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CHEMICAL CONSTITUENTS AND CHROMATOGRAPHIC PROFILE OF THE STEM BARK OF Aspidosperma parvifolium
A. DC. (“PAU-PEREIRA”). Four known alkaloids, uleine, epiuleine, apparicine and desmethyluleine, besides the isoprenoids

lupeol and stigmasterol were isolated from the stem bark of Aspidosperma parvifolium. Their identification was based on
spectroscopic analysis (UV, IR, '"H-NMR, "*C-NMR, MS). The chromatographic profile of the ethanolic extract was obtained by
HPLC and uleine, epiuleine and apparicine were identified in the extract.
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INTRODUCAO

A familia Apocynaceae possui cerca de 200 géneros e 2000 es-
pécies, de distribuicdo tropical e subtropical, podendo chegar até
regides temperadas. O género Aspidosperma Mart. ocorre desde o
México até a Argentina' e distingue-se pela ocorréncia freqiiente de
alcal6ides indélicos>.

Algumas espécies de Aspidosperma sao usadas popularmente
como remédios para febre, mas A. parvifolium, apesar de ser citada
como planta medicinal®, pouco se conhece sobre seu uso popular. E
uma arvore com altura em torno de 10-15 m, com o tronco de 40-60
cm de didmetro, que ocorre desde o sul da Bahia até o Rio Grande do
Sul, em Minas Gerais, Goids e no Mato Grosso. E conhecida popu-
larmente como “guatambu”, “peroba” ou “‘pau-pereira”™.

Desta espécie foi isolado, anteriormente, o alcaléide N-
metiltetraidroelipiticina’.

Este artigo descreve o estudo fitoquimico desta espécie, o isola-
mento e a caracterizacdo do triterpeno lupeol, do esterdide
estigmasterol e dos alcal6ides uleina (1a), epiuleina (2), aparicina
(3) e desmetiluleina (1b). Todos os constituintes quimicos estao sen-
do descritos pela primeira vez em A. parvifolium.

Foram obtidos os perfis cromatograficos do extrato etandlico das
cascas, através de CLAE, assim como dos alcaldides isolados e es-
tes, identificados no cromatograma pelo tempo de retencdo e espec-
tros UV obtidos “on line”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico do extrato etanélico das cascas
de A. parvifolium revelou a presencga de dois isoprendides, lupeol e
estigmasterol, e quatro alcaldides (Figura 1), uleina (1a), epiuleina
(2), aparicina (3) e desmetiluleina (1b) que foram identificados atra-
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vés da andlise dos dados fornecidos pelos espectros UV, IV, RMN 'H
e 1*C e de massas, comparados com valores registrados na literatura®">.

1a R=CHj uleina 2
1b R=H desmetiluleina

Figura 1. Alcaloides isolados (1-3) do extrato etandlico das cascas de A.
parvifolium

Os espectros de ultravioleta (UV), obtidos “on line”, em CLAE
(acetronitrila:agua), para uleina, epiuleina e aparicina foram muito pa-
recidos, com médximos de absor¢ao em 209, 240 e 309 nm (Figura 2)’.

Os espectros de massas, para ulefna e epiuleina, exibem fons
moleculares de 266 u. e fragmentos em m/z 237, 223, 209, 194 ¢ 180
u., conforme proposta de Manske’. A aparicina exibe o fon molecular
de 264 u., duas unidades de massa a menos que a uleina, com frag-
mentagio muito semelhante. Quanto a desmetiluleina, o espectro de
massas exibe o fon molecular de 252 u., ou seja, 14 unidades a me-
nos que a uleina e fragmentagio de acordo com aquela esperada para
uleina®’.
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Os espectros de RMN 'H para uleina e epiuleina sio semelhan-
tes, mas diferem em relac@o aos tripletos correspondentes aos gru-
pos CH, (C-18) do grupo etila, centrados em 6 0,85 para uleina e em
5 1,08 para epiuleina. De acordo com a literatura, o grupo etila na
ulefna estd sobre o sistema m-aromatico e, portanto, espera-se para
3H-18 um sinal mais préximo do TMS (8 0,82), devido a protecdo

do sistema 7, enquanto que na epiuleina o grupo etila estd a direita e j Alcaloide
o mesmo sinal aparece em & 1,08"". 62]
O espectro de RMN 'H da aparicina difere daquele da uleina em ‘”3'5
dois aspectos principais: auséncia do tripleto a & 0,82 atribuido aos ZZ; —— )
trés hidrogénios 3H-18 da uleina e auséncia de um simpleto a & 2,30 12 Tempo (min) 22 3@
atribuidos aos 3 hidrogénios do grupo N-metila (3H-5) da uleina. Ja
o espectro de RMN "*C da aparicina difere do espectro da uleina,
pela auséncia dos sinais a 8 46,27 e 24,35, atribuidos respectivamen- 1oeg By 31 308 (my of cereearA |

te aos C-20 e C-19 da ulefna. Outra diferenga significativa foi o apa-
recimento de sinais de carbonos olefinicos a & 131,39 e 120,48.

Os espectros de RMN *C da uleina, epiuleina e aparicina estio
representados na Tabela 1, com os valores dos deslocamentos qui-
micos de "*C para os trés alcal6ides e mostram completo acordo com
as estruturas propostas'>!3.

8a

O espectro de massas do lupeol mostrou o pico do {on molecular 823
em m/z 426 u. e do estigmasterol em m/z 412 u. Os espectros de 223
RMN 'H dos dois sélidos mostraram actimulos de sinais na faixa de ol T T e e e e
80,7 - 2,0 que, associados com o desenvolvimento de cor rosa com Tempo (min) -
o teste de Lieberman-Buchard e ponto de fusdo de 165 e 136 °C, UV 29.343 (5) of G=ISsseA |
respectivamente, foram suficientes para identificagdo do lupeol e :: \ 29°3a7 ) of SElessen
estigmasterol. A identificagdo foi confirmada pela fragmentacio no 6o
espectrometro de massas e pela andlise comparativa de dados de 4a]
RMN 13C 1415, 20]

O perfil cromatografico do extrato etandlico das cascas de A. __zz:eawgeifennganm“z “e
parvifolium mostrou um pico intenso com o tempo de reten¢do em " Lc A 21,4 . -, of GEISSZ6A.D
32 min que, comparado com os picos obtidos para a ulefna (31,9 maj GYN (5 m8eY
min) e epiuleina (31,4 min) e os espectros de UV “on line”, sugere ’ sai;
tratar-se destes alcaléides (Figuras 2 e 3). Anterior a 32 min hd um i
outro pico cujo tempo de retengdo e o espectro UV “on line” que, ' e TR empomm 22 sl |

comparado com aquele da aparicina (29,5 min), sugere tratar-se des-
te outro alcaldide (Figuras 2 e 3).

Nao foi possivel separar, nas condi¢des cromatograficas utiliza-
das, a uleina da epiuleina, uma vez que cada um destes alcaldides
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Figura 2. Cromatogramas a 210 nm e espectro UV “on line” da uleina,
epiuleina e aparicina. Fase movel: ACN-H,0 com 0,05% de ac.
hexanosulfonico, 10:90 — 90:10 em 50 min. Fluxo: 1mL/min

Tabela 1. Deslocamentos quimicos de "*C (90 MHz) para uleina (1a), epiuleina (2) e aparicina (3) e comparagdo com a literatura (solvente
CDCl,)

Carbonos Uleina Uleina'? Epiuleina Epiuleina'? Aparicina Aparicina®
2 135,1 135.5 136,5 136.,4 1449 142,6
3 46,3 46,2 46,4 46,2 45,2 453
5 44,4 44,1 44,8 44,4
6 54,1 54,3
7 107,8 110,8 110,8 110,0 110,6 111,1
8 1294 129,3 128,5 127,9 128,9 129,0
9 119,5 119,3 119,6 119,0 118,5 118,6
10 119,8 119,6 119,9 119,8 122,9 123,0
11 122,7 122,4 122,8 122,6 119,3 119,3
12 110,7 110,8 111,9 111,0 110,3 110,2
13 136,6 136,8 135,9 136,6 137,2 137,8
14 34,7 34,5 28,5 27,8 29,4 29,6
15 39,5 39.4 38,5 37,7 41,1 41,3
16 138,7 138,7 142,1 141,1 135,6 135,7
17 106,7 106,9 104,7 106,1 112,4 112,2
18 11,8 11,6 12,2 12,0 12,6 12,5
19 24,3 24,2 23,5 233 120,5 120,3
20 46,1 45,8 44,7 44,2 131,4 131,3

21 56,5 56,6 54,9 55,3 54,2 54,3
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Figura 3. Cromatograma, obtido por CLAE, do extrato etandlico de A.
parvifolium a 210 nm. Fase movel: ACN—HZO com 0,05 de dc.
hexanosulfonico, 10:90 — 90:10 em 50 min. Fluxo: ImL/min

injetados separadamente, apresentou tempos de retenciio muito pro-
ximos de 31,9 e 31,4 min, respectivamente (Figuras 2 e 3).

PARTE EXPERIMENTAL
Material botanico

As cascas de A. parvifolium foram coletadas em Paraobeba, Mi-
nas Gerais, e a espécie foi identificada pelo Dr. J. A. Lombardi, do
Departamento de Botanica, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
UFMG, Belo Horizonte, MG.

Extracio e separacao

O extrato etandlico de A. parvifolium foi obtido por percolagdo a
partir de 2,5 kg das cascas da drvore. Em torno de 60 g do extrato
foram dissolvidos em etanol e HCI 1IN e fracionados com diclo-
rometano. Obteve-se assim uma camada orgénica neutra (APN), uma
interface (API) e uma camada aquosa dcida (APA). A camada aquo-
sa dcida foi alcalinizada com NH,OH até pH 9 e foi extraida com
diclorometano (APT). Formou-se um precipitado que foi separado
(APP). Este procedimento estd sumariado na Figura 4.

Extrato 60 g
HCI IN
CH,CL,
V\
API (7,5 g)
APN (4,3 g) APA
epiuleina
lupeol desmetiluleina NH4OH pH 9
estigmasterol CH,Cl,
aparicina
APT (5,8 g) APP (1,3 g) Camada
aquosa acida
uleina
aparicina

Figura 4. Fracionamento do extrato etandlico das cascas de A. parvifolium

Cromatografia da fra¢do neutra (APN 4,3 g)
Esta fracdo foi eluida, em uma coluna de silica-gel, com os
eluentes em ordem crescente de polaridade. Das fracdes 6-10
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(0,124 g) e 11-20 (0,119 g), através de CCD preparativa, usando-se
como eluente de desenvolvimento tolueno-acetato de etila (93:7),
foram isolados dois s6lidos identificados como lupeol e estigmasterol,
respectivamente.

Das fragoes 50-56 (0,178 g) e 61-63 (0,178 g), através de CCD
preparativa, usando-se como eluente de desenvolvimento tolueno-
acetato de etila-dietilamina (7:2:1), foi isolado o sélido cristalino
branco identificado como aparicina (8,6 mg).

Cromatografia da Interface (APl 7,5 g)

Este material foi fracionado em uma coluna de silica-gel com os
eluentes em ordem crescente de polaridade. As fracdes 59-60 (0,100
g) foram cromatogratadas em CCD preparativa e foram isolados dois
alcaldides: a desmetiluleina (3,8 mg) e o alcaléide 6 (1 mg) que ndo
teve sua estrutura elucidada.

Cromatografia da camada organica (APT 5,8 g)

A camada orgénica foi submetida a fracionamento em coluna de
silica-gel. As fracdes 5-20 (0,243 g) foram submetidas a CCD
preparativa, usando-se como eluente cloroférmio:dietilamina (9:1).
Obtiveram-se 9,2 mg do alcaldide identificado como epiuleina.

As fragdes 30-36 (0,542 g) foram recromatografadas em coluna
de silica-gel da qual foi isolado um sélido branco identificado como
uleina (12 mg).

Perfil cromatogrifico e identificacdo por CLAE dos alcaldides
isolados nas cascas de A. parvifolium

Instrumentacgdo e pardmetros de separacdo em CLAE

As andlises foram feitas em um cromatdgrafo liquido HP 1090
com detector de diodo-array HP 1040 em coluna de fase reversa de
silica RP-18 (12,5 cm x 1 cm) usando como fase mével um gradien-
te linear de acetonitrila (ACN) com ac. hexanosulfonico e dgua (5-
90% de acetonitrila) em 50 min; fluxo 1 mL/min e detec¢do no UV
a 210 nm.

Preparagdo das substdincias de referéncia

As substancias de referéncia foram obtidas do extrato etandlico,
conforme o esquema da Figura 4. Para injecdo no cromatégrafo fo-
ram preparadas solugdes de 1,0 mg/mL de cada um dos alcaldides
isolados uleina, epiuleina e aparicina. Foram injetados no croma-
tografo 5 ul de cada uma das solugdes. Na Figura 2 estdo representa-
dos os cromatogramas obtidos por CLAE e os espectros no UV ob-
tidos “on line” para estes alcal6ides.

Preparagdo dos extratos para inje¢do em CLAE

Trés g da casca de A. parvifolium pulverizada foram extraidas
em Soxhlet, por 12 h, com etanol. O extrato etanélico foi concentra-
do a vécuo, fornecendo um residuo de 0,649 g. O residuo foi dissol-
vido em acetonitrila e filtrado, completando o volume para um baldo
volumétrico de 5 mL. Uma parte deste extrato foi novamente filtrado
em Sep Pak RP-18 e 5 pl foram injetados em CLAE. O cromatograma
do extrato etandlico estd representado na Figura 3.

Dados fisico-quimicos das substéncias isoladas das cascas de A.
parvifolium

Uleina (1): Sélido cristalino branco: faixa de pf 78-85 °C em
CH,CI, (75— 100 °C)*. UV (A max., nm): 209, 240 e 309 em CLAE
em acetonitrila/dgua (Figura 2). IV (vmax., KBr, cm™): 3040, 1620,
870, 730. EM m/z: 266 u (M* 100%), 237 (20), 223(12), 209 (42),
194 (14), 180 (12). RMN'H (CDCI,, 360 MHz) &: 0,85 (3H, t,
J=7,4Hz, 3H-18); 1,15 (2H, q, J=7,4Hz, 2H-19); 1,7 (H, m, H-20);
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2,05 (2H, m, 2H-14); 2,30 (3H, s, 3H-5); 2,7 (H, d, J=3,0 Hz, H-3);
2,45 (H, m, H-3); 3,5 (H, s, H-15); 4,10 (H, d, J=3Hz, H-21); 5,0 (H,
s, H-17); 5,27 (H, s, H-17); 7,55 (H, d, J=8Hz, H-12); 7,35 (H, d,
J=8Hz, H-9); 7,2 (H, t, J=7,8Hz, H-11); 7,1 (H, t, J=7,8Hz, H-10);
8,25 (H, s, H-1).

Epiulefna (2): Sélido amorfo amarelo: pf 122-124° C em CH,Cl,
(122-129 °C)"°. UV (A max., nm): 209, 240 e 309 em CLAE em
acetonitrila/dgua (Figura 2). EM m/z: 266 u (M* 100%), 237 (58);
223 (30); 209 (72); 194 (60); 180 (60); 167 (25). RMN'H (CDCl,,
360 MHz) o: 1,08 (3H, t, J=7,4 Hz, 3H-18); 1,25 (2H, t, 2H-19); 2,0
(2H, m, 2H-14); 2,25 (3H, s, 3H-5); 2,4 (H, m, H-3); 2,65 (H, m, H-
3); 4,0 (H, s, H-21); 4,95 (H, s, H-17); 5,2 (H, s, H-17); 7,3 (H, d,
J=7,8 Hz, H-9); 7,55 (H, d, J=8,0 Hz, H-12); 7,15 (H, t, J=8,0 Hz, H-
11); 7,1 (H, t, H-10); 8,25 (H, s, H-1).

Aparicina (3): Solido branco cristalino: pf 188-192 °C em CH,Cl,
(192-194 °C)%. UV (A max., nm): 209, 240 e 309 nm em CLAE em
acetonitrila/dgua (Figura 2). EM m/z: 264 u (M* 100%), 249 (20);
235 (28); 222 (28); 208 (37); 207 (20); 194 (17). RMN'H (CDCI,,
360 MHz) 6: 1,47 (3H, d, J=1Hz, 3H-18); 1,9 (2H, m, 2H-14); 3,98
(H, s, H-15); 4,27 (H, d J=17,7Hz, H-6); 4,47 (H, d, J=17,7Hz, H-
6); 5,3 (H, s, H-17); 5,4 (H, s, H-17); 5,3 (H, s, H-19); 3,8 (H, d,
J=16Hz, H-21); 3,2 (H, d, J=16Hz, H-21), 3,1(H, m, H-3); 3,4 (H,
m, H-3); 7,3 (H, d, J=8Hz, H-9); 7,4 (H, m, J=8Hz, H-12); 7,2 (H, t,
J=7Hz, H-10); 7,1(H, t, J=7Hz, H-11); 7,95 (H, s, H-1).

Desmetiluleina (1b): Sélido branco: pf 143 °C em CH,CL*. EM
m/z: 252 u. (M*100%), 223 (34); 209 (20); 194 (23); 180 (20).
RMN'H (CDCIl,, 360 MHz) &: 0,85 (3H, t, J=7,4 Hz, 3H-18); 1,15
(2H, m, 2H-19); 1,65 (H, m, H-20); 1,85 (H, s, H-5); 2,05 (2H, m,
2H-14); 2,6 (H, d, H-15); 2,75 (H, d, J=2,8 Hz, H-3); 2,65 (H, m, H-
3);5,3 (H, s, H-17); 5,0 (H, s, H-17); 4,4 (H, d, J=2,2 Hz, H-21); 8,2
(H, s, H-1); 7,55 (H, d, J=7,8 Hz, H-12); 7,45 (H, d, J=7,8 Hz, H-9);
7,1 (H, t, J=8 Hz, H-10); 7,2 (H, t, J=8 Hz, H-11).

Lupeol (APN - F 6-10): Sélido branco: pf 165-170 °C (160-
162 °C). IV (vmax., KBr, cm™): 3340, 2940, 2860, 1640. EM m/z:
426 u. RMN'H (CDCl,, 360 MHz) &: 0,8 - 1,8 (CH,, CH,); 4,55 (H,
s, H-29); 4,65 (H, s, H-29); 3,6 (H, m, H-3). RMN"C (CDCl,, 360
MHz) &: 38,76 (C-1); 27,38 (C-2); 78,98 (C-3); 38,84 (C-4); 55,26
(C-5); 18,30 (C-6); 34,24 (C-7); 40,80 (C-8); 50,40 (C-9); 37,14 (C-
10); 20,90 (C-11); 25,10 (C-12); 38,01 (C-13); 42,80 (C-14); 27,42
(C-15); 35,56 (C-16); 43,00 (C-17); 48,26 (C-18); 47,97 (C-19);
150,98 (C-20); 29,82 (C-21); 40,00 (C-22); 28,07 (C-23); 15,36 (C-
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24); 16,11 (C-25); 15,95 (C-26); 14,53 (C-27); 17,99 (C-28); 109,31
(C-29); 19,29 (C-30)".

Estigmasterol (APN - F 11-20): Sélido branco: pf 136 °C. EM
m/z: 412 u,397 (70%), 383 (100%), 351 (9%), 300 (14%), 273 (19%),
255 (40%), 213 (7%). RMN'H (CDCl,, 360 MHz) &: 0,7 - 2,0 (CH,,
CH,); 3,5 (H, m, H-3); 5,0 (H, m); 5,3 (H, m); 5.4 (H, s). RMN"C
(CDCIL,, 360 MHz) &: 37,22 (C-1); 31,62 (C-2); 71,79 (C-3); 42,25
(C-4); 140,72 (C-5); 121,7 (C-6); 31,87 (C-7); 31,87 (C-8); 50,10
(C-9); 36,48 (C-10); 21,06 (C-11); 39,74 (C-12); 42,19 (C-13); 56,84
(C-14); 24,34 (C-15); 28,91 (C-16); 56,02 (C-17); 12,03 (C-18);
19,38 (C-19); 40,49 (C-20); 21,06 (C-21); 138,31 (C-22); 129,24
(C-23); 51,21 (C-24); 31,87 (C-25); 21,20 (C-26); 18,96 (C-27);
25,39 (C-28); 12,24 (C-29)'.
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