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ALCALOIDES INDOLICOS DE CASCAS DE Aspidosperma vargasii E A. desmanthum
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INDOLE ALKALOIDS FROM THE BARK OF Aspidosperma vargasii AND A. desmanthum. Fractionation of extracts resulted in isolation
and identification of indole alkaloids ellipticine and N-methyltetrahydroellipticine from A. vargasii and aspidocarpine from A. desmanthum.
Identification of these compounds was achieved based on IR, MS, 'H, "*C and 2-D NMR data and comparison to data in the literature.
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INTRODUCAO por vapores de iodo, anisaldeido e reagente de Dragendorff (para

O género Aspidosperma Mart. pertence a familia Apocynaceae'
e € distribuido em regides neotropicais.” Espécies desse género sdo
conhecidas popularmente como peroba na maioria das regides bra-
sileiras e carapanatiba na regido amazonica.

A caracterfstica marcante desse género € a presenca de alcaloides
inddlicos, principalmente os monoterpénicos,® que conferem um am-
plo espectro de atividades bioldgicas reconhecidas as espécies desse
género, tais como antitumoral,* antiplasmddica,’ antimicrobiana,’ e
antibacteriana’ consistentes, em muitos casos, com suas utilizagdes
populares. Dentre essas atividades bioldgicas, a mais representativa é
a citotoxica, que tem sido demonstrada frente a diferentes linhagens
de células tumorais.*. Este € o caso, por exemplo, da elipticina (1), um
dos alcaloides inddlicos mais estudados, que chegou a ser utilizada
em ensaios clinicos no tratamento do cancer.*$

Este trabalho descreve o isolamento e contribui com dados espec-
trais mais atuais para a caracterizac@o dos alcaloides elipticina (1) e
N-metiltetra-hidroelipticina 2 de A. vargasii e aspidocarpina (3) de
A. desmanthum (Figura 1).

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio e material

Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em um
aparelho FTLA 2000-104 da Bomem, utilizando-se pastilhas de
KBr, com frequéncias medidas em cm™. Os espectros de RMN
foram obtidos em CDCI, ou CD,0OD em um aparelho Unity Inova
da Varian ("H: 500 MHz; *C: 125 MHz). Espectros de massas com
ionizacdo por electrospray de alta resolug¢do (ESI-HR-MS) foram
obtidos em um Bruker-Daltronics UltraOTof em modo positivo e
negativo utilizando H,0/MeOH como solventes de infusdo. Para
CCD foram utilizadas silica gel 60 e silica gel 60 RP-18 (Merck).
Para as colunas cromatograficas foram utilizadas silica gel 60 (40-
63 um), silica gel 60 (63-200 um) e silica gel 60 RP-18 (40-63 pum)
da Merck. Em CCD, as substancias foram evidenciadas pelo uso
de radiacdo ultravioleta (UV) sob comprimentos de onda de 254 e
366 nm, pela impregnagdo das placas em cubas de vidro saturadas
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revelagdo de compostos nitrogenados).

Figura 1. Estruturas dos alcaloides indolicos (1-3) isolados de das cascas
de A. vargasii e A. desmanthum

Material vegetal

As cascas das Aspidosperma foram coletadas na Reserva Adolpho
Ducke, no km 26 da rodovia Manaus-Itacoatiara a partir de espécimes
previamente identificados no Projeto Flora da Reserva Ducke. Exsi-
catas ndmero 180459 para A. desmanthum e 191853 para A. vargasii
estdo depositadas no herbdrio do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia (INPA).

Extracéio e isolamento dos constituintes quimicos

Aspidosperma vargasii A. DC.

O extrato alcaloidico de A. vargasii A. DC. foi obtido através de
maceragdo continua das serragens das cascas (1,30 kg) com solugio
EtOH/NH,OH 1% a temperatura ambiente em um frasco mariote,
deixando-se repousar por 7 dias com agitacao didria. A mistura foi
filtrada e o procedimento repetido por quatro vezes consecutivas. As
solucdes obtidas foram reunidas e o solvente foi eliminado utilizan-
do-se rotaevaporador. A mistura final foi submetida a liofilizagdo,
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originando o extrato EtOH/NH,OH 1% (56 g). O extrato alcaloidico
foi dissolvido em 100 mL de AcOEt e, em seguida, acidulado com
solucdo de HC1 0,1 N. A seguir, foi feito fracionamento para extracio
de alcaloides ajustando-se o pH da fragdo aquosa dcida em 8,0 com
adico NH,OH concentrada e extraindo-se com 100 mL de CHCI,
por trés vezes. Em seguida, a fragdo aquosa com pH 8,0 teve seu pH
elevado a 10 por adigdo de NaHCO, e foi extraida com 100 mL de
CHCI, por trés vezes. Por dltimo, o pH da frag@o aquosa foi ajustado
em 12 com adi¢do de solugdo de NaOH 0,1 N e foi extraida com
100 mL de CHCI, por trés vezes. Os solventes foram eliminados
das fragdes em um rotaevaporador. Ao final do procedimento, foram
obtidas as fragdes AcOEt (1,06 g), cloroférmicas em pH 8 (8,03 g),
10 (2,8 g), 12 (0,46 g) e aquosa (3,45 g).

A fracdo cloroférmica pH 8 (7,0 g) de A. vargasii foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel 60 Merck (40-63 pm) eluindo-se
com CHCI,/MeOH em gradiente crescente de polaridade e resultando
em 44 fracdes de 50 mL cada. Em seguida, as amostras obtidas foram
analisadas em CCD e reunidas de acordo com sua similaridade em
3 grupos (G1-G3). A fracdo reunida G3 (3,99 g) foi fracionada em
CC de silica gel (40-63 um), utilizando-se acetona/i-PrOH com 1%
de Et,NH com aumento de polaridade, obtendo-se 206 fragdes de
aproximadamente 10 mL cada, as quais foram reunidas conforme
a similaridade em 4 grupos (A1-A4). A fracdo A2 (93,0 mg) foi
purificada por CCDP (silica gel 60 PF,,) utilizando-se como eluente
100 mL da mistura CH,C1,/MeOH (8:2) obtendo-se a elipticina (1,
68,3 mg, p.f. 311-13 °C) em forma de cristais amarelos pontiagudos.
A frag@o reunida G4 forneceu por CCDP (silica gel 60 PF,. ) a N-
metiltetra-hidroelipticina (2, 55,3 mg, p.f. 218-223 °C), um sdélido
amorfo amarelo, em elui¢do com 100 mL da mistura de CH,CL/
MeOH com 1% de Et,NH.

Aspidosperma desmanthum Benth ex. Mull

A serragem da casca do tronco (1,20 kg) foi submetida a extra-
¢do, semelhante a descrita acima, e forneceu o extrato alcaloidico
(35,98 g), e ap0s extracdo dcido-base forneceu cinco fragcdes: AcOEt
(2,03 g), CHCI, pH 8 (1,45 g), CHCI, pH 10 (0,22 g), CHCI, pH 12
(0,40 g) e aquosa (4,37 g) A fragao cloroférmica pH 8 (1, 4 g) foi
fracionada em coluna de silica gel (40-63 um) e eluida com mistura
de solventes CH,Cl,/MeOH, obtendo-se 82 fragdes de 50 mL, que
foram reunidas de acordo com suas similaridades em 7 grupos (M1-
M7). A fragdo M4 foi re-fracionada em CC de silica gel (40-63 um),
utilizando-se como eluente CH,CI/i-PrOH, obtendo-se 40 fragdes
de aproximadamente 40 mL e foram reunidas em 4 grupos (S1-S4).
A fragdo S4 forneceu a aspidocarpina (3, 68,5 mg, p.f. 311-13 °C)
um soélido cristalino branco.
Elipticina (1): cristais amarelos pontiagudos, p.f. 311-13 °C (lit.:
315-17°C),” RMN 'H (500 MHz, CDC,:CD,OD, 1:1): 3H-17 (3,
2,7,s),3H-21(3,,3,2,s), 1H-10 (§,7,2, ddd_756815) 2H-11e
12(3,7,4a7,5,m), 1H-14 (§,7,9, d=7,0), 1H-9 (5, 8,3 ,d =7,0),
1H-3 (3, 8,3 , d=7,0), 1H-18 (§, 9,5, s). RMN "“C (125 MHz,
CDCIL,:CD,0D): C-18 (3, 148,3), C-13 (5, 143,1), C-2 (3, 141,9),
C- 3(5 137.,6), C-15 (5,133,4), C-20 (8, 129,0), C-11 (3, 1273, C-7
(8, 124,8, C-9 (5,123.8), C-8 (5, 123,6), C-19 (§,122,2), C-10 (3,
119,5), C-14 (§, 116.,9), C-12 (8, 110,7), C-16 (5, 108,4), C-21 (3,
14,1), C-17 (5, 11,2).
N-metiltetra-hidroelipticina 2: um sélido amorfo amarelo, p.f. 218-
223 °C (lit.: 215-225 °C),'* RMN 'H (500 MHz, CDCL,:CD,0D):
3H-17 (8, 2.4, 5), 3H-4" (§,, 2.6, s), 3H-21 (3, 2,7, s), 2H-3 (§,, 2.8,
t=6,5), 2H-14 (5,, 3,0, t=6,5), 2H-18 (3.8 , 5), 1H-10(3,, 7.1, t=7.8),
1H-11 (5, 7.3, t=7.8), 1H-12 (§,, 7,4, d=7,8), 1H-9 (§, 8,2, d=7.98).
RMN "C (125 MHz, CDC1,:CD,0OD): C-13 (§,140,8), C-2 (8, 138,7),
C-15(3,128,6), C-20 (5, 1263) C-11(3,124,6),C-8(3,124,1),C-9
(8, 122,3), C-19 (8, 122,2), C-7 (3, 120,1), C-10 (5, 118,4), C-16 (5,
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114,9), C-12 (3, 110,6), -18 (3, 56,5), C-3 (3, 52,5), C-4* (5, 45.4),
C-14 (5, 27.3), C-21(8, 14,7), C-17 (5, 12,1).

Aspidoscarpina (3): sélido cristalino branco, p.f. 169-171 °C (lit.:
166-169 °C),'"' RMN 'H (500 MHz, CDCL,): 1H-18 (5, 0,6 , t=7.5),
1H-19(5,0,9,dq=14:7), IH-15" (5, 1,1,dd=13,5:4.5), 1H-14" (1,1
,d=13,5), 1H-19’ (§,, 1.4 , dq=14;7), 4H-16;6";15;17 (§, 1,5-1,7 ,
m), 1H-17° (3, 1,7, dd=13:3,5), 1H-16" (§,, 1,8-1,9 , m), 3H- (3,
1,9,m), 1H-21 (§,2,2,5), 1H-5"(5,, 2,3, d=9), 1H-23 (5, 2,3, s),
1H-3(8,,3,0,d=3,5), IH-5 (3, 3,1 , ddd=9;9;2), IH-11" (8, 3.8 , s),
1H-2 (3,4.1,dd=11:6), 1H-9 (3, 6,6 ,d=8,0), IH-10 (5, 6,7, d=8),
1H-12’ (8,, 10,9 , s). RMN “C (125 MHz, CDCL,): § 169,5, 149,6,
137,8, 133,3, 127,7, 112,6, 110,3, 70,9, 70,5, 53,9, 53,7, 52,7, 52,4,
39,6, 35,7, 34,3, 30,3, 25,4, 23,2, 22,9, 21,8, 7,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Amazonia muitas espécies de Aspidosperma sdo utilizadas
pelas populacdes indigena e cabocla por suas propriedades medicinais.
A infusdo da casca de algumas espécies, como A. nitidum e A. album,
A. discolor; A. excelsum e A. polineuron, € utilizada no tratamento de
maléria.'>"® A A. nitidum é utilizada no tratamento do ttero, ovério,
céncer, diabetes, estomago e como anticonceptivo.'* Extrato alcaloidico
das cascas de A. ramiflorum demonstrou eficicia no tratamento de
leishmaniose'” e foi demonstrada atividade antimaldrica em extratos
polares das cascas de A. megalocarpon.'® A presenca de alcaloides
inddlicos nas duas espécies em estudo jd era esperada, uma vez que as
espécies de Aspidosperma sdo caracterizadas pela ocorréncia frequente
de substancias alcaloidicas, tornando-se bons marcadores quimio-
taxondmicos para classificacdo dessas espécies.!” O fracionamento
cromatografico das fragdes enriquecidas em alcaloides (teste positivo
com soluc@o de Dragendorff) dos extratos etandlicos em amonia das
cascas de A. desmanthum e A. vargasii resultaram nos isolamentos e
posteriores identificacdes dos alcaloides elipticina (1) e N-metiltetra-
hidroelipticina 2 de A. vargasii e aspidoscarpina (3) de A. desmanthum.

A elipticina foi identificada pela andlise dos espectros de RMN
de 'H e *C. Analisando o espectro de RMN de 'H de 1 mostrou em &
7,2 a 9,5 os seguintes sinais para o nicleo piperidinico: um singleto
em 09,5 atribuido ao H-18, um dubleto (J 7,0 Hz) em 6 7,9 referente
ao H-14, um dubleto (J 7,0 Hz) em § 8,3 e atribuido ao H-3 e, para o
nicleo ind6lico, um dubleto (J 7,0 Hz) para H-9, um multipleto em
4 7,5 com integragdo equivalente a dois hidrogénios foi atribuido a
H-11 e H-12, e um duplo duplo dubleto centralizado em & 7,2 que
foi atribuido a H -10 (J 7,5; 6,8; 1,5 Hz).

As duas metilas de 1 foram evidenciadas por singletos em §,,2,7 e
3,2 e sua localizacgdo no esqueleto indoloisoquinolinico, bem como a
atribuic@o desses sinais, foram realizadas baseando-se no espectro de
HMBC (Figura 2). Nesse ultimo, as interacgdes a trés ligagdes entre os
hidrogénios metilicos com §,,3,2 (H-21) e os carbonos com 6C 122,2
(C-19) e §,124,8 (C-7) e entre os hidrogénios metilicos com §,, 2,7
(H-17) e os carbonos com §,133,4 (C-15) e §_141,9 (C-2) permitiram
atribuicio inequivoca dos sinais das metilas. Também, através das
correlagdes no espectro de NOESY, foram evidenciadas interagdes
através do espaco (Figura 2) entre H-21 e os hidrogénios com §, 8,3
(H-9) e 9,5 (H-18) e entre H-17 e o hidrogénio com § 7,9 (H-14).
O espectro de ESI-HR-MS possibilitou a determinagdo da férmula
molecular do alcaloide 1 em C_H ,N.. Os dados espectrais de 1 foram
também comparados com a literatura,’ permitindo identificé-lo como
elipticina (1). A elipticina também foi isolada de outras espécies,
como A. williamsii,* A. dasycarpon, A. ulei,"” A. subincanum,' A.
gilbertii" e Ochrosia elliptica 1abill.*® Nas ultimas décadas tem
recebido uma grande atengéo, devido sua propriedade antitumoral.?!
Ha relatos na literatura de um grande nimero de trabalhos com sintese
de elipticina e seus andlogos.??
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Figura 2. Correlagées C-H e interagoes H-H por meio de experimentos de
HMBC e NOESY, respectivamente, para o alcaloide 1

O espectro de IV de 2 exibiu banda de absor¢doemv 3240 cm,
referente a deformacgio axial de N-H, em V.0 2918 €2847 cm’!, refe-
rentes a presenga de deformagdes axiais C-H, sugerindo a presenga
de grupos metilas. O espectro de RMN de 'H de 2 apresentou sinais
de hidrogénios do anel piperidinico em 82,8 (H-3, t, 6,5 Hz), 63,0
(H-14,t,6,5Hz), 6 3,8 (H-18, s) e singletos em 8, 2.4, 2,6 € 2,7 refe-
rentes aos hidrogénios metilicos H-17, H-4’ e H-21, respectivamente.
O espectro de HMBC revelou intera¢des em trés ligagdes (Figura 3)
através de correlagdes entre os sinais em 82,7 (H-21) e os sinais de
C-19 (8122,2) e C-7 (8 120,0), entre os sinais em 62,4 (H-17) e os
de C-2 (8138,7) e C-15 (4 128,6), € entre o sinal em 62,6 (H-4’) e
os de C-18 (8 56,5) e C-3 (8 52,5), o que tornou possivel estabelecer
as posicoes das metilas nos anéis piperidinico e no ntcleo 1,4 dime-
tilbenzeno. O espectro de NOESY também ajudou na confirmagao
dessas posi¢des das metilas, podendo-se destacar interagdes entre
H-21 e H-9 e H-18, entre H-14 ¢ H-3 ¢ H-17, e entre H-4’ e H-3 ¢
H-18 (Figura 3). O espectro de ESI-HR-MS permitiu a determinacéo
da formula molecular de C ;H, N, para 2. Os dados espectrais foram
comparados com a literatura'® e possibilitou a identificacdo desse
alcaloide como a N-metiltetra-hidroelipticina 2.

O espectro de IV de 3 exibiu bandas de absorgdgoem v . 1580 €
1463 cm!, referentes a deformagdes axiais das ligacdes C=C do anel
aromdtico. A banda de absor¢do em 753 cm’' também evidencia a
natureza aromatica da substancia. Bandas de absor¢do em 1631 cm-
!, caracteristica de deformagéo axial C=0 de ligagdo de hidrogénio
interna na carbonila amidica e em 2936 cm’!, referente a deformagéo
axial de C-H de grupos metilas.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais na regido de hidro-
génios aromaticos em 8H 6,6 (H-9, d, 8 Hz) e em 6,7 (H-10, d, 8 Hz),
além de sinal em 6, 10,95, consistente com a presenca de uma hidroxila.
O sinal em §; 3,8 com integragdo para trés hidrogénios foi atribuido
ao grupo metoxila e esse sinal correlaciona-se ao carbono metilico
C-11’em & 53,7. Também, a presenga de oito carbonos metilénicos
em 6 53,9 (C-3), 52,7(C-5), 39,6 (C-6), 23,2 (C-14), 34,3 (C-15), 25,4
(C-16), 21,8(C-17) e 30,3 (C-19) foi revelada pela andlise do espectro
de DEPT 135. Pela andlise do espectro de COSY (Figura 4 e Figura
3S, material suplementar) destacaram-se as seguintes correlagdes >J:
H-14’ (8 1,14) com H-3 e H-15 (8 1,9-2,1 e 1,5-1,7, respectivamente),
H-5" (8 2,3) com H-6" (8 1,5-1,7), H-2 (8 4,1) com H-16 e H-16’ (3
1,5-1,7 ¢ 1,8-1,9, respectivamente) e H-17 (8 1,5-1,7) com H-16 (3 1,8-
1,9). Observou-se em & 2,23 um singleto referente ao H-21. Também,
através das correlacdes no espectro de NOESY (Figura 4S, material
suplementar), foram evidenciadas intera¢des através do espaco entre
H-21 e H-15 (§, 1,5-1,7), H-5 (5, 3,1), H-3 (§,, 3,0) e H-9 (3, 6,6).
O espectro de ESI-HR-MS possibilitou a determinagdo da férmula
molecular do alcaloide 3em C,,H, N.O,. A estrutura do alcaloide 3 foi

2277300 27737
estabelecida com base nos dados dos espectros de RMN de 'H e de *C
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(Figuras 1S e 2S, material suplementar), massas, bem como através de
comparag¢do com valores dos seus deslocamentos quimicos na literatu-
ra**e possibilitou a identificagéo do alcaloide 3 como aspidoscarpina, a
qual foi isolada também das cascas de A. marcgravianum,” A. limae,*
A. formasanum.*” A aspidoscarpina (3) mostrou-se bastante ativa in
vitro frente a linhagem K1 de Plasmodium falciparum.’
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Figura 3. Correlacoes C-H e interagoes H-H por meio de experimentos de
HMBC e NOESY, respectivamente, para o alcaloide 2

Figura4. Correlagoes H-H por meio de experimento de COSY para o alcaloide 3
CONCLUSAO

Os extratos alcaloidicos de A. vargasii e A. desmanthum mostraram-
se ser uma fonte promissora de alcaloides inddlicos, dos quais foram
isolados elipticina, N-metiltetra-hidroelipticina e aspidoscarpina. A
continuagdo dos estudos dessas espécies torna-se necessdria, devido
essa classe de alcaloides possuir um espectro de atividades bioldgicas
comprovadas. Testes para atividade antimaldrica realizados com os
alcaloides elipticina (1) e aspidoscarpina (3) confirmaram atividade
em P. falciparum.> Os resultados obtidos neste estudo confirmam a
importancia da investigacdo quimica e bioldgica das espécies de As-
pidosperma na busca de novos agentes biologicamente ativos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de PDF, estdo apresentados os
espectros de RMN de 'H (Figura 1S) e de *C (Figura 2S), COSY
(Figura 3S) e Noesy (Figura 4S) do alcaloide aspidoscarpina (3)
utilizados na sua identificagdo estrutural.
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Figura 1S. Espectro de RMN de 'H de 500 MHz em CDCI, do alcaloide 3
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Figura 3S. Espectro de COSY em CDCI, do alcaloide 3
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Figura 4S. Espectro de NOESY em CDCI, do alcaloide 3



