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RESUMO

O material vegetal (raiz e caule) de Aspidosperma ulei Markgf (Apocinaceae), popularmente
conhecida como Pitia, foi coletado na localidade de Garapa, no municipio de Acarape, Ceara. Neste
trabalho, aliquotas dos extratos etanolicos da casca da raiz ¢ da casca do caule de A. ulei foram
submetidos a cromatografias sobre sephadex e/ou silica gel, e CLAE, possibilitando o isolamento dos
alcaloides (+)-20(S)-uleina (AU-1), (+)-20S-dasicarpidona (AU-2), (-)-16,19-dimetil-3,5,14,21-tetra-
hidro-elipticina (AU-3), (-)-B-ioimbina (AU-4), (-)-20(S)-N-desmetil-uleina (AU-5), (+)-15(S)-18-
hidroxi-20(Z)-16,17-nor-subincanadina E (AU-7) e (+)-15(S)-20(2)-16,17-nor-subincanadina E (AU-
8), e o derivado do inositol (-)-D-1-O-metil-myo-inositol (AU-6). Desses alcaldides, (+)-15(5)-18-
hidroxi-20(Z)-16,17-nor-subincanadina E (AU-7) e (+)-15(5)-20(£)-16,17-nor-subincanadina E (AU-
8) sdo inéditos na literatura como produtos naturais, embora o Gltimo ja tenha sido caracterizado como
intermediario de sinteses de alcaldides de Strycnos. A identificacdo e caracterizagdo dos compostos
isolados foi realizada por técnicas espectrométricas como 1.V. e RMN uni- e bidimensionais, inclusive
técnicas contemporaneas como HSQC editado, HSQC-TOCSY e 'H,X-HMBC (X = "C ou "N).
Estudos farmacologicos de uma fragdo do extrato etandlico da casca da raiz de A. ulei, rica em
alcaloides, realizados no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, pelo Prof. V. S. N. Rao,
demonstrou o efeito pro-erectil dessa fracao em ratos, em trés casos distintos: ere¢do peniana, tipo-
ere¢do e similar a erecdo. Injecdo intraperitonial da fragdo (25 a 50 mg/Kg), possibilitou observar
efeitos semelhantes ao efeito observado para a ioimbina (2 mg/Kg). Esse estudo apoia o uso
tradicional de extratos de espécies de Aspidosperma em deficiéncias organicas eréteis.

Palavras-chave: Aspidosperma ulei Markgf, alcaloides indélicos, dados de RMN "C.



ABSTRACT

The material (root and stem) of Aspidosperma ulei Markgf (Apocinaceae), popularly known as Pitia,
was collected in the locality of Garapa, Acarape County, Ceara. In this work, aliquots of the ethanol
extracts of the root and of the stem barks of 4. ulei were submitted to chromatographic analysis in
sephadex and silica gel, and CLAE, making possible the isolation of the alkaloids (+)-20(S)-uleine
(AU-1), (+)-20(S)-dasicarpidone (AU-2), (-)-16,19-dimethyl-3,5,14,21-tetra-hydro-ellipticine (AU-3),
(-)-B-yohimbine (AU-4), (-)-20(S)-N-demethyl-uleine (AU-5), (+)-15(S)-18-hydroxy-20(Z)-16,17-nor-
subincanadine E (AU-7) and (+)-15(S)-20(2)-16,17-nor-subincanadine E (AU-8), and a inositol
derivative, the (-)-D-1-O-methyl-myo-inositol (AU-6). The alkaloid (+)-15(S)-18-hydroxy-20(Z)-
16,17-nor-subincanadine E (AU-7) and (+)-15(5)-20(2)-16,17-nor-subincanadine E (AU-8) are related
for the first time as natural product, but the last one has been characterized as an intermediary of the
Strycnos’ alkaloids synthesis. The identification and characterization of the isolated compounds was
accomplished by IR and 1D and 2D NMR techniques, mainly contemporary techniques as edited
HSQC, HSQC-TOCSY and 'H,X-HMBC (X = "°C or "’N). Pharmacological studies of an alkaloid rich
fraction of the root bark of 4. ulei, accomplished in the Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
UFC by Prof. V. S. N. Rao, demonstrated the pro-erectile effect of that fraction in three cases: penile
erection, erection-like and genital grooming in mice. Intraperitoneal injection of the fraction (25 to 50
mg/Kg), shown all three different responses similar to yohimbine (2 mg/Kg). This study further
supports the traditional use of extracts from Aspidosperma species in erectile dysfunctions.

Keywords: Aspidosperma ulei Markgf, indole alkaloids, C NMR data.
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1 INTRODUCAO
1.1 A RMN moderna

A ressonancia magnética nuclear (RMN) com transformada de Fourier (FT) trouxe
duas grandes vantagens: a primeira foi um grande aumento na sensitividade dos
experimentos; a segunda, a possibilidade de estudar fendmenos dependentes do tempo, como
troca quimica e relaxagdo, antes impossibilitados pela propria natureza da excitagdo por onda
continua (CW).

Uma terceira vantagem passou despercebida por um tempo até que em 1971, Jeener
descreveu um novo experimento, em que um sistema de spins acoplados foi excitado por uma
seqliéncia de dois pulsos separados por um intervalo de tempo variavel t;. Jeener imaginou
que se t; fosse variado em valores pequenos em uma série de experimentos, isso deveria
constituir uma nova dimensdo, em funcdo de t;. A esse intervalo chamou-se “tempo de
evolucdo”. Através desse procedimento obteve-se duas dimensdes temporais independentes,
com matriz S(t;,t;) cuja FT gera duas dimensdes de freqiiéncia independentes de matriz
S(f1,f2), com intensidade S.

As técnicas criadas a partir das modificagdes propostas por Jeener passaram a ser
classificadas como técnicas bidimensionais ou 2D, e subdivididas em homonucleares (mesmo
nucleo) e heteronucleares (diferentes nucleos). A partir da técnica homonuclear 'H,'H-COSY
(correlation spectroscopy), proposta por Jeener, em 1971, diversas outras foram surgindo. Em
1978, Freeman e colaboradores apresentaram um experimento heteronuclear extremamente
importante, o BC,'H-HETCOR (heteronuclear chemical shift correlation) (Freeman, 1978),
possibilitando o assinalamento de dois nucleos diferentes diretamente ligados. Esse mesmo
experimento podia fornecer acoplamentos a longa distancia ('°C,'H-LR-HETCOR, long-range
HETCOR) pela mudanca do valor da constante de acoplamento, J, desejada. No ano seguinte,
Jeener propds o 'H,'H-NOESY (nuclear overhauser enhancement spectroscopy) (Jeener,
1979) apos estudos de relaxagao cruzada dipolar. O NOESY passou a ser a principal fonte de
informagdo dos efeitos da dindmica molecular. Em 1984, Kessler e colaboradores propuseram
um experimento mais eficiente para a obten¢do de acoplamentos heteronucleares a longa
distancia, denominado °C,'H-COLOC (heteronuclear correlation via long-range couplings).

As técnicas unidimensionais (1D) de 'H e "°C, principalmente HBBD (hidrogen broad

band decoupling) e DEPT (distorsionless enhancement by polarization transfer), além dos
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quatro experimentos 2D citados acima, tornaram-se fundamentais para a determinagdo
estrutural de compostos, principalmente em Quimica de Produtos Naturais.

No entanto, todas as técnicas heteronucleares geravam seus resultados pela observagao
direta dos niicleos de interesse, normalmente °C e, principalmente para as técnicas 2D, isso
ocasionava baixa sensitividade e grande perda do tempo de méquina.

O desenvolvimento de novas seqiiéncias de pulsos — programas que controlam como o
espectrometro deve proceder para realizar o experimento desejado — e das sondas de deteccao
proporcionou um aumento na sensibilidade das técnicas bidimensionais. Uma nova técnica de
deteccdo, denominada genericamente de “detec¢do inversa”, favorecida pela disponibilidade
comercial de sondas especificas, trouxe a tona um conceito j& existente na época de Jeener,
mas nado aproveitado: a possibilidade de ganhar sensitividade em técnicas 2D pelo observagao
dos nucleos de interesse indiretamente, através dos efeitos que nucleos de alta sensitividade,
normalmente 'H, exercem sobre eles.

Um grande numero de seqiiéncias de pulsos vém sendo propostas utilizando esse tipo
de detecgdo. Técnicas como HETCOR e COLOC puderam ser substituidas por técnicas mais
sensiveis, como 'H,"?C-HMQC (heteronuclear multiple quantum coherence) (Muller, 1979),
'H,"*C-HSQC (heteronuclear single quantum coherence) (Bodenhauser, 1980) ¢ 'H,"C-
HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) (Bax, 1986).

Enquanto as técnicas “diretas” sdo limitadas pela quantidade de amostra disponivel, as
técnicas “inversas” sdo, na maioria, de facil aquisicdo. Isso se deve ao fato que em sonda
especificamente preparadas para a deteccdo inversa, as bobinas de deteccdo de protio
encontram-se mais proximas do centro da sonda, portanto mais proximas da amostra, que as
bobinas para detec¢do de outros nucleos. Essa mudanga de configuragdo no hardware
possibilita um aumento na detec¢do do sinal, até quatro vezes maiores, que nas sondas de
detec¢ao direta.

Atualmente, a rotina de laboratorios de RMN voltados a Quimica de Produtos Naturais
envolve o uso de algumas poucas técnicas, de onde se pode tirar praticamente toda a
informagdo necessaria para a elucidacao estrutural desses tipos de compostos. Normalmente
essa rotina inicia-se com técnicas classicas 1D como RMN 'H e °C. Além disso, empregam-
se técnicas modernas 2D como COSY, HMQC ou HSQC e HMBC. Em casos onde seja
necessdria a determinacdo da estereoquimica relativa da molécula, ou para estudos que

envolvam dinamica molecular, o experimento NOESY ¢ o mais empregado.
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Um novo ganho de sensitividade pode ser obtido pela introducdo de gradiente de
campo pulsado, do inglés “pulsed field gradient” (PFG) nas técnicas ja utilizadas,
substituindo-se a modulagdo de fase (phase cycling). A modulagao de fase faz-se necessaria
para a perfeita coeréncia de ordem quantica e cancelamento das ordens ndo desejadas. O PFG
conduz a uma sele¢do quantica muito mais eficiente ¢ em um tempo muito menor. Dessa
forma, espectros 2D com PFG possuem ruidos muito menores que aqueles obtidos com
modulagdo de fase (Kaiser, 1999). Além disso, observa-se ainda uma diminui¢do no tempo de
experimento, reducao do ruido de t; em 2D e eficiente supressdo de magnetizacdo indesejada
("H-"2C, '"H-"N, ...) em experimentos por detec¢do de protio (Parella, 1998).

Nesse trabalho nés introduzimos trés técnicas recentes, em adicdo, ou substituicdo, as
técnicas de rotina utilizadas atualmente na analise estrutural de produtos naturais, por sua
aplicacdo, qualidade dos espectros obtidos e reducdo do tempo de analise. Essas técnicas

encontram-se descritas a seguir.

1.1.1 RMN 1D ge-'H-NOE seletivo (SELNOE)

A observacgdo do efeito nuclear Overhauser ¢ crucial do processo de determinagao
estrutural por RMN. Esses efeitos sdo geralmente observados usando técnicas 1D, através de
NOEDIFF (nOe por diferenca de espectros), ou 2D, através do NOESY e ROESY. Os
resultados da espectroscopia por diferenca sdo observados devido a subtracdo de um espectro
de controle de um espectro seletivamente irradiado no spin de interesse. O espectro por
diferenca, em principio, apresenta apenas as ressonancias do spin irradiado e daqueles que
sofreram relaxagdo cruzada com o primeiro. Na pratica, imperfei¢do na subtracdo leva a
“artefatos de subtracdo” cuja presenga muitas vezes torna dificil visualizar o nOe desejado.
Novos experimentos tém realizado medidas de nOe pela introdugdao de PFG, evitando a
diferenca de espectros e, portanto, evitando artefatos. Como resultado valores muito pequenos
de nOe podem se obtidos e com maior confiabilidade.

O experimento SELNOE utiliza a seguinte seqiiéncia de pulsos 90°% s - Gi - 90°%% - Tpy -
G- 90% - 12 - 180°% - G, — acq, onde o primeiro pulso de 90° excita seletivamente somente as
ressonancias do spin de interesse (Stonehouse, 1994). Em sistemas de spins escalarmente
acoplados existe um problema em potencial, como resultado do pulso seletivo e do gradiente
Gj. Apos esses pulsos, o segundo pulso de 90° pode gerar sinais dispersivos, correspondentes

a sinais observados no COSY. Ainda assim, isso pode ser considerado uma vantagem por
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possibilitar distinguir esse tipo de acoplamento. T, representa o tempo de mistura utilizado
para experimentos de nOe, e deve ser cuidadosamente ajustado para cada amostra, no entanto,
o uso de PFG possibilita utilizar longos valores de t,,, mesmo que as intensidades absolutas
observadas para os nOe’s diminuam, uma vez que os artefatos de subtra¢do ndo irdo interferir
no resultado final.

Além da aplicagao do gradiente e auséncia de subtracdo, outra diferenca importante
entre o SELNOE e o NOEDIFF diz respeito a seletividade. Enquanto o NOEDIFF utiliza
largura de pulso da ordem de microsegundos com alta poténcia (“hard pulses”), o SELNOE
utliza largura de pulso da ordem de milisegundos com poténcias mais atenuadas (‘“‘soft
pulses”). Com isso, a largura espectral irradiada pelo SELNOE ¢ muito menor (mais seletiva)
que no NOEDIFF, possibilitando irradiar sinais sem interferir em sinais vizinhos. A
seletividade desejada para um determinado sinal pode ser alcangada apenas recalculando os

valores do “soft pulse” e a atenuagdo da poténcia utilizada.

1.1.2  RMN 2D ge-'H,"*C-HSQC editado (HSQC editado)

A determinagdo do padrdo de hidrogenacdo de carbonos e nitrogénios ¢ essencial para
o assinalamento estrutural de produtos naturais. O procedimento usual emprega técnicas como
DEPT, INEPT e APT, no entanto, tais técnicas mostram-se ineficientes quando a
concentragdo da amostra ¢ muito baixa. Através do emprego de técnicas de detecgdo inversa,
pode-se aumentar a sensitividade dos experimentos, com ganhos ainda mais significativos
quando empregando PFG em suas seqiiéncias de pulso para a efetiva supressao de fortes
magnetizacdes indesejadas, como 'H-'">C e 'H-'*N, resultando em melhor qualidade espectral
e menor tempo de aquisicdo. O HSQC editado ¢ uma modificacdo simples do experimento
HSQC em que o padrdo de hidrogenacdo pode ser diretamente obtido do espectro resultante,
através da observagao da amplitude do pico, juntamente com as correlagdes heteronucleares.
Por convengdo, picos com amplitude negativa sdo representados por H,X, enquanto picos
positivos sdo representados por HX e H;X, onde X é o nuclidio de interesse, diferente de
protio. Esse resultado ¢ obtido pela introdugdo, na seqiiéncia de pulsos do HSQC, de um
bloco de pulsos do tipo A - ¢° (*H) - 180° (X) - A, onde A = Y%Jyx (Parella; Sanchez-Ferrando;
Virgili, 1997). O valor de ¢ define o padrio de hidrogenacdo obtido através desse
experimento, como pode ser visto pela FIGURA 1, pag. 23. Entdo, para ¢ = 180° HX e H3;X
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sao positivos e HpX negativo, enquanto para ¢ = 90° obtemos um subespectro com apenas

HX.
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FIGURA 1. Dependéncia do sinal de diferentes HnX com relagdo a ¢. Para ¢ = 0 ou 180° observa-se amplitudes

maximas para todos os sinais, enquanto para ¢ = 90° observa-se apenas HX (Parella; Sanchez-Ferrando; Virgili,
1997).

1.1.3 RMN 2D ge-'H,"* C-HSQC-TOCSY (HSQC-TOCSY)

A combinacdo do HSQC com TOCSY, em principio, levaria a uma técnica 3D, no
entanto a remocao do periodo de evolucdo do TOCSY fornece uma técnica 2D hibrida
extremamente poderosa para a elucidacao estrutural de produtos naturais. Nesse experimento,
enquanto as correlagdes do HSQC se apresentam como ¢ normalmente esperado, a
informag¢do do TOCSY ¢ distribuida horizontalmente, nas linhas do espectro correspondentes
a cada pico do HSQC, de forma que para cada correlagdo do HSQC encontramos uma ou mais
correlagdes de TOCSY daquele hidrogénio com outros na molécula. O HSQC-TOCSY pode
ser obtido por diversas variantes, dependendo da informagao que se deseja alcangar. Além da
técnica convencional mencionada acima, ¢ possivel incorporar a edi¢do da amplitude do sinal
observado, tanto no TOCSY, quanto no HSQC. Ao incorporar edi¢do do TOCSY, seus sinais
aparecem em fase negativa, em relagdo aos sinais observados para o HSQC. Editando-se o
HSQC obtém-se carbonos com amplitudes diferentes dependendo do numero de hidrogénios
ligados, fornecendo CH; em fase negativa e CH e CHj3 em fase positiva. Também ¢ possivel,
no mesmo experimento, editar tanto HSQC quanto TOCSY simultaneamente. Nesse trabalho
optamos pela técnica convencional (FIGURA 2, pag. 24) devido a maior facilidade de

aquisi¢do, processamento e analise do resultado final.
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FIGURA 2. Seqiiéncia de pulsos do ge-HSQC-TOCSY (NMRGuide 3.5, 2003).
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Nesse experimento o paramentro mais importante ¢ o tempo de mistura, 1, cujo valor

deve ser menor que 100 ms, para evitar deterioracdo do sinal devido a efeitos de difusdo em

solucao.
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1.2 Consideracdes Botanicas, Quimicas e Farmacolégicas sobre Aspidosperma ulei
Markgf.

De acordo com Renato Braga (Braga, 1979), Aspidosperma ulei Markgf,
popularmente conhecida como Pitia, apresenta-se como uma “arvore com casca aspera €
acizentada. Folhas alternas, pecioladas, lanceoladas, glabras. Flores alvecentas, pequenas,
agrupadas em paniculas multifloras terminais. Frutos capsulares, coridceos, com sementes

achatadas e aladas.” (FIGURA 3, pag. 25).

FIGURA 3. Aspidosperma ulei Markgf. (a) arvores, (b) flores e (c) frutos. Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira.

O género Aspidosperma ¢ distinguido quimicamente pela freqiiente ocorréncia de
alcaléides indolicos, caracteristica compartilhada por 46 das 57 espécies de Aspidosperma
(Apocinaceae). Bolzani e colaboradores relatam em um review sobre espécies do género

Aspidosperma, o isolamento de 4 alcaloides de A. ulei: uleina (I), N-metil-tetra-hidroelipticina
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(II), di-hidroolivacina (III) e N-metil-tetra-hidroolivaona (IV) (Bolzani, 1987) (FIGURA 4,
pag. 26).

\N N/
QY O3
) )
1 H 11 H

FIGURA 4. Compostos isolados a partir de Aspidoperma ulei, de acordo com a literatura: uleina (I), N-metil-
tetrahidroelipticina (II), dihidroolivacina (IIT) e N-metiltetrahidroolivaona (IV).

Pesquisa no SciFinder Scholar v2006, do Chemical Abstracts, entre 2006 e 1986,
usando como palavra-chave “Aspidosperma ulei”’, mostrou que nenhum outro estudo quimico
fora realizado com essa espécie.

Um estudo cooperativo de uma fragdo rica em alcaldides das cascas da raiz de A. ulei
(AUFRA), entre o Prof. E. R. Silveira, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, e
o Prof. V. S. Rao, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, rendeu uma Tese € uma
publicagdo (ver Anexo, pag. 164) demonstrando o efeito pro-erectil de AUFRA em trés tipos
de casos: erecdo peniana, crescimento genital e similar a erecdo (FIGURA 5, pag. 26). A
injecdo intraperitonial da fragdo (25 a 50 mg/Kg) mostrou resultados semelhantes a ioimbina
(2 mg/Kg). 65 % dos ratos tratados com ioimbina ou AUFRA mostraram ere¢do peniana
mesmo apos seu bloqueio por clonidina, um agonista a-2-adrenoceptor, ¢ haloperidol, um
antagonista dopaminergico, bem como por I-NAME, um inibidor da oxido nitrico sintase.
Esse estudo comprova o uso tradicional relatado para extratos de Aspidosperma em

disfungdes erecteis (Campos, 2000).

FIGURA 5. Cobaias sob efeito de uma injegdo intraperitonial de AUFRA apresentando os trés tipos de reagdes
observadas: (A) ere¢do peniana, (B) similar a eregdo e (C) crescimento genital. Fotos: Adriana Campos Rolim.
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2 ALCALOIDES DE ASPIDOSPERMA: REVISAO BIBLIOGRAFICA DO
GENERO.

2.1 Dados de RMN C descritos da literatura para alcaldides isolados de espécies do
género Aspidosperma entre 1986-2006.

O género Aspidosperma ¢ quimicamente distinto pela freqiiente ocorréncia de
alcaloides indolicos (Bolzani et al. 1987, pag. 187).

Alcaldides indolicos sdo caracterizados pelo nucleo indol (I), onde as posicoes 2 e 7
sao normalmente substituidas levando a formagdo de estruturas bastante diversificadas,
enquanto as posicdes 9-12 podem, ocasionalmente, apresentar substituigdes como grupos
hidroxila ou metoxila. Substitui¢des no nitrogénio inddélico sdo menos comuns, ocorrendo

principalmente na forma de lactonas ou lactamas (Morales-Rios; Espifieira; Joseph-Nathan

1987).
9 7
10 8
(I
11 13 N
n 12 \H

A determinagdo estrutural desses compostos ¢ realizada utilizando-se principalmente
RMN "C, o que motivou a busca de dados de '*C na literatura que possibilitassem a
comparag¢ao com os compostos isolados.

A TABELA 1, pags. 32, apresenta as espécies do género Aspidosperma estudadas nos
ultimos 20 anos, indicando a parte estudada e os compostos isolados enquanto o QUADRO 1,
pags. 34, contém as estruturas desses compostos, dispostos pela semelhanca entre suas
estruturas. A numeracdo utilizada para os compostos levou em consideracdo a numeragao
mais comumente adotada na literatura para alcaldides inddlicos, onde a contagem inicia no
nitrogénio indolico, 1, e os carbonos 3, 5 e 21 encontram-se ligados a outro nitrogénio na
posigdo 4.

Bolzani et al. (1986), em revisdo bibliografica sobre alcaléides do género
Aspidosperma até 1986, constatou a ocorréncia de 204 alcalodides distribuidos entre 46 das 57
espécies de Aspidosperma constantes na literatura.

De 1986 a 2006, nove espécies de Aspidosperma foram estudadas quimicamente, das

quais trés (A. crueta, A. pruinosum ¢ A. ramiflorum) ndo apresentavam estudos anteriormente,
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totalizando 49 alcaldides isolados, sendo oito novos compostos: 10-metoxi-4-metil-
geissosquizol (19), 10-metoxi-ioimbina (23), 10-metoxi-aspidospermidina (27), desidroxi-
haplocidina (31), aspidoquibina (37), 3-oxo-14,15-desidro-razinilam (39), 11-hidroxi-
tubotaivina (40) e subincanadina G (49) (TABELA 1, pags. 32).

A TABELA 2, pags. 38, contem os dados de RMN C para os compostos do
QUADRO 1, pags. 34, quando disponivel na literatura, e identificando o solvente utilizado na

obtencao dos dados.
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TABELA 1. Espécies do género Aspidosperma, em ordem alfabética, estudadas nos ltimos 20 anos (1986-
2006), parte estudada e substancias isoladas.

Espécie Parte Estudada Alcaloide Estrutura Referéncia
A. crueta folhas obscurinervidina 1 Harper, 1993
folhas obscurinervina 2 Harper, 1993
A. macrocarpon casca do caule copsanol 31 Mitaine, 1996
copsanona 41 Mitaine, 1996
copsinina 5 Mitaine, 1996
epi-copsanol 61 Mitaine, 1996
sementes copsanol 31 Mitaine, 1996
copsanona 41 Mitaine, 1996
copsinina 5 Mitaine, 1996
Kan-Fan, 1988
ervinceina 71 Mitaine, 1996
(-)-vincadiformina 8 Mitaine, 1996
Kalaus, 1993
A. megalocarpon casca do caule (+)-aspidoalbina 91 Mitaine, 1998
(+)-aspidolimidina 101 Mitaine, 1998
(+)-fendlerina 11 Mitaine, 1998
A. parvifolium cascas aparicina 12 Jacome, 2004
uleina 13 Jacome, 2004
20-epi-uleina 14 Jacome, 2004
desmetil-uleina 151 Jacome, 2004
A. pruinosum casca da raiz compactinervina 161 Nunes, 1992
lo'n;ztr‘:;‘;iz:lldm' 17 Nunes, 1992
10-metoxi-geissosquizol 18 Nunes, 1992
10;:;;;(11;?11 19a Nunes, 1992
19b Nunes, 1992
. ’4’5’86“:?:;:11‘3;:‘&0 20 Nunes, 1992
ioimbina 21 Nunes, 1992
[B-ioimbina 22 Nunes, 1992
10-metoxi-ioimbina 23 Nunes, 1992
normacusina B 24 Yu. 2003
Nunes, 1992

" Sem dados de RMN "C na literatura. Estrutura determinada por RMN "H, E.M e/ou modificagdes quimicas.
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TABELA 1. Espécies do género Aspidosperma, em ordem alfabética, estudadas nos ultimos 20 anos (1986-
2006), parte estudada e substancias isoladas (CONTINUACAO).

Espécie Parte Estudada Alcaloide Estrutura Referéncia
A. pyrifolium casca do caule acumicina 251 Mitaine, 1996
aspidospermidina 26 Fu.ku'da, 2003
Mitaine, 1996
aspi](?o;gztr?;(ildina 27 Mitaine, 1996
N-formil-aspidospermidina 28 1 Mitaine, 1996
(-)-aspidospermina 291 Mitaine, 1996
desmetoxiaspidospermina 30 Mitaine, 1996
desidroxi-haplocidina 311 Mitaine, 1996
haplocina 321 Mitaine, 1996
palosina 33 Mitaine, 1996
O-desmetil-palosina 341 Mitaine, 1996
tubotaivina 35 Mitaine, 1996
valesina 361 Mitaine, 1996
(-)-vincadiformina 8 Mitaine, 1996
Kalaus, 1993
A. quebracho-blanco  cultura de células aspidoquibina 37 Aimi, 1991
3'°X°;;2;111i51::§$dr°' 39 Aimi, 1991
11-hidroxi-tubotaivina 40 Aimi, 1994
indefinido quebrachamina 38 Deutsch, 1994
A. ramiflorum cultura de células  10-metoxi-geissosquizol 17 Oliveira, 2001
sementes 10-metoxi-geissosquizol 17 Marques, 1996
B-ioimbina 21 Marques, 1996
cultura de células ramiflorina A 41 Oliveira, 2001
ramiflorina B 42 Oliveira, 2001
sementes ramiflorina A 41 Marques, 1996
ramiflorina B 41 Marques, 1996
A. subincanum cascas subincanadina A 43 Kobayashi, 2002
subincanadina B 44 Kobayashi, 2002
subincanadina C 45 Kobayashi, 2002
subincanadina D 46 Kobayashi, 2002
subincanadina E 47 Kobayashi, 2002
subincanadina F 48 Kobayashi, 2002
subincanadina G 49 Ishiyama, 2005

" Sem dados de RMN "C na literatura. Estrutura determinada por RMN "H, E.M e/ou modificagdes quimicas.
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QUADRUO 1. Substancias isoladas de espécies de Aspidosperma nos tltimos 20 anos (1986-2006), agrupadas de
acordo com seus esqueletos basicos.

R
3 cH-BoH

4 c-0

5 cH-pCo,CH,

6 cH-00H

R R
22 23 24

9 COCH,CH, OCH, OCH, OH
22

10 cocH, H OCH, OH
22 23 24

11 cocH,cH, H OCH, OH
22

31 cocH, H H H
22 23 24

32 COCH,CH, H H OH

R R

1 2

3

R R
5
13 cH, H CH,CH,
5 19 18
14 cH, CHCH, H
19 18
151 H CH,CH,

1
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QUADRUO 1. Substancias isoladas de espécies de Aspidosperma nos ultimos 20 anos (1986-2006), agrupadas de
acordo com seus esqueletos basicos (CONTINUACAO).

R 1
14 20 19 18
25 cH, C=CHCH,
20 19 18 14
35 CHCH,CH, CH,
20 19 18 14
40 CHCH,CH, CH,
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QUADRUO 1. Substancias isoladas de espécies de Aspidosperma nos ultimos 20 anos (1986-2006), agrupadas de
acordo com seus esqueletos basicos (CONTINUACAO).

CHO

CO,CH,

COCH, H

COCH,CH, H
COCH,CH, H

CHO H
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QUADRUO 1. Substancias isoladas de espécies de Aspidosperma nos ultimos 20 anos (1986-2006), agrupadas de
acordo com seus esqueletos basicos (CONTINUACAO).
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TABELA 2. Dados de RMN *C de alcaléides de espécies de Aspidosperma, agrupadas de acordo com seus

38

esqueletos basicos, nos ultimos 20 anos (1986-2006). Dados obtidos em CDCls, exceto quando especificado o
contrario.

1 2

5

8

11 12 46° 477 48!

o 0 9 S Nt W N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

65,0 64,6 66,7167,7
52,1 52,1 47,6 51,7
54,2 54,2 50,7 50,6
38,8 38,9 36,5 45,3
51,2 51,2 57,9 55,5
129,9129,3140,6137,9132,4128,9127,8131,0128,7
100,2100,3121,6121,0114,5118,5111,3120,1118,7
147,5147,3119,7120,5110,3122,9119,1121,7120,4
130,3130,8126,6127,4149,0119,3122,8125,2123,3
135,4135,7110,8109,3137,1110,3118,3116,2112,2
136,7136,8149,0143,3128,0137,2136,0139,9137,5

123,3123,3
133,6133,6
23,6 23,5
81,6 81,6
176,3176,3
39,1 39,1
40,6 40,6
69,5 69,5

71,8 67,8
— 16,8
10,4 10,3

10-OCH; 57,3 57,4
11-OCH; 60,9 60,9

OCH;

17,1
348
438
31,8
33,9
33,9
31,2
68,4

51,9

22,1
32,9
92,6
25,6

7.1
293
38,2

69,5144,9135,5140,0136,3
43,7 45,2 45,2 48,7 51,7
48,7 -- 56,6 60,1 57,4
36,4 54,1 20,4 22,7 20,6
57,5110,6108,1110,1112,5

21,0 294 36,4 28,3 454
32,9 41,1 71,6 44,3189,2
25,1135,6145,5144,7 -
26,4112,4117,8123,1 -
652 12,6 14,3 16,0 13,9
34,5120,5131,2131,1144,1
39,7131,4135,7133,5128,3

72,6101,7 54,2 53,1 55,7 51,7
443 50,51743169,1172,3 = - -0 -

50,9

283 o e e e

564 o e

""Metanol-d,; 2 DMSO-dg; 3 Piridina-ds.
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TABELA 2. Dados de RMN *C de alcal6ides isolados de espécies de Aspidosperma, agrupadas de acordo com
seus esqueletos basicos, nos ultimos 20 anos (1986-2006). Dados obtidos em CDCls, exceto quando especificado

o contrario (CONTINUACAO).

13 14 17 18 19' 192 20' 21 22 23

o 0 N9 S Nt W N

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22
10-OCH;
4-N"CH;

OCH;

135,1136,5135,8135,3125,5125,9134,2134,6134,3135,2
46,3 46,4 60,1 54,1 653 63,6144,5 60,7 60,9 59,7
444 448 52,9 53,3 64,5 61,1132,1 53,6 52,6 52,6

— - 21,6 184 17,4 1691158 21,6 21,6 21,6
107,8110,8107,2107,0103,2103,5131,0107,6107,9107,6
129,4128,5127,3127,8127,8130,1119,9127,2127,3127,5
119,5119,6100,3100,2100,0100,3123,0118,0118,1100,3
119,8119,9153,6153,7153,9153,4122,3119,0119,2153,5
122,7122,8111,4111,5112,7 12,0131,9121,1121,3111,2
110,7111,9110,6110,8112,5112,2113,7111,0111,0110,7
136,6135,9131,2130,9131,9131,5140,6 136,3136,2130,9
34,7 28,5 354 32,7 30,9 29,1 264 27,3 33,8 34,0
39,5 38,5 37,0 31,8 30,6 29,6 33,9 38,1 41,9 36,4
138,7142,1 35,1 36,1 35,5 354 47,8 54,8 574 522
106,7104,7 59,8 61,3 59,0 58,0 60,3 66,1 72,0 66,9
11,8 12,2 11,0 13,0 13,3 13,2120,4 33,5 34,1 31,4
24,2 23,5 23,4120,2132,6129,5135,8 24,6 27,5 23,2
458 44,7 41,5136,8128,6129,1 41,5 36,5 39,5 40,4
56,6 54,9 59,8 51,2 59,0 59,1 59,0 60,7 59,3 61,1

e e e e -1732175,1175,4175,2

e e e - 48,0 481 - e e e

- - 558 559 557 554 51,9 51,9 51,9 518

""Metanol-d,; 2 DMSO-dg; 3 Piridina-ds.
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TABELA 2. Dados de RMN *C de alcal6ides isolados de espécies de Aspidosperma, agrupadas de acordo com
seus esqueletos basicos, nos ultimos 20 anos (1986-2006). Dados obtidos em CDCls, exceto quando especificado
o contrario (CONTINUACAO).

24 35 40 26 27 30 33 37 38 39

2 136,3168,7160,0 65,9 66,0 69,5 69,4133,4139,7 176,6
3 64,9 433 43,9 54,1 53,7 53,7 53,6180,0 53,4 1596
5 545 52,1 53,7 53,2 53,0 52,5 52,5175,1 56,7 1164
6 269 451 452 39,0 38,4 38,1 37,9 32,0 22,7 1144
7 104,5 53,4 544 53,6 54,1 53,7 52,5107,3108,7 122,1
8 127,6137,1128,7135,9136,6110,9125,9127,6128,7 136,8
9 118,1119,6120,2119,2115,3125,9115,4117,1120,1127,3 '
10 121,4109,8107,5110,6146,0115,3125,9120,0117,4129,2 *
11 116,8127,5156,2127,3108,8129,2111,2122,4118,6124,8 *
12 111,0121,2 98,4123,0119,5143,6 nd111,3110,0130,5 '
13 137,8143,6144,9149,6138,3149,2 nd136,2134,7 1374
14 27,6 27.9 28,4 21,9 21,8 21,7 21,6 76,1 22.4 120,5
15 334 304 30,8 34,7 34,5 343 342 28,9 34,7 1548
16 44,1 957 959 28,3 282 24,9 244 21,6 32,0 27.6
17 50,5169,8170,9 23,2 23,2 232 23,1 33,0 334 384
18 — 114 11,6 70 68 70 66 87 78 93
19 - 23,6 23,8 30,2 29,9 30,2 30,1 354 21,9 29,0
20 12,7 40,7 41,2 359 35,6 35,6 35,5 47,6 53,2 443
21 558 65,3 653 71,5 71,3 71,1 71,1 40,7 55,1 1303
22 - e 17131614 -
7% JN U 175 (U -
24 - e e e e 101
OCH; - 550 51,1 - 552 555 556 - - -

"e* indicam sinais intercambiaveis na mesma coluna. nd significa
~ . T | 2 3y g
valores ndo disponiveis. - Metanol-dy; “ DMSO-d; ~ Piridina-ds.
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TABELA 2. Dados de RMN *C de alcal6ides isolados de espécies de Aspidosperma, agrupadas de acordo com
seus esqueletos basicos, nos ultimos 20 anos (1986-2006). Dados obtidos em CDCls, exceto quando especificado
o contrario (CONTINUACAO).

41 42 437 447 45° 49°

2 13547135,67129,8131,4131,3132,3
3 53,0 52,9 57,6 58,7 58,8 58,6
5 51,3 51,4 46,7 46,2 46,6 46,6
6 18,0 17,7 17,5 17,8 18,2 18,1
7 107,3%108,3%105,0103,8103,1103,5
8 127,5%127,5%125,5125,3126,6127.6
9 1004 101,2118,6118,5118,7103,5
10 154,3 154,9119,3119,3120,0152,9
11 111,5 111,9122,3122,1123,0113,5
12 112,1 112,0112,4112,4113,1113,9
13 131,5 130,7137,0136,8137,9131,4
14 33,0 29,6 31,6 32,3 26,4 26,3
15 30,9 29,6 84,3 83,7 45,0 44,9
16 37,7 37,7 744 745 78,1 77,9
17 51,5 50,2 18,9 17,9 20,8 20,7
18 13,1 12,6 12,3 11,9 14,3 142
19 121,6 119,1121,4116,7121,2120,9
20 136,6 ¥136,5%132,7131,4133,2133,1
21 529 52,7 642 624 642 642
2> 1358713827 - - -
5 425 419 - o o
6 224 228 - e e
7’ 108,6%108,8% - = om -
8 128,0%128,9% - - o -
9> 1180 1180 - - - -
100 1194 1194 - - - -
11’ 1216 121,7 - - -
122 11,1 11,1 = o
13’ 136,0%135,8% - -

OCH; 560 562 - «mo  eoo -

Y. 1. I VR
IR e indicam sinais intercambiaveis na

mesma coluna. ' Metanol-d,; 2 DMSO-d;
3 Piridina-ds.
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3 DETERMINACAO ESTRUTURAL
3.1 Determinaciao Estrutural de AU1

O fracionamento cromatografico do extrato etanolico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um resina amarelo, de ponto de fusdo 80,5-82,3
°C e [a]F = +13,3 ° (¢ 0,33, CH;0H), denominado AU1 (ver Parte Experimental, pag.
151).

O espectro na regido do infravermelho de AUl (FIGURA 6, pag. 46) apresentou
absor¢des correspondentes a vibragdes de deformacao axial de NH para aminas secundarias
aromaticas (3412 cm™), confirmadas por uma banda de deformacdo angular no plano (1517
cm™). Também foram observadas bandas correspondentes a vibracdes de deformagao axial de
C-N alifatico (1199 e 1035 cm™) e aromatico (1379 e 1261 cm™), além de bandas

correspondentes a deformagéo angular fora do plano para CH em anéis aromaticos (748 cm™).

0 L e B B By O L L B BB N
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
l/em

FIGURA 6. Espectro na regido do infravermelho de AU1.

O espectro de RMN 'H de AUl (FIGURA 7, pag. 54) apresentou 4 sinais
correspondentes a hidrogénios aromaticos em oy 7,63 (1H, d, 8 Hz), 7,44 (1H, d, 8 Hz), 7,22
(1H, t, 8 Hz) e 7,13 (1H, t, 8 Hz), que evidenciaram a natureza indolica do composto. Além

disso, observaram-se dois sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos em oy 5,80 (1H, s)
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e 5,29 (1H, s), dois sinais correspondentes a grupos metilas em oy 2,72 (3H, s) € 0,92 (3H, t, 7
Hz), sendo esse ultimo pertencente a um grupo etila. Outros sinais observados foram: oy 3,12
(dd, 5 e 13 Hz), 2,72 (m), 2,27 (m), 1,92 (m), 2,91 (sl), 1,18 (m), 2,27 (m) e 4,90 (sl).

O espectro de RMN *C-BB de AUl (FIGURA 8, pag. 54) apresentou 18 sinais.
Através do espectro de RMN 2D HSQC editado de AU1 (FIGURA 9, pag. 55) observou-se a
existéncia de quatro carbonos aromaticos com absor¢des em 124,7 (dy 7,22), 122,0 (7,13),
1194 (7,63), 112,9 (7,44); trés carbonos metinicos em dc 60,4 (4,90), 45,0 (2,27) e 38,7
(2,91); quatro carbonos metilénicos, em d¢ 112,7 (dy 5,80 e 5,29), 47,5 (3,12 e 2,72), 33,1
(2,27 € 1,92) e 25,1 (1,18); e dois carbonos metilicos, em d¢ 42,3 (dy 2,72) e 11,7 (0,92). Os
sinais de carbono restantes, nao hidrogenados e, portanto, ausentes no HSQC editado, sdo d¢
139.2, 139,0, 137,4, 129,1 e 101,5. Entre as absor¢des observadas, aquelas entre o¢ 124,7-
112,9 correspondem ao sistema inddlico identificado anteriormente através do espectro de
RMN ]H, enquanto as absor¢des em Oc 112,7 (dy 5,80 e 5,29) e 42,3 (2,72) correspondem,
respectivamente, a uma dupla ligagdo exociclica e a um grupamento metila possivelmente
ligado a nitrogénio.

A andlise do espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AUl (FIGURA 10, pag. 56)
forneceu a maioria dos acoplamentos geminais e vicinais do composto, inclusive para o
sistema indolico, listados na TABELA 3, pag. 48. Dentre os acoplamentos observados
destaca-se as absor¢oes em Oy 0,92 (¢ 11,7) com 1,18 (8¢ 25,1), evidenciando o grupamento
etila mencionado anteriormente. Outros acoplamentos observados foram: oy 1,18 (6¢ 25,1)
com 2,27 (45,0); oy 2,27 (d¢ 45,0) com 4,80 (60,4); dy 3,12 € 2.72 (6¢c 47,5) com 2,27 ¢ 1,92
(33,1)e 0n 2,27 ¢ 1,92 (8¢ 33,1) com 2,91 (38,7).

O espectro de RMN 2D 'H,"?C-HSQC-TOCSY (FIGURA 11, pag. 57) de AUI
possibilitou seqiiénciar todos os carbonos através de seus respectivos hidrogénios. O
hidrogénio em &y 2,27, correlacionado aos carbonos em d¢c 45,0 e 33,1 no HSQC editado,
apresentou correlagdes com os carbonos 8¢ 11,7, 25,1, 33,1 (1JCH), 38,7, 45,0 (1JCH)a 47,5 ¢
60,4. Uma vez que o hidrogénio em &y 1,92 (8¢ 33,1), geminal com 2,27, apresentou
acoplamento apenas com os carbonos em 33,1 (‘Jen), 38,7 e 47,5, supde-se que o0s
acoplamentos restantes estejam relacionados com 8y 2,27 ligado a d¢ 45,0. Com esses dados €
possivel estabelecer inequivocamente, dois grupos de seqiiéncias de carbonos na molécula
como segue: Oc 11,7 = 25,1 > 45,0 > 60,4; o¢c 47,5 - 33,1 - 38,7, além do sistema
indolico, estabelecido anteriormente pelo COSY. O QUADRO 2, pag. 49, apresenta as




Capitulo 3 — Determinacio Estrutural 48

estruturas parciais obtidas pelo COSY e HSQC-TOCSY.
TABELA 3. Dados de RMN 1D e 2D de "°C ¢ 'H para AUI.

Oc * Oy (mult, J) * COSY * Oc ** Oy (mult, J) ** COSY **

2 | 1391 [— 137,2 |-

3a 3,12 (dd, 5 e 13) 2,27 3,07 (dd, 3 e 11)

T BRI P (m) 2,27 463 1763 (m)

5 423 [2,72(s) 42,0 2,64 (s)

6 —_ —_ _— _— —_ —_

7 | 1015 |-— 101,4 |-

8 | 129,1 |- 127,8 |-

9 | 1194 [7,63(d,8) 7,13 118,3 |7,44 (d, 8) 7,17

10 | 122,0 |7,13(, 8) 7,63; 7,22 121,5 7,17, 8) 7,44;726
11| 1247 722, 8) 7,44;7,13 124,1 [7,26 (1, 8) 7,52, 7,17
12 | 1129 |7,44(d,8) 7,22 12,1 |7,52(d, 8) 7,26

13 | 1392 |- 137,5 |-
Ma | oo [227(m) 3,12;2,91 316|257 @ 4e13) 2,91
14b 1,92 (m) 3,12 1,81 (m) 2,91

15 | 387 |2.91(s)) 2,27, 1,92 372 |2,84 (m) 2,27;1,92
16 | 1374 |- 135,7 |-

17a 5,80 (s) 5,78 (s)
170 | 127 {529 (s) H2ZL 504 (s)

18 | 11,7 092t 7) 1,18 11,3 [0,84(t7) 1,12

19 | 251 |1,18(m) 2,27, 0,92 24,1 | 1,12 (m) 2,75; 0,84
20 | 450 [2,27(m) 4,80; 0,92 42,5 2,75 (m) 4,66; 1,12
21 | 604 |4,80 (s 2,27 58,9 |4,66(d,2) 2,75

* CD;0D (8¢ 49,15 € 8y 3,31); ** CDCls (8¢ 77,23 e 8y 7,27).

O espectro de RMN 2D 'H,”C-HMBC (FIGURA 12, pag. 58) permitiu o
assinalamento inequivoco e a conexao das duas estruturas parciais obtidas anteriormente (ver
QUADRO 2, pag. 49). Através das correlacdes 3Jen dos hidrogénios em &y 7,63 € 2,27 com
oc 101,5, 8y 2,72 com o¢ 60,4 € 47,5, dy 1,92 com 6¢ 137,4, 6y 5,80/5,29 com ¢ 139,2, Oy
7,22 com d¢ 139,1, € 8y 4,80 com &¢ 139,2, além das correlagdes 2 Jen dos hidrogénios em oy
7,44 com ¢ 139,1, 6y 4,80 com &¢ 101,5, e 8y 5,80/5,29 com d¢ 137,4, foi possivel propor a
estrutura apresentada no QUADRO 3, pag. 49, para AUI.
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(b) R
(a) 122,0 119,4 R, 60,4 1,7
124,7 R 450 25,1
112,9 N/R1 R’

) 2

| R—<38,7 R

Ry

331 475

QUADRUO 3. Proposta estrutural para AUL.

Pesquisa online no SciFinder Scholar v2006 do Chemical Abstracts revelou a

existéncia de um par de epimeros em C-20 para a estrutura proposta: uleina (p.f. 76-118 °C;

[a]? = +16 °, ¢ 1,34, CHCl; (Schmutz; Hunziker 1958)) e epi-uleina (p.f. 122-124 °C

D
(Jacome 2004); [a]; =+ 34,8 °, CH;0H (Boris; Lankin; Cordell 1983)), tendo sido a uleina

jé isolada anteriormente de Aspidosperma ulei. De acordo com a literatura, a configuragao
absoluta R em C-15 ¢ estabelecida devido a origem biogenética desse tipo de alcaldide, a
partir da secologanina (Amat, M. ef al., 2004). Além disso, duas configuracdes sao possiveis

para o carbono C-20, com H-20 posicionando-se + synclinal a H-15 (QUADRO 4, pag. 49).

secologanina uleina 20-epi-uleina

QUADRO 4. Uleina e 20-epi-Uleina: duas configuragdes possiveis para o carbono 20.

A comparagao dos dados de carbono-13 de AUI com uleina e epi-uleina da literatura
mostrou diversas semelhancas, no entanto, para AU1, em CD;0D, C-17 e C-7 apresentam
valores de d¢ diferentes em relagdo aqueles observados na literatura para uleina e epi-uleina

(TABELA 4, pag. 50) [Jacome, R. L. R. P.; Oliveira, A. B. 2004; Franga, O. O.; Brown R. T.;
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Santos, C. A. M. 2000; Borris, R. P.; Lankin, D. C.; Cordel, G. 1983]. Uma vez que os dados

da literatura foram obtidos em CDCl; optou-se pela aquisicdo dos espectros de

TABELA 4. Dados de RMN "C de AU1 em comparagdo com dados da literatura.

AU1 Uleina (CDCly) Epiuleina (CDCls)
2 139,2 137,5 135,5 138,0 135,1 136,4 136,5
13 139,1 137,2 136,8 137,0 136,6 136,6 1359
16 137,4 135,7 138,7 141,0 138,7 141,1 142,1
8 129,1 127,8 129,3 124,7 129.4 127,9 128,5
11 124,7 124,1 1224 122,0 122,7 122,6 122,8
10 122,0 121,5 119,6 119,3 119,8 119,8 119,9
9 1194 118,3 119,3 119,1 119,5 119,0 119,6
12 112,9 112,1 110,8 111,0/112,4 110,7 111,0 111,9
17 112,7 112,1 106,9 104,0 106,7 106,1 104,7
7 101,5 101,4 107,4 --- 107,8 110,0 110,8
21 60,4 58,9 56,6 58,9 56,5 55,3 54,9
3 47,5 46,3 46,2 46,9 46,3 46,2 46,4
20 45,0 42,5 45,8 43,1 46,1 442 44,7
5 423 42,0 44,1 43,7 44 4 44,4 448
15 38,7 37,2 39,4 38,3 39,5 37,7 38,5
14 33,1 31,6 34,5 32,8 34,5 27,8 28,7
19 25,1 24,1 242 24.8 242 23,3 23,5
18 11,7 11,3 11,6 12,0 11,6 12,0 12,2

' CD;0D (125 MHz); ? CDCl; (125 MHz); * Franga, O. O.; Brown R. T.; Santos, C. A. M. 2000 (100 MHz);
4 Borris, R. P.; Lankin, D. C.; Cordel, G. 1983 (22,68 MHz); 5 Jacome, R. L. R. P.; Oliveira, A. B. 2004 (90
MHz).

AUl no mesmo solvente (FIGURAS 15 a 20, pags. 61-65), os quais estdo listados na
TABELA 4, pag. 50 e TABELA 5, pag. 51. A unica diferenga observada para AUl em
CDCIl; com relagdo a CD3;OD ¢ a leve prote¢ao observada, em CDCls, para todos os carbonos
e praticamente todos os hidrogénios da amostra. A comparagio dos dados de °C de AU1 em
CDCl; com os dados da literatura (TABELA 4, pag. 50), apresentaram as mesmas
discrepancias observadas anteriormente no °C, em CD;0D.

A comparagio dos dados de RMN 'H de AU1 em CDCl; (TABELA 5, pag. 51) ndo

pdde ser conclusiva. Se observarmos os valores € possivel notar que apenas os hidrogénios do
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TABELA 5. Dados de RMN 'H de AU1, em comparagio com dados da literatura.

AU1 (CDCly) Uleina (CDCl5) Epiuleina (CDCl;)
Oy (mult, J)* Oy (mult, J) 2 | 8y (mult, J)* | 8y (mult, J)* | 8y (mult, J)* | 8y (mult, J) *

3a [3,07(dd,3e1l) 2,70 (d, 3,0)  [2,67 (d]) 2,65 (m)
3b [2,63 (m) 2,45 (m) 1,80 (d, 9,4) |--- 2,40 (m)

5 |2,64(s) 2,30 (s) 2,59 (s) 2,29 (s) 2,25 (s) 2,28 (s)

9 |7,44(d,8) 735(d, 8,0) |7,49(dd,8) |7,00-7.65(m) |7,30(d,7,8) |7,00-7,70 (m)
10 |7,17(t, 8) 7,10 (t,7,8)  |7,18(t, 7,4)  |7,00-7,65 (m) |7.,10 (1) 7,00-7,70 (m)
11 |7.26(, 8) 720 (t,7,8) |7.26(t,7,4)  |7,00-7,65 (m) |7.15(t, 8,0) |7,00-7,70 (m)
12 |7,52(d, 8) 7,55(d, 8,0) |7,46(dd,8) |7,00-7,65 (m) |7.55(d,8,0) |7,00-7,70 (m)
14a | 2,57 (qt, 4 e 13) 2,52(d,8,5) |-
14b | 1,81 (m) 2,05 (m) 1,27 (s1) 20 (m)

15 |2,84 (m) 3,50 (s) 2,82(d, 1,5 |-
17a | 5,78 (s) 5,27 (s) 5,59 (s) 5,28 (s) 5,20 (s) 5,24 (s)
17b | 5,24 (s) 5,00 (s) 5,21 (s) 4,98 (s) 4,95 (s) 4,96 (s)

18 0,84 (t,7) 0,85(t,7.4) |0,88(t,7,4) |0,84 (m) 1,08 (t, 7.4) 1,00 (t, 6,0)
19 | 1,12 (m) 1,15(m, 7,4) |1,15(m, 7,4) |0,84 (m) 1,25 (t)

20 [2,75 (m) 1,70 (m) 2,99 (dL, 6,9) |---

21 [4,66(d,2) 4,10(d,3,0) [4,55(d, 1,5) [4,11(d,2,3) [4,00(s) 4,10 (sl)

1500 MHz; % Jacome, R. L. R. P.; Oliveira, A.

B. 2004 (360 MHz); * Franga, O. O.; Brown R. T.; Santos, C. A.
M. 2000 (400 MHz); 4 Borris, R. P.; Lankin, D. C.; Cordel, G. 1983 (60 MHz).

anel aromarico inddlico, da dupla oxociclica, em C-17, e da metila, em C-18, apresentam
concordancia entre si. Além disso, Borris ndo apresenta o assinalamento para os hidrogénios
em 3, 14, 15 e 20. Finalmente, nenhum dos autores menciona o uso de técnicas de RMN 2D
na atribui¢do desses compostos, o que possivelmente levou a atribui¢des equivocadas.

Franca assinalou, para a uleina, todos os carbonos com seus respectivos hidrogénios,
no entanto, para C-12, um carbono aromatico monohidrogenado, foi atribuido dois valores de
deslocamentos quimicos diferentes (111,0/112,4), enquanto C-7, um carbono de dupla nao
hidrogenado, ndo apresentou qualquer assinalamento de deslocamento quimico de carbono.
Isto foi provavelmente devido a um erro tipografico, onde um dos valores em C-12
pertenceria a C-7 (Franga, O. O.; Brown R. T.; Santos, C. A. M. 2000).

Como mencionado anteriormente, uma vez que nenhum dos trabalhos citados

menciona o uso de técnicas de RMN de correlagao bidimensional para o assinalamento de
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seus dados, enquanto AU1 foi completamente assinalado por RMN 1D e 2D, pode-se afirmar
que os dados de C-17 e C-7 da literatura estejam errados, possibilitando sugerir AU1 como
sendo uleina ou epiuleina. Jacome et al. (2004) e Buchi et al. (1971) relatam que os espectros
de RMN 'H para uleina e epi-uleina sio semelhantes, diferindo apenas com relagio ao tripleto
correspondente a metila (C-18) do grupamento etila, centrado em Jdy 0,85 para uleina e em oy
1,08 para epiuleina, em CDCls. Uma vez que a metila, na uleina, estd sobre o sistema m-
aromatico observa-se um sinal mais protegido, em relacdo a epi-uleina. A comparagdo dos
dados de RMN 'H de AUI com uleina e epiuleina (TABELA 5, pag. 51) para o tripleto (8y
0,84) sugere que AU1 trata-se de uleina.

Para efetuar a atribui¢do dos hidrogénios equatoriais e axiais do anel D de AUI,
optou-se pela obtengdo do espectro de RMN 2D '"H,"H-NOESY (FIGURA 13, pag. 59), em
CD30D. O espectro NOESY apresentou as seguintes correlagdes: H-9 com 3H-5 (1) e H-21
(2), H-17b com H-15 (3), H-21 com 3H-18 (4), 2H-19 (5), H-20 (6) e 3H-5 (7), H-15 com
3H-18 (8) e 2H-19 (9), e H-20 com 3H-18 ¢ 2H-19 (QUADRUO 5, pag. 52).

QUADRO 5. Correlagdes dipolares observadas através do NOESY.

Alguns sinais no NOESY geraram ambigiiidade no assinalamento por ndo ser possivel
distingui-los dos acoplamentos escalares observados no COSY, impedindo a atribuicdo da
estereoquimica de alguns hidrogénios. Devido a isso, optou-se pela aplicacdo de dupla
irradiacdo seletiva através do experimento de RMN 'H NOE seletivo (SELNOE) (FIGURA
14, pag. 60), a fim de possibilitar a atribuicdo dos hidrogénios equatoriais e axiais do anel D.
Ao irradiar-se seletivamente na freqliéncia de H-21, observou-se resposta nos hidrogénios H-9
(2,49 %, 1), H-5 (3,57 %, 2), H-20 (3,56 %, 3), 2H-19 (2,42 %) e 3H-18 (1,81 %). A
irradiacdo em H-15 apresentou resposta em H-17b (4,78 %, 4), H-14b (2,26 %, 5), H-14a e H-
20 (7,65 %, 6), 2H-19 (2,36 %) e 3H-18 (1,82 %), enquanto H-14b mostrou interacdo com H-
17b (0,96 %, 9), H-15 (3,35 %, 10), H-3a (1,90 %, 11) e H-3b (3,55 %, 12) e H-14a (26,47

%). Ainda que superpostos, a irradiagdo dos hidrogénios H-3b/H-5 apresentou interacao
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apenas com H-9 (1,63 %, 7) e H-21 (2,18 %, 8), e devido a posi¢do de H-3b em relagdo a H-5
na estrutura, somente H-5 poderia interagir com H-21 e H-9. Esses dados indicam que o anel
D do composto deve assumir uma conforma¢dao em cadeira, com os grupos etila e N-metila

em equatorial (QUADRO 6, pag. 53).

QUADRUO 6. Correlagdes dipolares observadas através do SELNOE.

Dessa forma, pode-se afirmar que os dados de uleina constantes na literatura revelam
atribuicdes equivocadas e/ou auséncia de dados bidimensionais de RMN para assegurar as
correlacdes propostas. Assim, no melhor do nosso conhecimento, a analise dos espectros de
RMN 1D e 2D de AUI, em CD;OD e CDCIs, possibilitou caracterizd-lo como uleina e

confirmar a configuracao relativa do carbono epimérico 20 (205).
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FIGURA 18. Espectro de RMN 2D 'H, '"H-COSY de AU1 (500 MHz, CDCls). As setas numeradas representam
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FIGURA 19. Espectro de RMN 2D 'H, *C-HMBC DE AU (500/125 MHz, CDCl;) e expansdo. As setas
numeradas representam as principais correlagdes a longa distancia observadas e sua numeragdo corresponde a
numeracdo dos picos observados no espectro.
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FIGURA 20. Espectro de RMN 2D 'H, '"H-NOESY de AU1 (500 MHz, CDCl5). As setas numeradas
representam as principais correlagdes dipolares observadas e sua numerago corresponde a numeragdo dos picos
observados no espectro.
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3.2 Determinacio Estrutural de AU2

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um sélido escuro, de ponto de fusdo 150,2-151,6
°Ce [a]} = + 33,3 ° (c 0,33, CH;0H), denominado AU2 (ver Parte Experimental, pag.
151).

O espectro na regido do infravermelho de AU2 (FIGURA 21, pag. 66) apresentou
absor¢des correspondentes a vibragdes de deformacao axial de NH para aminas secundarias
aroméaticas (3415 cm™) e bandas correspondentes a vibragdes de deformagdo axial de C-N
alifatico (1153 e 1022 cm™) e aromatico (1379 e 1240 cm™), além de bandas correspondentes
a deformagdo angular fora do plano para CH em anéis aromaticos (748 cm™). Observou-se
ainda a presenca de uma carbonila, possivelmente de cetona o, insaturada com uma

conjugacdo extendida, devido ao baixo nimero de onda observado (1653 cm™).
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FIGURA 21. Espectro na regido do infravermelho de AU2.

O espectro de RMN 'H de AU2 (FIGURA 22, pag. 71) apresentou 4 sinais
correspondentes a hidrogénios aromaticos em oy 7,75 (1H, d, 7 Hz), 7,48 (1H, d, 7 Hz), 7,35
(1H, dd, 1 e 7 Hz) e 7,17 (1H, dd, 1 e 7 Hz), que evidenciaram a natureza indodlica do
composto, e dois sinais correspondentes a grupos metilas em oy 2,33 (3H, s) ¢ 0,90 (3H, t, 7

Hz), sendo esse ultimo pertencente a um grupo etila. Outros sinais observados foram: oy 4,42
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(1H, d, 2 Hz), 2,64 (1H, m), 2,63 (1H, m), 2,33 (1H, m), 2,15 (1H, m), 2,14 (1H, m), 1,87
(1H, m), 1,28 (2H, m).

O espectro de RMN *C-BB de AU2 (FIGURA 23, pag. 71) apresentou 17 sinais.
Através do espectro de RMN 2D HSQC editado de AU2 (FIGURA 24, pag. 72) observou-se
a existéncia de quatro carbonos aromaticos monohidrogenados com absor¢des em o¢ 128,0
oy 7,35), 122,7 (7,75), 122,3 (7,16), 114,1 (7,48); trés carbonos metinicos em d¢ 57,8 (Oy
4,42), 50,3 (2,33) e 47,6 (2,64); trés carbonos metilénicos, em o¢ 47,3 (dy 2,63 ¢ 2,14), 30,5
(2,15 e 1,87), 26,0 (1,28); e dois carbonos metilicos, em d¢ 44,1 (y 2,33) e 12,1 (0,90). Os
demais sinais, correspondentes a carbonos nao hidrogenados, ausentes no HSQC editado, sdo
0 194,1, 140,2, 134,6, 128,8 e 119,5. Entre as absor¢des observadas, aquelas entre 6¢ 128,0-
122,3 e 114,1 correspondem ao sistema inddlico identificado anteriormente através do
espectro de RMN 'H, enquanto a absor¢do em ¢ 44,1 (dy 2,33) corresponde, provavelmente,
a uma metila nitrogenada.

O espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY (FIGURA 25, pag. 73) apresentou poucas
correlagdes, identificando principalmente os acoplamentos do sistema inddlico entre oy 7,75-
7,17, além de alguns acoplamentos geminais e vicinais, € em conjunto com o espectro de
RMN 2D 'H,"*C-HSQC-TOCSY (FIGURA 26, pag. 74) foi possivel propor dois grupos de
seqiiéncias de hidrogénios na molécula, como segue: dy 0,90 (d¢ 12,1) & 1,28 (26,0) 6 2,35
(50,3) 0 4,42 (57,8) e 2,64 (47,6); 2,64/2,15 (47,3) & 2,15/1,87 (30,5) e 2,64 (47,6). O
QUADRO 7, pag. 67, apresenta as subestruturas obtidas a partir dos dados de COSY e
HSQC-TOCSY, com a respectiva seqiiéncia de carbonos, enquanto os dados de °C ¢ 'H

obtidos até o momento estao listados na TABELA 6, pag. 68.

(@) 1223 1227 (b)
128,0 R
R1
114,1 'il
R2

QUADRUO 7. Subestruturas obtidas através das correlagdes observadas nos experimentos COSY e HSQC-
TOCSY. (a) Sistema indolico; (b) Cadeia saturada.
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TABELA 6. Dados de RMN 1D e 2D de °C e 'H para AU2, em CD;0D (8¢ 49,15 ¢ 8y 3,31).

68

dc Oy (mult, J, 1H) COSY

2 134,6

3a 43 2,63 (m, 1H) 2,15; 1,87
3b ’ 2,14 (m, 1H) 2,15

5 44,1 2,33 (s, 3H)

7 119,5

8 128,8

9 122,7 7,75 (d, 7 Hz, 1H) 7,16

10 122,3 7,16 (ddd, 1 ¢ 7 Hz) 7,75, 7,35
11 128,0 7,35 (ddd, 1 e 7 Hz, 1H) 7,48;7,16
12 114,1 7,48 (d, 7 Hz, 1H) 7,35

13 140,2
14a 305 2,15 (m, 1H) 2,14
14b ’ 1,87 (m, 1H)

15 47,6 2,64 (m, 1H)

16 194,1

18 12,1 0,90 (t, 7 Hz, 3H) 1,28

19 26,0 1,28 (m, 2H) 2,33; 0,90
20 50,3 2,33 (m, 1H) 1,28

21 57,8 4,42 (d, 2 Hz, 1H)

assinalamento inequivoco e a conexdo das duas subestruturas obtidas anteriormente (ver
QUADRO 7, pag. 67). Através das correlagdes “Jey dos hidrogénios em &y 4,42 com os
carbonos em d¢ 26,0 (6), 44,1 (8), 47,3 (7), 47,6 (9), 50,3 (10), 128,8 (12) e 134,6 (13); e dos
hidrogénios em oy 2,33 com oc 47,3 ¢ 57,8; € oy 7,75 (6¢c 122,7) com o¢ 119,5, além das
correlagoes 2 Jen dos hidrogénios em oy 4,48 com d¢ 50,3 € 119,5, 6y 7,75 com o¢ 128,8; e de

O espectro de RMN 2D 'H,”C-HMBC (FIGURA 27, pag. 75) permitiu o

On 2,33 (8¢ 50,3) com d¢ 194,1, foi possivel propor a estrutura do QUADRO 8, pag. 69, para

AU2.
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QUADRUO 8. Correlagdes observadas no espectro HMBC para AU2.

Comparacao dos dados de RMN de AU2 com aqueles obtidos para AU1 e dados da
literatura (TABELA 7, pag. 70), mostraram que AU2 deve tratar-se de um dos epimeros do

alcaloide dasicarpidona, possivelmente o epimero 20S ([0:]25 = + 64,7 °, ¢ 1,02 (Joule,

1965)), devido ao deslocamento quimico observado para a metila C-18 em oy 0,90, como
justificado para AU1 (Buchi, G.; Gould, S. J.; Naf, F 1971).

Através dos espectros de RMN 1D 'H NOE seletivo (SELNOE) (FIGURA 28, pag.
76) foram obtidas algumas interagdes dipolares para AU2, pela irradiagdo seletiva dos
hidrogénios em oy 4,48 (H-21), 2,64/2,63 (H-3a/H-15) e 2,33 (H-5/H-20). As principais
interagdes observadas para cada hidrogénio irradiado foram: H-21: 3H-5/H-20 (2,94 %) e H-9
(0,88 %); H-3a/H-15: H-14b (1,03 %), 3H-5/H-20 (1,38 %) e H-3b/H-14a (5,63 %); 3H-5/H-
20: H-9 (0,50 %), H-3b/H-14a (0,88 %), H-21 (1,02 %) e H-3a/H-15 (0,85 %). Os valores de
nOe observados entre 3H-5 e H-9 (3) indicam que o grupo metila em N-4, estd equatorial,
enquanto a observacdo de interagdo dipolar entre H-15 e H-14b (2), e H-20 ¢ H-14a (4),
possibilita propor uma conformacao em cadeira para o anel D de AU2 (QUADRO 9, pag.
70), semelhante aquela observada para AUI. O grupo etila em C-20 também se posiciona em
equatorial, de acordo com o deslocamento quimico dos hidrogénios da metila C-18,
decorrente do efeito anisotropico do sistema inddlico sobre esses hidrogénios (Buchi, G.;

Gould, S. J.; Naf, F 1971).
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QUADRUO 9. Principais correlagdes dipolares observadas através do SELNOE para AU2.

TABELA 7. Dados de RMN “C e '"H de AU2 ¢ AU1 em comparagio com dados da literatura.

AU2 AUl Literatura
S¢! Ou' S¢! Ou' S¢? Ou’
2 134,6 -—- 139,2 -—- 132,9 -—-
2,63 3,12 2,63
3 473 2,14 47,3 2,72 46,0 2,09-2,20
5 441 2,33 423 2,72 44,0 2,35
7 119,5 --- 101,5 - 122,0 -
8 128,8 -— 129,1 - 127,8 -
9 122,7 7,75 1194 7,63 1199 7,70
10 1223 7,16 122,0 7,13 121,1 7,21
11 128.,0 7,35 124,7 7,22 126,9 7,40
12 114,1 7,48 112,9 7,44 112,7 7,48
13 140,2 -—- 139,1 -—- 138,1 -—-
2,15 2,27 2,09-2,20
14 30,5 1.87 33,1 1.92 30,1 1.92
15 47,6 2,64 38,7 291 46,3 2,62
16 194,1 -— 137,4 --- 193,5 -
5,80
17 --- -—- 112,7 529 - -
18 12,1 0,90 11,7 0,92 11,8 0,82
19 26,0 1,28 25,1 1,18 24,8 1,30
20 50,3 2,33 45,0 2,27 49,6 2,35
21 57,8 4.42 60,4 4,80 56,2 433

' CD;0D (8¢ 49,15, “C@125 MHz); > Gracia, J. et al. 1994 (CD;0D; “C@125 MHz).

Dessa forma, no melhor do nosso conhecimento ¢ possivel assegurar que AU2 trata-se

de (+)-20S-dasicarpidona, um alcaloide pela primeira vez relatado na espécie.
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FIGURA 25. Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AU2 (500 MHz, CD;OD). As setas numeradas representam
as correlagdes vicinais observadas e sua numeracao corresponde a numeragao dos picos observados no espectro.
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representam as principais correlagdes dipolares observadas e sua numeragéo corresponde a numeracdo dos picos
observados no espectro.
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33 Determinacio Estrutural de AU3

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um s6lido claro, de ponto de fusdo 280,6-282,3
°Ce [a]} = - 26,7 ° (c 0,33, CH;0H), denominado AU3 (ver Parte Experimental, pag.
151).

O espectro na regido do infravermelho de AU3 (FIGURA 29, pag. 77) apresentou
absor¢des correspondentes a vibragdes de deformacao axial de NH para aminas secundarias
aromaticas (3410 cm™), deformacdo axial de NH alifatico (3294 cm™) e diversas bandas
correspondentes a vibragdes de deformacdo axial de C-H alifatico (2962-2627 cm™) de
grupamentos metilas e metilénicos. Além disso, apresentou bandas correspondentes a

deformagio angular fora do plano para CH em anéis aromaticos (750 cm™).

|
g
=~
v
z

C-H

0 LA L L L L I B B

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
l/em

FIGURA 29. Espectro na regido do infravermelho de AU3.

O espectro de RMN 1D de hidrogénio de AU3 (FIGURA 30, pag. 81) apresentou
sinais em oy 8,18 (1H, d, 2 Hz), 7,53 (1H, d, 8 Hz), 7,38 (1H, t, 8 Hz) ¢ 7,16 (1H, t, 8 Hz),
possibilitando identificar a natureza indo6lica de AU3, além de um sinal em &y 11,11 (1H, sl),
correspondente ao hidrogénio do nitrogénio do grupo inddlico. Os sinais observados em oy
4,36 (2H, s), 3,39 (2H, t, 6 Hz), 3,08 (2H, t, 6Hz) foram correlacionados a hidrogénios

metilénicos, enquanto os sinais em Oy 2,45 (3H, s) e 2,68 (2H, s) correspondem a dois
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grupamentos metila ligados a anéis aromaticos.

O espectro de RMN *C-BB de AU3 (FIGURA 31, pag. 81) apresentou 17 sinais e
por comparagdo com o espectro de RMN *C-DEPT135 (FIGURA 31, pag. 81) permitiu
identificar quatro sinais correspondentes a carbonos aromaticos monohidrogenados em ¢
124,6, 122,0, 118,3 e 110,7; trés sinais correspondentes a carbonos metilénicos em o¢ 42,4,
40,2 e 23,2; dois sinais para carbonos metilicos (8¢ 14,8 e 12,5), além de oito carbonos nao
hidrogenados em o¢ 140,2, 138,4, 127,4, 126,4, 122,9, 119,4, 117,3 e 114,9, ausentes no
espectro RMN "“C-DEPT135. Com o auxilio do espectro de RMN 2D 'H,">C-HSQC
(FIGURA 32, pag. 82) foi possivel identificar cada par de carbono-hidrogénio na molécula,
como segue: dc 124,6 (dy 7,38), 122,0 (8,18), 118,3 (7,16), 42,4 (4,36), 40,2 (3,39), 23,2
(3,08), 14,8 (2,68) e 12,5 (2,45).

Através dos espectros de RMN 2D 'H,'H-COSY e RMN 2D 'H,'H-NOESY de AU3
(FIGURA 33, pag. 83) foi possivel assinalar as correlagdes escalares dos hidrogénios
aromaticos, além do acoplamento escalar entre os hidrogénios em oy 3,39 e 3,08. As
interacdes dipolares observadas para AU3, mostram acoplamento entre os hidrogénios em oy
8,18 com oy 2,68, 2,68 com 4,36, 4,36 com 3,39; e dy 7,53 com oy 11,11, 11,11 com 2,45, ¢
2,45 com 3,08. Com esses dados atribuiu-se a seqiiéncia de todos os hidrogénios em AUS3,
como dy 8,18 <> 2,68 <> 4,36 <> (3,39 <> 3,08) &> 2,45 & 11,11 & (7,53 & 7,38 <> 7,16
<> §,18), onde os parénteses representam correlagdo escalar entre aqueles hidrogénios. O
QUADRO 10, pag. 78, apresenta as subestruturas obtidas através desses dados. Os dados de
RMN 'H e "°C obtidos encontram-se listados na TABELA 8, pag. 79.

436 R,
2,68 // R,

R3
RZ 3,39
8,18 R, RZ R3 3,08
R
7,16 R%
R
738 2,45

QUADRO 10. Subestruturas obtidas a partir dos dados de RMN 1D e 2D para AU3.
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TABELA 8. Dados de RMN 'H ¢ "°C para AU3, obtidos a partir dos espectros RMN 'H, *C (BB ¢ DEPT135),

HSQC, COSY e NOESY, em DMSO (8¢ 39,51 e 6y 2,51).

Sc¢ Sy (mult, J, Int) COSY (6) NOESY (6)
1 11,11 (s) 7,53; 2,45
2 1384 |-
3 40,2 3.39 (t, 6 Hz, 2H) 3,08 4,36
7 1194 |-
8 1229 |-
9 122,0  |8,18(d, 8 Hz, 1H) 7,16 2,68
10 1183  |7,16(t, 7 Hz, 1H) 8,18; 7,38
11 1246 |7,38(t, 7 Hz, 1H) 7,53;7,16
12 110,7  |7,53 (d, 8 Hz, 1H) 7,38 11,11
13 1402 |-
14 23,2 3.08 (t, 6 Hz, 2H) 3,39 2,45
15 1149 |-
16 1274 |-
17 12,5 2,45 (s, 3H) 11,11; 3,08
18 14,8 2,68 (s, 3H) 8,18; 4,36
19 1264 |-
20 1173 |-
21 4.4 4,36 (s, 2H) 3,39; 2,68

O espectro de RMN 'H,"” C-HMBC de AU3 (FIGURA 34, pag. 84) forneceu a

completa atribuicdo da posicdo dos carbonos ndo hidrogenados através dos acoplamentos
entre os hidrogénios em oy 2,45 (3H-17) com o¢ 114,9 (C-15, 11), 127,4 (C-16, 10) e 138,4
(C-2,9); 61 2,68 (3H-18) com 6¢ 117,3 (C-20, 13), 126,4 (C-19, 12) e 119,4 (C-7, 7); o1 3,08
(2H-14) com &¢ 127,4 (C-16, 15); 8y 7,16 com 6¢ 122.9; 8y 7,38 (H-11) com d¢ 140,2 (C-13,
1); dy 11,11 (H-1) com ¢ 138,4 (C-2, 4), 119,4 (C-7, 8), 122,9 (C-8, 6) e 140,2 (C-13, 2),

permitindo propor a estrutura do QUADRO 11, pag. 79, para AU3.

QUADRO 11. Proposta estrutural e dados do HMBC para AU3.
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80

O nitrogénio na posicdo 4 de AU3 foi assegurado pelos deslocamentos quimicos

observados para os hidrogénios, e seus carbonos, em 0y 4,36 (53¢ 42,4, C-21) e 3,39 (5¢ 40,2,

C-3), um forte indicativo de um nitrogénio naquela posi¢do, de acordo com o deslocamento

quimico esperado para esses tipos de nuclideos (Silverstein, R. M.; Webter, F. X., 2000).

TABELA 9. Comparagio dos dados de RMN "°C e 'H de AU3 e dados da literatura (Ishikura, M. et al. 2000).

AU3 Literatura

6C a 6]—[ a 6C b 6C b
13 140,2 - 139,8 -—-
2 1384 - 137,7 -—-
16 127.4 - 130,8 -—-
19 126,4 - 126,7 -—-
11 124,6 7,38 125,5 7,37
8 122,9 -—- 124,7 ---
9 122,0 8,18 124,6 8,20
7 1194 --- 122.6 ---
10 118,3 7,16 119,8 7,20
20 117,3 -—- 119,1 ---
15 114,9 - 114,7 -—-
12 110,7 7,53 110,3 7,41
21 42.4 4,36 47,1 4,19
3 40,2 3,39 438 3,20
14 232 3,08 28,0 2,88
18 14,8 2,68 15,0 2,70
17 12,5 2,45 12,5 2,39

*DMSO (8¢ 39,51; 8y 2,51); ° CDCls (8¢ 77,23; 8y 7,22)

Pesquisa no SciFinder Scholar v2006 do Chemical Abstract mostrou que AU3 deve

tratar-se de 3,4,14,21-tetra-hidro-elipticina, isolada anteriormente a partir de Pterotaberna

inconspicua (Morfaux, A. M. et al. 1982) e Ochrosia balansae (Bruneton, J.; Cave, A. 1972),

além de ter sido obtido como intermedidrio na sintese da elipticina (Ishikura, M. et al. 2000).

Os dados de RMN °C e 'H de AU3 em comparagdo com os dados da literatura encontram-se

listados na TABELA 9, pag. 80. Os valores observados para o¢ da literatura apresentam

estreita semelhanca, com leves variagoes devido ao efeito do solvente.

hidro-elipticina, pela primeira vez relatada para a espécie.

No melhor do nosso conhecimento, AU3 trata-se de 16,19-dimetil-3,5,14,21-tetra-
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FIGURA 30. Espectro de RMN 'H de AU3 (500 MHz, (CD’)*SO) e expansdes.
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FIGURA 31. Espectro de RMN *C (BB ¢ DEPT135) de AU3 (125 MHz, (CD;),SO).
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FIGURA 32. Espectro de RMN 2D H,*C-HSQC de AU3 (500/125 MHz, (CD;),SO).
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FIGURA 33. Espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY de AU3 (500 MHz, (CD5),SO) (contornos de acoplamento em
azul) e 2D 'H,"H-NOESY de AU3 (500 MHz, (CD;),SO) (contornos de acoplamento em preto), superpostos. As
setas indicam as intera¢des dipolares do NOESY (numeros em preto) e as correlagdes escalares entre hidrogénios
do COSY (letras em azul). As setas numeradas representam as correlagdes escalares vicinais (em preto) e as
interagdes dipolares (em azul) observadas e sua numeracdo corresponde a numeragao dos picos observados no
espectro.
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FIGURA 34. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AU3 (500/125 MHz, (CD;),SO). As setas numeradas
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representam as principais correlagdes a longa distancia observadas e sua numeragdo corresponde a numeragao

dos picos observados no espectro.
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34 Determinacio Estrutural de AU4

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um sélido escuro, de ponto de fusdo 137,3-138,7
°Ce [a]f = - 13,3 ° (c 0,33, CH;0H), denominado AU4 (ver Parte Experimental, pag.
154).

O espectro na regido do infravermelho de AU4 (FIGURA 35, pag. 85) apresentou
absor¢des correspondentes a vibragdes de deformacao axial de NH para aminas secundarias
aromaticas (3412 cm™), vibracdes de deformacio axial de C-N aromatico (1375 cm™) e
alifatico (1271 e 1035 cm™), e uma banda correspondente a vibragdes de deformagio axial de
C=0 de éster (1720 cm™), além de bandas correspondentes a deformagdo angular fora do

plano para CH em anéis aromaticos (744 cm™).

] VN
, AN g 5 N

C-H 745

0 rrrryrrrrrrrryrrrryrrrorrrrrrrr[rrrr [Tt T T T T

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
l/em

FIGURA 35. Espectro na regido do infravermelho de AU4.

O espectro de RMN 'H de AU4 (FIGURA 36, pag. 92) apresentou claramente 4 sinais
correspondentes ao sistema indolico, em &y 7,38 (1H, d, 8 Hz), 7,29 (1H, d, 8 Hz), 7,04 (1H,
t, 8 Hz) ¢ 6,97 (1H, t, 8 Hz), um sinal em oy 3,81 (3H, s) atribuido a um grupamento
metoxila, além de sinais em &y 3,75 (m, 1H), 3,23 (dl, 11 Hz, 1H), 3,08 (dd, 6 ¢ 11 Hz, 1H),
2,97 (m, 1H), 2,92 (dd, 3 e 11 Hz, 1H), 2,71 (ddl, 4 e 15 Hz, 1H), 2,60 (tl, 6 ¢ 11 Hz, 1H),
2,15 (m, 1H), 2,14 (m, 1H), 2,10 (g, 11 Hz, 1H), 2,02 (ddd, 3, 7 ¢ 12 Hz, 1H), 1,65 (ddd, 3, 6
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e 13 Hz, 1H), 1,46 (td, 3 ¢ 11 Hz, 1H), 1,42 (m, 1H), 1,37 (m, 1H), 1,30 (q, 12 Hz, 1H), 1,13
(m, 1H).

O espectro de RMN "*C-BB de AU4 (FIGURA 37, pag. 92) apresentou 21 sinais e
por comparagio com o espectro de RMN 2D '"H,>C-HSQC editado (FIGURA 38, pag. 93)
foi possivel identificar quatro carbonos aromaticos monohidrogenados, em &¢ 122,2 (0y 7,04),
120,0 (6,97), 118,8 (7,38), 112,2 (7,29), cinco carbonos metinicos, em d¢ 73,1 (8y 3,75), 61,4
(3,23), 58,9 (2,14), 43,5 (1,46) ¢ 40,7 (1,42), seis carbonos metilénicos, em ¢ 61,9 (dy 2,92 ¢
2,10), 54,2 (3,08 e 2,60), 35,2 (2,02 e 1,37), 34,5 (2,15 ¢ 1,30), 29,2 (1,65 ¢ 1,13) € 22,4 (2,97
e 2,71), um carbono metilico, em d¢ 52,3 (8y 3,81), atribuido a uma metoxila, além de 5
carbonos ndo hidrogenados, em o¢ 176,5, 138,2, 135,1, 128,4 e 107,4, identificados pela
auséncia de correlagdes no HSQC editado. Os sinais observados entre 122,2-112,2 ppm foram
atribuidos aos carbonos aromaticos do sistema indélico, enquanto o sinal em &¢ 73,1 (g 3,75)
foi atribuido a um carbono oximetinico e o sinal em 8¢ 176,5, a um carbono carbonilico de
¢éster, como indicado no espectro de infravermelho (FIGURA 35, pag. 85).

O espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY (FIGURA 39, pag 94) apresentou os
acoplamentos vicinais o anel aromatico do sistema inddlico, além de todos os acoplamentos
geminais para os hidrogénios metilénicos, confirmando os dados observados anteriormente no
HSQC editado. As correlagdes vicinais encontradas para os hidrogénios dos carbonos
metilénicos permitiram atribuir alguns grupos de seqiiéncias de hidrogénios, e
consequentemente dos carbonos, como segue: oy 3,23 (0¢ 61,4) « 2,15/1,30 (34,5) « 1,46
(43,5); 8u 3,75 (8¢ 73,1) «» 2,02/1,37 (35,2); e i 3,08/2,60 (3¢ 54.,2) <> 2,97/2,71 (22,4).

Os dados obtidos para AU4 encontram-se listados na TABELA 10, pag 87, enquanto
0 QUADRO 12, pag 86, mostra as estruturas parciais obtidas a partir desses dados.

QUADRO 12. Estruturas parciais obtidas através do COSY.
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TABELA 10. Dados de RMN "°C ¢ 'H para AU4 obtidos a partir dos espectros 1D e 2D de AU4.

87

dc¢ Oy (mult, J, Int) COSY (0y)

2 135,1 - -—

3 61,4 3,23 (dl, 11 Hz, 1H) 2,15; 1,30
5a 549 3,08 (dd, 6 ¢ 11 Hz, 1H) 2,97

5b ’ 2,60 (tl, 6 e 11 Hz, 1H) 2,97;2,71
6a 94 2,97 (m, 1H) 2,60; 3,08
6b ’ 2,71 (ddl, 4 e 15 Hz, 1H) 2,60

7 107,4 -—- -

8 128,4 -—- -

9 118,8 7,38 (d, 8 Hz, 1H) 6,97

10 120,0 6,97 (t, 8 Hz, 1H) 7,38; 7,04
11 122,2 7,04 (t, 8 Hz, 1H) 7,29; 6,97
12 112,2 7,29 (d, 8 Hz, 1H) 7,04

13 138,2 - —

14a 345 2,15 (m, 1H) 3,23; 1,46
14b ’ 1,30 (q, 12 Hz, 1H) 3,23

15 43,5 1,46 (td, 3 e 11 Hz, 1H) 2,15

16 58,9 2,14 (m, 1H) —

17 73,1 3,75 (m, 1H) 2,02; 1,37
18a 152 2,02 (ddd, 3, 7 e 12 Hz, 1H) 3,75

18b ’ 1,37 (m, 1H) 3,75

19a 9.2 1,65 (ddd, 3, 6 e 13 Hz, 1H) -

19b ’ 1,13 (m, 1H) —

20 40,7 1,42 (m, 1H) —

21a 61.9 2,92 (dd, 3 e 11 Hz, 1H) —

21b ’ 2,10 (q, 11 Hz, 1H) —

C=0 176,5 - —

OCH; 52,3 3,81 (s, 3H) -

O espectro de RMN 2D 'H,*C-HMBC possibilitou assinalar a posi¢io de cada

carbono ndo hidrogenado em AU4 (FIGURA 40, pag. 95). As correlagdes “Joy dos
hidrogénios em oy 7,38 (H-9) com ¢ 107,4 (C-7, 1) e 138,2 (C-13, 3); 7,04 com 138,2 (C-13,
5); 7,29 (H-12) com 128,4 (C-8, 4); 3,08/2,60 (2H-5) com 107,4 (C-7, 13); 2,92/2,10 (2H-21)
com 54,2 (C-5, 17), 43,5 (C-15, 16) e 29,2 (C-19, 15); 1,65/1,13 (2H-19) com 43,5 (C-15,

28); e 3,75 (H-17) com 43,5 (C-15, 7), juntamente com as correlagdes *Jen dos hidrogénios
em oy 7,38 (H-9) com 128,4 (C-8, 2); 1,46 (H-15) com 58,9 (C-16, 30) e 40,7 (C-20, 29); e
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1,65/1,13 (2H-19) com 40,7 (C-20, 27), além das estruturas parciais obtidas a partir dos dados
de COSY, possibilitou propor a estrutura no QUADRO 13, pag 88, para AU4. A correlagao
entre os hidrogénios em &y 2,92/2,10 (2H-21) com ¢ 54,2 (C-5, 17), e os valores de
deslocamentos quimicos de C-3 (&¢ 61,4), C-5 (d¢ 54,2) e C-21 (3¢ 61,9), possibilitou inserir
um segundo nitrogénio na jun¢do desses carbonos. As correlagdes observadas para oy 3,75
(H-17) e 2,14 (H-16) com o carbono carbonilico em d¢ 176,5, assegurou a conexdo entre Oc
58,9 (C-16) e 176,5 (C=0), enquanto a correlacao entre oy 3,81 (OCHj3) e d¢ 176,5 (C=0)

confirmou a carbonila do grupo éster metilico.

QUADRO 13. Proposta estrutural para AU4 e correlagdes a longa distancia obtidas no espectro HMBC.

Pesquisa no SciFinder Scholar v2006, do Chemical Abstracts, mostrou a existéncia de
sete diferentes isdmeros para AU4 (ioimbina, a-ioimbina, 3-epi-a-ioimbina, -ioimbina, -
ioimbina, alloioimbina e corinantina) levando em considerag¢do os centros estereogénicos em
C-3, C-15, C-16, C-17 ¢ C-20 (TABELA 11, pag 90). De acordo com a literatura, H-15 tem
uma configuragdo fixa, sempre se apresentando em posicdo axial (Wenkert, E. et al. 1976),
com configuracdo S, o que assegura uma conformagdo em cadeira para o anel E desses

isomeros como pode ser visto no QUADRO 14, pag. 88, para a ioimbina.

R =CO,CH,

QUADRO 14. Estrutural da ioimbina, em conformagao cadeira (35,155,16R,17S,20R).
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A comparagdo entre os dados de carbono-13 de AU4 e de todos esses isomeros
indicam estreita semelhanga entre AU4 e B-ioimbina ([0:]25 = -19,8 °) (TABELA 11, pag.

90), principalmente pelo deslocamento quimico de C-17 da B-ioimbina em Jc 71,6,
comparavel aquele observado para C-17 em AU4 (d¢ 73,1).

Uma vez que, presumidamente, a configuragdo em C-15 seja mantida, e o grupo
hidroxila em C-17 esteja em posi¢do equatorial devido ao deslocamento quimico de carbono
observado para o mesmo, a configuragao relativa dos outros carbonos estereogénicos em AU4
pdde ser completamente estabelecida pelo espectro de RMN 1D 'H-NOE seletivo (SELNOE),
através da irradiagdo seletiva dos hidrogénios H-17 (6y 3,75), H-3 (3,23), H-6b (2,71), H-5b
(2,60) e H-19b (1,13) (FIGURA 41, pag. 96). Irradiagao em H-19b (0,95 %, 1) e H-17 (1,12
%, 1) mostrou resposta entre si e em H-15 (1,79 %, 2; e 1,42 %, 3, respectivamente),
enquanto H-3 apresentou interacdo com H-15 (2,00 %, 4) e H-6b (1,66 %, 5) (QUADRO 15,
pag. 89). Esses resultados corroboram para a configuracdo 3S,15S,17Spara AU4. Outras
interacdes observadas no SELNOE podem ser vistas na FIGURA 41, pag 96.

QUADRO 15. Correlagdes observadas para H-19b, H-17 ¢ H-3 no SELNOE.
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TABELA 11. Dados de RMN "°C de AU4 e dados da literatura (Wenkert, E. et al. 1976). Os valores em negrito
indicam coincidéncias de d¢ entre os compostos.

AU4 a b c d e f g
2 135,1 134,2 134,0 135,8 134,0 134,3 134,4 131,7
3 61,4 59,8 59,0 60,5 53,7 60,1 60,1 53,7
5 54,2 52,1 52,3 52,6 50,7 53,2 52,8 50,8
6 22,4 21,5 21,3 21,6 16,4 21,7 21,3 16,5
7 107,9 107,5 107,4 106,3 105,9 108,1 107,1 107,3
8 128.4 127,0 126,9 127,0 127,2 127,1 126,8 127,2
9 118,8 117,7 117,7 117.,5 117,2 117,9 117.,5 117,6
10 120,0 118.,8 118,8 118,4 118,1 119,1 118,6 118,9
11 122,2 120,8 120,9 1204 120,1 121,1 120,5 121,0
12 112,2 110,6 110,7 111,1 111,1 110,6 110,6 110,8
13 138,2 135,8 135,8 136,1 135,5 135,7 135,8 135,6
14 34,5 33,8 33,8 33,6 32,2 27,6 31,0 23,6
15 43,5 36,4 41,6 34,7 32,4 37,9 37,4 32,5
16 58,9 52,6 57,1 51,1 52,4 54,6 50,6 54,1
17 73,1 66,9 71,6 65,9 66,6 66,0 66,7 65,7
18 35,2 31,4 33,5 28,2 30,9 33,2 30,2 33,5
19 29,2 23,1 27,5 23,5 23,0 24,5 24,8 23,9
20 40,7 40,2 39,1 36,5 39,5 36,4 32,0 35,6
21 61,9 61,0 60,5 62,0 51,5 60,4 59,6 49,4
C=0 176,5 175,1 175,0 172,7 172,9 174,4 174,0 174,7
OMe 52,3 51,7 51,6 51,1 51,2 51,8 51,5 51,7

a-ioimbina alloioimbina 3-epi-a-ioimbina

(e) ) (9
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Ainda que ndo tenham sido obtidas interacdes entre H-20 e quaisquer um dos outros
hidrogénios, ¢ possivel sugerir a configuracdo de C-20 com base nos deslocamentos quimicos
de carbono-13 dos modelos da literatura. Como pode ser visto na TABELA 11, pag 90, na
ioimbina (a), B-ioimbina (b) e w-ioimbina (d), os deslocamento quimicos para C-20
apresentam-se em ¢ 40,2, 39,1 e 39,5, respectivamente, enquanto na corinantina (c)
apresenta-se em d¢ 36,5. Nos primeiros casos, a carbonila ligada em C-16 estd em equatorial,
enquanto no ultimo estd axial. Por outro lado, para a-ioimbina (e) e alloioimbina (f) C-20
apresenta-se em Oc 36,4 e 35,6, respectivamente, enquanto para 3-epi-c-ioimbina (g),
apresenta-se em O¢ 32,0. Nesses trés casos H-20 estd equatorial, enquanto a carbonila esta em
axial para a-1oimbina e alloioimbina e equatorial para 3-epi-a-ioimbina. A partir desses dados
¢ possivel supor que quando a carbonila em C-16 esta em equatorial ocorre uma desprotecao
em C-20. Comparando-se os valores de AU4, ioimbina, B-ioimbina e y-ioimbina, conclui-se
que H-20 esteja axial e, portanto, AU4 trata-se realmente de [B-ioimbina, como sugerido
anteriormente.

No melhor do nosso conhecimento, B-ioimbina estd sendo relatada pela primeira vez

para a espécie.
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3.5 Determinaciao Estrutural de AUS

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um s6lido vermelho escuro, de ponto de fusdo
154,9-156,2 °C ¢ [a]) = - 23,3 ° (c 033, CH;0H), denominado AU5 (ver Parte
Experimental, pag. 154).

O espectro na regido do infravermelho de AUS5S (FIGURA 42, pag. 97) apresentou
uma absorgdo larga e forte em 3448 cm’, correspondente a um grupo NH de aminas
secundarias aromaticas e bandas correspondentes a vibragdes de deformacao axial de C-N
alifatico (1055 cm™) e aromatico (1379 cm™), além de bandas correspondentes a deformagio
angular fora do plano para CH em anéis aromaticos (746 cm™). Uma banda de deformagio

axial C=C (1653 cm™) indicou a presenca de uma dupla ligagio conjugada.
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FIGURA 42. Espectro na regido do infravermelho de AUS.
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O espectro de RMN 'H de AU5 (FIGURA 43, pag. 101) apresentou 4 sinais em 8y
7,63 (1H, d, 8 Hz), 7,41 (1H, d, 8 Hz), 7,21 (ddd, 1 e 8 Hz) ¢ 7,11 (ddd, 1 ¢ 8 Hz),
evidenciando a natureza indolica de AUS. Outros dois sinais em oy 5,76 (1H, s), 5,25 (1H, s)
foram correlacionados a uma dupla ligag¢do terminal, enquanto os sinais em oy 1,21 (1H, qd, 3
e 8 Hz) e 0,92 (1H, t, 8 Hz), correspondem a um grupamento etila. Diversos outros sinais

foram observados, como segue: oy 4,96 (1H, d, 2 Hz), 3,06 (1H, dd, 4 e 14 Hz), 2,80 (1H, td,
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4 ¢ 14 Hz), 2,24 (1H, m), 2,20 (1H, m), 1,90 (1H, dt, 1 e 14 Hz).

O espectro de RMN *C-BB de AU5 (FIGURA 44, pag. 101) apresentou 17 sinais.
Através do espectro de RMN 2D 'H,*C-HSQC editado de AU5 (FIGURA 45, pag 102) foi
possivel correlacionar cada carbono com seus respectivos hidrogénios, determinando assim, o
padrdo de hidrogenacdo de todos os carbonos, como segue: quatro carbonos aromaticos
monohidrogenados em ¢ 124,7 (dy 7,21), 121,4 (7,11), 119,6 (7,63), 112,6 (7,41); trés
carbonos metinicos em d¢ 51,2 (dy 4,96), 44,0 (2,20) e 39,6 (2,93); um carbono metilidénico
em Oc 112,1 (dy 5,76/5,25); trés carbonos metilénicos em &¢ 37,3 (3,06/2,80), 32,3
(2,24/1,90) e 25,1 (1,21); um carbono metilico em d¢ 11,7 (34 0,92), além de cinco carbonos
ndo hidrogenados, ausentes no HSQC editado, em 6¢ 139,2, 138,7, 137,5, 127,5 e 104,0. Os
carbonos entre 124,7-112,6 ppm foram atribuidos ao sistema aromadtico inddlico, enquanto o
carbono metilidénico em d¢ 112,1 foi correlacionado a uma dupla ligacdo terminal. Todos
esses dados encontram-se listados na TABELA 12, pag. 99.

Comparagio dos dados de RMN "°C e 'H de AU5 com aqueles obtidos para AUI
mostrou estreita semelhanga, diferindo apenas na auséncia de um carbono metilico ligado a
nitrogénio que corresponderia a C-5 (TABELA 13, pag. 100), possibilitando propor a
estrutura do QUADRO 16, pag. 98, para AUS.

QUADRO 16. Proposta estrutural para AUS.

Os acoplamentos escalares observados no espectro de RMN 2D '"H,"H-COSY e os
acoplamentos a longa distdncia obtidos através do espectro de RMN 2D 'H,"?C-HMBC para
AUS5 (FIGURA 46, pag. 103, e FIGURA 47, pag. 104, respectivamente) possibilitaram
confirmar a estrutura do QUADRO 17, pag. 100, para AUS. O COSY apresentou
acoplamentos entre os hidrogénios inddlicos, além da seqiiéncia de hidrogénios para a cadeia
saturada de AUS, como segue: oy 3,06/2,80 (d¢ 37,3) < 2,24/1,90 (32,3) «> 2,93 (39,6) <>
2,20 (44,0) < 4,96 (51,2); e Ou 2,20 (8¢ 44,0) < 1,21 (25,0) « 0,92 (11,7), enquanto o
HMBC possibilitou atribuir todos os carbonos nao hidrogenados através das correlagdes dos

hidrogénios em oy 7,63 com &¢ 104,0 (C-7), 127,5 (C-8) e 139,2 (C-13); oy 7,21 (H-11) e
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7,41 (H-12) com 8¢ 139,2 (C-13); 8y 5,76/5,25 com 8¢ 39,6 (C-15), 137,5 (C-16) e 1387 (C-

2); 8y 4,96 com 104,0 (C-7) e 127,5 (C-8); € 8y 2,93 com 8¢ 137,5 (C-16) e 112,1 (C-17).

TABELA 12. Dados de RMN de °C ¢ "H obtidos a partir dos espectros 1D e 2D para AU5, em CD;0D.

8¢ Sy (mult, J, Int) COSY (5y)
2 138,7
3a 373 3,06 (dd, 4 ¢ 14 Hz, 1H) 2,24; 1,90
3b ’ 2,80 (td, 4 e 14 Hz, 1H) 2,24; 1,90
7 104,0
8 127,5
9 119,6 7,63 (ddd, 1 e 8 Hz, 1H) 7,11
10 121,4 7,11 (ddd, 1,7 e 8 Hz, 1H) 7,63; 7,21
11 124,7 7,21 (ddd, 1,7 e 8 Hz, 1H) 741;7,11
12 112,6 7,41 (ddd, 1 e 8 Hz, 1H) 721
13 139,2
14a 323 2,24 (m, 1H) 3,06; 2,93
14b ’ 1,90 (dt, 1 e 14 Hz, 1H) 3,06; 2,93
15 39,6 2,93 (sl, 1H) 2,24; 1,90
16 137,5
17a 21 5,76 (s, 1H)
17b 5,25 (s, 1H)
18 11,7 0,92 (t, 8 Hz, 3H) 1,21
19 25,1 1,21 (qd, 3 e 8 Hz, 2H) 2,20; 0,92
20 44,0 2,20 (m, 1H) 121
21 51,2 4,96 (d, 2 Hz, 1H) 2,93;2,20

se de um dos epimeros de N-desmetil-uleina.

prote¢dao dos hidrogénios da metila em C-18. Dessa forma, a comparacdo dos valores de on
desses hidrogénios entre AUS (dy 0,92) e AUI (8 0,90), permite concluir que AUS trata-se
do epimero 20(S)-N-desmetiluleina (p.f. 143-145 °C; [a]5 =- 20 °, ¢ 1,18 (Joule, 1965)). Os
dados de efeito nuclear Overhauser obtidos através do espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY

para AUS (FIGURA 48, pag. 105) permitiu ainda estabelecer a conformagdo em cadeira,
semelhante a AU1, adotada pelo anel D de AUS, através das interagdes de H-17b com H-15

(1) e H-14b (2), e H-9 com H-21 (3) (QUADRO 17, pag. 100).

Pesquisa no SciFinder Scholar v2006, do Chemical Abstracts, mostrou que AUS trata-

Como relatado anteriormente (ver Determinacido Estrutural de AUl, pag 46), o
posicionamento do grupamento etila sobre o anel aromatico do sistema indolico leva a
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TABELA 13. Comparagio dos dados de RMN *C ¢ "H de AU1 e AU5, em CD;0D (8¢ 49,15; 8y 3,31).

¢ * 8y (mult, J) * Sc * S (mult, J) *
2 139,1 138,7
3a 475 3,12 (dd, 5 e 13) 373 3,06 (dd, 4 e 14 Hz, 1H)
3b ’ 2,72 (m) ’ 2,80 (td, 4 e 14 Hz, 1H)
5 423 2,72 (5)
7 101,5 104,0
8 129,1 127,5
9 119,4 7,63 (d, 8) 119,6 7,63 (d, 8 Hz, 1H)
10 122,0 7,13 (t, 8) 121,4 7,11 (ddd, 1, 8 Hz, 1H)
11 124,7 7,22 (t, 8) 1247 7,21 (ddd, 1, 8 Hz, 1H)
12 112,9 7,44 (4, 8) 112,6 7,41 (d, 8 Hz, 1H)
13 139,2 139,2
14a 2,27 (m) 2,24 (m, 1H)
14b 3.1 1,92 (m) 32,3 1,90 (dt, 1 e 14 Hz, 1H)
15 38,7 2,91 (sl) 39,6 2,93 (sl, 1H)
16 137,4 137,5
17a 5,80 (s) 5,76 (s, 1H)
17b 12,7 5,29 (s) 12,1 5,25 (s, 1H)
18 11,7 0,92 (t, 7) 11,7 0,92 (t, 8 Hz, 3H)
19 25,1 1,18 (m) 25,1 1,21 (qd, 3 e 8 Hz, 2H)
20 45,0 2,27 (m) 44,0 2,20 (m, 1H)
21 60,4 4,80 (sl) 51,2 4,96 (d, 2 Hz, 1H)

QUADRO 17. Correlagdes espaciais observadas no SELNOE para AUS.

Dessa forma, no melhor do nosso conhecimento, 20(S)-N-desmetil-uleina ¢ pela

primeira vez relatada para a espécie.
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3.6 Determinacio Estrutural de AU6

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um so6lido amarelo claro ([oz]i)5 =-66,7° (c 0,33,

CH;30H), denominado AUG6 (ver Parte Experimental, pag. 154).

O espectro na regido do infravermelho de AU6 (FIGURA 49, pag. 106) apresentou
bandas de vibragdo correspondente a deformacdo axial de OH de dalcool (3410 cm™),
deformacio axial de C-O de alcool (1074 cm™) e uma banda de deformacdo axial assimétrica

de C-O-C de éter (1114 cm™). Esses dados indicam um sistema oxigenado alifético.
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FIGURA 49. Espectro na regido do infravermelho de AU6.

O espectro de RMN 'H de AU6 (FIGURA 50, pag. 111) apresenta seis sinais de
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em oy 4,31 (1H, t, 3 Hz), 4,10 (1H, t, 3 Hz), 3,78
(1H, dd, 3 e 9 Hz), 3,65 (2H, m), 3,49 (3H, s) e 3,44 (1H, dd, 3 ¢ 9 Hz), O hidrogénio em oy
3,49 foi correlacionada a um grupo metoxila.

O espectro de RMN "*C-BB de AU6 (FIGURA 51, pag. 111) apresenta sete sinais de
carbonos oxigenados em o¢ 80,5, 72,3, 71,7, 70,7, 70,2, 67,5 e 57,3, semelhante a
monossacarideos.

O espectro de RMN 2D 'H,"”C-HSQC de AU6 (FIGURA 52, pag. 112) permitiu

correlacionar os dois hidrogénios em dy 3,65 como um hidrogénio em 8y 3,66 correspondente
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ao carbono em ¢ 72,3, e outro hidrogénio em &y 3,64 correspondente ao carbono em d¢ 70,2,

enquanto os hidrogénios em 0oy 3,49, do grupo metoxila, foram correlacionados ao carbono

em Oc 57,3. As outras correlagoes foram: o¢ 80,5 (oy 3,44), 71,7 (4,10), 70,7 (3,78), 67,5

(4,31).

O espectro de RMN 2D de "H,"H-COSY de AU6 (FIGURA 53, pag. 113) forneceu a

sequéncia dos hidrogénios em AU6, como segue: Oy 3,44 < 4,31 < 4,10 & 3,78 <

3,66/3,64.

Com esses dados, listados na TABELA 14, pag. 107, foi possivel propor a estrutura

do QUADRO 18, pag. 107, para AU6, que mostrou ser um derivado do inositol.

TABELA 14. Dados de RMN 1D e 2D de 13C e 1H, para AU6, em D20 + DSS (8C 0; &H 0).

dc On (mult, J, Int) COSY (0n)

1 80,5 3,44 (dd, 3 e 9 Hz, 1H) 3,66

2 67,5 4,31 (dd, 3 Hz, 1H) 4,10; 3,66
3 71,7 4,10 (dd, 3 Hz, 1H) 431;3,78
4 70,7 3,78 (dd, 3 e 9 Hz, 1H) 4,10; 3,64
5 70,2 3,64 (m, Hz, 1H) 3,78

6 72,3 3,66 (m, Hz, 1H) 3,44
OCH, |573 3,49 (s, 3H)

0/
HO L OH
2 6

Os dados de correlagdes a longa distancia, obtidos a partir do espectro de RMN 2D
'H,>C-HMBC de AU6 (FIGURA 54, pag. 114) corroboram com a estrutura proposta. O

acoplamento do hidrogénio em oy 3,49 com o carbono em d¢ 80,5 assegurou a posig¢do do

grupo metoxila na estrutura.

QUADRO 18. Proposta estrutural para AU6.

A literatura relata a existéncia de diversos isdmeros do inositol, além de seus
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derivados. A TABELA 15, pag. 108, lista os dados de RMN "*C de alguns deles.

TABELA 15. Dados de RMN "°C de AUG6 * e alguns inositois e seus derivados metilados (Dorman, D. E.;
Angyal, S. J.; Roberts, J. D. 1970) b,

AU6 1 2 2a 2b 2¢ 2d 3 3a 3b 4 5

1 80,5 | 74,4 | 73,1 81,2 | 81,1 | 81,0 | 81,7 | 72,3 | 67,9 | 72,4 | 72,4 | 70,3
2 67,5 | 744 | 729 | 68.7 | 640 | 685 | 788 | 71.2 | 80.8 | 70.5 | 75.2 | 72.6
3 71,7 | 744 | 73,1 73,0 | 81,1 724 | 73,3 | 73,5 | 72,6 | 83,2 | 70,8 | 70,3
4 70,7 | 744 | 71,8 | 71,8 | 72,1 | 82,9 | 72,1 | 73,5 | 73,5 | 72,8 | 75.2 | 70,3
5 70,2 | 744 | 750 | 75,1 | 75,1 | 744 | 75,1 | 71,2 | 71,1 | 71,3 | 72,4 | 72.6
6 723 | 744 | 71,8 | 72,3 | 72,1 | 71,2 | 72,5 | 72,3 | 72,0 | 72,1 | 67,5 | 70,3

MeO-1 | 573 | - — | 576 | 581 | 574 | 581 | -
MeO-2 | -- — | - 2| - | 575 — | — | —
MeO-3 | -- SR U 1175 (N (RS (U — 60,1 | - |
MeO-4 | -- — | 604 | - | -

“D,0 + DSS (8¢ 0). ° valores corrigidos para a referencia D,0 + DSS (8¢ 0) a partir do original, obtido em
dioxano e referenciado externamente pelo CS, (8¢ 192,3). Os carbonos sublinhados representam OH axial.

3
RO—3:_, OR' . ,
OH
HO 3 OH 1 1
HO 4 2 /RO 6 ~OH OH
RO ¢ 5 OH
" OH R' R R R HO

HO 6 "OH 2 H HH H R' R
" 2aCH,H H H 3 H H
2b CH,H CH,H 3a CHH

2¢ CH,H H CH, 3bH CH,

2d CH;CH;H H
HO 5 OH
6 HO 3 4 OH oH
“ o m
HO 2 1
HO HO HO HO 6 ~OH
4 5

A comparagio dos dados de RMN °C dos inositois e seus derivados (TABELA 15,
pag. 108) revelou alguns dados importantes. Ao observar o comportamento dos compostos 2,

2a, 2b (QUADRO 19, pag. 109) com relacdo a posicdo metoxilada verifica-se que carbonos
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QUADRO 19. Comparagdo dos dados de RMN 13C entre 2, 2a e 2b.

com grupos hidroxila em axial sdo desprotegidos quando encontram-se vizinhos a grupos
metoxila em equatorial, enquanto grupos hidroxila em equatorial ndo sentem qualquer efeito
da metoxilagdo do carbono vizinho. Esse comportamento também pode ser observado nos
compostos 2d, 3, 3a e 3b. Além disso, verificou-se que carbonos metoxilados sdo
desprotegidos cerca de 10 ppm de seus valores originais ndo metoxilados. A comparacdo dos
valores de carbono-13 entre 4 ¢ S indica que a presenca de dois grupos eletronegativos em
posi¢do tipo 1,3-axial com a capacidade de formar ligacdes de hidrogénio, desprotege seus

carbonos cerca de 5 ppm (QUADRO 20, pag. 109).

QUADRO 20. Comparagio dos dados de RMN "*C entre 4 ¢ 5.

Verificando-se entdo os dados de AU6, pode-se assegurar que ndo ha ocorréncia de
grupos hidroxila em posi¢do do tipo 1,3-axial; que C-1 encontra-se metoxilado; e que a
hidroxila em C-2 encontra-se em axial devido ao deslocamento quimico observado para esse
carbono. Também ¢ possivel assegurar que as posicoes 4 € 6 ndo possuem OH axial, o que
levaria a desprote¢do desses carbonos e de C-2. Além disso, as constantes de acoplamento
observadas no espectro RMN 'H indicam a ocorréncia de acoplamentos do tipo axial-
equatorial entre H-1 e H-2 (3 Hz) e axial-axial entre H-1 ¢ H-6 (9 Hz). Como H-2 apresentou
um unico valor de Jyu de 3 Hz, € possivel afirmar que, além do acoplamento equatorial-axial
com H-1, deva ocorrer outro acoplamento do mesmo tipo, ou seja, com o mesmo .J, com H-4.
H-4, por sua vez apresenta um acoplamento axial-equatorial com H-3 (3 Hz) e outro axial-
axial com H-5 (9 Hz). Esse padriao de acoplamentos assemelha-se aquele observado para o

composto 2a, conhecido como D-1-O-metil-myo-inositol. A comparacdo dos deslocamentos
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quimicos entre 2a e AU6 apresenta valores mais desprotegidos para todos os carbonos em 2a,
de cerca de 0,76 £ 0,53 ppm, exceto para C5, cuja diferenca ¢ de 4,9 ppm (Dorman, D. E.;
Angyal, S. J.; Roberts, J. D. 1970), possivelmente devido a interacdes com o dioxano, o
solvente originalmente utilizado para a aquisi¢ao dos dados para 2a.

O espectro de RMN 2D 'H,"H-NOESY de AU6 (FIGURA 55, pag. 115), por sua vez,
apresentou apenas uma correlagdo correspondente a efeito nuclear Overhauser, entre a
metoxila em Oy 3,49 com o hidrogénio em dy 3,66 (H-1). Os sinais restantes confundem-se
com correlacdes de COSY.

Os resultados obtidos anteriormente possibilitaram garantir inequivocamente que AU6

trata-se de D-1-O-metil-myo-inositol, pela primeira vez citado para a espécie.
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FIGURA 53. Espectro de RMN 2D '"H,"H-COSY de AU6 (500 MHz, D,0). As setas numeradas representam as
correlagdes vicinais observadas e sua numeragdo corresponde a numeracgdo dos picos observados no espectro.
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FIGURA 54. Espectro de RMN 2D 1H,BC-HMBC de AU6 (500/125 MHz, D,0) com expansdes. As setas
numeradas representam as principais correlagdes a longa distancia observadas e sua numeragdo corresponde a
numeracdo dos picos observados no espectro.
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FIGURA 55. Espectro de RMN 2D 'H,'H-NOESY de AU6 (500 MHz, D,0). A seta numerada representa a
correlagdo dipolar observada e sua numeragéo corresponde a numeragdo do pico observado no espectro.
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3.7 Determinaciao Estrutural de AU7

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um sélido branco, de ponto de fusdo 209,6-210,9
°Ce [a]f = +103,3 ° (c 0,33, CH;0H), denominado AU7 (ver Parte Experimental, pag.
155).

O espectro na regido do infravermelho de AU7 (FIGURA 56, pag. 116) apresentou
absor¢des correspondentes a vibracdo de deformacao axial de NH para aminas secundarias
arométicas (3410 cm™), vibragdes de deformacio axial de C-N alifatico (1247 e 1008 cm™) e
aromatico (1371 e 1305 cm™), e deformagdo angular fora do plano para CH em anéis
aromaticos (744 cm™). Além disso, observou-se uma banda de vibragio correspondente a

deformacao axial C=C em sistema vinilico (1616 cm'l).

| |

| [T
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0 rrrr[rrrrrrrrrrrryrrrryrrrryrrrr [ 1T 1T T T T[T T T T [T T T T[T T T T[T TT

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
l/em

FIGURA 56. Espectro na regido do infravermelho de AU7.

O espectro de RMN 'H de AU7 (FIGURA 57, pag. 122) apresentou um sinal em 8y
11,73, e 4 sinais em oy 7,74 (1H, m), 7,55 (1H, m), 7,29 (1H, m) e 7,27 (1H, m),
correspondentes ao hidrogénio do nitrogénio inddlico e aos hidrogénios aromaticos do
sistema inddlico, respectivamente. Observou-se ainda um sinal em oy 6,06 (1H, dd, 5 Hz),

correspondente a uma dupla ligacao trisubstituida, além de outros sinais em oy 4,82 (2H, m),

4,56 (1H, dt, 4 e 13 Hz), 3,39 (1H, ddd, 4, 9 e 13 Hz), 3,12 (1H, dd, 9 e 13 Hz), 3,03 (1H,
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ddd, 4, 9 e 13 Hz), 2,95 (1H, ddd, 4, e 13 Hz), 2,61 (1H, ddd, 3, 9 e 13 Hz), 2,53 (1H, m),
1,84 (1H, m), 1,51 (1H, m) e grupo de sinais entre oy 3,02-2,94.

O espectro de RMN *C-BB de AU7 (FIGURA 58, pag. 122) apresentou 17 sinais.
Comparagdo com o espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC editado (FIGURA 59, pag. 123)
possibilitou determinar o padrdao de hidrogenagdo de cada carbono, além de correlacionar os
pares de carbono-hidrogénio, como segue: quatro carbonos aromaticos monohidrogenados em
oc 121,8 (7,29), 119,5 (7,27), 118,5 (7,74), 111,6 (7,55); dois carbonos metinicos em d¢ 60,2
(4,83), 40,8 (0 2,99); cinco carbonos metilénicos em d¢ 49,6 (dy 4,56/2,61), 45,6 (3,03/2,53),
29,6 (3,12/2,96), 27,9 (1,84/1,51) e 22,3 (3,29/2,95); e seis carbonos nao hidrogenados,
ausentes no HSQC editado, em o¢ 169.4, 139.4, 136,8, 136,2, 129,5 ¢ 111,0. Um carbono em
Oc 135,9, superposto ao sinal do solvente (piridina-ds) , foi identificado por sua correlagdao no
HSQC editado com o hidrogénio em 8y 6,06, totalizando 18 carbonos para AU7. O sinal em
d¢ 169,4 corresponde possivelmente a uma carbonila de amida, e uma vez que observou-se a
ocorréncia do NH do sistema inddlico, supds-se que houvesse um outro nitrogénio na
molécula para esse grupamento amida.

Através do espectro de RMN 2D 'H,"C-HSQC-TOCSY para AU7 (FIGURA 60, pag
124) foi possivel identificar quatro pares de carbonos diretamente ligado através das
correlagdes observadas entre dy 6,06 (d¢ 135,9) <> 4,83 (60,2); oy 4,56/2,61 (d¢c 49,6) <>
3,29/2,95 (22,3); on 1,84/1,51 (8¢ 27,9) <> 3,03/2,53 (45,6); e ou 2,99 (O¢ 40,8) <> 3,12/2,96
(29,6). Isso indica que cada par de carbonos identificado encontra-se isolado, ligado a um
carbono ou heterodtomo nao hidrogenado. O QUADRO 21, pag. 117, apresenta as
subestruturas obtidas através do HSQC-TOCSY. Todos os dados obtidos encontram-se

listados na TABELA 16, pag. 118.

R,
R 456 R R R,
23 / \ < X 1359
49,6 296 408 Ry
27,9
R R, R, 60,2
R;

QUADRO 21. Subestruturas de AU7 obtidas a partir do HSQC-TOCSY.
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TABELA 16. Dados de RMN 1D ¢ 2D de "°C ¢ 'H para AU7, em CsDsN (8¢ 123,87; 8y 7,22).

8¢ 8y (mult, J, Int) HSQC-TOCSY (5¢)
1 11,73
2 136,2
3a 3,03 (ddd, 4, 9 e 13 Hz, 1H)
45,6 27,9
3b 2,53 (sl, 1H)
5a 4,56 (dt, 4 ¢ 13 Hz, 1H)
49,6 22,3
5b 2,61 (ddd, 3,9 e 13 Hz, 1H)
6a 3,29 (ddd, 4,9 e 14 Hz, 1H)
22,3 49,6
6b 2,95 (ddd, 4 e 14 Hz, 1H)
7 111,0
8 129,5
9 1185 7,74 (m, 1H)
10 119,5 7,27 (m, 1H)
11 121,8 7,29 (m, 1H)
12 111,6 7,55 (m, 1H)
13 136,8
14a 1,84 (m, 1H)
27,9 45.6
14b 1,51 (m, 1H)
15 40,8 2,99 (m, 1H) 29,5
16a 3,12 (dd, 9 e 15 Hz, 1H)
29,6 40,8
16b 2,96 (m, 1H)
18 60,2 4,83 (m, 2H) 135,9
19 135,9 6,06 (dd, 5, 1H) 60,2
20 139,4
21 169,4

A partir dos dados de acoplamentos a longa distancia obtidos através do espectro de
RMN 2D 'H,*C-HMBC foi possivel correlacionar todos os carbonos nio hidrogenados de
AU7 (FIGURA 61 a 64, pags. 125 a 129). As correlagdes entre 8y 11,73 (H-1) e os carbonos
em o¢ 136,2 (C-2, 3), 111,0 (C-7, 1) e 129,5 (C-8, 2); éu 7,74 (H-9) e ¢ 111,0 (C-7, 4), 129,5
(C-8, 5) e 136,8 (C-13, 6); du 7,55 (H-12) e 129,5 (C-8, 7) e 136,8 (C-13, 8) permitiram
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assinalar todos os carbonos ndo hidrogenados do sistema indolico (QUADRO 22, pag. 119).
As subestruturas propostas através do HSQC-TOCSY puderam ser conectadas através da
observagdo de correlagdes entre os hidrogénios em oy 4,56/2,61 (2H-5) com 6¢ 45,6 (C-3,
17); e 1,84/1,51 (2H-14) com 40,8 (C-15, 31). A conexdo com o nucleo inddlico e o
assinalamento das posi¢des dos carbonos C-20 e C-21 foram estabelecidas pelas correlagdes
dos hidrogénios em oy 3,29/2,95 (2H-6) com 136,2 (C-2, 23), 111,0 (C-7, 21) e 129,5 (C-8,
22); 3,12/2,96 (2H-16) com 136,2 (C-2, 27) e 111,0 (C-7, 26); 3,12/2,96 (2H-16), 1,84/1,51
(2H-14) e 4,83 (2H-18) com 139,4 (C-20, 28, 33 e 15, respectivamente); 4,56/2,61 (2H-5),
4,83 (2H-18) e 6,06 (H-19) com 169,4 (C-21, 19, 18 e 13) (QUADRO 22, pag. 119). Outras
correlacdes observadas encontram-se nas FIGURAS 61 a 64, pags. 125 a 129.

QUADRO 22. Estrutura proposta para AU7, e dados de correlagdes do HMBC.

O espectro de 'H,"’N-HMBC de AU7 (FIGURA 65, pag. 130) possibilitou assegurar
inequivocamente a posicao dos nitrogénios presentes em AU7, através das correlagdes entre
os hidrogénios em oy 11,73 (H-1), 7,55 (H-12) e 3,12/2,96 (2H-16) com o nitrogénio em dy
139,7 (N-1); e 3,29/2,95 (2H-16) com o nitrogénio em Sy 118,2 (N-4), além de possibilitar a
obtencdo de seus deslocamentos quimicos. Comparacio dos dados de RMN "N de AU7 com
dados da literatura (Martin, G. E.; Hadden, C. E. 2000), mostraram que os valores observados
para N-1, um nitrogénio inddlico, e N-4, um nitrogénio terciario de amida, estdo de acordo
com aqueles observados para nitrogénios do mesmo tipo (QUADRO 23, pag. 120).

Pesquisa no SciFinder Scholar v2006, do Chemical Abstracts, mostrou que AU7 ainda
ndo havia sido relatado na literatura. Busca por similaridade estrutural possibilitou obter

modelos para comparagio de seus dados de *C (Amat, M. 1996), os quais se encontram
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listados na TABELA 17, pag. 120. Nos isomeros I e II, observa-se uma carbonila em C-5

/.

DELAVIRDINA 2902 N 1"

QUADRO 23. Estrutura da delavirdina e estrutura proposta para AU7, comparando os deslocamentos quimicos
de seus nitrogénios. As setas indicam as correlagdes observadas no 'H,'’N-HMBC para AU7.

TABELA 17. Dados de RMN "*C de AU7 e dados da literatura (Amat, M. 1999).

AU7 1! m'

3¢ 3¢ 3¢
2 136,2 134,8 134,7
3 45,6 43,3 38,2
5 49,6 172,7 173,3
6 22,3 33,1 33,3
7 111,0 105,3 104,8
8 129,5 128,1 127,8
9 118,5 117,6 117,4
10 119,5 119,3 119,0
11 121,8 121,6 121,3
12 111,6 110,6 110,3
13 136,8 133,6 133,9
14 27,9 25,5 29,7
15 40,8 37,3 38,4
16 29,6 30,3 31,3
18 60,2 12,5 12,4
19 135,9 117,8 118,5
20 139,4 139,1 136,4
21 169,4 43,9 49,1

' CDCly, 75 MHz.

(0c 172,7 e 173,3, respectivamente), que apresenta-se em C-21 (6¢ 169,4) em AU7. Além

disso, o carbono metilico C-18 presente em I e II (¢ 12,5 ¢ 12,4, respectivamente) apresenta-
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se como um carbono oximetilénico (8¢ 60,2) em AU7. Os demais sinais apresentam estreita
semelhanca.

Para estabelecer a configuracdo da dupla ligagdo entre C-20 e C-21, optou-se pela
obtengio de dados de efeito nuclear Overhauser, através do espectro de RMN 'H-NOE
seletivo (SELNOE) de AU7 (FIGURA 67, pag. 131). A irradiacdo de H-1 mostrou resposta
em H-12 (1,19 %, 1), H-16a (1,45 %, 2), H-16b (0,83 %, 3) e H-14b (0,76 %, 4). A diferenca
de resposta entre os dois hidrogénios em C-16 indica que H-16a deve estar espacialmente
mais proximo de H-1 que H-16b. A irradiacdo em H-19 mostrou forte resposta em H-16b
(5,56 %, 5), e uma resposta muito pequena em H-16a (0,29 %, 7) demonstrando que o
hidrogénio H-19 deva posicionar-se em dire¢do a H-16b, conferindo a dupla ligacio uma

configuracdo Z, como pode ser visto na FIGURA 67, pag. 131, e no QUADRO 24, pag. 121.

QUADRO 24. Correlagdes observadas no SELNOE para AU7.

Dessa forma, no melhor de nosso conhecimento, AU7 trava-se de 15(5)-18-hidroxi-

20(£)-16,17-nor-subincanadina E, e ¢ relatado pela primeira vez na literatura.
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FIGURA 59. Espectro de RMN 2D 'H,"3C-HSQC editado de AU7 (500/125 MHz, CsDsN), com fase positiva
(CH e CHj;) em vermelho e negativa (CH,) em azul.
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FIGURA 60. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC-TOCSY de AU7 (500/125 MHz, CsDsN). A numeragio

colorida na estrutura e espectro indica a seqiiéncia observada para os hidrogénios.
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FIGURA 62. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AU7 (500/125 MHz, CsD;sN): expansdes das regides entre
(a) 8y 12,0-11,5/8¢ 140,0-108,0 ppm e (b) dy 7,75-7,18/5¢ 140,0-108,0 ppm. As setas numeradas representam as
principais correlagdes a longa distincia observadas e sua numeragdo corresponde a numeragido dos picos
observados no espectro.
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FIGURA 63. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AU7 (500/125 MHz, CsDsN): expansdes da regido entre
(a) 8y 6,5-4,0/5¢ 62,0-20,0 ppm ¢ (b) dy 6,5-4,0/5¢ 170,0-110,0 ppm. As setas numeradas representam as
principais correlagdes a longa distincia observadas e sua numeragdo corresponde a numeragao dos picos

observados no espectro.
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FIGURA 64. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AU7 (500/125 MHz, CsD;sN): expansdes das regides entre
(a) Oy 3,4-2,4/5¢ 150,0-127,0 ppm, (b) 6y 3,4-2,4/5¢ 114,0-110,0 ppm, (c) Oy 3,4-2,4/8¢ 52,0-39,0 ppm e (d) Oy
3,4-2,4/8¢ 32,0-19,0 ppm. As setas numeradas representam as principais correlagdes a longa distancia
observadas e sua numeragdo corresponde a numeragdo dos picos observados no espectro.
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FIGURA 65. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de AU7 (500/125 MHz, CsD;sN): expansdes das regides entre

(a) 8y 2,0-1,3/5¢ 145,0-135,0 ppm e (b) dy 2,0-1,3/5¢ 50,0-25,0 ppm. As setas numeradas representam as
principais correlagdes a longa distancia observadas e sua numeragdo corresponde a numeragdo dos picos

observados no espectro.
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FIGURA 66. Espectro de RMN 2D 'H, "N-HMBC de AU7 (500/50,7 MHz, CsDsN). As setas numeradas
representam as principais correlagdes a longa distancia observadas e sua numeragao corresponde a numeragao
dos picos observados no espectro.
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FIGURA 67. Espectro de RMN 'H de AU7 (500 MHz, CsDsN) (a) ndo irradiado e RMN 1D 'H,'H-NOE
seletivo de AU7 (500 MHz, CsDsN) irradiado em (b) oy 11,73 (NH), (c) 8y 6,06 (H16), (d) &y 3,12 (H14a) e (e)
Oy 2,61 (H5b) (CsHsN, 500 MHz). As setas numeradas representam as principais correlagdes dipolares
observadas e sua numeragdo corresponde a numera¢do dos picos observados no espectro.
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3.8 Determinacio Estrutural de AU8

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico da casca da raiz de
Aspidosperma ulei permitiu o isolamento de um solido claro, de ponto de fusdo 229,1-230,4
°Ce [a]} = - 36,7 ° (c 0,33, CH;0H), denominado AUS8 (ver Parte Experimental, pag.
155).

O espectro na regido do infravermelho de AUS (FIGURA 68, pag. 132) apresentou
absor¢des correspondentes a vibragdes de deformacao axial de NH para aminas secundarias
aromaticas (3410 cm™), vibragdes de deformagio axial de C-N alifatico (1247 cm™) e
aromatico (1375 cm™), uma banda correspondente a deformacdo angular fora do plano para
CH em anéis aromaticos (748 cm™) e outra banda, correspondente a deformacgdo axial C=C

(1618 cm™), indicou a presenga de sistema vinilico.

\AI/

g

0 rrrtrqjprrrrrrrorprrro[rrroprr oo T Tt Tt T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

l/em
FIGURA 68. Espectro na regido do infravermelho de AUS.

O espectro de RMN 'H de AUS (FIGURA 69, pag. 138) apresentou um sinal em 8y
12,11, correspondente ao hidrogénio inddlico nitrogenado, 4 sinais em oy 7,66 (1H, d, 8 Hz),
7,52 (1H, d, 8 Hz), 7,28 (1H, ddd, 1 e 8 Hz) e 7,24 (1H, ddd, 1 e 8 Hz), correspondente ao
sistema aromatico inddlico, um sinal em 5,63 (1H, m), correspondente a uma dupla ligagdo
trisubstituida, um sinal em &y 1,56 (3H, d, 6 Hz), correspondente a um grupamento metila,

além de diversos sinais entre 4,5-1,5 ppm, como segue: dy 4,20 (d, 16 Hz, 1H), 3,84 (d, 16
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Hz, 1H), 3,73 (dt, 3 e 14 Hz, 1H), 3,59 (ddd, 3, 13 e 16 Hz, 1H), 3,47 (t, 14 Hz, 1H), 3,36 (dd,
9 e 13 Hz, 1H), 3,31 (dd, 8 e 16 Hz), 3,25 (dl, 16 Hz, 1H), 3,17 (m, 1H), 3,15 (m, 1H), 2,35
(td, 7, 13 e 15 Hz, 1H), 1,87 (hept, 8 Hz, 1H), 1,58 (m, 1H) e 1,56 (d, 6 Hz, 3H).

O espectro de RMN *C-BB de AU8 (FIGURA 70, pag 138) apresentou 18 sinais e
comparagdo com o espectro de RMN 2D 'H,"3C-HSQC editado de AU8 (FIGURA 71, pag.
139) possibilitou determinar o padrdo de hidrogenacdo para cada carbono identificado no
RMN "C-BB, como segue: quatro carbonos aromaticos monohidrogenados em 8¢ 122,0
(7,28), 120,1 (7,24), 118,3 (7,52), 112,1 (7,66); um carbono metinico em o¢ 31,2 (3,15); 6
carbonos metilénicos em ¢ 57,8 (dy 3,73/3,47), 52,3 (4,20/3,84), 44,8 (3,36/2,35), 32,9
(3,31/3,25), 23,2 (1,87/1,58) e 20,9 (3,59/3,17); um carbono metilico em &¢ 14,0 (1,56); um
carbono correspondente a uma dupla ligagdo trisubstituida em d¢ 124,9 (6y 5,63); além de 5
carbonos ndo hidrogenados, ausentes no HSQC editado, em d¢ 136,8, 136,5, 135,3, 1283 ¢
107,9. Os carbonos entre 122,0-118,3 ppm foram correlacionados aos carbonos aromaticos do
sistema indolico.

Através do espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC-TOCSY foi possivel determinar 4
pares de carbonos em AU8 (FIGURA 72, pag. 140), através das correlagdes entre os
hidrogénios em &y 1,56 (3¢ 14,0) e 5,63 (124,9), o 3,59/3,17 (8¢ 20,9) e 3,73/2,35 (57,8), On
1,87/1,58 (&¢ 23,2) e 3,36/2,35 (44,8), ¢ oy 3,15 (6¢ 31,2) e 3,31/3,25 (32,9) (QUADRO 25,
pag. 133). Os hidrogénios em &y 4,20/3,84 (8¢ 52,3) ndo apresentaram qualquer correlacao,
indicando que os mesmos encontram-se isolados por carbonos ndo hidrogenados ou
heteroatomos na molécula, enquanto os hidrogénios oy 3,36/2,35 (d¢ 44,8) e 1,87/1,58 (23,2)
apresentaram correlagcdes com o hidrogénio em 8y 3,15 (8¢ 31,2) ou 3,31/3,25 (32,9), mas a

superposicdo dos sinais ndo permitiu assegurar a conectividade entre esses carbonos. Os

dados de RMN para AUS8 encontram-se listados na TABELA 18, pag. 134.

7,52 4,20/3,84

R 1,87/1,58 /\

7,24 3,36/2,35 R3 5,63

Ry
R =
1,56
7,28 3,73/2,17 (
3,59/3,17 R5 ™ 331325

7,66

QUADRO 25. Subestruturas obtidas a partir dos dados de COSY ¢ HSQC-TOCSY para AUS.
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TABELA 18. Dados de RMN de "°C ¢ 'H de AUS, em CsDsN (8¢ 123,87; 8y 7,22).

8¢ 8y (mult, J, Int) HSQC-TOCSY (3¢)
1 12,11
2 136,5
3a 3,36 (dd, 9 e 13 Hz, 1H)
44,8 232
3b 2,35(td, 7, 13 e 15 Hz, 1H)
5a 3,73 (dt, 3 e 14 Hz, 1H)
57,8 20,9
5b 3,47 (t, 14 Hz, 1H)
6a 3,59 (ddd, 3, 13 e 16 Hz, 1H)
20,9 57,8
6b 3,17 (m, 1H)
7 107,9
8 128,3
9 1183 7,52 (d, 8 Hz, 1H)
10 120,1 7,24 (ddd, 1 e 8 Hz)
11 122,0 7,28 (ddd, 1 ¢ 8 Hz, 1H)
12 112,1 7,66 (d, 8 Hz, 1H)
13 136,8
14a 1,87 (hept, 8 Hz, 1H)
23,2 44,8
14b 1,58 (m, 1H)
15 31,2 3,15 (m, 1H) 32,9
16a 3,31 (dd, 8 e 16 Hz)
32,9 31,2
16b 3,25 (dl, 16 Hz, 1H)
18 14,0 1,56 (d, 6 Hz, 3H) 124,9
19 124,9 5,63 (m, 1H) 14,0
20 135,3
21a 23 4,20 (d, 16 Hz, 1H)
21b ’ 3,84 (d, 16 Hz, 1H)

\
N
\H

As correlagdes a longa distancia observadas no espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC

para AU8 (FIGURA 73, pag 141) possibilitaram propor a estrutura do QUADRO 26, pag.

135, para AU8. As correlagdes observadas entre o hidrogénio em &y 12,11 (H-1) com ¢
107,9 (C-7, 1), 128,3 (C-8, 2) e 136,8 (C-13, 3); oy 3,31/3,25 (2H-16) com os carbonos em S¢
136,5 (C-2, 20) e 135,3 (C-20, 19); oy 1,87/1,58 (2H-14) com ¢ 31,2 (C-15, 21) e 32,9 (C-
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16, 22); 811 5,63 (H-19) com 8¢ 31,2 (C-15, 9), 14,0 (C-18, 9) e 52,3 (C-21, 10); oy 4,20/3,84
(2H-21) com 8¢ 57,8 (C-5, 11) e 135,3 (C-20, 12); 6y 3,73/3,47 (2H-5) com & 44,8 (C-3, 17),
20,9 (C-6, 16) e 107,9 (C-7, 18); &y 7,52 (H-9) com &¢ 107,9 (C-7, 4) e 128,3 (C-8, 5); e dn
7,28 (H-11) com ¢ 136,8 (C-13, 6), asseguram a estrutura proposta.

QUADRO 26. Proposta estrutural para AUS, e correlagdes obtidas a patir do espectro HMBC.

Pesquisa no SciFinder Scholar v2006, do Chemical Abstract, mostrou que AUS ja
havia sido relatado na literatura como 16,17-nor-subincanadine E (pf 146-147 °C, [a]}) =-

6,64° (CD;0D, ¢ = 0,5 %), entretanto, nunca fora isolada antes de fonte natural, ocorrendo
apenas como intermedidrio em sinteses de alcaldides de Strichnos (Amat, M. et al. 1996;
Amat, M. e al. 1997). A comparagio dos dados de RMN 'H e °C de AUS8 e dados da
literatura encontram-se listados na TABELA 19, pag. 136. E possivel observar boa
concordancia entre os dados de AUS e 1, com diferengas principalmente em torno da dupla
ligacdo, possivelmente devido ao efeito do solvente, enquanto AU8 e 2 mostram diferenga
principalmente devido a presenca de uma dupla ligagdo terminal entre C-16 e C-17, em 2.

Correlagdes a longa distancia entre H-1 (1), H-12 (2) e H-16b (3) com N-1 (dy 140,7),
e H-6b (4) e H-14b (5) com N-4 (0n 44,6) foram obtidos através do espectro de RMN 2D
'H,*C-HMBC (FIGURA 74, pag. 142). Comparacdo desses dados com dados da literatura
possibilitou confirmar os tipos de nitrogénios encontrados para AUS8, um nitrogénio
hidrogenado inddlico, N-1, e um nitrogénio nao hidrogenado terciario, N-4 (QUADRO 27,
pag. 135).

VINORELBINE
R = CO,CH,, R, = OCH,

QUADRO 27. Comparagio dos dados de °N de AUS ¢ dados da literatura, e correlagdes a longa distdncia
obtidas do espectro 'H,""N-HMBC.
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TABELA 19. Comparacio dos dados de RMN de *C de AUS e dados da literatura (Amat, M. et al. 1997;
Kobayashi, J. et al., 2002).

AUS 1 2
3¢ ® 5¢” dc €
18 14,0 12,5 16,0
6 20,9 24,6 22,7
14 23,2 26,7 28,3
15 31,2 36,8 443
16 32,9 36,7 144,7
3 44,8 44,8 48,7
21 52,3 47,7 55,7
5 57,8 57,6 60,1
7 107,9 110,8 110,1
12 112,1 110,4 116,2
9 118,3 117,6 120,1
10 120,1 118,7 121,7
17 123,1
11 122,0 120,6 1252
19 124,9 118,6 131,1
8 128,3 1282 130,9
20 135,3 142,7 133,5
2 136,5 1352 139,9
13 136,8 135,0 139,9

* CsDsN (8¢ 123,87; 8y 7,22); ® CDCl; (8¢ 77,23; 8 7,27); € CD;0D (8¢ 49,15; 8y 3,31)

2 subincanadine E

A fim de determinar a configuragdo relativa de C-15 e da dupla ligagdo em AUS,
optou-se pela obtencdo de dados de efeito nuclear Overhauser através de espectros de RMN
1D "H-NOE seletivo (SELNOE) (FIGURA 75, pag. 143). A irradiagio de H-19 mostrou uma
forte resposta em H-21b (1,61 %, 1) além de respostas em H-6a (0,36 %, 3) e H-21a (0,30 %,
2). A irradiacdo em H-14a mostrou forte resposta em H-3a (1,42 %, 6), H-15 (1,73 %, 5) e H-
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21a (1,22 %, 4). Essas intera¢des mostram que a dupla ligacdo assume uma configuragdo Z
(confirmada pelo nOe entre H-19 e H-21b/H-21a), enquanto C-15 adota uma configuragado S,
como pode ser visto no QUADRO 28, pag. 137.

QUADRO 28. Correlagdes do SELNOE para AUS.

Com os dados de RMN obtidos para AUS8 ¢ possivel assegurar que AUS8 trata-se de
158-16,17-nor-subincanadina E, e estd sendo relatado pela primeira vez para a espécie, e

como produto natural.
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FIGURA 72. Espectro de RMN 2D 'H,"*C-HSQC-TOCSY de AUS (500/125 MHz, CsHsN). A numeragio
colorida na estrutura e espectro indica a seqiiéncia observada para os hidrogénios.
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FIGURA 74. Espectro de RMN 2D 'H,"N-HMBC de AUS (500/50,7 MHz, CsH;N). As setas numeradas
representam as principais correlagdes a longa distancia observadas e sua numeragao corresponde a numeragao
dos picos observados no espectro.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta do material

O material vegetal (raiz e caule) foi coletado no municipio de Acarape, Garapa, Ceara
pelo prof. Edilberto Rocha Silveira. A identifica¢do botanica foi realizada pelo prof. Edson de
Paula Nunes, do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Cearad. A exsicata da
planta encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara, registrada sob os numeros 30823 (12/07/2001), 32630
(09/09/2003) e 34813 (04/03/2004).

4.2 Métodos

4.2.1. Cromatograficos

4.2.1.1 Cromatografia em coluna de fase normal (CC)

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel 60
(0,063-0,200 mm; 70-230 mesh) da VETEK.

O comprimento e o diametro das colunas variam de acordo com as aliquotas das
amostras e quantidades de silica a serem utilizadas, na propor¢cao de 1 de amostra para 8 de
silica.

Para a clui¢do foi utilizado diclorometano e metanol, € suas misturas binarias, em

ordem crescente de polaridade.

4.2.1.2 Cromatografia em coluna de fase reversa C18 (CCR)

As cromatografias em coluna de fase reversa C18 foram realizadas em cartuchos de

octadecil-silica de acordo com o método descrito por Langas (2004), utilizando-se colunas

WATERS RP18 (500 mg).
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4.2.1.2 Cromatografica em camada delgada (CCD)

Para CCD utilizaram-se placas de aluminio com silica gel 60. Os resultados foram
observados pela exposi¢ao das placas a luz ultravioleta, em dois comprimentos de onda

diferentes: 254 € 366 nm.

4.2.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE foi realizada através de um cromatdgrafo WATERS modular, controlado
pela programa de computador EMPOWER, contendo um detector PDA modelo 2996, bombas
binarias modelo 1525 e forno para colunas, além de uma coluna de fase reversa XTERRA
RP18 4,6 x 250 mm.

Os solvente utilizados foram metanol grau HPLC e dgua ultra pura obtida através de
um ultrapurificador de dgua MilliQ, da MILLIPORE. Membranas de filtro apropriadas foram
utilizadas para o metanol, e a degaseificacdo foi realizada sob vacuo pela aplicacdo de

ultrasom por 15 minutos, para cada frasco de 1000 mL com 500 mL de solvente.

4.2.2  Espectrométricos

4.2.2.1 Infravermelho (IV)

Os espectros infravermelho para todos os compostos foram obtidos em um
espectrofotometro SHIMADZU FT-IR 8500, com pastilhas de KBr confeccionadas na
proporcao de 1:100.

4.2.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Cada amostra foi dissolvida em 0,6 mL do solvente deuterado adequado e
acondicionado em tubos de RMN de 5 mm. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em ppm e referenciados através do pico residual de 'H do solvente deuterado utilizado na
andlise. O equipamento de RMN utilizado na andlise foi um espectrometro BRUKER
AVANCE DRX500 situado no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear (CENAUREMN), operando a 500,1 MHz, 125,7 MHz e 50,7 MHz para as
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freqiiéncias do H, Bce 15N, respectivamente, em um campo de 11,7 T, utilizando uma sonda
multinuclear de deteccdo inversa de 5 mm, com gradiente de campo no eixo z de 10 A.

Nos experimentos unidimensionais de 'H e de '*C foram utilizados larguras espectrais
de 24 e 260 ppm, respectivamente, tempo de relaxagido de 1 s e largura de pulso de 90° de
9,60 us (0 dB) e 10,90 us (-3 dB) para 'He B, respectivamente. Para os experimentos 2D
com "N foi usado uma largura espectral de 300 ppm em F1, largura de pulso de 90° de 26,0
us (-3 dB). Para todos os experimentos unidimensionais foram utilizados 65356 pontos para a
aquisicdo e 32768 para o processamento, enquanto para os experimentos bidimensionais
foram utilizados 2048 x 256 pontos para a matriz de dados de aquisi¢ao e 2048 x 1024 pontos
para o processamento. Predicdo linear para o processamento 2D, utilizando 80 coeficientes,
foi usada quando necessario. O numero de transientes variou de 8, para 'H, a 16384, para "°C,
para os experimentos unidimensionais, € 2" (n > 2) para bidimensionais, dependendo do
experimento e quantidade de amostra disponivel.

Os programas de pulsos utilizados para a aquisi¢do dos dados foram: 'H (zg), *C-BB
(zgpg), "C-DEPT135 (dept135), COSY (cosygp), NOESY (noesygpph), SELNOE (selno),
HSQC (hsqcgpph), HSQC-TOCSY (hsqcgpmlph), 'H,”C-HMBC e 'H,'""’N-HMBC
(hmbclpndqf).

Os valores de J utilizados para os experimentos pertinentes foram 'Jic = 145, “Jy.c =
7, 'Jin = 80, “Jn =7, onde n > 2.

4.2.3 Outros
4.2.3.1 Ponto de fusdo

O ponto de fusdo das substincias foram obtidas no Departamento de Quimica
Organica e Inorganica, da Universidade Federal do Ceara, em um aparelho METTLER, com
processador central modelo FP90 e placa aquecedora modelo FP82H7. As determinagdes
foram realizadas a uma velocidade de 2°C/min.

4.2.3.2 Rotagao Optica

As medidas de rotagdo Optica foram obtidas em um polarimetro Perkin-Elmer modelo

341, na faixa do sdédio (549 nm), a 20 °C. A concentracdo ¢ o comprimento do caminho 6ptico
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utilizados foram de 0,33 % (2 mg de amostra/6 mL de CH;0H) e 10 cm, respectivamente,

para todas as amostras.

4.3 Ensaios farmacoldgicos

Os estudos da atividade pro-erectil da fragcdo rica em alcaldides da casca da raiz de
Aspidosperma ulei Markgf foram realizados no Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal do Ceard e encontram-se citados no Capitulo 1 — Introducio, pag.

19.

4.4  Estudo da casca da raiz (CR) e casca do caule (CC) de Aspidosperma ulei
Markgf.

4.4.1 Preparagao do Extrato Etandlico das Cascas da Raiz de Aspidosperma ulei - Pitia

(ApCRE)

4,0 kg das cascas da raiz de Aspidosperma ulei (Pitid) foram extraidos, por maceragao,
com 10 L de etanol durante 24 horas. A extragdo foi repetida 3 vezes e as solugdes etanolicas
foram evaporadas a pressdo reduzida e reunidas, fornecendo o extrato denominado ApCRE

(144,55 g, 3,61 %).

4.4.2 Preparagdo da fracao alcaloidica para os ensaios farmacoldgicos

51,0 g do extrato etandlico da casca da raiz de Aspidosperma ulei Markgf — Pitia
(ApCRE) foram suspensos em 200 mL de dgua destilada e extraidos 4 x 200 mL de Acetato
de Etila, fornecendo as fragdoes APCRE-AQ (40,6 g, 79,6 %) e APCRE-AE (8,6 g, 16,9 %).

100 mg de ApCRE e suas fragcdes, ApCRE-AE e ApCRE-AQ, foram enviado para
testes farmacologicos e os resultados obtidos nos guiaram para o estudo da fragdo ApCRE-
AE.

ApCRE-AE (1,20 g) foram dissolvidos em 5 mL de metanol e acondicionados a uma
coluna (O =5 cm) contendo 45 g de SEPHADEX LH-20 e eluido com metanol. As fragdes
coletadas e seus volumes individuais foram: 1-5 (50 mL), 6 (75 mL), 7-8 (200 mL).

Cromatografia em CCD possibilitou reunir as fragdes como segue: 1-2 (587,4 mg), 3-5

(162,4 mg) e 6-8 (371,9 mg).
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100 mg de cada fra¢ao foram enviados para novos testes farmacologicos. A fragdo 3-5
demonstrou-se ativa frente aos testes realizados (Campos, A. R. 2006). Uma nova fragdo (600
mg) foi preparada, de acordo com o procedimento acima, para a continuidade dos testes,

enquanto outra aliquota (450 mg) foi separada para a identificagdo dos constituintes da fragao.
4.4.3 Identificagao dos constituintes de ApCRE-AE
ApCRE-AE(3-5) (450 mg) foi adsorvido em 1 g de gel de silica e acondicionado em

uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 5 g de gel de silica. Procedeu-se a eluicdo como

segue abaixo:

Frac¢ao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)

1 100:0 60

2 99:1 40
34 98:2 20
5-6 97:3 20
7-8 96:4 20
9-10 94:6 20
11 0:100 20

As fracdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1-2 (227,0 mg), 3 (13,9 mg), 4 (30,5 mg), 5-6 (80,5 mg), 7-8 (20,2 mg), 9-10
(53,0 mg) e 11 (20 mg). A partir da fragao 11 formou-se 3,5 mg de um precipitado branco
denominado 11ppt.

Através da obtengdo de espectros 1D e 2D de RMN de 'H e "°C das fragdes obtidas,

pode-se determinar a constituicdo parcial da fragdo ApCRE-AE(3-5), como segue:

Fracao Alcaléide
ApCRE-AE(3-5)(4) uleina
ApCRE-AE(3-5)(7-8) N-desmetil-uleina
ApCRE-AE(3-5)(11)ppt|16,19-dimetil-3,5,14,21-tetra-hidroelipticina

A fragdo 1-2 apresentou-se como material graxo enquanto as demais fragdes

apresentaram-se como misturas complexas.
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Nenhuma das outras fragdes forneceu outros compostos em quantidade ou pureza
suficiente para andlise e identificacdo. Devido a isso, a metodologia foi modificada, como

segue, a fim de tentar obter outros compostos.

4.4.4 Particao acida de ApCRE

21,5 g de ApCRE foram suspensas em 200 mL de HCl 2M e colocado sob agitacio
por 30 min. A suspensao foi filtrada em funil de Biicher sob vacuo e extraida com CH,Cl, (3
x 200 mL cada). A fase organica foi secada com Na,SO4 anidro e rotaevaporada, fornecendo
790,7 mg de uma fragdo denominada ApCRE-A.

A fase aquosa 4cida foi adicionado NH4OH até alcangar pH 9, observado em papel de
pH. A solucao foi filtrada em papel de filtro e extraida com CH,Cl, (3 x 200 mL cada), secada
com Na,SO4 anidro e rotaevaporada, fornecendo 401,8 mg de uma fracdo denominada

APCRE-B.
4.4.4.1 Cromatografia em gel de silica de ApCRE-A: Isolamento de AU-1, AU-2 e AU-3
ApCRE-A (790,7 mg) foi adsorvido em 1,0 g de gel de silica e acondicionada em uma

coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 5,0 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigdo como

segue abaixo:

Frac¢ao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)
1-4 100:0 25
5-8 98:2 25
9-10 96:4 25
11-13 92:8 50
14 0:100 10

As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1-4 (24,9 mg), 5-8 (446,1 mg), 9-10 (153,7 mg), 11-13 (59,7 mg) e 14 (42,6 mg).
Através da obtengdo de espectros de RMN 'H das fragdes anteriores foi possivel
identificar a fracdo 5-8 como uma fracdo rica em alcaldides indolicos, pela observagdo de
sinais correspondentes aos nucleos inddlicos entre 7-8 ppm, enquanto as outras fragdes

apresentavam-se como misturas complexas nao alcaloidicas. A fragdo 5-8 foi adsorvida em
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500 mg de gel de silica e acondicionada em uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 2,5 g

de gel de silica. Procedeu-se a elui¢do como segue:

Fracao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)

1 99:1 10

2-4 99:1 5
5 99:1 10

6-7 98:2 15
8 94:6 20
9 90:10 20
10 0:100 10

As fracdes foram comparadas por CCD e reunidas como segue, com seus respectivos
rendimentos: 1 (4,5 mg), 2 (6,4 mg), 3-9 (365,1 mg) 10 (8,7 mg).

A fracdo 5-8/3-9 foi identificada, por RMN, como uma mistura de alcaldides e foi
recromatografada sob as mesmas condicdes utilizadas para a fracdo 5-8, exceto que eluindo-se
inicialmente com uma mistura de CH,Cl,:MeOH 98:2, coletando-se duas fracdes, 1-2 (10 mL
cada), e uma terceira, 3 (10 mL), com MeOH. As fracdes 1 e 2 foram comparadas por CCD e
reunidas fornecendo 240,5 mg da mistura inicial. A fragdo 3 (108,1 mg) foi identificada como
um alcaléide através de RMN, e denominada AU-1. Comparacdo com os alcaldides isolados
anteriormente mostrou que AU-1 corresponde a ApCRE-AE(3-5)(4), e trata-se de uleina (ver
Capitulo 3 — Determinacio Estrutural, pag. 46).

A fracdo 5-8/3-9/10 apresentou-se homogénea em CCD e foi caracterizado como um
alcaldide através de RMN, e denominada AU-2 (8,7 mg). Dados de RMN mostraram que
AU2 trata-se de 20S-dasicarpidona (ver Capitulo 3 — Determinac¢ao Estrutural, pag. 66).

A fracdo 5-8/14 apresentou um precipitado branco, caracterizado como um alcaloide
por RMN, e foi denominada AU-3 (20,1 mg). Comparagdo com os alcaldides isolados
anteriormente mostrou que AU-3 corresponde a ApCRE-AE(3-5)(11)ppt, e trata-se de 16,19-
dimetil-3,5,14,21-tetra-hidroelipticina (ver Capitulo 3 — Determinacio Estrutural, pag.
77).




Capitulo 4 — Parte Experimental 154

4.4.4.2 Cromatografia em gel de silica de ApCRE-B: Isolamento de AU-4, AU-5 ¢ AU-6

ApCRE-B (401,8 mg) foi adsorvido em 500 mg de gel de silica e acondicionado em

uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigdo

CcoOmo seguc:

Frac¢ao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)
1-2 100:0 25
3 99:1 25
4-7 94:6 25
8-10 0:100 25

As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas como segue, com seus respectivos
rendimentos: 1 (33,3 mg), 2-3 (2,0 mg), 4 (35,6 mg), 5 (52,9 mg), 6-7 (128,5 mg) e 8-10 (17,3
mg).

Através do espectro de RMN 'H das fracdes foi possivel identificar as fragdes 4 ¢ 6-7
como fragdes alcaloidicas, enquanto as outras fracdes apresentaram-se como misturas
complexas nao alcaloidicas.

A fragdo 4 apresentou-se como um alcaloide através de RMN, e foi denominada AU-4
(35,6 mg). Dados de RMN mostraram que AU-4 tratava-se de B-ioimbina (ver Capitulo 3 —
Determinacio Estrutural, pag. 85).

A fragdo 6-7 (128,5 mg) foi adsorvida em 500 mg de gel de silica e acondicionada em
uma coluna de vidro (O = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigdo

cOmo Sseguc:

Frac¢ao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)
1-2 99:1 20
3 98:2 10
4-5 96:4 10
6-10 96:4 5
11 94:6 20
12-16 0:100 10

As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1 ( 7,5 mg), 2-6 (8,1 mg), 7 (7,0 mg), 8-12 (88,8 mg), 13-14 (5,5 mg) ¢ 15-16
(9,0 mg).
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A fracdo 6-7/8-12 apresentou-se como um alcaldide através de RMN, e foi
denominada AU-5 (88,8 mg). Comparagdo com os alcaldides isolados anteriormente mostrou
que AU-5 corresponde a ApCRE-AE(3-5)(7-8), ¢ trata-se de N-desmetil-uleina (ver
Capitulo 3 — Determinacao Estrutural, pag. 97).

A fracdo 8-10 apresentou um precipitado branco, que foi caracterizado como D-1-O-
metil-myo-inositol através de RMN, e denominada AU-6 (115,2 mg) (ver Capitulo 3 —
Determinacao Estrutural, pag. 106).

4.4.5 Preparagao do Extrato Etanolico das Cascas do Caule de Aspidosperma ulei - Pitid

(ApCCE)

4,0 kg das cascas da raiz de Aspidosperma ulei (Pitid) foram extraidos, por maceragao,
com 10 L de etanol por 24 horas. A extragdao foi repetida 3 vezes e as solugdes etanolicas
foram evaporadas a pressdo reduzida e reunidas, fornecendo o extrato denominado ApCCE

(435,32 g, 10,88 %).

4.4.5.1 Parti¢ao acida de ApCCE

20,7 g de ApCCE foram suspensas em 200 mL de HCl 2M e colocado sob agitacdo
por 30 min. A suspensao foi filtrada em funil de Biicher sob vacuo e extraida com CH,Cl, (3
x 200 mL cada). A fase organica foi secada com Na,SO4 anidro e rotaevaporado, fornecendo
776,9 mg de uma fracdo denominada ApCCE-A.

A fase aquosa 4cida foi adicionado NH,OH até alcangar pH 9, observado em papel de
pH. A solucdo foi filtrada em papel de filtro e extraida com CH,Cl, (3 x 200 mL cada) e
secada com Na;SO;4 anidro e rotaevaporado, fornecendo 781,8 mg de uma fragdo denominada

APCCE-B.
4.4.5.2 Cromatografia em gel de silica de ApCCE-A: Isolamento de AU-7 e AU-8
ApCCE-A (350 mg) foi adsorvido em 500 mg de gel de silica e acondicionado em

uma coluna de vidro (O = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigao

COmo seguce:
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Fracao/CH,Cl,:MeOH[Vol. individual (mL)
1 100:0 60
2 100:0 30
3 100:0 10
4-6 98:2 8
7-9 0:100 8
10 0:100 50

As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1-3 (60,2 mg), 4-5 (13,9 mg), 6 (40,7 mg), 7-9 (50,4 mg) e 10 (153,0 mg).

A fragdo 4-5 (13,9 mg) foi cromatografada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia,
em uma coluna X-Terra RP18 4,6 x 250 mm, e eluida através de um gradiente de agua-
metanol, variando de 45-55 % de metanol, em um tempo de corrida de 10 minutos, com fluxo
de 1 mL/minuto. A amostra coletada (11,0 mg), denominada 1 e correspondente ao tempo de
reten¢do de 6,5 minutos (FIGURA 76, pag. 156), foi identificada através de RMN como um
alcaldide e foi denominada AU-7. Dados de RMN mostraram que AU-7 ndo havia sido

anteriormente relatado na literatura (ver Capitulo 3 — Determinacio Estrutural, pag. 116).

tR 6.5 min \

FIGURA 76. Cromatograma obtido a partir da fragdo ApCCE-A(4-5)(1).
A fragdo 10 (153,0 mg) foi adsorvida em 500 mg de gel de silica e acondicionada em
uma coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigdo

coOmo seguc:

Frac¢ao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)
1 98:2 60
2 94:6 30
3 100:0 10
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As fragdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1 (5,2 mg), 2 (83,1 mg), 3 (50,5 mg).

A fragdo 10/2 apresentou-se como um alcaldide através de RMN, e foi denominada
AU-8. Dados de RMN mostraram que AU-8 tratava-se de 15R-16,17-nor-subincanadina E
(ver Capitulo 3 — Determinacio Estrutural, pag. 132).

4.4.5.3 Cromatografia em gel de silica de ApCCE-B: Isolamento de AU-4

ApCCE-B (350 mg) foi adsorvido em 500 mg de gel de silica e acondicionada em uma

coluna de vidro (© = 2,5 cm) contendo 2,5 g de gel de silica. Procedeu-se a eluigdo como

segue:
Frac¢ao/CH,Cl,:MeOH|Vol. individual (mL)

1 100:0 20

2 100:0 25

3-5 96:4 25

6 0:100 25

7 0:100 25

As fracdes foram comparadas por CCD e reunidas (rendimentos entre parénteses)
como segue: 1-3 (20,2 mg), 4-5 (70,8 mg) e 6-7 (180,3 mg).

A fracdo 1-3 foi cromatografada em cromatografo liquido de alta eficiéncia, em uma
coluna X-Terra RP18 4,6 x 250 mm, através de elui¢cdes isocratica de dgua-metanol 35:65,
com fluxo de 1 mL/minuto. A amostra coletada (7,0 mg), denominada 1 e correspondente ao
tempo de retencao de 7,6 minutos (FIGURA 77, pag. 157), foi identificada através de RMN

como o alcaldide AU-4, denominado B-ioimbina.

tR 7.6 min

5.00
i

FIGURA 77. Cromatograma obtido a partir da fragdo ApCCE-B(4-5)(1).
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5 CONCLUSOES

Sete alcaldides foram isolados e identificados, cinco da casca da raiz ((+)-20(S)-uleina
(AU-1), (+)-20S-dasicarpidona (AU-2), (-)-16,19-dimetil-3,5,14,21-tetra-hidro-elipticina
(AU-3), (-)-B-ioimbina (AU-4), (-)-20(S)-N-desmetil-uleina (AU-5)) e dois da casca do caule
((+)-15(S)-18-hidroxi-20(Z)-16,17-nor-subincanadina E (AU-7) e (+)-15(5)-20(£)-16,17-nor-
subincanadina E (AU-8)), além de um derivado do inositol, o (-)-D-1-O-metil-myo-inositol
(AU-6). Entre esses alcaldides, AU7 ¢ relatado pela primeira vez na literatura, enquanto AUS8
j& havia sido relatado anteriormente como produto intermediario em reagdes para a produgao
de alcaloides de Strychnos, no entanto, apenas agora ¢ relatado como produto natural.

A determinacdo estrutural da (+)-20(S)-uleina mostrou ser a mais desafiante, uma vez
que o relato do composto na literatura apresentava dados conflitantes com aqueles obtidos
nesse trabalho. Apds minucioso estudo, pode-se concluir que os dados da literatura estdo
incorretos.

Estudos quimicos da casca da raiz e casca do caule de Aspidosperma ulei Markgf
continuardo em andamento, inclusive de outras partes da planta, o que possibilitard conhecer
mais profundamente a composicdo quimica dessa espécie, e fornecera novos dados
espectroscopicos que auxiliardo na elucidacdo estrutural de outros alcaldides. O uso de
técnicas contemporaneas de ressonincia magnética nuclear uni- e bidimensionais de protio,
carbono-13 poderdo ser aliadas a dados de RMN de nitrogénio-15, fornecendo uma valiosa
informagao sobre a estrutura desses compostos.

Colaboragdo com o Departamento de Farmacologia e Fisiologia da Universidade
Federal do Cear4 possibilitou a producao paralela de uma Tese de Doutorado versando sobre
a atividade pro-eréctil de uma fracdo rica em alcaldides, em camundogos. O potencial
farmacologico desses tipos de compostos devera ser comprovado em futuras colaboragdes,
através do estudo das substancias puras, possibilitando expandir o conhecimento da relagdo

estrutura-atividade para além dos resultados obtidos até 0 momento.
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Abstract

In recent years, there has been a renewed interest in the search for novel natural substances active against erectile dysfunction. Plants that belong
to the genus Aspidosperma (Apocyanaceae) are known to be very rich in indole alkaloids and have an ethnomedical history of use as traditional
remedies for erectile dysfunction. This study examined whether the indole alkaloidal rich fraction (F5-s) from Aspidosperma ulei Markgr. root bark
could manifest penile erection-related behavioral responses (penile erection, erection-like and genital grooming) in mice. Intraperitoneal injection
of F5 (25 and 50 mg/kg) elicited all the three different behavioral responses in a manner similar to yohimbine (2 mg/kg, i.p.), a known indole
alkaloid. Seventy-five percent of mice treated with yohimbine or F3 s showed penile erections, which were completely blocked by clonidine,
an alpha-2-adrenoceptor agonist and haloperidol, a dopaminergic antagonist and as well as by L-NAME, a nitric oxide synthase inhibitor. These
results point out that F5_s facilitates penile erection in mice possibly through the activation of central dopamine and blockade of presynaptic alpha-2
adrenoceptors with a subsequent enhancement in nitric oxide release from the penile nerves and arteries. This study further supports the traditional

use of extracts from Aspidosperma species in erectile dysfunction.
© 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Erectile dysfunction (ED) has been described in medical lit-
erature since ancient times (VanDriel et al., 1994). Its prevalence
rate may vary from 11 to 33.9% in male population (Shabsigh
and Anastasiadis, 2003). Traditional herbs may be a potential
source of natural drugs for therapy against ED (Adimoclja,
2000; Drewes et al., 2003; Ghadiri and Gorji, 2004). Pyrano-
isoflavones from the roots of Eriosema kruassianum; forskolin,
aditerpene from Coleus forskohlii; several alkaloids like berber-
ine, which occurs in Berberis plants, papaverine from Papaver
sommniferum and yohimbine from Corynanthe yohimbe bark are
few examples that have enjoyed reputation as traditional reme-
dies for the treatment of ED (Mullhall et al., 1997; Chiou et
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al., 1998; Zaher, 1998). Yohimbine is an indole alkaloid with
az-adrenergic-blocking activity that has been used for over a
century in the treatment of erectile dysfunction (Morales, 2000;
Guay et al., 2002). Although it improves sexual performance
(Ernst and Pittler, 1998), its use has been reported to be associ-
ated with undesirable side-effects, such as hypertension, anxiety
and manic symptoms (Riley, 1994). The genus Aspidosperma
(Apocyanaceae) is known to be very rich in indole alkaloids
like aspidospermine and quebrachamine (Deutsch et al., 1994).
In some countries, Aspidosperma quebracho blanco extract is
in use as a prescription drug to treat ED and the beneficial effect
could be largely due to its yohimbine content. Unlike yohim-
bine, the extract seems to bind non-selectively to penile oy - and
az-adrenoceptors (Sperling et al., 2002).

Aspidosperma ulei Markgr. (Apocyanaceae) is a large tree
that grows widely in the regions of North and North-Eastern
Brazil. Chemical extraction and fractionation study on its root
bark revealed the presence of indole alkaloids in fraction F5 5.
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Inthe search for novel indole alkaloids effective against erectile
dysfunction and free from yohimbine’s side-effects, the present
study assessed the F3_s fraction from Aspidosperma ulei for
penile erection-related behavioral activity in mice.

2. Material and methods
2.1. Plant material, extraction and fractionation

The root bark of Aspidosperma ulei Markgr. was collected
from Garapa (Acarape Municipality), Ceara State (Brazil), after
its identification by Botanist Prof. Edson de Paula Nunes. A
voucherspecimen (#30823) was deposited in the Herbario Prisco
Correia of Federal University of Ceara, Fortaleza. Ground root
bark (4.0kg) of Aspidosperma ulei was macerated with EtOH
(10L, 3x) to yield, after solvent evaporation, a brown viscous
extract designated as Aspidosperma ulei crude ethanolic extract
(AuCE, 144.6g). AuCE (51.0 g) was then suspended in H,O
(200.0 mL) and partitioned with EtOAc (200 mL, 4x) to yield
AuCE-Aq (40.6 g) from the water soluble and AuCE-EA (8.6 g)
from the organic soluble phase, after lyophilization and rotae-
vaporation, respectively.

When AuCE, AuCE-Aq and AuCE-EA extracts were sub-
jected to behavioral tests in mice, only AUCE and AuCE-EA
showed the penile erection-related behavioral activity. AuCE-
EA (1.2 g) was subsequently dissolved in MeOH and submitted
to exclusion chromatography over Sephadex LH-20 (45.0 g)
using MeOH as cluent. Eight fractions (200.0 mL) were col-
lected to yield three pooled fractions: Fi_» (587.4mg), F3 s
(162.4 mg) and Fs_g (371.9 mg). In behavioral tests, 35 was
found to be most active, and therefore, the procedure was
repeated several times in order to obtain enough material for in
vivo testing. IH NMR analysis of this fraction (/3_s) revealed
the presence of two major indole-type alkaloids (Staerk et al.,
2001).

2.2, Animals

Male Swiss mice (25-30 g) obtained from the central ani-
mal house of Federal University of Ceard were used. They were
housed in polypropylene cages at 23 & 2 °C before experimen-
tation under standard environmental conditions (12-light/12-h
dark cycle; 55-60% relative humidity) and had free access to
pellet diet (Purina chow) and tap water. The Institutional Com-
mittee on the Care and Use of Animals for Experimentation
approved the experimental protocols, which were in accordance
with the guidelines of National Institute of Health, Bethseda,
USA.

2.3. Drugs and reagents

Clonidine (Sigma, USA), haloperidol (Cristdlia, Brazil),
NG -nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME) (Sigma, USA),
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Vetec, Brazil), Diazepam (DZP)
(Sigma Pharma, Brazil) were used. All the reagents used were of
analytical grade. For experimentation, the drugs were dissolved
in 0.9% saline.

2.4. Penile erection-related behaviors

The method described by Rampin et al. (2003) was fol-
lowed. Mice were habituated to the testing room for at least
a 2h period and to the test chamber (a glass aquarium,
25cm x 20cm x 20cm) for 5 min, before the start of experi-
mentation. In the first series of experiments, four groups of mice
(n=28 per group), respectively, received either a single intraperi-
toneal injection of the plant extract F3_5 (25 and 50 mg/kg), the
vehicle (3% DMSO, 10 mL/kg) that was used to suspend the
F3_5 or the reference drug yohimbine (2 mg/kg) (Clark et al.,
1985). The dose selection of 25 and 50 mg/kg F5 s was based
on our acute toxicity study with mice (24 h intraperitoneal DLs,
in mice =400 + 40 mg/kg) and at the doses employed in this
study, no clinical toxicity was apparent in treated animals.

Personnel unaware of the treatments of the mice participated
in the behavioral evaluation. Observations were commenced
30min after the plant extract injection by placing each male
in the test chamber. Three behavioral responses were counted
over a period of 30 min: erection (when the male stood on its
hind limbs, bent its body forward, bent its head down to reach
the genital area, licked its penis and displayed hip movements);
erection-like response (the male stood on its hind limbs, bent its
body forward, bent its head down, licked the abdomen but not
the penis and displayed hip movements; the penis was not erect);
and genital grooming (the male sat on its hindquarters, bent his
head down and performed grooming of the genital arca). The
latency for the first erection was also measured.

In a second series of experiments, the influence of adrener-
gic, dopaminergic and nitrergic systems on the penile erection-
related behaviors was analyzed in groups of mice (n=8 per
group) pre-treated with clonidine (100 pg/kg, i.p.) or haloperi-
dol (2mg/kg, i.p.) or L-NAME 10 mg/kg (s.c.), 15 min before
F3_5 injection.

2.5. Pentobarbital-induced sleeping time

Sleeping times induced by pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) were
established in groups of mice (# = 8), 30 min following the treat-
ments with F3_5 (25 and 50 mg/kg, i.p.), vehicle (DMSO 3%,
10 mL/kg, i.p.) or DZP (1 mg/kg, i.p.). The sleeping times were
measured in minutes by observing the loss and the recovery of
righting reflex (Carlini et al., 1986).

2.6. Open-field test

Mice (n =8) were observed for locomotion by placing them in
the open-field arena and the locomotion frequency (the number
of floor units the animal entered with all its limbs) was counted
for a period of 4 min, following 30 min after the intraperitoneal
administration of F3_5 25 and 50 mg/kg, DMSO 3%, 10 mL/kg
or DZP 1 mg/kg (Archer, 1973).

2.7. Rota-rod test

The motor coordination and performance of each male mouse
was evaluated in a rota-rod apparatus, 30 min after the intraperi-

163




Anexo

242 A.R. Campos et al. / Journal of Ethnopharmacology 104 (2006) 240-244

toneal treatment with F5 s (25-50 mg/kg), vehicle (DMSO 3%,
10 mL/kg) or DZP (1 mg/kg). This apparatus has a 2.5 cm diam-
eter bar, divided into six parts, and it is placed at a height of
25cm, rotating at 12 rpm. Latency to fall from the rotating bar
during a 2 min period was registered (Dunham and Miya, 1957).

2.8. Hole-board test

A possible anxiogenic effect was evaluated in a hole-board
apparatus (35 cm x 35cm x 15 cm), 30 min after the intraperi-
toneal treatment of mice with F3_s (25 and 50 mg/kg), vehicle
(DMSO 3%, 10 mL/kg) or DZP (1 mg/kg). Each animal was
placed on the central square of the arena and the number of
holes poked (hole-dips) were recorded for 5 min. A decrease of
the hole-poking response was considered a positive anxiogenic-
like effect (File and Pellow, 1985).

2.9. Forced swimming test

This test was performed according to the method described
by Porsolt et al. (1977). Mice were individually forced to swim
in a transparent glass vessel filled with water at 24-26°C,
30min after the intraperitoneal administration of 3.5 (25
and 50 mg/kg), vehicle (DMSO 3%, 10 mL/kg) or clonidine
(100 p.g/kg). The total duration of immobility (s) was measured
during a 6 min period. Mice were considered immobile, when
they made no further attempts to escape except the movements
necessary to keep their heads above the water. Each experimental
group consisted of eight animals.

2.10. Statistical analysis

Comparisons between groups were performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnet test. Values
are expressed as mean £+ S.E.M. from eight animals. Differences
were considered statistically significant, when p<0.05.

3. Results

F5_s elicited all the three distinct behaviors in Swiss male
mice: erection, erection-like responses and genital grooming
(Fig. 1). During erection, the erect penis was visible, erec-
tion was always accompanied by grooming of the penis and

Il Erection
%77 Erection - like
Genital grooming

20

Number of response
S

Control 25 50 2 mg/kg
Fis ‘Yohimbine

Fig. 1. Histogram displaying the number of erections, erection-like responses
and genital groomings during the 30min observation period in mice that
received i.p. injections of vehicle (control), F3_5 (25 and 50 mg/kg) or yohimbine
(2mg/kg). Data are presented as mean £ S.E.M. from eight animals. "p <0.05,
“p<0.01 and ™ p<0.001 significantly different from control (ANOVA, Dun-
net test).

the mouse held the penis with forepaws. During erection-like
responses, this penile grooming was not observed. In con-
trast, the mouse groomed the abdomen. During erection and
erection-like responses, the animal bends on the extremity of its
hind limbs. Genital grooming was the third behavioral response
observed. It could not be confused with the other two behav-
iors, namely erection and erection-like responses, as it was
recorded, when the mouse sat on its hindquarters. One-way
ANOVA revealed the statistical significance (p <0.001) of treat-
ment effect on the number of mice that displayed erections as
well as on the mean number of erections.

F3_5 (25 and 50 mg/kg) elicited erections in 11 of the 16
mice (68%) during the 30 min period of observation. In contrast,
the reference drug yohimbine treated groups showed erections
in six of cight animals (75%). There was no statistical signifi-
cance between these two treatments. The animals of the control
group that received the vehicle showed no erection. The mean
number of erections in F3_5 (25 and 50 mg/kg) and yohim-
bine (2 mg/kg) were in the order of 1.254+0.36, 1.00+0.37
and 1.12 +0.29, respectively. The latency to first erection with
F3_ 5 (25 and 50 mg/kg) was not significantly different from con-
trol group of animals that received yohimbine (556.62 4 168.11,
596.62 +242.42 and 698.62 £ 198.23 s, respectively).

Clonidine (100 pg/kg), the «ap-adrenoceptor agonist,
haloperidol (2 mg/kg), the dopamine D2-receptor antagonist or
the nitric oxide synthase inhibitor, L-NAME (10 mg/kg) failed to

Table 1

Effects of Aspidiosperma ulei F3_s on pentobarbitone sleeping time and in open-field, rota-rod, hole-board and forced swimming tests in mice

Behavioral tests Control F3_5 (25mg/kg) F3_5 (50 mg/kg) DZP (1 mg/kg) Clonidine (100 pg/kg)
Sleeping time 64.14 + 4.24 42.85 + 6.427 38.14 + 2.96™ 79.48 + 5.66" -

Open-field 3428 +3.22 56.57 + 4.80™ 56.50 + 4.58™ 2430 + 7.65 -

Rota-rod 120.00 £ 0.00 115.72 + 4.28 102.50 £ 11.45 32.40 £ 7.00™ -

Hole-board 33.14 £+ 3.15 25.71 £3.33 15.57 + 2.41™

Forced swimming 158.71 £+ 13.80 148.28 + 12.57

46.10 £ 1.507 -

84.00 + 6.25™ 23.70 +£4.30"

Data are presented as mean & S.E.M. from eight animals. Observations were made 30 min following the intraperitoneal injections of vehicle (control), F3_s, diazepam
(DZP) or clonidine. Sleeping time (min); open-field (counts/4 min); rota-rod (permanence in s); hole-board (head-dips/5 min); forced swimming (immobility time in

s).
" 2<0.05 from control (ANOVA, Dunnet test).
* 2<0.01 from control (ANOVA, Dunnet test).

*
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produce any per se pro-crectile effect. However, pre-treatment
of mice with these agents abrogated the pro-erectile effects of
25 mg/kg F3_s (data not shown).

In general behavioral tests, the alkaloidal fraction F73_s,
at either dose induced a significant increase in spontaneous
locomotor activity in open-field test but caused no motor
impairment in rota-rod test (Table 1). In contrast, DZP, the
reference compound, significantly depressed the locomotor
frequency and rota-rod performance. Mice pre-treated with F3_s
and DZP showed differing effects on pentobarbital-sleeping
times. While F_s decreased the sleeping time, DZP enhanced it.
DZP, as expected, markedly enhanced the number of head-dips
in hole-board apparatus, and thus, showed an anxiolytic effect,
whereas F3 5 was an anxiogenic effect as evidenced from
a decreased number of head dips. In forced swimming test,
both F3 s and clonidine were able to decrease the immobility
time.

4. Discussion

In this work, we have demonstrated that the fraction F3 s
from Aspidosperma ulei root bark elicits penile erection-related
behaviors in male mice. Presence of indole alkaloids closely
related to yohimbine in this fraction and previous studies that
show the clinical efficacy of an yohimbine rich extract from
the bark of Aspidosperma quebracho blanco (Spetling et al.,
2002) prompted us to undertake this study. Indole alkaloids can
exert potent central and peripheral pharmacological effects by
influencing various neurotransmitter systems. The results show
that F_ s facilitates penile erections in mice and at the dose
of 25 mg/kg, it displayed a better efficacy as indicated by the
number of responders and the number of erections.

F3_s-induced erections in mice were abolished by clonidine,
anap-adrenoceptor agonist, suggesting that it may functionas an
ap-adrenoceptor blocker. It implies that 35 has a yohimbine-
like effect. In this context, Clark et al. (1985) provided evidence
for the modulation of sexual behavior by az-adrenoceptors and
suggested that agonists like clonidine suppress, whereas antag-
onists, such as yohimbine, cause sexual arousal. Despite some
controversy, controlled clinical studies have shown the efficacy
of yohimbine alone or its combination with other agents that
increase NO bioavailability, in erectile dysfunction regardless of
its etiology (Riley, 1994; Lebretet al., 2002; Meston and Worcel,
2002; Kernohan et al., 2005). To establish the therapeutic effect
may require 3-8 weeks of therapy and most of the clinical trials
of yohimbine have been criticized for having methodological
problems and inconsistent data (Guirguis, 1998).

Haloperidol, a non-selective dopaminergic antagonist also
abrogated the F3_s-induced erections. Both animal and human
studies demonstrate that male sexual behavior is partly regulated
by dopamine mechanism and that penile erection can be induced
by apomorphine, a dopamine receptor agonist (Andersson and
Wagner, 1995; Paredes and Agmo, 2004). Both dopamine ago-
nists and presynaptic ap-adrenergic blockers seem to increase
NO synthase activity and cause enhanced NO release, important
in erectile function (Simonsen et al., 1997; Heaton, 2000). In the
present work, the nitric oxide synthase inhibitor, L.-NAME also

blocked the erectile responses evoked by F3 5. These results
point out the involvement of noradrenergic, dopaminergic and
nitrergic mechanisms in F3_s-induced penile erection.

Indole alkaloids can exert potent effects on the central ner-
vous system (CNS). Therefore, the present study analyzed
the effects of F3_s on pentobarbital-sleeping time and gen-
eral behaviors in open-field, rota-rod, hole-board and in forced
swimming tests. The results obtained indicate a general stim-
ulant action of F3_s on CNS. The finding that F3_s decreases
pentobarbital-sleeping time is consistent with the finding of
Kushikata et al. (2002) observed with yohmbine, a knownindole
alkaloid. The fraction F5_s, at the doses tested (25 and 50 mg/kg),
did not evoke any signs of toxicity in treated animals and the
intraperitoneal DL s, in mice was 400 mg/kg (unpublished obser-
vations). In conclusion, the data obtained in this study clearly
demonstrate the pro-erectile effect of the indole rich fraction
from Aspidosperma ulei in mice mediated by dopaminergic, nor-
adrenergic and nitrergic mechanisms. The study further supports
the traditional use of Aspidosperma plant extracts as a remedy
for erectile dysfunction.
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