcaloide indélico aspidofractina (Figura 77). O ion-produto observado a
m/z 307 é compativel com a eliminacdo de HCO,CH3; (Esquema 5). Este alcaloide foi
previamente isolado por Gilbert e colaboradores de um espécime de A. populifolium
(Gilbert et al., 1965) e, portanto, sua ocorréncia em A. verbascifolium estad sendo

descrita pela primeira vez.

CHO CO,CH;,

Figura 77. Composto identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 - Esqueleto do tipo
aspidofractina
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Figura 78. A: Espectro UV. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucdo
correspondente ao composto aspidofractina (Pico 4). Espectro C: Experimento EM/EM
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CHO
CHO CO,CHs
CaoHp3N,O"
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m/z 307,1805
m/z 367,2016

Esquema 5. Proposta da via mecanistica de fragmentacéo da aspidofractina (m/z 367) a

partir de EM/EM, em modo positivo.
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Tabela 44. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 de alcaloides: alcaloide com
esqueleto do tipo aspidofractina

NuUmero Rt [M+H]" Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico (min) m/z A molecular Fragmentos (m/z)

Observado  (ppm)

4 14,6 367,2013 0,8 Aspidofractina  CxH,7N,03 307; 253

Os compostos pertencentes ao terceiro grupo compreendem compostos da classe
dos flavonoides, que sdo um dos mais caracteristicos grupos de metabdlitos presentes
em plantas, podendo ser encontrados na forma livre ou na forma de glicoconjugados,
ligados via substituintes hidroxila (O-glicosideos) ou ainda ligados diretamente ao
carbono (C-glicosideos). Em Apocynaceae os flavonoides tém sido encontrados com
menor frequéncia (Carvalho, 2001).

A identificacdo dos compostos pertinentes ao terceiro grupo baseou-se na
determinacdo das formulas moleculares a partir das massas acuradas, sendo que 0s
valores da razdo massa/carga (m/z) exibidas pelos ions do grupo seis foram
identificados por analises dos seus fons protonados [M+H]" e fragmentos EM/EM e
posterior comparagdo com a base de dados (item 3.5). Os espectros de massas dos
compostos que originaram os picos 6 e 8 mostraram ions a m/z 303,0490 [M+H]" e
287,0551 [M+H]", consistentes com as formulas moleculares CisH1:07" (6, Rt 24,8
min, A 3,0 ppm) e CisH110¢6™ (8, Rt 29,0 min, A -0,5 ppm), respectivamente (Figuras
80 e 81). Uma vez que os flavonoides quercetina (C15H1007) e kaempferol (C15H100g)
foram isolados da fase alcaloidica cloroférmica das cascas (itens 4.1.2 - substancia A-3
e 4.1.3 - substancia A-4), os compostos relativos aos picos 6 e 8 foram identificados,
respectivamente, como sendo estes flavonoides (Figura 79). A identificacdo foi
confirmada pelo padrdo de fragmentacio EM/EM apresentado pelas substancias
(Esquemas 6 e 7), que se mostrou condizente com o relatado na literatura para
quercetina e kaempferol (Ma et al.; 1997; March & Miao, 2004; Rijke et al., 2006). Os
valores de absorbancia obtidos nos respectivos espectros de UV (255 e 369 nm; 265 e
368 nm) (Figuras 80 e 81) tambem s&o compativeis com os descritos na literatura para
estes flavonoides (Mabry et al., 1970).

174



No que se refere a fragmentacdo de flavonoides no modo de ionizagéo positivo,
uma das vias de fragmentacdo mais importantes é a reacdo de Retro-Diels-Alder (RDA)
(Esquemas 6 e 7). A analise dos ions gerados pela fragmentacdo do anel C fornece
informacdes sobre o tipo de esqueleto desta classe de compostos, como também sobre
0s substituintes ligados aos anéis (March e Miao, 2004; Rijke et al., 2006; Demarque et
al., 2016). Assim, o fon a m/z 153 (C;Hs04)" observado em ambos os espectros de
massas (Figuras 80 e 81) foi compativel com o anel A 5,7-di-hidroxilados presentes na
quercetina e no kaempferol. Outras fragmentac@es tipicas desta classe de flavonoides
sdo a perda de H,O, CO (uma e duas unidades), perda sucessiva de H,O e CO (uma ou
duas unidades), além da fragmentacdo que origina o ion a m/z 165 contendo o anel A
intacto e a resultante da eliminacdo de'CHO (Esquemas 6 e 7) (March e Miao, 2004;
Rijke et al., 2006). Os principais ions-produtos resultantes da fragmentacdo dos ions
precursores protonados da quercetina e do kaempferol sdo apresentados na Tabela 45 e
tabela 46. Na tabela estdo tabuladas as formulas, massas observadas, massas calculadas

e erros de massa para o0s ions observados nos espectros de massas destes flavonoides.

Pico 6 Pico 8
Figura 79. Flavonoides identificados na fase alcaloidica das cascas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI- EM/EM. Grupo 6 — Flavonoides, Esqueleto do
tipo-flavonol
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Figura 80. A: Espectro UV da substancia eluida em 24,8 minutos (Pico 6 - Quercetina).
Espectro B: Espectro de massas de alta resolugédo obtido via ionizagéo por electrospray
no modo positivo correspondente ao composto quercetina. Espectro C: Experimento
EM/EM
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Figura 81. A: Espectro UV da substancia eluida em 28,9 minutos (Pico 8 -
Kaempferol). Espectro B: Espectro de massas de alta resolucéo obtido via ionizagéo por
electrospray no modo positivo correspondente ao composto kaempferol. Espectro C:
Experimento EM/EM

Tabela 45. Principais ions formados em CLAE-DAD-ESI-EM/EM para quercetina —
pico 6)

Numero Rt Composto Formula m/z Erro ESI-EM/EM

do pico (min) molecular  calculado A (ppm) Fragmentos
(m/2)

Observados

6 24,8 Quercetina CisH1, 07" 303,0499 3,0 303; 285; 257;

[M+H]" 229; 165; 153
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Tabela 46. Principais ions formados em CLAE-DAD-ESI-EM/EM para kaempferol —

pico 8
NUmero Rt Composto Formula m/z Erro ESI-EM/EM
do pico | (min) molecular calculado A (ppm) Fragmentos
(m/2)

Observados
8 29,0 Kaempferol Ci5H1:06" 287 -0,5 287; 269; 259;
[M+H]" 258; 241; 231;
213; 165; 153

m/z 229

-H,0
m/z 247

CysHyOg"
m/z 285,0394

m/z 303,0499

HO.

OH “,

74 “,

7+
+ &
&
OHC OH &
[9)

Cy5HyO;" l

N\
OH
CgH0,"
m/z 165,0182
RDA l
HO JOH
OH
+
HO—C=cC OH C\o
OH
C,H,0,"
m/z153,0182

Esquema 6. Proposta de mecanismos de fragmentacdo da quercetina ([M+H]+, m/z
303) a partir de EM/EM, em modo positivo (March & Miao, 2004; Rijke et al., 2006).
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Esquema 7. Proposta de mecanismos de fragmentacdo do kaempferol [M+H]+, m/z
287) a partir de EM/EM, em modo positivo (March & Miao, 2004; Rijke et al., 2006).

Da mesma forma, a identificacdo da substancia correspondente ao pico 9 foi
feita por meio de analise da fase alcaloidica AVFACI por CLAE-DAD-EM/EM
(Figura 68), baseada na determinacio das massas acuradas do ion protonado [M+H]" e
fragmentos EM/EM, a partir dos seus respectivos valores de razdo massa/carga, e
posterior comparacao com a base de dados (item 3.5). A analise do espectro de massas
(Figura 83) mostrou um ion [M+H]" a m/z 317,0664 em 29,9 minutos, compativel com
a formula molecular C16H1307" (A -2,5 ppm). Uma vez que foram isolados derivados de
flavondis da fase alcaloidica das cascas, a férmula molecular obtida sugeriu um
derivado metilado de flavonol. A presenca do ion m/z 153 confirma a auséncia de
metoxila no anel A. Os demais fragmentos presentes no espectro de massas sugeriram
que o flavonoide correspondente ao pico 9 seria a isoramnetina (3’-O-metilquercetina)
ou a tamarixetina (4’-O-metilquercetina). Uma vez que o espectro UV apresentou a
Banda | (367 nm) bastante semelhante a do espectro da quercetina (369 nm), este dado
foi indicativo da metilacdo em C-3’. De acordo com a literatura, a metilacdo da
hidroxila de um flavonol situada em C-3, C-5 ou C-4’ causa um efeito hipsocromico na

Banda I, enquanto que a substituicdo de hidroxila por metoxila em outras posicGes do
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anel aromatico causam pouco ou nenhum efeito sobre o espectro UV (Harborne, 1975).
Assim, este flavonoide foi identificado como a isoramnetina (3’-O-metilquercetina)
(Figura 82).

Devido a presenca da metoxila no anel B, observa se um ion-produto a m/z 302,
resultante da perda de um radical metila, comum em flavonois O-metilados (Rijke et al.,
2006). Perdas caracteristicas de metanol, CO, dentre outras, também foram observadas
no espectro da isoramnetina (Rijke et al., 2006). Os ions-produto da fragmentacdo da
isoramnetina sdo mostrados no Esquema 8. Na Tabela 47 estdo tabuladas as formulas,
massa observada, massa calculada e erro de massa para o0s ions observados no espectro
de massas da isoramnetina. Este flavonoide esta sendo descrito pela primeira vez no

género Aspidosperma.

Figura 82. Proposta de mecanismos de fragmentacdo da isoramnetina [M+H]+, m/z
317) a partir de EM/EM, em modo positivo (Rijke et al., 2006).
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Esquema 8. Proposta de fragmentacdo da isoramnetina (m/z 317) a partir de EM/EM,

em modo positivo (Ma et al., 1997; Rijke et al., 2006)
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Figura 83. A: Espectro UV da substancia eluida em 29,9 minutos (Pico 9 —

isoramnetina). Espectro B: Espectro de massas de alta resolucdo obtido via ionizacao

por electrospray no modo positivo correspondente ao composto isoramnetina. Espectro
C: Experimento EM/EM
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Tabela 47. Principais ions formados em CLAE-DAD-ESI-EM/EM para isoramnetina —
pico 9

NUmero Rt Composto Formula molecular Erro ESI-EM/EM
do pico | (min) [M+H] A (ppm) Fragmentos (m/z)
9 29,9  Isoramnetina Ci6H1307" -2,5 317; 302; 285; 274; 246;
[M+H]* 229; 153

4.4 ldentificacdo dos compostos presentes na fase alcaloidica cloroférmica (AFCJ)
das folhas por CLAE-DAD-EM/EM

O experimento de CLAE-DAD-EM/EM realizado com as folhas aconteceu de
forma idéntica ao realizado com as cascas (item 3.5) e 0o cromatograma de pico base

resultante € mostrado na Figura 84.
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Figura 84. Cromatograma de pico Base (BPC) da fase alcaloidica AFCJ das folhas de

Aspidosperma verbascifolium
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A metodologia empregada para a identificagdo dos componentes da fase alcaloidica
das folhas foi a mesma empregada no estudo dos constituintes da fase alcaloidica das cascas
(item 4.3).

Da mesma forma como feito com a fase alcaloidica das cascas, 0s dados obtidos
a partir das andlises por espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-
EM/EM) da fase alcaloidica das folhas permitiram a divisdo dos compostos
identificados em grupos, de acordo com sua classe e tipo de esqueleto. Assim, foram
identificados na fase alcaloidica das folhas sete alcaloides com esqueleto do tipo
copsano e cinco do tipo aspidofractina, além de um componente pertencente a classe
dos fenilpropanoides.

As primeiras analises foram realizadas atraveés de comparacdo dos tempos de
retencdo, valores de m/z observados para os fons [M+H" e respectivos ions-produto
obtidos nos espectros EM/EM com os dados obtidos para os alcaloides ja isolados e/ou
identificados nas cascas e folhas do espécime em estudo (itens 4.2.2, 4.1.4 e 4.1.5). Este
processo resultou na identificacdo dos alcaloides: copsanona (pico 1), copsanol (pico 2)
e seu diastereoisbmero, possivelmente o 22-epicopsanol (pico 4), copsanol-N-éxido
(pico 5) (Figura 85, Tabela 48).

Ry

N
H

R'=OH; R*=H
N R'=H; R?=OH
Pico 1 Picos2 e 4

R!'=0H; R?>=H
R'=H; R>=0H

Pico 5

Figura 85. Compostos identificados da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma

verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Picos 1,2,4 e 5.
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Tabela 48. Alcaloides identificados da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo copsano — Picos 1,2,4 e 5.

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico | (min) m/z A (ppm) molecular Fragmentos
[M+H]* (m/2)
1 9,6 307,1816 -3,5 Copsanona CyoH23N,0" 224
2 11,1 309,1941 50 Copsanol CyoHsN,O* 291; 253; 224;
4 12,9 309,1955 2,1 22-epicopsanol CyoH2sN,0" 170
291; 253; 224,
170
5 13,6 325,1903 2,4 Copsanol-N-6xido CyoH5N,0," 308; 290; 251;
224

O composto correspondente ao pico 3 (Rt 12,7 min) (Figura 84) mostrou um
fon [M+H]" a m/z 323,1749 no espectro de massas, consistente com a formula
C20H23N20, (A 1,5 ppm). O padrdo de fragmentacdo EM/EM para o composto foi igual
ao apresentado pela substancia copsanona-N-6xido, isolada das folhas e identificada no
presente trabalho (Item 4.3.3). Da mesma forma que o observado no espectro EM/EM
do alcaloide copsanol-N-oxido (item 4.1.5), o espectro EM/EM de copsanona-N-0xido
apresentou um pico a m/z 306 correspondente a perda de hidroxila radicalar.

O alcaloide copsanona-N-6xido (3) (Figura 86) (Tabela 49) foi identificado
anteriormente em A. macrocarpon, em estudo realizado por Bannwart e colaboradores

(Bannwart et al., 2013).

Figura 86. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Pico 3.
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Tabela 49. Alcaloide identificado na fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium com esqueleto copsano por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de
alcaloides: alcaloide com esqueleto do tipo copsano — pico 5.

NUmer Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM
odo (min) m/z A (ppm) molecular Fragmentos
pico observado [M+H] (m/z)

3 12,7 323 1,5 Copsanona-N-0xido ~ CyHxsN,0,"  306; 278; 250;
224

O espectro de massas do composto relativo ao pico 13 (Rt 28,4 min) (Figura 84)
mostrou um pico a m/z 321,1596 (Figura 87), consistente com a férmula molecular
C20H2:N20," (A 2,3 ppm). O perfil de fragmentagio EM/EM para 0 composto (Tabela
50) foi igual ao obtido para a substancia 5,22-dioxocopsano (ltem 4.3.5) e a proposta de

fragmentacdo € apresentada no Esquema 9.

]

Figura 87. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Pico 13.

CyH, N0, CgH7N,0,"
m/z 321,1598 m/z 293,1285

Esquema 9. Proposta da via mecanistica de fragmentacdo do 5,22-dioxocopsano (m/z
321) a partir de EM/EM, em modo positivo.

O alcaloide 5,22—-dioxocopsano (13) (Figura 87) foi obtido anteriormente por
Toh-Seok Kam e Yeun-Mun Choo de um espécime de Kopsia fruticosa em 2008 (Kam

& Choo, 2008) e esta sendo descrito pela primeira vez no género Aspidosperma.
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Tabela 50. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo copsano — Pico 13

Numer Rt [M+H]" Erro Composto Férmula ESI-EM/EM
odo (min) m/z A (ppm) molecular Fragmentos
pico observado [M+H] (m/z)

13 28,4 321 2,3 5,22—dioxocopsano CaoHz:N,0,"  303; 293; 267

O pico 6, observado no cromatograma de pico base obtido para a fase
alcaloidica das folhas em 14,1 minutos (Figura 84), originou um fon [M+H]" a m/z
337,2013 (Figura 89), compativel com a formula C,;H2sN20; (A 1,3 ppm) € um um ion
no espectro EM/EM a m/z 305, atribuido a perda de CH3;OH (Esquema 10; Tabela 51) .
Através da consulta & base de dados (item 3.5), foi proposta estrutura do composto
como sendo a do alcaloide inddlico com esqueleto tipo copsano Na-formilcopsanol
(Figura 88, Tabela 51), previamente isolado por Braekman e colaboradores em 1969

de um espécime de A. verbascifolium.

OH
=N

N

CHO

Figura 88. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 — Esqueleto do tipo copsano —
Pico 6.
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Figura 89. Espectro A: UV. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucao

correspondente ao composto Na-formilcopsanol. Espectro C: Experimento EM/EM

H*

'CH3OH m/z 305 (C20H21N20)

/K .
H o

Cy1HpsN,O,"
m/z 337,1911

Esquema 10. Proposta da via mecanistica de fragmentagdo do Na-formilcopsanol (m/z
337) a partir de EM/EM, em modo positivo.
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Tabela 51. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 1 de alcaloides: alcaloides com
esqueleto do tipo copsano

NUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico (min) m/z A (ppm) molecular Fragmentos
[M+H]" (m/z)
6 14,1 337 1,3 N,-formilcopsanol ~ C,;Hy5N,0," 305; 251

O segundo grupo de compostos identificados compreende alcaloides indolicos
com esqueleto do tipo aspidofractina. Dentre os cinco alcaloides identificados com este
esqueleto, um ja havia sido identificado por CLAE-DAD-ESI-EM/EM nas cascas (item
4.3) e outro isolado das folhas (item 4.2.1). Os demais foram identificados com bases
nas analises dos seus fons protonados [M+H]" e fragmentos EM/EM e posterior
comparagdo com a base de dados (item 3.5).

O fon [M+H]" a m/z 367,2011 obtido no espectro de massas do composto
correspondente ao pico 7 (Rt 14,3 min) (Figura 84) possui correspondéncia de férmula
molecular para o alcaloide aspidofractina (Figura 90), identificado previamente nas
cascas do espécime em estudo (CH27N2O3, A 1,5 ppm). O padrdo de fragmentagido
EM/EM para o composto foi igual ao obtido no espectro EM/EM para a substancia
aspidofractina (Item 4.3) (Esquema 5; Tabela 52).

!
Figura 90. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma

verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 - Esqueleto do tipo

aspidofractina — Pico 7.

HO CO,CH;,
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Tabela 52. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo aspidofractina

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM
do pico | (min) m/z A molecular Fragmentos
Observado  (ppm) [M+H] (m/2)
7 14,3 367 2,6 Aspidofractina CyoHz7N,05" 307; 253

Da mesma forma, o fon [M+H]" observado para o composto relativo ao pico 10
(Rt 16,7 min) (Figura 84), juntamente com 0s ions presentes no espectro EM/EM
(Figura 92, Tabela 53), indicaram que se tratava do alcaloide copsinina-N-6xido
(Figura 91), isolado das folhas no presente trabalho (item 4.3.4). Assim como 0s outros
alcaloides do tipo N-Oxido descritos no presente trabalho, foi observado no espectro
EM/EM de copsinina-N-0xido um ion a m/z 338, atribuido a perda de hidroxila
radicalar. Para a formacédo do ion a m/z 310 foi proposta a eliminacdo de etileno a partir
de ion m/z 338 (Esquema 11).

CO,CH;

Figura 91. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 - Esqueleto do tipo

aspidofractina — Pico 10.
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Esquema 11. Proposta da via mecanistica de fragmentacdo da copsinina-N-6xido (m/z

355) a partir de EM/EM, em modo positivo.

Tabela 53. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo aspidofractina

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-
do pico | (min) m/z A molecular EM/EM
Observado  (ppm) [M+H]* Fragmentos
(m/2)
12 16,7 355 -3,7 Copsinina-N-éxido Cy1H7N,05" 338; 310;
279; 251;
209

Os fons [M+H]" observados nos espectros dos compostos referentes aos picos 8
Rt 14,7 min) e 9 (Rt 15,9 min) (Figura 84) a m/z 339,2092 (Figura 93) e 339,2071,

(Figura 94) respetivamente, ap6s consulta a base de dados (item 3.5), foram indicativos

da formula Cy;H27N202(A 7,2 e 1,2 ppm, respectivamente), sugerindo a presenca de

duas formas diastereoisoméricas do alcaloide copsinina (Figura 92).
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O padrao de fragmentacdo EM/EM para o composto esta descrito no Esquema

12. O alcaloide copsinina foi identificado anteriormente nas folhas de um espécime de

Aspidosperma macrocarpon (Bannwart, 2012).

Iz

CO,CH,

Figura 92. Compostos identificados da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 - Esqueleto do tipo

aspidofractina— Picos 8 e 9.
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Figura 93. Espectro A: UV. Espectro B: Espectro de massas de alta resolucéo

correspondente ao composto Copsinina (Isbmero A). Espectro C: Experimento EM/EM
— Pico 8.
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Esquema 12. Proposta da via mecanistica de fragmentacdo da copsinina (m/z 339) a

partir de EM/EM, em modo positivo.

Tabela 54. Alcaloides identificados da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo aspidofractina

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-

do pico | (min) m/z A molecular EM/EM
Observado  (ppm) [M+H]* Fragmentos

(m/2)
8 14,7 339 72 Copsinina (Isbmero A)  CyHyN,0," 279; 251;
225; 197
9 15,9 339 -1,2 Copsinina (Isbmero B)  Cy1Hy7N,0," 279; 251;
225; 197

O espectro de massas do composto correspondente ao pico 14 Rt (24,5 min)
(Figura 84) apresentou o jon [M+H]" a m/z 339,1717 (Figura 96), consistente com a
formula molecular CyoH23N203 (A -4,1 ppm) (Tabela 55). De acordo com a base de
dados (item 3.5), esta informagdo sugeriu que o composto se tratava do alcaloide
indolico acido-5-oxocopsinico (Figura 95) de esqueleto do tipo aspidofractina. De
maneira semelhante aos alcaloides aspidofractina e copsinina, o ion a m/z 293
observado no espectro EM/EM indicou a perda de cido férmico a partir de [M+H]",
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seguida de um rearranjo para eliminacdo de etileno, levando ao ion a m/z 265. Para a

formacdo do ion a m/z 321 foi proposta a eliminacdo de &gua a partir da molécula

protonada (Esquema 13). O alcaloide &cido-5-oxocopsinico teve seu isolamento

descrito anteriormente por Bannwart a partir de um espécime de Aspidosperma

macrocarpon (Bannwart,

verbascifolium.

2012), sendo portanto,

Iz

COOH

seu primeiro

relato em A.

Figura 95. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma

verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 -

aspidofractina — Pico 14.
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Figura 96. Espectro A: Experimento UV. Espectro B: Espectro de massas de alta

resolucéo correspondente ao composto acido-5-oxocopsinico. Espectro C: Experimento

EM/EM
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Esquema 13. Proposta da via mecanistica de fragmentagcdo do acido-5-oxocopsinico
(m/z 339) a partir de EM/EM, em modo positivo.

Tabela 55. Alcaloide identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM. Grupo 2 de alcaloides: alcaloides com

esqueleto do tipo aspidofractina

NuUmero Rt [M+H] Erro Composto Formula ESI-EM/EM

do pico | (min) m/z A molecular Fragmentos
Observado  (ppm) [M+H] (m/z)

14 245 339 4,1 Acido 5-oxocopsinico  CyHz3sN,05"  321; 293; 265

O terceiro grupo compreende apenas uma substancia, correspondente ao pico 11
(tR 19,1 min) (Figura 84), identificado por analises do seu ion protonado [M+H]" e EM
e fragmentos EM/EM e posterior comparagdo com a base de dados (item 3.5) (Tabela
56). O espectro de massas do composto 11 registrou o ion protonado a m/z 195,0652
[M+H]", consistente com a formula CyoH1;10,4. Este possui correspondéncia de formula

molecular para o fenilpropanoide cafeato de metila (Figura 97), isolado das folhas neste
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trabalho (item 4.2.1) e em trabalhos anteriores realizados com a espécie Solanum

torvum (Solanaceae) (Balachandran, 2015).

OCH;

HO
OH

Figura 97. Composto identificado da fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma

verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM.

Tabela 56. Fenilpropanoide identificado na fase alcaloidica das folhas de Aspidosperma
verbascifolium por CLAE-DAD-ESI-EM/EM.

NUmero Rt [M+H] Erro Composto Férmula ESI-EM/EM
do pico (min) m/z A (ppm) molecular Fragmentos
Observado [M+H] (m/z)
11 19,1 195 -1,6 Cafeato de CioH1104" 163
metila

4.5 Determinacgdo estrutural das substéncias isoladas da fase acetato de etila
(AFAAC) das cascas de Aspidosperma verbascifolium

As substancias isoladas a partir do fracionamento da fase acetato de etila das
cascas do espécime Aspidosperma verbascifolium (AFAAC) tiveram suas estruturas
estabelecidas com base nas andlises espectroscopicas, principalmente de RMN uni e
bidimensionais, e por comparacdo com dados existentes na literatura. A identificacdo

destas substancias é descrita a seguir.

4.5.1 Substancia A-13

A substancia codificada como A-13, soluvel em metanol (CD3;OD) isolado a
partir da fracdo acetato de etila (AFAAc-1-1) das cascas de Aspidosperma
verbascifolium apresentou-se sob a forma de cristal e foi assim levada para analise em
RMN. O espectro de RMN de *H (Figura 99) apresentou o sinal de um dupleto em &+
4,23 (J= 7,76 Hz) referente ao proton do carbono 1 (C-1). Além desses, sinais

caracteristicos de hidrogénios carbindlicos na regido entre o4 3,0 e 4,5 ppm foram
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observados. Um multipleto em 6y 3,65 ¢ um tripleto em dy 1,21 foram atribuidos aos
hidrogénios metoxilas H-6 e H-2"’, respectivamente.

Os dados obtidos a partir dos espectros de RMN de **C/DEPT (Figura 100,
Figura 101) evidenciaram a presenca de sinais para oito atomos de carbono, incluindo
um carbono metilico, 2 carbonos metilénicos 3 carbonos carbinolicos e 2 carbonos
metinicos. Pode-se observar a presenca de um grupo etoxi na fragdo devido aos sinais
presentes em campo baixo (6¢ 102,7 ppm). A presenca de um sinal bem pronunciado
em oc 64,8 (C-1") e 14,0 (C-2") evidencia a presenca de um grupo O-etil presente na
fracdo (Tabela 57).

Através da anélise espectral de RMN de *C e comparagdo com dados da
literatura de A-13 (Tabela 57), juntamente com dados da literatura para o Etil-o-D-
Glucopiranosideo e o Etil-p-D-Glucopiranosideo (Bisht,1998) e mostraram se
concordantes com a analise, sugerindo a estrutura de um glicosideo, o Etil-B-D-

Glucopiranosideo (Figura 98).

Figura 98. Estrutura quimica de A-13 (etil-B-D-Glucopiranosideo)
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Tabela 57. Dados de RMN de *H para a substancia A-13 e comparacdo com dados de

3C para o Etil-o-D-Glucopiranosideo e Etil-B-D-Glucopiranosideo descritos na

literatura
C/H dc (C) ®3¢ (C) ®3¢ (C)
A-13 PEtil-o-D- PEtil-B-D-
Glucopiranosideo Glucopiranosideo
(Bisht,1998) (Bisht,1998)
1 102,7 99,2 103,4
2 73,7 72,8 74,3
3 76,7 74,2 77,6
4 70,2 71,3 71,0
5 76,5 73,5 77,6
6 61,4 61,9 62,0
1 64,8 63,4 64,6
2 14,03 14,6 14,8

[3(8-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]; [*(6-ppm, 75,45 MHz, DMSO-d6)]
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4.5.2 Substancia A-14

A substancia codificada como A-14, isolada a partir da fragdo AFAAc-8-4 das
cascas apresentou-se sob a forma de p6 amarelo-palido e apresentou absorbancia sob luz
ultravioleta no comprimento de onde de 254 e 366 nm. As analises de RMN de 'H
(Figura 103), portanto, para a fragdo sugeriram tratar-se da presenca de apenas uma
substancia pertencente a classe dos acidos fendlicos. Fato este corroborado pela
presenca de sinais relativos a hidrogénios aromaticos 1,3,4-trissusbstituido
caracteristicos referentes a um dupleto em 8y 6,77 com (J= 8,2 Hz, 1H), um duplo
dupleto em 6y 7,23 (J= 8,2 e 1,9 Hz, 1H) e outro dupleto em 6y 7,29 (J= 2,1 Hz, 1H),
atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-5, H-6 e H-2, respectivamente (Tabela
58).

Assim sendo, a identidade do composto foi confirmada por comparagdo dos
dados espectroscopicos (RMN de 'H) (Figura 103) com dados listados da literatura
(Souza Filho, 2006) para um &cido fendlico, acido protocatecuico (Figura 102) (Tabela
58).

CO,H
1 2

Figura 102. Estrutura quimica do A-14 (4cido protocatecuico)

N&o foram encontrados na literatura relatos a respeito da existéncia do acido

protocatecuico em Aspidosperma verbascifolium.
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Tabela 58. Dados de RMN de *H para a substancia A-14 e comparacdo com dados de

'H para o 4cido protocatecuico descrito na literatura

C/H

dn (Mult., J, H)
*A-14

dn (mult., J, H)
*4cido protocatecuico
(Souza Filho, 2006)

3-OH
4-OH
5
6
1

7,29 (d, J= 1,9 Hz, 1H)
5,83 (s)
5,76 (s)

6,77 (d, J=8,2 Hz, 1H)

7,23 (dd, J=1,9; 8,2 Hz,

7,52 (d, J= 1,8 Hz, 1H)

6,90 (d, J= 8,1Hz, 1H)
7,47 (dd, J= 1,8; 8,1 Hz)

[(CD30D; 300,06 MHz para ‘H)]; [°((CD30D; 300,06 MHz para ‘H)]
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Figura 103. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CDs0OD) de A-14
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4.5.3 Substancias A-14+A-15

As substancias A-14 e A-15 foram isoladas da fracdo acetato de etila das cascas
(subfracdo AFAAC-6-27) como uma mistura, apresentando-se sob a forma de pé
amarelo-palido soltvel em metanol. Estas apresentaram absorbancia sob luz ultravioleta
no comprimento de onda de 254 e 366 nm, sendo encaminhada para analises espectrais de
RMN de 'H e °C.

As anélises de RMN 'H (Figura 105), *C (Figura 106), portanto, para a fracdo
nos sugeriram tratar-se de uma mistura de duas substancias, ambas pertencentes a classe
dos &cidos fendlicos. Através da comparacdo destes dados com os obtidos para A-15,
verificou-se que o componente majoritario da mistura se tratava deste &cido fendlico.
Fato este corroborado pela presenca de sinais relativos a hidrogénios de um anel
aromaticos 1,3,4-trissusbstituido em 6,77 (d, J= 8,2 Hz, 1H, H-5), 7,23 (dd, J=8,2e 1,9
Hz, 1H, H-6) e 7,29 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-2), (Tabela 59). Embasado ainda nos dados
de RMN *3C que evidenciaram sinais caracteristicos de um &cido fenélico, evidenciando
0s sinais em 146,2 e 150,6 referentes aos carbonos C-3 e C-4 ligados a hidrogénio,
ainda os sinais de ndo hidrogenados em 116,3, 115,8 e 121,2 referentes aos carbonos C-
2, C-5 e C-6, a presenca de um sinal em 172,4 permitiram inferir que a substancia possui
um carbono um grupo carboxilico em C-1’, posterior comparacdo com dados listados da
literatura (Souza Filho, 2006) nos fez assim inferir que uma das substancias presente na
mistura tratava-se do &cido identificado anteriormente, acido protocatecuico (A-14)
(Figura 102, Tabela 59).

1 COxH

Figura 102. Estrutura quimica de A-14 (acido protocatecuico)
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Tabela 59. Dados de RMN de *H e de *C/DEPT para A-14 e comparacéo com dados

de 'H e *C/DEPT para o 4cido protocatecuico descrito na literatura

C/H oy (mult., J, H) 3¢ (C) oy (mult., J, H) ®3¢ (C)
‘A-14 ‘A-14 *4cido protocatecuico b4cido
(Souza Filho, 2006) protocatecuico
(Souza Filho,
1 - 126,2 - 129,9
2 7,29 (d, J= 1,9 Hz, 1H) 116,1 7,52 (d, J= 1,8 Hz, 1H) 117,8
3-OH - 146,2 - 146,0
4-OH - 150,6 - 151,4
5 6,77 (d, J= 8,1 Hz, 1H) 115,8 6,90 (d, J= 8,1Hz, 1H) 115,7
6 7,23 (dd, J=2,1; 8,3 Hz, 121,2 7,47 (dd, J=1,8; 8,1 Hz) 123,7
r = 172,4 - 170,2

[*(CD30D; 300,06 MHz para ‘H); (8-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]; [°(8-ppm, 75,45 MHz, CD30D)]

A anélise dos demais dados presentes nos espectros da mistura sugeriu que o
outro componente da subfragcdo AFAACc-6-27, denominado A-15, seria o éster do acido
protocatecuico, 0 3,4-diidroxibenzoato de etila (Reis, 2008) (Tabela 60). O padréo tipico
de hidrogénios de anel aromatico 1,3,4-trissubstituido de derivados de &cidos fendlicos
foi observado em 6y 7,4 (d, 1,98 Hz, H-2), 4 6,7 (d, 8,2 Hz, H-5) e 64 7,3 (dd, 2,0; 8,2
Hz, H-6) (Figura 105). Foram ainda observados um tripleto em &y 1,15 (7,0 Hz) e um
quarteto em oy 3,6 (7,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-3’ e H-2’, respectivamente
(Tabela 60).

Os dados obtidos a partir dos espectros de RMN de **C para A-16 (Figura 106)
evidenciaram sinais correspondentes aos carbonos aromaticos em é¢ 123,2 (C-2), 115,3
(C-5) e 117,8 (C-6) do sistema aromatico 1,3,4 trissubstituido, além de sinais
correspondentes aos carbonos aromaticos oxigenados em dc¢ 145,4 (C-3) e 149,4 (C-4),
destacando-se também o sinal em 6c 58,4 referente ao carbono metilénico (C-2’) e um
sinal em oc 18,3 referente ao carbono metila (C-37). Além destes, destaca-se um
carbono carbonilico em d¢ 174,5 (C-1’) (Tabela 60).

A comparacdo dos dados de RMN de B3C de A-15 com aqueles relatados para o
acido protocatecuico (Souza Filho, 2006) (Tabela 60) mostraram similaridades, exceto

a presenca de sinais referentes ao grupo etila de éster. Esses dados permitiram inferir
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que A-16, portanto pode ser caracterizado como sendo um éster do acido protocatecuico,
0 3,4-diidroxibenzoato de etilo (Reis, 2008) (Figura 104).

CO,CH,CHj
P

Figura 104. Estrutura quimica de A-15 (3,4-diidroxibenzoato de etilo)

Tabela 60. Dados de RMN de 'H e de **C/DEPT para A-15 e comparagdo com dados
de 'H e de *C/DEPT para o 4cido protocatecuico descrito na literatura

CH 3 (mult., J, H) 3¢ (C) 8y (mult., J, H) ®8¢ (C)
"A-15 “A-15  b4cido protocatecuico b4cido

(Souza Filho, 2006)  protocatecuico

(Souza Filho,

1 - 129,0 - 129,9

2 7,4 (d, J=1,98 Hz, 1H) 117,8 7,52 (d, J=1,8 Hz, 1H) 117,8
3-OH - 145,4 - 146,0
4-OH - 149,4 - 151,4

5 6,7 (d, J= 8,2 Hz, 1H) 115,3 6,90 (d, J=8,1Hz, 1H) 115,7

6 7,3 (dd, J=2,0; 8,2 Hz, 1H) 123,2 7,47 (dd, J=1,8; 8,1 Hz) 123,7

1 - 174,5 - 170,2
CH, 3,6 (q, J=7,0 Hz, 2H) 58,3
CH, 1,15 (t, J= 7,0 Hz, 3H) 18,3

[*(CD30D; 300,06 MHz para ‘H); (8-ppm, 75,45 MHz, CD;0D)]; [°(8-ppm, 75,45 MHz, CD30D)]

A literatura ndo reporta a existéncia de acidos e ésteres fenolicos em
Aspidosperma verbascifolium, sendo ambas as substancias, acido protocatecuico e 3,4-

diidroxibenzoato de etilo descritas pela primeira vez nesta espécie.
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Figura 105. Espectro de RMN de *H (300 MHz; CD;0D) de A-14+A-15
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4.5.4 Substancia A-16

A substancia A-16 foi isolada da fracdo acetato de etila (AFAACc-9-6) e é sollvel
em metanol (CH;OH). Seu espectro de RMN de *H (Figura 108) apresentou sinais
caracteristicos de sistema aromatico 1,3,4-trissubstituido, em oy 6,76 (d, J= 8,4 Hz; H-
5%); 6n 7,04 (d, J=2,1 Hz; H-2") ¢ 646,94 (dd, J= 2,1 e 8,4 Hz; H-6"). Apresentou ainda
sinais de hidrogénios olefinicos em trans em 7,58 (d, J= 15,9 Hz; H-7") e 6y 6,26 (d, J=
15,9 Hz; H-8’), referentes a uma unidade cafeoila. Sinais em 6y 4,16 (d; J=3,3 Hz), o4
3,72 (dd, J=3,3 e 8,4 Hz) e o4 5,32 (ddd, J=9,3; 9,3; 4,5 Hz) foram atribuidos aos
hidrogénios oximetinicos H-3, H-4 e H-5, respectivamente (Tabela 61).

A posicdo do grupo cafeoila em C-5 do esqueleto acido quinico foi inferida com
base no efeito de desprotecdo observado para H-5 (64 5,32, ddd, J=9,3; 9,3; 4,5 Hz)
quando comparado ao H-3 em 6y 4,16 (d; J= 3,3 Hz) e H-4 em 6y 3,72 (dd, J=3,3e 8,4
Hz) (Figura 108, Tabela 61). Os valores de RMN de *H foram comparados com dados
encontrados na literatura para o 5-O-cafeoilquinico (Figura 107) (Santos et al., 2004)

(Tabela 61) e mostraram-se concordantes.

Figura 107. Estrutura quimica do acido quinico A-16 (5-O-cafeoilquinico)

211



Tabela 61. Dados de RMN de *H para A-16 e comparacio com dados de *H para o 5-

O-cafeoilquinico descrito na literatura

C/H &y (mult., J, H) oy (mult., J, H)
"A-16 b5-0-cafeoilquinico
(Santos et al 2004)
1 - -

2,06 (d, J=2,1 Hz)
2,17 (dd, J=3,3; 10,8 Hz)
4,16 (d, J=3,3 Hz)
3,72 (dd, J=13,3; 8,4 Hz)
5,32 (ddd, J=9,3; 9,3; 4,5 Hz)
2,10 (m)

~N o o B~ W

7,04 (d, J= 2,1 Hz)

6,76 (d, J= 8,4 Hz)
6,94 (dd, J=8,4; 2,1 Hz)
7,58 (d, J= 15,9 Hz)
6,26 (d, J= 15,9 Hz)

Q@ ® N @ g &K @ N =

2,05 (d, J= 12,0 Hz)
1,96 (d, J=12,0 Hz)
4,26 (d, J=3,0 Hz)
3,87 (dd, J=10,5; 3,0 Hz)
5,33 (td, J= 10,5; 10,5; 4,6 Hz)
2,15 (m)

7,15 (d, J= 1,8 Hz)
6,91 (d, J= 8,4 Hz)
7,06 (dd, J=8,2; 1,8 Hz)
7,60 (d, J= 15,9 Hz)
6,34 (d, J= 15,9 Hz)

[(CD;0D; 300,06 MHz para *H) (D,O; 300,06 MHz para ‘H)]
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4.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS
4.6.1 Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa do extrato bruto etandlico e fracBes das cascas,
folhas e galhos de Aspidosperma verbascifolium foram avaliadas in vitro, frente a sete
diferentes linhagens de células tumorais humanas: MCF7 (mama), HT-29 (c6lon), 786-
0 (rim), PC-03 (prostata), HL-60 (leucemia), NCI-ADR/RES (ovério resistente a
maltiplas drogas), OVCAR-3 (ovério). Também foi incluida a linhagem ndo tumoral
NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino) obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro para a avaliagdo da citotoxicidade (Ojeda, 2015). O quimioterapico
doxorrubicina foi utilizado como padréo de controle positivo.

O parametro Glsp, concentragéo que inibe 50% do crescimento celular, refere-se
a atividade inibitoria do crescimento. Segundo Itharat et al. (2004), sdo considerados
ativos os extratos que apresentem Glso menor que 30ug/mL 0 que representa a
concentracdo necessaria para inibir o crescimento de 50% das células. Deste modo, é
possivel destacar alguns resultados da Tabela 62, cujas amostras apresentaram

atividade antiproliferativa.
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Tabela 62. Valores de Glso* (ug/mL) dos extratos etandlico e fases da espécie

Aspidosperma verbascifolium em linhagens celulares

. NCI- OVCAR-
Origem Amostras MCF7 HT-29 786-0 PC-03 HL-60 ADR/RES 3 NIH/3T3
Extrato 2402 24412 2558 ... 24,97 29,79 2502 246,34
etandlico  +124 +40 +2.05 +520  +6.05 +6,72 +4.9
Fase
Cascas alcaloidica 2093 24243 2599 24935 025 2542 4,22 68,21
ldica =70 450 258 60 +008  +7,85 +4,56 +7,0
cloroférmica
Fase acetato 239,54 34,04 25,46 28,56
deetila 802 20 4590 290 7l 2290 +2.8 >250
Extrato 26,76 17,78 225 20092 1811
Folhas  oondlico 284 220 435 220 597 4550 116 220
Fase
dlcalodica  30:38 241,90 5581 . 2209 3538 2552 56,63
ldica e85 4256 +32 +104 46,35 +3,0 +7,1
cloroférmica
Fase acetato 27,34 81,05 025 7943 045 26,82 4,08 31,95
de etila +94  +40 006 520 003  +3,15 +1,23 +6,3
Extrato 244,49 22,06 26,46
Galhos etandlico #1233 220 >250  >250 5., >250 w448 20
Doxorrubicina 0,025 0,25 0,12 0,21 0,04 2,31 0,025 2,27
ug/ml  $0,002 +0,09 +0,08 20,07 0,02 044  +0,001 20,27
Doxorrubicina 4 043 021 036 007 3,98 0,04 3,01

uM

“Glsp: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular; ~Glsy: concentracdo em micromolar (uUM); Linhagens de células
tumorais humanas: MCF7 (mama), HT-29 (colon), 786-0 (rim), PC-03 (prostata), HL-60 (leucemia), NCI-ADR/RES (ovario
resistente a multiplas drogas), OVCAR-3 (ovario). Linhagem ndo tumoral NIH/3T3 (fibroblasto murino); Doxorrubicina:

controle positivo; Cada valor representa a média + desvio padréo (S.D.) de trés experimentos independentes.

Para a atividade inibitoria de crescimento, o extrato bruto etandlico das cascas
mostrou se ativo, apresentando valores de Glsp menores que 30 pg/mL para a maioria
das linhagens de células testadas e, portanto, da se destaque para as linhagens: mama
(24,02 pg/mL, MCF7), rim (25,58 pg/mL, 786-0), leucemia (24,97 pg/mL, HL-60),
ovario resistente a maultiplas drogas (29,79 pug/mL, NCI/ADR-RES) e ovario (25,02
OVCAR-3).
(Glsp=244,1pg/mL) (Itharat et al.,2004). Merecendo destaque por mostrar se ativa em 4

pg/mL, Tendo fraca atividade para a linhagem de colon
das 7 linhagens neopléasicas testadas, o extrato etanolico das folhas tem como principal
destaque a linhagem HL-60 (leucémica) com valor para Glsg de 2,25ug/mL. Destacam
se ainda as linhagens MCF7 (mama), 786-0 (rim) e OVCAR-4 (ovario) com valores de
Glso menores que 30pg/mL (Tabela). Para o extrato etandlico dos galhos destaca se

apenas as linhagens leucémicas (HL-60) e de ovario (OVCAR-3).
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Tanto nas folhas quanto nas cascas de Aspidosperma verbascifolium estéo
presentes alcaloides como, por exemplo, a copsanona, este alcaloide foi testado por
Bannwart e colaboradores frente a 11 linhagens de células carcinogénicas, e mostrou-se
ativa frente as linhagens de célula de glioma e leucemia (Bannwart et al., 2013), entdo,
parte de nossa atividade leucémica pode ser atribuida a presenca desse alcaloide.

Para as células leucémicas (HL-60) todas as amostras apresentaram valores de
Glso menores que 30 pg/mL, sendo que podemos destacar a fase alcaloidica
cloroférmica e fase acetato de etila, que apresentaram valores de Glsy iguais a 0,25 e
0,45 ng/mL, respectivamente.

Apesar de a fase acetato de etila mostrar boa atividade inibit6ria de crescimento
frente & maioria das linhagens de células tumorais testadas, vale destacar que esta
apresentou um baixo valor de Glsp (0,25 pg/mL) para as células de rim (786-0) e ovério
(4,08 pug/mL, OVCAR-3).

A fase alcaloidica cloroférmica das cascas também apresentaram uma alta
atividade inibitoria de crescimento frente a células de ovario (OVCAR-3), uma vez que
apresentou Glsg igual a 4,22 pg/mL, o mesmo ndo foi observado para a fase alcaloidica
cloroformica das folhas frente & mesma linhagem de célula (Glsg 25,52 ug/mL). O
alcaloide copsanona e o flavonoide quercetina identificados dessa fase possuem
conhecida atividade anti carcinogénica (Bannwart et al., 2013; Behling et al., 2004),
podendo ser atribuida a estes parte da atividade encontrada na fase.

Estudos de atividade antiproliferativa realizado por Bannwart e colaboradores
em 2013 com o espécime A. macrocarpon, espécie esta, inserida junto com A.
verbascifolium, na série “macrocarpa” (Pereira et al., 2007) relatou significativa
atividade antiproliferativa do extrato metandlico das folhas de A. macrocarpon contra a
linhagem neopléasica de leucémica, com valor de Gls, igual a 0,51 pg/mL, sendo este
resultado similar & atividade encontrada nesta mesma linhagem para o extrato bruto
etandlico e fase acetato de etila das folhas de A. verbascifolium, com valores de Glsg
2,25 e 0,45 pg/mL, respectivamente. O extrato metandlico das folhas de A.
macrocarpon apresentou atividade na concentragdo 23,5ug/mL (Bannwart et al., 2013),
enguanto que o extrato etandlico das folhas de A. verbascifolium apresentou um valor
de 18,11pg/mL na mesma linhagem. Valores observados para as linhagens de células
carcinogenicas de mama (26,0 pg/mL, MCF-7) e carcinoma de ovario (23,5 pg/mL,

OVCAR-3) para extrato metanolico das folhas de A. macrocarpon também mostraram
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se bastante proximos aos apresentados nestas mesmas linhagens para o extrato etandlico
das folhas de A. verbascifolium (Glsg 26,76 e 18,11 pg/mL, respectivamente).
A avaliagéo das atividades antiproliferativas dos alcaloides isolados das cascas e

folhas seréa realizada na proxima etapa deste trabalho.

217



5. CONCLUSOES

A metodologia de desreplicacdo utilizada para os extratos alcaloidicos
cloroférmicos das cascas e folhas de um espécime de A. verbascifolium ocorrente no
Cerrado de Mato Grosso do Sul por meio de analises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas
sequencial CLAE-DAD-EM/EM para a determinacédo do seu perfil quimico possibilitou
a deteccdo de diversos metabdlitos secundarios, sendo eles: os alcaloides inddlicos
aspidofractina, copsanol, 22-epicopsanol, copsanol-N-6xido, 5-oxo-copsanol, N,-
formilcopsanol, copsanona, copsanona-N-Oxido, 5,22-dioxocopsano, copsinina,
epicopsinina, copsinina-N-6xido, é&cido 5-oxocopsinico, além dos flavonoides
quercetina, kaempferol, isoramnetina e do fenilpropanoide cafeato de metila.

O estudo quimico das folhas e cascas visando ao isolamento e caracterizacéo de
seus metabdlitos secundarios, particularmente alcaloides, também foi realizado. Das
folhas foram obtidos derivados de alcaloides inddlicos monoterpénicos ja descritos
previamente em espécies do género Aspidosperma, como a copsanona, copsanona-N-
Oxido, copsanol-N-6xido e 5,22-dioxocopsano, sendo os trés altimos descritos pela
primeira vez na espécie, além ainda da copsinina-N-oxido, relatado pela primeira vez no
género. Além dos alcaloides, também foi isolado e caracterizado o cafeato de metila.

Das cascas foram obtidos os alcaloides inddlicos, copsanol, copsanol-N-6xido,
5-oxocopsanol, os esteroides B-sitosterol e estigmasterol e os flavonoides quercetina e
kaempferol. Além do é&cido 5-O-cafeoilquinico, etil-B-D-glucopiranosideo, &cido
protocatecuico e 3,4-diidroxibenzoato de etila.

Para a avaliacdo in vitro da atividade antiproliferativa foram utilizadas sete
diferentes tipos de tecidos, MCF7 (mama), HT-29 (c6lon), 786-0 (rim), PC-03
(prostata), HL-60 (leucemia), NCI-ADR/RES (ovério resistente a mdaltiplas drogas),
OVCAR-3 (ovério). Para avaliacdo da citotoxicidade, analisada por meio do indice de
seletividade (1S), utilizou-se a linhagem normal NIH/3T3 (fibroblasto murino). Dentre
0S extratos, o0 extrato bruto das cascas foi quem apresentou alta atividade inibitdria de
crescimento frente a um maior numero linhagens celulares. Forte atividade inibitdria
frente a células de ovario (OVCAR-3) foi encontrada na sua fase alcaloidica-
cloroférmica. Para as células leucémicas (HL-60) todas as amostras apresentaram
valores de Glsp menores que 30 pg/mL, sendo que podemos destacar a fase alcaloidica

cloroférmica das cascas e fase acetato de etila das folhas, que apresentaram valores de
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Glsp iguais a 0,25 e 0,45 pg/mL, respectivamente, com uma alta seletividade para a
linhagem leucémica (1S=272,8 e 71,0) em relacdo as células ndo tumorais. Também foi
fortemente ativa a fase acetato de etila das folhas frente as linhagens 786-0 e OVCAR-3
com Glso de 0,25 e 4,08 pg/mL, com alta seletividade para estas linhagens (1S=172,8 e
7,83).

Diante dos resultados espera-se que o estudo desenvolvido com a espécie A.
verbascifolium venha a contribuir para a ampliagdo do conhecimento do potencial
quimico e farmacoldgico de espécies presentes no ecossistema do cerrado brasileiro,
ficando evidente a importancia da realizacdo de estudos fitoquimicos e do
desenvolvimento de métodos racionais que auxiliem na identificacdo metabdlica em
matrizes vegetais, tornando o estudo de produtos naturais mais eficientes na busca por
moléculas que tenham potencial bioldgico (bioativas). Os metabolitos copsanona-N-
oxido, copsanol-N-Oxido, 5,22-dioxocopsano e copsanol-N-O0xido relatados pela
primeira vez em A. verbascifolium, o alcaloide copsinina-N-6xido est4 sendo relatada
pela primeira vez no género. Os esteroides B-sitosterol e estigmasterol e os flavonoides
quercetina e kaempferol, além do acido 5-O-cafeoilquinico, etil-B-D-glucopiranosideo,
acido protocatecuico, 3,4-diidroxibenzoato de etilo também tem seu primeiro relato em
Aspidospermas. Este estudo também foi significativo do ponto de vista
quimiotaxonémico, pois foi observado que as espécies A. verbascifolium, A.
macrocarpon e A. duckei pertencentes a série Macrocarpa estdo quimicamente
relacionadas, visto que, os principais alcaloides encontrados nessas espécies sdo
idénticas. Os resultados deste estudo podem auxiliar assim na correta classificagcdo

botanica desta espécie dentro do género Aspidosperma e da familia Apocynaceae.
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