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RESUMO 
 

Psychotria L. é o maior gênero na tribo Psychotrieae (Rubiaceae) e o 
terceiro maior gênero dentro das angiospermas, compreendendo cerca de 
2000 espécies em todo o planeta, distribuídos em regiões tropicais. Este 
gênero é comumente associado à presença de alcaloides bioativos, 
principalmente os alcaloides monoterpeno indólicos, MIAs. Muitas 
investigações biológicas e farmacológicas com foco nos MIAs de 
Psychotria já mostraram um número significante de atividades, 
especialmente relacionadas ao sistema nervoso central. Os MIAs 
representam o maior grupo de alcaloides em plantas tendo sido 
identificados mais de 3000 moléculas estruturalmente diversas, muitas 
delas encontradas em três famílias de plantas: Loganiaceae, Apocynaceae 
e Rubiaceae. O objetivo deste trabalho foi avaliar algumas atividades 
biológicas nos extratos e frações das espécies P. stenocalyx e P. suterella 
e executar um estudo fitoquímico visando o isolamento e elucidação 
estrutural dos MIAs da fração rica em alcaloides, FRA, de três espécies 
de Psychotria: P. rhytidocarpa, P. stenocalyx e P. suterella. Os extratos 
brutos das folhas, EB, e frações das espécies P. stenocalyx e P. suterella 
foram submetidos aos ensaios antioxidantes, alelopático, 
antimicrobianos, anti-acetilcolinesterásico e anti-inflamatório. A espécie 
P. rhytidocarpa não foi submetida aos ensaios biológicos por ter sido 
inclusa no final do projeto. As frações acetato de etila, FAe, e FRA de 
ambas as espécies apresentaram efeitos antioxidantes considerados bons. 
Os EBs de ambas as espécies inibiram significativamente a germinação 
de sementes e o desenvolvimento das plântulas de alface e pepino. Os 
EBs de P. stenocalyx e P. suterella a 1 mg.mL-1 inibiram em 52,6% e 
51,8% e as FRAs inibiram em 54,3% e 63,6% a atividade da enzima 
AchE, respectivamente. Os EBs de ambas as espécies foram considerados 
inativos contra os fungos e bactérias testadas. Os EBs de ambas as 
espécies se mostraram bons inibidores do processo inflamatório nos 
modelos estudados. O EB de P. stenocalyx reduziu em 57,1% a migração 
de leucócitos na dose 200 mg.kg-1 e 30,1% na formação de exsudato 
apenas na dose 400 mg.kg-1, uma redução significativa. O EB de P. 
suterella inibiu em 64,7% na dose 400 mg.kg-1, porém não reduziu 
significativamente a formação de exsudato. O estudo fitoquímico foi 
aplicado às FRAs utilizando as técnicas hifenadas HPLC-SPE-NMR e 
HPLC-HRMS e os dados espectrométricos comparados com a literatura. 
Da espécie P. rhytidocarpa foram isolados quatro alcaloides conhecidos 
e três inéditos. Da espécie P. suterella foram isolados cinco alcaloides 
conhecidos e um inédito. As FRAs das espécies P. stenocalyx, P. suterella 



 

e P. rhytidocarpa foram submetidas ao estudo fitoquímico comparativo 
aplicando a técnica de HPLC-HRMS. Os MIAs E/Z-vallesiachotamina 
(12 e 13), estrictosamida (32), (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-
dimetoxi-lialosídeo (53), lialosídeo (54), e uma proposta de estrutura 
inédita derivada de estrictosidina (145) foram identificados nas três 
espécies estudadas. Os MIAs inéditos ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-
N4-metil-estrictosidínico (143) e 2’-siringil-estrictosamida (144) foram 
identificados na espécie P. rhytidocarpa. Os MIAs pauridiantosídeo (55), 
vallesiachotamina lactona (11) foram identificados nas espécies P. 
stenocalyx e P. suterella. Este é o primeiro relato do alcaloide 
pauridiantosídeo (55) na espécie P. suterella. Este foi o primeiro estudo 
desenvolvido com as espécies P. rhytidocarpa e P. stenocalyx. 

 
Palavras-chave: Psychotria, anti-inflamatório, antioxidantes, alelopatia, 
alcaloides monoterpeno indólicos, HPLC-SPE-NMR, HPLC-HRMS 
 



ABSTRACT 
 

Psychotria L. is the largest genus in the tribe Psychotrieae (Rubiaceae) 
and the third largest genus within the angiosperms, comprising about 
2000 species worldwide distributed in tropical regions. This genus is 
commonly associated with the presence of bioactive alkaloids, especially 
the monoterpene indole alkaloids, MIAs. Many biological and 
pharmacological investigations focusing on Psychotria MIAs have 
already shown a significant number of activities, especially related to the 
central nervous system. MIAs represent the largest group of alkaloids in 
plants with more than 3000 structurally diverse molecules identified, 
many of them found in the families Loganiaceae, Apocynaceae and 
Rubiaceae. The aim of this work was to evaluate some biological 
activities in the extracts and fractions of the species P. stenocalyx and P. 
suterella and to perform a phytochemical study aiming the isolation and 
structural elucidation of the MIAs in the alkaloid rich fraction, ARF, of 
three Psychotria species: P. rhytidocarpa, P. stenocalyx, and P. suterella. 
The leaf extracts, LE, and fractions of P. stenocalyx and P. suterella 
species were submitted to antioxidant, allelopathic, antimicrobial, anti-
acetylcholinesterase and anti-inflammatory assays. P. rhytidocarpa was 
not submitted to biological tests because it was included at the end of the 
project. The ethyl acetate fraction, EAF, and ARF of both species showed 
good antioxidant effects. Both LEs significantly inhibited seed 
germination and plant development of lettuce and cucumber. The LEs of 
P. stenocalyx and P. suterella at 1 mg.mL-1 inhibited 52.6% and 51.8%, 
and the ARF inhibited 54.3% and 63.6% of the activity of the AchE 
enzyme, respectively. Both LEs were considered inactive against the 
fungi and bacteria tested. Both LEs proved to be good inhibitors of the 
inflammatory process in the studied models. The P. stenocalyx LE 
reduced leukocyte migration at the dose 200 mg.kg-1 and 30.1% in 
exudate formation only at the dose 400 mg.kg-1, a significant reduction. 
The P. suterella LE inhibited 64.7% at dose 400 mg.kg-1, but did not 
significantly reduce the exudate formation. The phytochemical study was 
applied to ARFs using the hyphenated techniques HPLC-SPE-NMR and 
HPLC-HRMS and the spectrometric data were compared to the literature. 
Four known and three unpublished alkaloids were isolated from P. 
rhytidocarpa species. Five known and one unpublished alkaloids were 
isolated from P. suterella species. The P. stenocalyx, P. suterella and P. 
rhytidocarpa ARFs were submitted to the comparative phytochemical 
study applying the HPLC-HRMS technique. The MIAs E/Z-
vallesiachotamine (12 and 13), strictosamide (32), (E)-O-(6 ')-cinnamoyl-



 

4-hydroxy-3,5-dimethoxy-lysoside (53), lyaloside (54), and a proposal 
for an unknown structure from strictosidine derivative (145) were 
identified in the three species. The unknown MIAs 2'-(3,4,5-
trimethoxybenzoate-N4-methyl-stitosidinic acid (143) and 2'-syringyl-
strytosamide (144) were identified in the P. rhytidocarpa species. The 
MIAs pauridiantosídeo (55), vallesiachotamine lactone (11) were 
identified in the species P. stenocalyx and P. suterella. This is the first 
study developed with the species P. rhytidocarpa and P. stenocalyx. This 
is the first report of the pauridiantosídeo (55) in the species P. suterella. 

 
Keywords: Psychotria species, anti-inflammatory, antioxidant, 
allelopathy, monoterpene indole alkaloids, HPLC-SPE-NMR, HPLC-
HRMS 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O uso dos produtos naturais pela humanidade se confunde com a 

história da sua própria existência. O ser humano, como parte da natureza, 
sempre obteve dela tudo o que teve necessidade, desde o seu sustento, 
artefatos de caça, matéria prima para construção de abrigos, etc. As 
plantas também tinham um papel importante dentre os recursos 
disponíveis. Os povos primitivos já as utilizavam para os mais variados 
fins como nutricionais, medicinais, tóxicos e também como corantes em 
seus rituais. O vasto conhecimento acumulado por estes povos acerca das 
propriedades terapêuticas das plantas foi de fundamental importância para 
que os cientistas, dentre eles os químicos, pudessem investigar a qual ou 
quais substâncias tais propriedades poderiam ser atribuídas. 

As plantas, através do seu metabolismo secundário, produzem uma 
variedade imensa de substâncias que desempenham diferentes papéis 
como defesa contra predadores, moduladores hormonais, para atrair 
polinizadores ou mesmo como corantes fenotípicos. Muitas destas 
substâncias podem ser reconhecidas por outros organismos apresentando 
alguma propriedade biológica ou farmacológica, podendo ser benéfica ou 
tóxica. 

A maioria das plantas utilizadas na terapêutica moderna é 
proveniente dos costumes de povos primitivos, como os indígenas, que se 
valiam das propriedades das plantas para cuidar de seus doentes, para caça 
ao utilizarem algumas plantas com toxinas em flechas e dardos e em 
rituais como os que utilizam chás de plantas alucinógenas, nos quais os 
indígenas acreditavam ter contato com os seus antepassados. Dentre estas 
plantas, muitas apresentam alcaloides como responsáveis pelas atividades 
biológicas [1]. 

A busca por alívio e cura de doenças pela ingestão de ervas e folhas 
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilização dos produtos 
naturais e é ainda hoje a principal motivação para o seu estudo [2]. Entre 
os produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, encontra-se 
uma ampla e diversificada arquitetura molecular, como é o caso de alguns 
alcaloides, em especial os alcaloides terpênicos, formados apenas por 
átomos de carbono, hidrogênio, nitrogênio e oxigênio com diversos 
centros estereogênicos [3], e que apresentam atividades biológicas 
diversas dependendo de sua estrutura. 

Os produtos naturais contribuem com uma parcela significativa 
como fonte de novos fármacos sendo que, dos compostos licenciados pela 
FDA como fármacos entre 1981 e 2014, 4% são produtos naturais, 21% 
são provenientes de semi-síntese utilizando produtos naturais, 4% são 
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produtos sintéticos baseados em um farmacóforo natural e os 48% 
restantes se referem a substâncias baseadas em farmacóforo não-natural, 
mimetizados principalmente através de química computacional. Apesar 
disso, os compostos puramente sintéticos são responsáveis por 30% dos 
compostos que são disponibilizados para tratamento de doenças [4]. 

Alcaloides, de maneira geral, podem ser definidos como sendo 
compostos heterocíclicos nitrogenados de baixa massa molecular, 
biossintetizados a partir de aminoácidos, podendo conter um ou mais 
átomos de nitrogênios em sua estrutura na forma de aminas primárias, 
secundárias ou terciárias, o que normalmente confere um caráter básico 
(salvo algumas exceções como a colchicina, piperina, oximas e alguns 
sais quaternários como cloridrato de laurifolina), geralmente apresentam 
atividades no sistema nervoso central e que ocorrem principalmente em 
plantas superiores das quais pelo menos 25% contém alcaloides, mas 
também podem ocorrer em vegetais marinhos e micro-organismos como 
bactérias e fungos e em alguns animais. A palavra alcaloide foi utilizada 
pela primeira vez em 1819 pelo farmacêutico W. Meissner para designar 
substâncias com caráter levemente básico (like alkali) [1, 5, 6]. 

Nas plantas, os alcaloides podem atuar como hormônios 
reguladores de crescimento, auxiliar no equilíbrio iônico devido ao seu 
caráter alcalino, na defesa contra invasão de micro-organismos e vírus, 
também podem atuar como protetores de radiação ultravioleta e oxidação 
devido ao fato de que muitos alcaloides são aromáticos com atividade 
antioxidante e absorvem a radiação ultravioleta. Além disso, muitas 
plantas que produzem alcaloides são evitadas na dieta de animais e insetos 
devido à sua toxicidade e/ou ao gosto amargo [1]. 

Os alcaloides apresentam uma vasta gama de atividades 
biológicas, atribuídas em parte à grande variedade estrutural devido à 
presença de diferentes grupos funcionais que podem aumentar sua 
interação em sítios ativos de enzimas, como enzimas receptoras de 
neurotransmissores. Na maioria dos alcaloides, as funções amina 
conferem propriedades básicas que facilitam sua absorção e transporte 
nos organismos após protonação em pH fisiológico. A basicidade dos 
alcaloides varia de acordo com a estrutura e a posição de grupos 
funcionais. Estas propriedades básicas conferidas à maioria dos alcaloides 
também são úteis para o seu isolamento e purificação, uma vez que seus 
ácidos conjugados tornam-se solúveis em soluções aquosas de ácidos 
minerais [6]. 

Atualmente, existem vários alcaloides utilizados como 
medicamentos na terapêutica convencional dos quais se pode destacar o 
Atropion®, cuja substância ativa é a atropina, um alcaloide tropânico que 
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foi inicialmente isolado de Atropa belladonna (beladona) e é utilizado 
como agente que combate arritmias, alivia a dor, diminui o fluxo salivar 
e a secreção excessiva do trato respiratório. O medicamento Buscopan®, 
cuja substância ativa é o alcaloide tropânico escopolamina, obtido a partir 
de plantas da família Solanaceae, é utilizado tratamento dos sintomas de 
cólicas gastrintestinais (estômago e intestinos), cólicas e movimentos 
involuntários anormais das vias biliares e cólicas dos órgãos sexuais e 
urinários, além de ser usado em procedimentos como endoscopia, pois 
reduz as contrações involuntárias dos órgãos e músculos. Outro 
medicamento usado é o Higroton Reserpina®, cuja substância ativa é a 
reserpina, um alcaloide indólico presente na espécie Rauwolfia serpentina 
e que foi o primeiro fármaco a atuar no sistema nervoso simpático dos 
humanos.  

Os alcaloides podem ser divididos em diferentes grupos e 
subgrupos de acordo com os aminoácidos precursores e suas rotas 
biossintéticas. Os alcaloides monoterpeno indólicos, maior subgrupo 
dentro dos alcaloides indólicos, representam um dos maiores grupos de 
alcaloides encontrados em plantas tendo sido reportados mais de 3000 
compostos. A família Rubiaceae está entre as três famílias de plantas mais 
recomendadas como melhores fontes desta subclasse de alcaloides [6]. 

O gênero Psychotria, o maior gênero de plantas da família 
Rubiaceae, despertou interesse da comunidade científica devido à 
atividade apresentada no sistema nervoso central pela sua principal 
representante, a espécie P. viridis, que é utilizada como componente no 
chá de “Santo D’Aime” no ritual “Ayahuasca”. A atividade desta planta 
foi atribuída à presença do alcaloide indólico N,N-dimetil-triptamina. 
Dentre outras espécies deste gênero, uma espécie que merece destaque é 
a P. ipecacuanha, nome popular ipeca, cujas raízes são utilizadas na 
formulação de xaropes expectorantes. Esta espécie também é muito 
utilizada pelos povos indígenas brasileiros e que tem uma série de 
aplicações na terapêutica convencional como no tratamento de disenteria, 
amebíase, bronquite, tosse aguda e coqueluche, além de ser uma planta 
emética. 

Como é possível observar, plantas contendo alcaloides, em 
especial os alcaloides indólicos, apresentam diferentes aplicações na 
medicina tradicional e na terapêutica convencional moderna. Além disso, 
existe uma demanda grande de substâncias com boa atividade e baixa 
toxicidade para serem investigadas em mais estudos farmacológicos. 
Neste sentido, este trabalho se propõe a estudar três espécies de 
Psychotria, gênero pertencente à família de plantas Rubiaceae e que é 
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reconhecido pelos alcaloides que apresenta, avaliar algumas de suas 
atividades biológicas e descobrir novos alcaloides. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. Aspectos gerais da Família Rubiaceae 
 
A família Rubiaceae, constituída por árvores de grande, médio e 

pequeno porte, arbustos, subarbustos e ervas anuais ou perenes, 
distribuídas em regiões tropicais dos dois hemisférios, é composta por 
aproximadamente 650 gêneros e 13000 espécies, sendo a quarta maior 
família de plantas presentes no Brasil, ficando atrás apenas das famílias 
Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae [7]. 

O representante mais conhecido desta família é o café (Coffea 
arabica) que é usado para preparar a bebida mais consumida no mundo. 
Outras espécies economicamente importantes são as do gênero Cinchona, 
que produzem a quinina (1) [8], utilizada no tratamento da malária e a 
Psychotria ipecacuanha (ipeca), que tem suas raízes amplamente 
exploradas pela indústria farmacêutica para produção de xaropes 
expectorantes e vermífugos, devido à presença dos alcaloides cefaelina 
(2) e emetina (3) [9]. 

Mais de 10 % das espécies vegetais desta família são consideradas 
nativas e estão presentes em todas as regiões do Brasil, sendo 
representadas por 124 gêneros e quase 1400 espécies distribuídas entre 
vegetações da Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e 
Pantanal [10]. 

Apesar dos alcaloides serem os metabólitos secundários mais 
representativos da família Rubiaceae, também há alguns relatos 
científicos da presença de outros metabólitos como esteroides, 
flavonoides, iridoides, saponinas, taninos e triterpenos [11-15]. Neste 
projeto foram estudadas três espécies da família Rubiaceae pertencentes 
ao gênero Psychotria. 

 
2.2. Gênero Psychotria 

 
O gênero Psychotria foi descrito por Linneaus em 1759, através da 

avaliação botânica da espécie Psychotria asiatica [16]. Psychotria é um 
gênero, morfologicamente, bastante complexo e abrange quase 2000 
espécies de árvores e arbustos [17], amplamente distribuídos no estrato 
arbustivo das matas tropicais [18]. Com esta quantidade de espécies, o 
gênero é considerado o maior dentro da família Rubiaceae e o terceiro 
maior gênero de plantas no mundo, atrás apenas dos gêneros Astragalus 
L. (Leguminosae) com cerca de 3200 espécies e Bulbophyllum Thouars 
(Orchidaceae) com cerca de 2000 espécies [19, 20]. 
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No estado de Santa Catarina o gênero Psychotria é representado 
pelas espécies P. carthagenensis, P. fractistipula, P. hoffmannseggiana, 
P. laciniata, P. leiocarpa, P. longipes, P. myriantha, P. nemorosa, P. 
nuda, P. stachyoides, P. stenocalyx, P. suterella e P. vellosiana [21]. 

O gênero Psychotria possui inúmeras atividades farmacológicas 
descritas na literatura, dentre as quais se destaca a atividade sobre o 
sistema nervoso central [22, 23]. O interesse etnobotânico atribuído a este 
gênero está no conteúdo de N,N-dimetiltriptamina (4) apresentado por P. 
viridis, utilizada no preparo do chá alucinógeno “Santo D’Aime” no ritual 
“Ayahuasca”, juntamente com os extratos de Psychotria carthagenensis 
e Banisteriopsis caapi [24]. 

Nos últimos 12 anos de estudos com espécies vegetais deste 
gênero, foram relatadas as atividades antioxidante [25-29], emética [30], 
antibacteriana [31-33], antiparasitária [34-37], antitumoral [25, 34, 35, 
38], anti-inflamatória [28, 39], ansiolítica e antidepressiva [40, 41], 
antiepilética [42]. Também foram encontrados estudos contra problemas 
cardíacos, tosse, asma e bronquite [43]. Foram avaliadas quando à 
proteção contra toxicidade intracelular amiloide e contra diferenciação 
induzida [44]. 

Simões-Pires e colaboradores (2006) [39] reportaram que o extrato 
alcaloídico das folhas de Psychotria myriantha demonstrou atividade 
inibitória sobre a quimiotiaxia de polimorfonucleares através da técnica 
da câmara de Boyden. Esta atividade foi atribuída aos alcaloides 
monoterpeno indólicos ácido estrictosidínico (5) e myriantosina A (6), os 
quais foram isolados e avaliados através da mesma técnica e também 
apresentaram atividade. 

Nascimento e colaboradores (2007) [25] desenvolveram um estudo 
com o extrato bruto das folhas de Psychotria brachyceras assim como o 
alcaloide monoterpeno indólico brachicerina (7), presente neste extrato, e 
demonstraram que ambos apresentam atividade antioxidante em radicais 
hidroxila usando o teste de hipoxantina / xantina oxidase e antimutagênica 
avaliados utilizando cepas de Soccharomyces cerevisiae. Gregianini e 
colaboradores (2003) [26] demonstraram que o alcaloide brachicerina (7) 
apresenta atividade sequestradora de oxigênio singleto e que sua 
produção é estimulada nas folhas de Psychotria brachyceras sob 
incidência de radiação UV. Estes autores também mencionaram que o 
alcaloide brachicerina (7) mostrou atividade anti-inflamatória específica 
em testes de migração de leucócitos em ratos por meio de um ensaio de 
quimiotaxia (F. Farias & A. T. Henriques, dados não publicados). 

Matsuura e colaboradores (2013) [27] reportaram atividade 
antioxidantes in vitro contra o oxigênio singleto, ânions superóxido e o 



43 

radical hidroxila do N-β-D-glicopiranosil vincosamida (8), alcaloide 
monoterpeno indólico majoritário presente nas folhas da espécie 
Psychotria leiocarpa com rendimento de até 2,5 % da massa de folhas 
secas. 

Moraes e colaboradores (2011) [32] desenvolveram estudos com 
os extratos brutos foliares de dez espécies do gênero Psychotria, dos quais 
foi aplicado ensaio de inibição de Mycobacterium tuberculosis, foi 
avaliada a redução na produção de óxido nítrico, NO, em macrófagos no 
processo inflamatório e se estas espécies apresentam atividade 
sequestrante de radicais livres. As espécies P. pubigera, P. ruelliifolia e 
P. stachyoides foram as mais ativas contra Mycobacterium tuberculosis. 
As espécies P. suterella, P. stachyoides e P. capitata foram as mais 
eficientes em inibir a produção de óxido nítrico, porém não foram 
consideradas espécies antioxidantes, pois não foram eficazes no teste que 
avalia a atividade sequestrante de radicais livres. Além disso, foi 
observado que as dez espécies estudadas apresentavam alcaloides do tipo 
5,6-dihidro-β-carbolina e alcaloides do tipo monoterpeno indólicos nas 
espécies P. suterella e P. nuda. 

Passos e colaboradores (2013) [45] desenvolveram um estudo 
envolvendo treze alcaloides indólicos, isolados de diferentes espécies de 
Psychotria estudadas em seu grupo de pesquisas. Neste estudo foram 
avaliadas a capacidade destes alcaloides em inibir a atividade das enzimas 
monoamino oxidase A e B (MAO-A e B), acetilcolinesterase (AchE) e 
butirilcolinesterase (BchE), que são enzimas relacionadas a doenças 
neurodegenerativas. O estudo concluiu que os alcaloides β-carbolíneos 
quaternários prunifoleína (9) e 14-oxo-prunifoleína (10), presentes na 
espécie P. prunifolia, inibiram as enzimas AchE, BchE e MAO-A. Os 
alcaloides monoterpeno indólicos vallesiachotamina lactona (11), E-
vallesiachotamina (12) e Z-vallesiachotamina (13), todos já identificados 
nas espécies P. laciniata e P. suterella [46], inibiram as enzimas BchE e 
MAO-A. 

Os alcaloides são considerados os principais metabólitos 
secundários encontrados em espécies do gênero Psychotria, sendo 
reportados na grande maioria das espécies mencionadas na presente 
revisão. Em 2014, Klein-Júnior e colaboradores publicaram uma revisão 
sobre o gênero Psychotria reunindo dados de 1974 a 2013. Foi observado 
que 60 % dos metabólitos identificados em diferentes espécies de 
Psychotria é formado de alcaloides [47]. Esta revisão deu conta de que os 
alcaloides indólicos representam uma parcela bastante significativa com 
87 % de todos os alcaloides identificados. 



44 

Dos alcaloides isolados ou identificados em espécies deste gênero 
nos últimos 12 anos, mais da metade são do tipo monoterpeno indólicos, 
como por exemplo os compostos 5 a 18 [37, 48-53], em segundo lugar 
estão os alcaloides do tipo pirrolidinoindol, como por exemplo os 
compostos 19 a 22 [33, 54], ambos os tipos pertencentes ao grupo dos 
alcaloides indólicos. Em terceiro lugar, em quantidade, foram 
identificados os alcaloides do tipo tetrahidroisoquinolina, como por 
exemplo os compostos 2, 3 e 23 a 26 [36, 55, 56]. 

Além dos alcaloides também foi reportada a presença de 
flavonoides, esteroides, triterpenos, iridoides e alguns compostos 
fenólicos. A Tabela 1 relaciona os compostos isolados ou identificados 
nas diferentes espécies do gênero Psychotria nos últimos 12 anos e a 
Figura 1 mostra as respectivas estruturas químicas. 

 

Tabela 1. Compostos isolados ou identificados em espécies do gênero Psychotria 

Espécie Substância isolada ou identificada Ref. 

P. acuminata 

5α-carboxistrictosidina (14), ácido 
estrictosidínico (5), bahienosida A (15), 
desoxicordifolina (16), estrictosidina (17), E-
vallesiachotamina (12), lagambosida (18), 
palicosida (27) 

[57] 

P. alliance alstrostina A (28), rudgeifolina (29) [58] 

P. bahiensis 

angustina (30), bahienosida A (15), 
bahienosida B (31), E-vallesiachotamina 
(12), estrictosamida (32), 5α-
carboxistrictosidina (14), Z-
vallesiachotamina (13)  

[59] 

P. barbiflora ácido estrictosidínico (5), harmano (33) [51] 

P. borucana 
6-O-metil-ipecosida (34), 6-O-metil-trans-
cefaelosida (35), borucosida (36), cefaelina 
(2), emetina (3), ipecosida (37) 

[60] 
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados em espécies do gênero Psychotria 
(continuação) 

P. brachyceras brachicerina (7) [26, 61-64] 

P. calocarpa psychotriasina (19) [54] 

P. camponutans 1-hidroxi-benzoisocromanquinona (38) [31] 

P. crocea 

3,4-diidro-1-(1-β-D-glicopiranosiloxi-
1,4α,5,7α-tetrahidro-4-metoxi-carbonil-
ciclopenta[c]piran-7-il)-β-carbolina N2-
óxido (39), croceaína A (40), psychollatina 
(41) 

[65] 

P. emetica 
6α-hidroxigeniposide (42), ácido deacetil-
asperulosídico (43), asperuloside (44), ácido 
asperulosídico (45) 

[66] 

P. gitingensis vomifoliol (46) [67] 

P. hainanensis 

canferol 3-O-α-L-rhamnopiranosil-(1→6)-β-
D-glicopiranosídeo (47), canferol 7-O-β-D-
glicopiranosídeo (48), daucosterol (β-
sitosterol 3-O-β-D-glicopiranosídeo) (49), 
quercetina (50), rutina (quercetina 3-O-α-L-
rhamnopiranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídeo) (51), β-sitosterol (52) 

[68] 

P. henryi 
alcaloide polindólico 01 e 02 (20 e 21), 
psychotriasina (19) 

[69, 70] 

P. ipecacuanha cefaelina (2), emetina (3) [55, 56] 

P. klugii 
7′-O-demetil-isocefaelina (23), 7′-O-metil-
ipecosídeo (24), cefaelina (2), isocefaelina 
(25), klugina (26) 

[36] 
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados em espécies do gênero Psychotria 
(continuação) 

P. laciniata 

E-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
lialosídeo (53), angustina (30), E-
vallesiachotamina (12), lialosídeo (54), 
pauridiantosídeo (55), estrictosamida (32), 
vallesiachotamina lactona (11), Z-
vallesiachotamina (13) 

[45, 46] 

P. leiocarpa N-β-D-glicopiranosil vincosamida (8) [27, 52] 

P. myriantha 
ácido estrictosidínico (5), myriantosina A (6), 
myriantosina B (56) 

[39, 40, 50, 
71] 

P. nilgiriensis 

2-hidroxi-N,2-dimetiloctanamida (57), (Z)-
2-metilhex-4-en-3-il N-fenilcarbamato (58), 
3,4-epoxi-7-octen-2-ona (59), nakijiquinona 
B (60) 

[28] 

P. nuda estrictosamida (32) [72] 

P. pilífera 

(–)–eburnamenina (61), 10–
hidroxiacuamidina (62), 16,17,19,20–
tetrahidro–2,16–dehidro–18–deoxi-
isoestriquinina (63), 9–(β–D–
glicopranosiloxi)tetrahidro–alstonina (64), 
alcaloide 376 (65), calicantina (66), 
deoxivincamina (67), dímero N-metil-
triptamina (68), estemadenina–N(4)–óxido 
(69), estrictosamida (32), isocalicantina (70), 
N–metil-carbazol (71), N–metil–
tetrahidrocarbolina (72), psychotripina (73), 
quadrigemina I (74), vincanol (75) 

[53, 73] 

P. prunifolia 
10-hidroxi-antirina (76), 10-hidroxi-iso-
depeaninol (77), 14-oxo-prunifoleína (10), 
estrictosamida (32), prunifoleína (9) 

[37, 45, 74] 
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados em espécies do gênero Psychotria 
(continuação) 

P. reevesii 
1-Octacoseno (78), asperglaucideo (79), 
estigmasterol (80), β-sitosterol (52) 

[75] 

P. rostrata psychopentamina (22), psychotrimina (81) [33] 

P. rubra 
luteolina-7-O-rutinosídeo (82), 6-hidroxi-
luteolina-7-O-rutinosídeo (83), 6α-
hidroxigeniposide (42), psyrubrina A (84) 

[76] 

P. spectabilis 

cumarina (85), deoxi-solidagenona (86), 
psoraleno (87), quercetina (50), quercitrina 
(quercetina 3-O-α-L-rhamnopiranosídeo) 
(88), solidagenona (89), umbelliferona (90) 

[77] 

P. stachyoides 

ácido barbinervico (91), bizantionosídeo B 
(92), correantosina E (93), correantosina F 
(94), daucosterol (β-sitosterol 3-O-β-D-
glicopiranosídeo) (49), escopoletina (95), 
estigmasterol 3-O-β-D-glicopiranosídeo (96), 
éter 1-metil-alizarina (97), nor-metil-23-oxo-
correantosídeo (98), rubiadina (99), 
estachiosídeo (100), α-amirina (101) 

[48, 49, 
78] 

P. suterella 

E-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
lialosídeo (53), E-vallesiachotamina (12), 
lialosídeo (54), estrictosamida (32), 
vallesiachotamina lactona (11), Z-
vallesiachotamina (13) 

[45, 46] 

P. umbellata 

psychollatina (41), umbellatina (102), 3,4-
dehidro-18,19-β-epoxi-psychollatina (103), 
N4-[1-((R)-2-hidroxipropil)]-psychollatina 
(104), N4-[1-((S)-2- hidroxipropil)]-
psychollatina (105) 

[41, 79-
83] 
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados em espécies do gênero Psychotria 
(continuação) 

P. viridis 
N-N-dimetil-triptamina (4), N,N-dimetil-
triptamina-N-óxido (106) 

[22, 84-
92] 

P. vellosiana 
β-sitosterol (52), estigmasterol (80), 
escopoletina (95), esqualeno (107), lupeol 
(108) 

[93] 

Psychotria sp. 

11-O-siringil-bergenina (109), ácido gálico 
(110), ardisianosídeo D (111), bergenina 
(112), galato de metila (113), psychotramida 
A (114), psychotramida B (115), 
psychotramida C (116), psychotramida D 
(117), psychotrianosida A (118), 
psychotrianosida B (119), psychotrianosida C 
(120), psychotrianosida D (121), 
psychotrianosida E (122), psychotrianosida F 
(123), psychotrianosida G (124) 

[94-96] 

P. yunnanensis 

psycacoraona A (125), ácido salicílico (126), 
ácido 4-hidroxibenzóico (127), resorcinol 
(128), ácido vanílico (129), coriandrol (130), 
(-)-butina (131), ácido siríngico (132), β-
hidroxipropiovanilona (133), protocatecuato 
de etila (134), (-)-loliolida (135), (+)-
siringaresinol (136), blumenol A (137), 3β-
hidroxi-5α,6α-epoxi-7-megastigmen-9-ona 
(138), drumondol (139), β-
hidroxipropiosiringona (140), 3-hidroxi-1-(2-
hidroxi-5-metoxifenil)-2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1-propanona (141) 

[97, 98] 
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria  
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 
gênero Psychotria (continuação)  
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação) 
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação)  
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação)  
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação) 
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação) 
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 
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Outras substâncias
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Outras substâncias
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação)  



61 

 
Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou identificados em espécies do 

gênero Psychotria (continuação) 
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2.3. Aspectos gerais das espécies Psychotria rhytidocarpa, 
Psychotria stenocalyx e Psychotria suterella 

 
Estas espécies são compostas de arbustos ou pequenas árvores 

atingindo cerca de 2 metros de altura. Por serem muito semelhantes, são 
conhecidas popularmente como gandiúva-d’anta, café-d’anta, 
pimenteira-do-mato, buta, cravo-de-negro, erva-de-anta ou pasto-de-anta 
[99]. 

As três espécies de Psychotria estudadas neste projeto são plantas 
nativas sendo que a espécie Psychotria rhytidocarpa é encontrada em 
todos os estados da região Sudeste e na Bahia [100]; a espécie Psychotria 
stenocalyx é encontrada nos estados de São Paulo, Paraná, Santa Catarina 
e Rio de Janeiro [101] e a espécie Psychotria suterella é encontrada em 
todos os estados das regiões Sul e Sudeste [102]. Na Tabela 2 se encontra 
uma breve classificação botânica das espécies com seus respectivos 
sinônimos botânicos e na Figura 2 são apresentadas as imagens das 
plantas. 

 

Tabela 2. Breve classificação botânica das espécies P. rhytidocarpa, P. 
stenocalyx e P. suterella 

Família Rubiaceae 
Gênero Psychotria 
Espécie Sinônimos Relevantes 

Psychotria rhytidocarpa 
Müll. Arg. [100]  

heterotípico Psychotria conjugens Müll.Arg. 
heterotípico Psychotria conjungens Müll.Arg. 
heterotípico Psychotria densevenosa Müll.Arg. 
heterotípico Psychotria densivenosa Müll.Arg. 

heterotípico Psychotria obtegens Müll.Arg. 
homotípico Uragoga rhytidocarpa (Müll.Arg.) Kuntze 

Psychotria opaca Müll.Arg. 
Psychotria stenocalyx 

Müll. Arg. [101]  
homotípico Uragoga stenocalyx (Müll. Arg.) Kuntze 

Psychotria suterella 
Müll. Arg. [102]  

heterotípico Psychotria estrellana Müll. Arg. 
heterotípico Psychotria estrellana var. lanceolata Müll. Arg. 

heterotípico Uragoga estrellana (Müll. Arg.) Kuntze 
homotípico Suteria parviflora Gardner 

homotípico Uragoga suterella (Müll. Arg.) Kuntze 

 
Apesar do gênero Psychotria ser de bastante interesse para a 

comunidade científica e na terapêutica devido às atividades que apresenta, 
para as espécies P. rhytidocarpa e P. stenocalyx não foram encontrados, 
até o presente momento, nenhum estudo publicado na literatura científica. 
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Das três espécies estudadas neste projeto, apenas a espécie Psychotria 
suterella apresentou estudos publicados na literatura científica. 
Considerando o potencial apresentado pelas espécies deste gênero, o 
estudo da espécie P. suterella se justifica pela possibilidade descoberta de 
novas atividades biológicas assim como novas substâncias químicas 
bioativas, em especial alcaloides. 

 

 

Psychotria rhytidocarpa [100] 

 

Psychotria stenocalyx 

 

Psychotria suterella 

  

Figura 2. Fotos das espécies vegetais P. rhytidocarpa, P. stenocalyx e P. suterella 
 
Recentemente, um estudo mostrou que os alcaloides monoterpeno 

indólicos E/Z-vallesiachotamina (12 e 13) e vallesiachotamina lactona 
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(11), encontrados na espécie P. suterella, foram capazes de inibir as 
enzimas butirilcolinesterase (BchE), com CI50 entre 3,47 e 14 µM, e 
monoamino oxidase A (MAO A), com CI50 entre 0,85 e 2,14 µM [45]. 
Moraes e colaboradores [32] também reportaram que P. suterella 
apresenta atividade seletiva contra Mycobacterium tuberculosis e também 
reduz a produção de óxido nítrico (NO) pelos neutrófilos no processo 
inflamatório. 

Da espécie P. suterella já foram isolados os alcaloides 
monoterpeno indólicos E-vallesiachotamina (12), Z-vallesiachotamina 
(13), vallesiachotamina lactona (11), lialosídeo (54), estrictosamida (32), 
além do derivado (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo 
(53) dos quais foi avaliada a atividade da monoamino-oxidase A e B 
(MAO A e B) [46]. Em 2001, Van de Santos e colaboradores [103] já 
haviam relatado a presença dos alcaloides monoterpeno indólicos 
lialosídeo (54) e estrictosamida (32) além da naucletina (142) nas folhas 
de P. suterella. 

 
2.4. Classificação e aspectos gerais da biossíntese dos alcaloides 

 
Os alcaloides, principais substâncias encontradas em espécies de 

Psychotria, podem ser agrupados com base em seus aminoácidos 
precursores. Há relativamente poucos aminoácidos que são precursores 
na biossíntese dos alcaloides, sendo os principais ornitina, lisina, ácido 
nicotínico, tirosina, triptofano, ácido antranílico, e histidina. Sua 
classificação é muitas vezes feita de acordo com a natureza do heterociclo 
nitrogenado presente em sua estrutura, por exemplo, pirrolidina, 
piperidina, quinolina, isoquinolina, indol, etc. Porém esta classificação 
tem seu número de subdivisões expandida devido à complexidade 
estrutural. Alguns alcaloides quinolínicos e pirroloquinolínicos, por 
exemplo, podem ser formados a partir de rearranjos em alcaloides 
indólicos. Os átomos de nitrogênio são provenientes, em sua maioria, de 
um aminoácido do qual o esqueleto carbonado normalmente é preservado 
na estrutura alcaloídica, porém o grupo carboxílico do aminoácido é, 
muitas vezes, eliminado através de reação de descarboxilação [6]. 

Alguns blocos construtores procedentes da rota do chiquimato, 
acetato e do fosfato de metil-eritritol (MEP) são frequentemente 
incorporados à estrutura dos alcaloides, no entanto, para boa parte deles, 
o átomo de nitrogênio é adicionado através de reações entre um 
aminoácido e um α-cetoácido na presença de uma enzima transaminase 
em uma reação de transaminação, formando um novo α-cetoácido e um 



65 

novo aminoácido, sendo que o restante da molécula do alcaloide pode ser 
derivado da via do acetato, chiquimato ou de origem terpenoídica ou 
esteroidal [6]. A tabela a seguir relaciona as principais classes de 
alcaloides com seus aminoácidos precursores (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Estrutura dos principais alcaloides e seus respectivos aminoácidos 
precursores 

Aminoácido 
precursor Principais classes de alcaloides 
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Tabela 3 (continuação). Estrutura dos principais alcaloides e seus respectivos 
aminoácidos precursores 

Aminoácido 
precursor 

Principais classes de alcaloides 

 

 

  

 
2.4.1. Biossíntese de alcaloides monoterpeno indólicos 
 
A rota do chiquimato é responsável, dentre outras, pela biossíntese 

dos aminoácidos aromáticos L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano, os 
quais são precursores de uma vasta gama de alcaloides. O L-triptofano, 
por sua vez, é precursor dos alcaloides indólicos, β-carbolíneos, terpeno 
indólicos, pirrolindólicos e, devido à possibilidade de ocorrência de 
reações de rearranjo, o sistema de anel indol pode ser convertido em anel 
quinolina através de rearranjo gerando assim os alcaloides do tipo 
quinolínicos e pirroloquinolínicos [104]. 

As rotas biossintéticas para algumas classes de alcaloides terpeno 
indólicos são bem conhecidas, onde, em alguns casos, as enzimas 
envolvidas no processo biossintético foram clonadas para execução de 
estudos mecanísticos in vitro. Em outros casos, as rotas foram propostas 
baseadas no isolamento e identificação de intermediários biossintéticos 
formados pela administração de substratos isotopicamente marcados 
[105]. 

Os alcaloides monoterpeno indólicos são formados pela reação do 
tipo Mannich entre a triptamina e a secologanina. A triptamina é formada 
por uma reação de descarboxilação do aminoácido triptofano pela enzima 
triptofano descarboxilase [6]. A secologanina é um produto natural, 
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principal representante dos secoiridoides e é precedido pelo monoterpeno 
geraniol na sequência de reações biossintéticas. O geraniol, assim como 
todos os terpenos, é biossintetizado a partir do difosfato de isopentenila 
(IPP) pela rota do mevalonato (MVA) e do fosfato de metil-eritritol 
(MEP) [106]. 

Em praticamente todas as estruturas deste grupo é possível 
reconhecer a porção da triptamina e o fragmento restante é, normalmente 
um resíduo C9 ou C10 proveniente do iridoide secologanina. Deste 
fragmento, três tipos principais de estrutura são reconhecidos de acordo 
com o rearranjo a que a secologanina é submetido: o tipo corinanto como 
na ajmalicina e acuamicina, o tipo iboga como na catarantina e o tipo 
aspidosperma, como na tabersonina. Os tipos iboga e aspidosperma são 
provenientes dos rearranjos do tipo corinanto. A figura a seguir mostra, 
de maneira simplificada, que a descarboxilação do triptofano produz a 
triptamina. Esta reage com os diferentes tipos de estrutura provenientes 
dos rearranjos da secologanina gerando os principais tipos de alcaloides 
monoterpeno indólicos (Figura 3) [6]. 

 

 

Figura 3. Exemplos de alcaloides biossintetizados à partir dos 
esqueletos provenientes de rearranjos do iridoide secologanina [6] 

 
Apesar de quase todos os alcaloides monoterpeno indólicos serem 

biossintetizados a partir de uma unidade de triptamina e da secologanina, 
os rearranjos do esqueleto original aumentam muito a variedade e a 
complexidade estrutural, o que acaba tornando, em muitos casos, inviável 
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sua obtenção através de síntese. Sendo assim, os compostos deste grupo 
utilizados na terapêutica são, normalmente, obtidos de fonte vegetal [1]. 

 
2.5. Hifenação de técnicas de HPLC no estudo de produtos 

naturais 
 
Nos últimos anos as técnicas analíticas passaram por grandes 

avanços tecnológicos que permitiram, sobretudo, a sua hifenação. Este 
fato tem trazido mais eficácia no estudo de amostras com matrizes muito 
complexas como é o caso dos extratos vegetais. No campo dos produtos 
naturais, o avanço da hifenação de técnicas proporcionou maior agilidade 
no isolamento e na elucidação estrutural de compostos devido ao aumento 
na qualidade e na quantidade de informações obtidas. 

O termo “hifenação” é originado pelo hífen entre as siglas das 
técnicas e se refere ao acoplamento de uma técnica de separação com uma 
ou mais técnicas espectroscópicas com o objetivo de obter uma 
ferramenta analítica mais eficiente e rápida do que as técnicas 
convencionais. Para o estudo de produtos naturais, as técnicas mais 
comumente empregadas são cromatografia líquida ou gasosa acoplada 
com espectrometria de massas. O uso de detectores de UV/VIS é padrão 
em todos os equipamentos de cromatografia líquida, porém as 
informações estruturais obtidas são bastante limitadas para a elucidação 
completa. A versatilidade da técnica de espectrometria de massas, que 
apresenta diferentes métodos de ionização e de separação e detecção de 
íons, facilita o acoplamento desta com as técnicas cromatográficas. 

A espectrometria de massas é um dos métodos mais sensíveis e 
também um dos mais comumente acoplados às técnicas cromatográficas. 
Em cromatografia gasosa, onde normalmente é utilizada a ionização por 
impacto de elétrons, os espectros de massas são como fingerprints que 
auxiliam na elucidação estrutural de compostos inéditos baseando-se em 
seus respectivos padrões de fragmentação assim como identificação de 
compostos conhecidos através de comparação com uma base de dados. Já 
na cromatografia líquida as técnicas de ionização mais utilizadas são 
ionização por electrospray (ESI) ou ionização química à pressão 
atmosférica (APCI), as quais permitem a ionização de substâncias de uma 
larga faixa de polaridade e fornecem informações muito importantes 
acerca da massa molecular, especialmente quando acoplado com um 
espectrômetro de massas de alta resolução. As informações da massa 
exata dos compostos separados por cromatografia são acrescidas do 
padrão isotópico que facilita a obtenção da fórmula molecular exata 
[107]. 
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Apesar da grande importância que a espectrometria de massas 
apresenta, a espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) é 
indispensável para a elucidação estrutural completa e inequívoca de 
compostos orgânicos, sejam provenientes de síntese ou de origem natural. 
A hifenação da cromatografia com esta técnica é mais complicada do que 
com as técnicas de espectrometria de massas por alguns motivos, tais 
como, menor sensibilidade, necessidade de tempo para aquisição, uso de 
solvente deuterado, etc. 

A combinação de métodos de separação com espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear foi introduzida no final da década de 1970, 
uma época em que o uso de NMR em química orgânica já era bastante 
difundido. O primeiro artigo publicado foi em 1978, no qual Watanabe e 
Nike adquiriram espectros de NMR em equipamento LC-NMR com 
interrupções de fluxo, hoje denominado de stopped-flow, utilizando 
misturas de compostos conhecidos [108]. No ano seguinte, Bayer e 
colaboradores também utilizaram uma mistura de compostos conhecidos, 
porém testaram o método com interrupções de fluxo e com fluxo 
contínuo, hoje chamado de on-flow ou continuous-flow [109]. Apesar da 
qualidade dos espectros obtidos através da hifenação direta LC-NMR ser 
muito menor quando comparados com os espectros obtidos da maneira 
convencional com os compostos purificados, estes trabalhos marcaram o 
início de uma forma de acoplamento de técnicas de separação com 
técnicas espectroscópicas. 

As duas décadas que se seguiram ao primeiro trabalho publicado 
foram de grandes avanços necessários para a implementação da técnica 
de LC-NMR. O principal objetivo foi obter espectros com qualidade 
competitiva com os experimentos de NMR convencionais e a questão da 
sensibilidade foi um grande desafio, pois seria necessária a adaptação de 
uma sonda modificada que permitisse o fluxo contínuo da solução em 
estudo. Além disso, houve avanços em aspectos como técnicas de 
supressão de solvente, compatibilidade de solventes entre os aparelhos 
acoplados assim como o volume do pico cromatográfico em relação ao 
volume da cela de NMR, etc. [107]. 

As separações em HPLC e espectros de NMR apresentam uma 
grande diferença em sua escala de tempo, pois a aquisição de espectros 
em 2D pode levar muitas horas o que despenderia até vários dias para 
aquisição de espectros de NMR para vários picos de um cromatograma. 
Devido a esta diferença, atualmente existem diferentes modos de 
hifenação para LC-NMR que são classificados de acordo com o modo 
através do qual são adquiridos estes espectros que podem ser: on-flow, 
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stopped-flow, loop storage e CapNMR assim como hifenação com 
unidade de extração em fase sólida, HPLC-SPE-NMR. 

No modo on-flow as aquisições são feitas sem interrupções de 
fluxo e o espectrômetro de NMR funciona de forma semelhante a um 
detector de UV do HPLC. O limite de detecção é de até cerca de 10 µg e 
é limitado a rápidas aquisições em 1D. Mesmo assim é utilizado para 
obtenção de dados preliminares sobre compostos majoritários extratos 
vegetais [110]. No modo stopped-flow, o fluxo da fase móvel é 
interrompido quando um pico de interesse alcança a cela de detecção de 
NMR. A seleção e o posicionamento do pico no interior da cela de 
detecção são guiados pelo cromatograma de absorção de UV ou sinal de 
massas levando em consideração um tempo de atraso necessário para que 
o pico esteja exatamente dentro da cela onde está a sonda. Este modo tem 
como vantagem proporcionar tempo para otimização da homogeneidade 
do campo magnético assim como os parâmetros de aquisição, mas tem 
eficiência na separação cromatográfica prejudicada devido às constantes 
paradas de fluxo que causam difusão e alargamento de banda na coluna e 
até mesmo difusão do analito na cela de detecção [107]. O modo loop-
storage, com tradução literal para armazenamento em loop, pode ser 
caracterizado como um intermediário entre hifenação direta e indireta, 
pois a separação cromatográfica não é interrompida e as frações são 
armazenadas em loops capilares para posterior aquisição dos espectros. 
Assim como no modo stopped-flow, também é necessário se conhecer o 
tempo de atraso para que o pico de interesse alcance o loop [111, 112]. 

O modo CapNMR ou microflow NMR, constituído de uma 
microssonda solenoidal que envolve o tubo capilar do fluxo da amostra 
orientada transversalmente ao campo magnético estático, é o mais 
promissor dentre os modos de hifenação direta [113]. Este modo 
apresenta uma sensibilidade bastante aumentada em comparação com os 
métodos anteriores com um limite de detecção de 1-2 µg, volume de cela 
de 1,5 µL. Além disso apresenta menor consumo de solvente, o que torna 
economicamente viável o uso de solventes deuterados eliminando a 
necessidade de supressão do sinal do solvente [113, 114]. Outra 
característica do modo CapNMR é que ele pode operar tanto em 
continuous-flow quanto em stopped-flow, aumentando ainda mais sua 
aplicabilidade e a qualidade dos dados adquiridos [114]. 

A técnica HPLC-SPE-NMR é a mais nova no campo das técnicas 
hifenadas apresentando uma unidade de extração em fase sólida (SPE) 
automatizada, SPE post-column, entre o equipamento de HPLC e o 
espectrômetro de NMR, etapa esta que representa o grande avanço das 
técnicas de hifenação direta de HPLC-NMR. Esta técnica supera uma 
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série de limitações das técnicas de hifenação direta de LC-NMR como a 
necessidade de se utilizar solvente deuterado na separação 
cromatográfica, os efeitos de difusão devido às interrupções de fluxo da 
fase móvel, baixa sensibilidade e limite de detecção relativamente alto, 
etc. Apesar de ainda haver a necessidade de supressão dos sinais do 
solvente, é possível se adquirir espectros em alta resolução em 1D e 2D 
[107, 113]. 

A unidade SPE post-column foi a estratégia chave para superar as 
limitações supracitadas. Durante sucessivas separações cromatográficas 
utilizando solventes não deuterados, os picos de interesse são capturados 
nos respectivos cartuchos de SPE constituídos de adsorvente adequado de 
acordo com as características das substâncias isoladas, etapa de 
isolamento (trapping). Na etapa seguinte, os picos concentrados nos 
cartuchos são eluídos com solventes deuterados para os microtubos de 
NMR para serem adquiridos os espectros. Os sistemas de HPLC-SPE-
NMR mais modernos operam totalmente automatizados utilizando um 
software com interface adaptada para esta hifenação [107]. Atualmente, a 
etapa de eluição para os microtubos de NMR também é automatizada 
como é o caso dos trabalhos publicados por Stærk e colaboradores [115-
117]. 

 
2.6. Justificativa do trabalho 

 
Como se pode observar, o gênero Psychotria apresenta diversas 

atividades biológicas em sua maioria atribuídas aos alcaloides 
monoterpeno indólicos, seus principais metabólitos secundários. Além 
disso, trata-se de um gênero com bastantes espécies que apresentam 
relativamente poucos estudos. Conforme mencionado anteriormente, para 
a espécie P. suterella foram publicados dois trabalhos reportando estudo 
fitoquímico e mais dois reportando atividades biológicas atribuídas aos 
seus alcaloides. Para as espécies P. rhytidocarpa e P. stenocalyx não 
foram publicados estudos até o presente momento. 

Considerando que o gênero Psychotria é bastante promissor 
devido às atividades reportadas e considerando que as novas tecnologias 
de hifenação de HPLC aumentam ainda mais as chances de se encontrar 
substâncias inéditas, pretende-se, neste trabalho, efetuar o estudo 
fitoquímico e biológico de três espécies de Psychotria focando na busca 
de novos alcaloides monoterpeno indólicos. 
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3. OBJETIVOS 
 
Este trabalho apresenta como objetivos principais a avaliação das 

atividades biológicas dos extratos e frações das espécies Psychotria 
rhytidocarpa, Psychotria stenocalyx e Psychotria suterella (Rubiaceae) e 
o estudo fitoquímico das suas frações ricas em alcaloides para proceder o 
isolamento e elucidação estrutural dos alcaloides através da aplicação das 
técnicas hifenadas de HPLC com espectrômetro de massas de alta 
resolução (HRMS), extração em fase sólida (SPE) e ressonância 
magnética nuclear (NMR). 

 
3.1. Objetivos específicos 

 
� Obter e particionar os extratos brutos das folhas das espécies P. 

rhytidocarpa, P. stenocalyx e P. suterella; 
� Fazer uma prospecção inicial dos metabólitos secundários dos 

extratos brutos através de uma marcha analítica preliminar; 
� Avaliar as atividades antioxidantes, utilizando o ensaio do poder 

redutor e o ensaio da abstração de radicais livres com DPPH, nos 
extratos brutos e frações das espécies P. stenocalyx e P. suterella; 

� Aplicar o teste alelopático, que avalia a germinação de sementes e 
desenvolvimento de plântula, aos extratos brutos das espécies P. 
stenocalyx e P. suterella; 

� Avaliar a atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase dos 
extratos brutos; 

� Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos brutos e frações das 
espécies P. stenocalyx e P. suterella; 

� Avaliar a atividade antifúngica dos extratos brutos das espécies P. 
stenocalyx e P. suterella; 

�  Avaliar a atividade anti-inflamatória extratos brutos das espécies 
P. stenocalyx e P. suterella; 

� Proceder ao isolamento dos alcaloides presentes nas frações 
alcaloídicas através da técnica hifenada de HPLC-HRMS-SPE-
NMR da fração rica em alcaloides das espécies P. rhytidocarpa e 
P. suterella;; 

� Elucidar as estruturas dos compostos isolados utilizando os dados 
de espectrometria de massas de alta resolução (HRMS) e da análise 
dos espectros de NMR 1D (1H e 13C) e 2D (COSY, NOESY, 
HSQC e HMBC);  
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� Efetuar um estudo fitoquímico comparativo através da técnica 
hifenada HPLC-HRMS para identificar a coincidência de 
substâncias presentes nas frações alcaloídicas das três espécies de 
Psychotria estudadas; 

� Discutir a biogênese dos alcaloides isolados nas espécies de 
Psychotria estudadas baseada na biossíntese já preconizada para 
alcaloides monoterpeno indólicos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Materiais, Solventes e Reagentes 
 
Os solventes utilizados foram os álcoois etílico e metílico, acetona, 

hexano, acetato de etila, diclorometano, ácido acético e álcool de cereais. 
Foram utilizados os reagentes sulfato de sódio anidro (Cromaline), como 
sal dessecante, DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) e Folin-Ciocalteau 
(Aldrich). Os demais reagentes químicos para os testes biológicos foram 
de pureza analítica e utilizados sem tratamento prévio. Todos os reagentes 
foram obtidos de fonte comercial (Aldrich, Vetec e Synth). 

Para a realização do ensaio de inibição da acetilcolinesterase foram 
utilizadas as seguintes soluções tampões: Tampão A – solução de Tris-
HCl 50 mmol.L-1 pH = 8,0; Tampão B – solução de Tris-HCl 50 mmol.L-

1 pH = 8,0 acrescido de 0,1 % de soro albumina bovina; Tampão C – 
solução de Tris-HCl 50 mmol.L-1 pH = 8,0 acrescido de NaCl 0,1 M e 
MgCl2.6H2O 0,02 mol.L-1. Foram utilizados também soluções de iodeto 
de acetiltiocolina, reagente de Ellman (ácido 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzoico – DTNB) e a enzima acetilcolinesterase liofilizada (Tipo 
VI-S obtida de Electroparius electricous). 

Para cromatografia em camada delgada (CCD) analítica foram 
usadas cromatoplacas de alumínio cobertas com sílica gel 60 em uma 
camada de 0,2 mm de espessura (Merck). Os reveladores utilizados 
foram: iodo, soluções reagentes de anisaldeído sulfúrico 5% em metanol, 
sulfato de cério 2% em ácido sulfúrico 2 mol.L-1, cloreto férrico 5% em 
etanol, reagente de Dragendorff, Meyer e Bertrand (reagentes reveladores 
de alcaloides em CCD) [118]. 

 
4.2. Equipamentos 

 
Diversos equipamentos foram utilizados para a realização deste 

trabalho, tais como: estufa, rota-evaporador, balança analítica, câmara 
com luz UV, banho ultrassônico, espectrofotômetro UV/VIS PERKIN 
ELMER Lambda2S. 

Alguns métodos foram otimizados no laboratório de Pesquisa em 
Imunologia – LAPI sob a supervisão do Prof. Dr. Eduardo M. Dalmarco 
do Departamento de Análises Clínicas – CCS/UFSC. Especificações do 
equipamento: HPLC modelo LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japão), 
amostrador automático SIL-20A, bomba quaternária LC-20AT 
conectadas a um desgaseificador DGU-20A5R, controlador CBM-20A, 
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detector UV/VIS de arranjo de diodos SPD-M20A. Sistema interfaceado 
com o software LC-Solution 1.25SP2. 

O estudo fitoquímico da fração alcaloídica do extrato das folhas da 
espécie P. suterella, aplicando a técnica hifenada HPLC-SPE-NMR, foi 
conduzido pelo doutorando Sérgio Scherrer Thomasi no Laboratório de 
Ressonância Magnética Nuclear – LabRMN sob a orientação do 
Professor Dr. Antonio Gilberto Ferreira do Departamento de Química da 
Universidade Federal de São Carlos – UFSCar. Especificações do 
equipamento: cromatógrafo Agilent (série 1200), equipado com 
desgaseificador (G1322A), bomba quaternária (Bruker Daltonik GmbH©, 
G1311A), detector de arranjos de diodos com comprimento de onda 
variável (Agilent, G1315D) e amostrador automático (Autosampler 
Bruker Daltonik GmbH©, G1329A). Os picos de interesse são adsorvidos 
em cartuchos de extração por fase sólida (HysphereTM-resin General 
Phase, 10mm x 2 mm, 10 µm, formato esférico e fase estacionária de 
polidivinilbenzeno) através de uma unidade trocadora de cartuchos (ACE 
– Automatic Cartridges Exchanger – LC-SPE-NMR Interface, Prospeket 
2, Bruker Biospin GmbH©) que direciona o fluxo para os cartuchos 
automaticamente. As análises de NMR dos picos isolados foram 
executadas em um equipamento Bruker Avance Ultrashield III (14,1 
Tesla / 600 MHz) equipado com trocador automático de amostra, 
ressonância tripla (1H/13C/15N) gradiente de campo (z-field) e criossonda. 
A sonda é equipada com uma unidade de tuning e matching automático e 
um conversor Cryo-FIT para acoplamento à unidade de sistema LC-SPE. 

A fração alcaloídica e os alcaloides de P. suterella, isolados no 
LabRMN da UFSCAR, foram analisados no Laboratório Central de 
Biologia Molecular Estrutural – CEBIME / UFSC pela técnica Elis 
Amaral Rosa sob supervisão do professor Hernán Terenzi. Foi utilizado 
um equipamento multiusuário Shimadzu Prominence LC-20AD sistema 
UFLC (Kyoto, Japan), consistindo de um desgaseificador DGU-20A3, 
compartimento termostatizado de coluna CTO-20A, detector de arranjo 
de diodos SPD-M20A, amostrador automático SIL-AC HT e controlador 
de sistema CBM-20A. Foi usado uma peça em “T” para direcionar 1% do 
fluxo da coluna do HPLC para um espectrômetro de massas micrOTOF-
Q II (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). Os espectros de massas foram 
adquiridos utilizando método ESI-TOF, em modo positivo, temperatura 
de secagem de 200 °C, voltagem capilar de 4500 V, pressão do 
nebulizador de 3,0 bar e fluxo de gás de secagem de 12 L.min-1. 

Os espectros de MS/MS dos alcaloides identificados nas espécies 
P. suterella e P. stenocalyx foram obtidos no Laboratório de Eletroforese 
Capilar – LABEC sob a supervisão do Professor Gustavo Amadeu Micke 
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utilizando técnica LC-MS/MS. Foi utilizado um equipamento de HPLC 
Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, Waldbronn, AL) acoplado a 
um espectrômetro de massas triploquadrupolar API 3200™, Applied 
Biosystems/MDS Sciex, (Sciex, Concord, CA) equipado com cela de 
colisão LINAC® e fonte de ionização Turbo V™ operada no modo 
TurboIonSpray®. Os experimentos foram realizados em modo de 
ionização positivo. A aquisição e a análise dos dados foram realizadas 
com o software Analyst versão 1.6.2. Foi utilizada uma coluna 
cromatográfica Phenomenex modelo Synergi Polar-RP (150 mm x 2 mm, 
4 μm) equipada com uma pré – coluna da mesma marca modelo Polar-RP 
(4 x 2,0 mm). Foi utilizado o modo isocrático de eluição e os 
experimentos foram realizados utilizando uma fase móvel constituída de 
50% de solvente A (H2O + ácido fórmico 0,1 %) e 50 % de solvente B 
(MeOH:H2O 95:5, v/v). A taxa de fluxo da fase móvel foi fixada em 350 
μL.min-1. Em todas as corridas, o volume injetado foi de 10 μL e a 
temperatura da coluna foi ajustada em 40 °C. 

O estudo fitoquímico da fração alcaloídica do extrato das folhas da 
espécie P. rhytidocarpa, aplicando a técnica hifenada HPLC-HRMS-
SPE/NMR, foi executado sob supervisão do Pós-Doc Sileshi Wubshet e 
Prof. Dan Stærk no NMR Centre, Department of Drug Design and 
Pharmacology, University of Copenhagen, em Copenhague – Dinamarca. 
Especificações dos Equipamentos: HPLC Agilent 1200 system, equipado 
com desgaseificador (G1322A), bomba quaternária (Bruker Daltonik 
GmbH©, G1311A), detector de arranjos de diodos com comprimento de 
onda variável (Agilent, G1315D) e amostrador automático (Autosampler 
Bruker Daltonik GmbH©, G1329A), acoplado a espectrômetro de massas 
Bruker QIII high-resolution ESI-TOF-MS (Bruker, 2010) acurácia de 2 
ppm (permitindo determinação da fórmula molecular com precisão). A 
saída do HPLC está acoplada a uma unidade SPE que consiste de: bomba 
Knauer K100 Wellchrom (Berlim, Alemanha), um dispositivo extrator de 
fase sólida Spark Holland Prospekt 2 (Emmen, The Netherlands) e um 
Liquid Handler Gilson 215 equipado com uma agulha de 1-mm para 
preenchimento automático de microtubos de 1,7 mm Bruker Match 
(Middelton, Wisconsin, USA). As unidades HPLC, HRMS e SPE foram 
controlados usando o software HyStar versão 3.2 (Bruker, Fällanden, 
Suíça). A etapa de secagem, na unidade SPE, e de transferência 
automática para os microtubos é controlada por software específico dos 
respectivos equipamentos. Equipamento de NMR: 600 MHz Bruker 
Avance III, magneto ultra-shielded standard-bore equipado com uma 
sonda criogênica refrigerada de 1,7 mm, uma cabeça de sonda 1H/13C/15N 
TCI com a maior sensibilidade de massa possível. A cabeça de sonda 
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desenhada para tubos capilares de 1,7 mm. O volume é de somente 30 µL 
em comparação com os tubos de 5 mm que comportam 400-700 µL. O 
instrumento é equipado com um easy accessible Bruker SampleCase 
autosampler com 24 posições. Todas as operações são controladas pelo 
software Bruker IconNMR. 

 
4.3. Material vegetal 

 
As espécies Psychotria suterella e Psychotria stenocalyx foram 

coletadas no morro da Lagoa da Conceição (27°35'34,1"S, 
48°28'28,1"W) na cidade de Florianópolis e identificadas pelo botânico 
taxonomista, professor Dr. Ademir Reis do Departamento de Botânica da 
Universidade Federal de Santa Catarina e depositadas no Herbário 
"Barbosa Rodrigues" na cidade de Itajaí–SC sob os voucher numbers 
HBR55427 e HBR55428, respectivamente. A espécie Psychotria 
rhytidocarpa foi coletada no Parque Nacional da Tijuca na cidade do Rio 
de Janeiro (22°57'31,8"S, 43°16'36,7"W) e identificada pela botânica 
Juliana Amaral de Oliveira, a qual foi depositada no herbário do Jardim 
Botânico do Rio de Janeiro sob o voucher number RB602109. 

 
4.4. Obtenção e particionamento do extrato bruto hidroalcoólico 

 
Após a coleta, as folhas foram submetidas à secagem em estufa e 

em seguida trituradas e maceradas em álcool etílico. O extrato bruto (EB) 
foi obtido evaporando-se o álcool a 60 ºC em evaporador rotatório à 
pressão reduzida. O extrato bruto obtido foi solubilizado em uma solução 
de HCl em EtOH:H2O (20 %, v/v; pH ~ 2), deixado na geladeira por 24 
horas e filtrado posteriormente, rendendo uma fração insolúvel (INS). O 
filtrado foi submetido a particionamento líquido-líquido, inicialmente 
com hexano e acetato de etila, para render as respectivas frações hexano 
(FH) e acetato de etila (FAe). Em seguida, o resíduo foi alcalinizado com 
NH4OH até pH ~ 10 e extraído novamente com acetato de etila para 
render a fração rica em alcaloides (FRA). Finalmente, o resíduo aquoso 
foi neutralizado com CaCO3 até pH ~ 7, filtrado e liofilizado, para render 
a fração aquosa (FAq) (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema do particionamento líquido-líquido ácido-base dos extratos 

brutos 
 
Nos extratos brutos foi aplicada uma marcha analítica, conforme 

preconizado por Matos (1997) [119], para detectar a presença das 
diferentes classes de metabólitos secundários em plantas. Aos extratos 
brutos e frações foram aplicados diferentes ensaios de bancada para 
determinar os conteúdos de fenólicos e flavonoides, testes antioxidantes 
e ensaios biológicos como: testes antibacteriano, antifúngico, alelopático, 
inibitório da enzima acetilcolinesterase e anti-inflamatório. 

 
4.5. Ensaios de bancada e avaliação das atividades biológicas 

 
Os testes antioxidantes, de conteúdos de fenólicos e flavonoides e 

atividades alelopática e inibitória da enzima acetilcolinesterase foram 
executados em nosso grupo de pesquisa, Laboratório de Química de 
Produtos Naturais – LQPN – UFSC, sob a supervisão minha e da 
Professora Ines Maria Costa Brighente. Os ensaios anti-inflamatórios 
foram executados pela Mestre Ana Beatriz Gobbo Luz no Laboratório de 
Pesquisa em Imunologia – LAPI, do Departamento de Análises Clínicas 
do Ciências Farmacêuticas da UFSC sob a supervisão do Professor Dr. 
Eduardo Monguilhott Dalmarco. Os ensaios antibacterianos foram 
realizados sob a supervisão da Professora Michele Debiasi Alberton do 
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Departamento de Ciências Farmacêuticas da Fundação Universidade 
Regional de Blumenau – FURB. Os ensaios antifúngicos foram realizados 
por Beatriz Martins Borelli grupo de pesquisa da Professora Susana 
Johann do Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciências 
Biológicas da UFMG. 

 
4.5.1. Determinação do conteúdo de fenólicos totais 
 
O teor de compostos fenólicos foi determinado de acordo com o 

método já descrito [120, 121] utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau, 
composto por uma mistura dos ácidos fosfomolíbdico (H3Mo12PO40) e 
fosfotúnsgstico (H3W12PO40), onde o molibdênio e o tungstênio são 
reduzidos por compostos fenólicos presentes no extrato vegetal. 

A cada 0,5 mL de uma solução metanólica 1000 µg.mL-1 da 
amostra vegetal, foram adicionados 5,0 mL de água destilada e 0,25 mL 
do reativo de Folin-Ciocalteau. Após três minutos foi adicionado 1,0 mL 
de solução saturada de Na2CO3 e a solução foi deixada em repouso por 
uma hora. As absorbâncias destas soluções foram determinadas em um 
espectrofotômetro de UV/VIS a 725 nm. Como branco, foi utilizado uma 
solução preparada conforme descrito acima, porém sem a presença da 
amostra. O aparecimento da coloração azul-escuro é indicativo da 
presença de compostos fenólicos na amostra testada. Foi construída uma 
curva analítica com solução padrão de ácido gálico, nas concentrações de 
50 a 1000 µg.mL-1 (y = 6,4894 x; r2 = 0,9984), para comparação. Todos 
os testes foram realizados em triplicata. O teor de compostos fenólicos 
totais foi expresso em equivalente de ácido gálico, ou seja, mg AG / g de 
amostra. 

 
4.5.2. Determinação do conteúdo de flavonoides 
 
A determinação do conteúdo de flavonoides baseia-se em método 

já descrito [121, 122], onde os flavonoides presentes na amostra reagem 
com Al3+ formando anéis estáveis de cinco e seis membros e a leitura das 
absorbâncias é feita em um espectrofotômetro de UV/VIS a 415 nm. O 
aparecimento de coloração verde é indicativo da presença de flavonoides. 

A cada 0,5 mL da amostra vegetal (1000 µg.mL-1 em metanol) 
foram adicionados 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma solução de AlCl3 2 
%. Após uma hora de repouso, foram feitas as leituras das absorbâncias 
das misturas em um espectrofotômetro UV/VIS a 415 nm. O teste foi feito 
em triplicata. Como branco, foi utilizada uma solução preparada como 
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descrito acima, porém sem a presença de AlCl3. O conteúdo de 
flavonoides foi obtido através de uma curva de calibração com solução de 
quercetina (y = 7,7088 x; r2 = 0,9985) e expresso em mg QE / g de amostra 
vegetal. 

 
4.5.3. Determinação do poder redutor 
 
A avaliação da atividade antioxidante através da determinação do 

potencial redutor baseia-se no método de Price e Butler (1977) [121, 123, 
124], que se baseia na redução do ferro III a ferro II promovida por 
agentes redutores presentes na amostra. O aparecimento da cor azul da 
Prússia é indicativo de amostra com potencial atividade redutora e é 
quantificada através da leitura da absorbância em espectrofotômetro de 
UV/VIS a 720 nm. 

Foram preparadas soluções metanólicas compostas por 100 µL de 
amostra a 1000 µg.mL-1, 8,5 mL de água deionizada e 1,0 mL de uma 
solução de FeCl3 0,1 mol.L-1 em HCl 0,1 mol.L-1. Após três minutos, foi 
adicionado 1,0 mL de uma solução de ferrocianeto de potássio 0,008 
mol.L-1. Após 15 minutos foram feitas as leituras das absorbâncias em 
espectrofotômetro de UV/VIS a 720 nm. Como branco, foi utilizada uma 
solução preparada conforme descrito acima, porém na ausência de 
amostra. Foi construída uma curva analítica utilizando solução de ácido 
ascórbico nas concentrações de 150 a 1000 µg.mL-1, para comparação (y 
= 1,3004 x; r2 = 0,9943). O potencial redutor das amostras é expresso em 
equivalente de ácido ascórbico, mg AA / g amostra. 

 
4.5.4. Determinação da ação sequestradora de radicais livres 
 
A avaliação da ação sequestradora de radicais livres usando o 

DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), um radical livre estável, baseia-se 
em método já descrito [121, 125], onde amostras com maior atividade 
antioxidante diminuem a absorbância do DPPH medida em um 
espectrofotômetro de UV/VIS a 517 nm. 

A cada 1,0 mL de solução etanólica das amostras em diferentes 
concentrações (10-200 µg.mL-1) foram adicionados 2,0 mL de uma 
solução metanólica de DPPH 4x10-3 % (m/v). As absorbâncias foram 
medidas em espectrofotômetro de UV/VIS a 517 nm após 30 minutos. O 
teste foi feito em triplicata e, como branco, foi utilizada uma solução 
preparada como descrito acima, sem a presença de DPPH. Os valores 
obtidos foram plotados num gráfico da % da absorbância de DPPH em 
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função da concentração de amostra, onde se determinou a concentração 
necessária para diminuir em 50% a absorbância do DPPH, ou seja, a 
concentração efetiva 50 % (CE50). A porcentagem de DPPH na amostra 
foi determinada com base na equação abaixo: 

 

0

0

% 100%i
DPPH

Abs Abs
Abs

Abs

−= ⋅  

 
Onde: Abs0 é a absorbância do DPPH na ausência de amostra, Absi 

é a absorbância do DPPH em diferentes concentrações de amostra. 
 
4.5.5. Teste de alelopatia 
 
Para o teste de alelopatia, foram utilizadas sementes de Lactuca 

sativa (alface), de Raphanus sativus (rabanete) e de Cucumis sativus 
(pepino). Estas sementes foram utilizadas como indicadoras da presença 
de aleloquímicos, segundo a metodologia proposta por Nishimura e 
colaboradores (1984) [126] com algumas modificações de Colla e 
colaboradores [127]. As sementes foram previamente esterilizadas por 
imersão com uma solução de hipoclorito de sódio (10%) por 5 minutos e 
deixado secar por um dia. As amostras foram preparadas nas 
concentrações de 0,25 a 2,0 % (g / 100 mL) dissolvendo-se os extratos 
vegetais em etanol. Foram utilizados papéis-filtro Whatman n° 1 (5,5 cm 
de diâmetro), os quais foram impregnados com 1,0 mL de amostra. Após 
a evaporação do solvente com o auxílio de um secador, o papel filtro foi 
depositado em placa Petri (6,0 de diâmetro), e assim adicionou-se 1,5 mL 
de solução 100 µg.mL-1 de tweem 80. Após 24 h, cada papel filtro recebeu 
25 sementes de alface, 15 sementes de rabanete ou 10 de pepino sem 
obedecer a um espaçamento uniforme, mas espalhado por toda placa. A 
testemunha ou controle negativo, seguiu o mesmo procedimento, porém 
com água destilada no lugar dos extratos ou frações. A germinação foi 
conduzida em uma estufa com fotoperíodo de 12 h claro / 12 h escuro a 
25 °C e os papéis filtro foram regados diariamente com aproximadamente 
5 gotas água destilada. As leituras para avaliação da germinação de 
sementes foram diárias sendo que, para padronização do teste da 
germinação, foi observada até o 5°dia. O critério estabelecido para a 
germinação foi a profusão radicular. Ao final do 5º dia mediu-se o 
comprimento da radícula e do hipocótilo com o auxílio de uma folha 
milimetrada. Todos os testes foram desenvolvidos em triplicata e os 
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resultados expressos em porcentagem em relação à testemunha, da qual 
os dados foram considerados como o 100 %. 

A germinação foi avaliada pelo cálculo do índice de velocidade de 
germinação, 

n

n n

N
IVG

t
=∑ , 

onde Nn é o número sementes germinadas na enésima contagem e 
após tn horas após a contar da semeadura. A observação do 
desenvolvimento da plântula é verificada medindo-se o tamanho do 
caulículo (hipocótilo) e radícula que também é um indicador do efeito 
inibitório ou estimulante do extrato da planta que se deseja testar. Os 
dados obtidos de IVG, e comprimentos de radícula e hipocótilo foram 
plotados em gráficos de porcentagem inibição na germinação de 
sementes, do crescimento da radícula e do hipocótilo, respectivamente, 
em função das concentrações dos extratos brutos de P. suterella e P. 
stenocalyx. 

 
4.5.6. Teste de inibição da enzima Acetilcolinesterase 
 
Este ensaio seguiu o método de Ellman [128] com alterações feitas 

por Magina e colaboradores (2012) [129]. Foram preparadas soluções 
tampões: Tampão A (solução de Tris-HCl 50 mmol.L-1 pH 8); Tampão B 
(Tampão A acrescido de 0,1 % de soroalbumina bovina); Tampão C 
(Tampão A acrescido de NaCl 0,1 mol.L-1 e MgCl2.6H2O 0,02 mol.L-1). 
Também foi preparada uma solução de 15 mmol.L-1 de iodeto de 
acetilcolina em água milipore deionizada. A solução do reagente de 
Ellman 3 mmol.L-1 foi dissolvida no tampão C e uma solução da enzima 
acetilcolinesterase 0,25 U.mL-1 diluída no Tampão A. Em cada cubeta 
foram adicionados 325 µL de Tampão A, 100 µL de cada amostra vegetal 
(1 mg.mL-1) e 25 µL da enzima. Após 15 minutos, à temperatura 
ambiente, foram acrescentados 75 µL de iodeto de acetiltiocolina e 475 
µL do reagente de Ellman. Após 30 minutos à temperatura ambiente, fez-
se a leitura a 405 nm em um espectrofotômetro UV/VIS. Como controle 
positivo foi utilizada uma solução preparada a partir do medicamento 
Reminyl® que contém o fármaco galantamina (0,1 mg.mL-1). O controle 
negativo consistiu de 100 µL do solvente com o qual foram preparadas as 
amostras, etanol. O branco consistiu de todos os reagentes com exceção 
da enzima. As análises foram realizadas em triplicata e o resultado dado 
em termos de % de inibição enzimática (I%): 
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I
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4.5.7. Atividade antibacteriana 
 
As atividades antibacterianas dos extratos e frações das espécies 

de Psychotria foram avaliadas utilizando a bactéria gram-positiva 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e as bactérias gram-negativas 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 
25922). Para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), 
utilizou-se a técnica de microdiluição em caldo, com microplacas de 96 
poços, conforme recomendado pelo CLSI (Clinical and Laboratory 
Standards Institute) [130]. 

As amostras vegetais diluídas a 2 mg.mL-1 em dimetilsulfóxido 
(DMSO) 10 %, foram colocadas nos primeiros micropoços, e em seguida 
transferidas para os micropoços adjacentes, os quais continham caldo 
Müller-Hinton (MH), com o objetivo de se obter diluição seriada de 
ordem dois, com concentrações da amostra variando de 1.000 μg.mL-1 até 
7,81 μg.mL-1. O inóculo bacteriano (5 μL), preparado em 0,5 da escala de 
McFarland, foi adicionado em cada poço, resultando em uma 
concentração de 5 x 105 unidades formadoras de colônia (UFC) do 
microrganismo a ser testado. Alguns poços de cada microplaca, foram 
reservados para realização do controle negativo (MH + H2O / DMSO 10 
% + bactéria em estudo) e para controle de meio de cultura (MH). Como 
controle positivo, as bactérias em estudo foram incubadas com o 
antibiótico gentamicina, com concentrações variando de 40 a 0,31 μg.mL-

1. 
As microplacas foram incubadas aerobiamente a 37 ± 1 °C, por 24 

horas. Após a incubação, o crescimento bacteriano foi verificado 
adicionando-se 10 μL em cada micropoço de uma solução metanólica de 
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TCC) (5 mg.mL-1), observando-se a 
presença do “botão” bacteriano avermelhado no fundo de cada 
micropoço. A CIM foi definida como a menor concentração de amostra 
capaz de inibir o crescimento bacteriano. 
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4.5.8. Atividade antifúngica 
 
Micro-organismos: Para este teste foram utilizados os seguintes 

micro-organismos: Candida albicans (ATCC 18804), Candida glabrata 
(ATCC 2001), Candida krusei (ATCC 20298), Candida parapsilosis 
(ATCC 22019), Candida tropicalis (ATCC 750), Cryptococcus gattii 
(ATCC 24065), Cryptococcus neoformans (ATCC 24067) e 
Paracoccidioides brasiliensis (Pb 18). 

 
Preparação dos inóculos: Para as espécies de Candida, os 

inóculos foram preparados a partir de colônias jovens, com crescimento 
em Ágar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 24 h, a 35 °C em 5 mL de 
solução salina estéril. A suspensão resultante foi agitada por 15 s e a 
densidade celular ajustada pelo método espectrofotométrico a 75 % (530 
nm) a uma concentração final de 1,0 – 1,5 x 103 células/mL (CLSI, 2008) 
[131]. 

Para as espécies de Cryptococcus foram coletadas colônias dos 
isolados cultivados e, então, dispersos em tubos contendo solução salina 
(0,85 %) estéril. A absorbância da amostra foi ajustada para 85 % sob o 
comprimento de onda de 530 nm. Em seguida, foi realizada a diluição em 
meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) ajustando-se à 
concentração de leveduras a 1 – 5 x 103 células/mL, de acordo com o 
protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008) [131]. 

Para a utilização nos ensaios biológicos o isolado PB 18 foi 
repicado 3 vezes sucessivamente em meio YPD (extrato de levedura, 
peptona e dextrose) a partir da cultura mantida em crescimento 
exponencial a cerca de 36°C por 7 a 10 dias. As células leveduriformes 
em fase exponencial foram coletadas assepticamente com alça de Henle 
e suspensas em solução salina estéril (0,85 %). O inóculo foi 
homogeneizado e deixado em repouso para a decantação e o sobrenadante 
coletado. A absorbância do sobrenadante foi medida em 
espectrofotômetro com comprimento de onda de 530 nm e ajustada para 
70 % equivalente a 1 x 106 – 5 x 106 células/mL. As suspensões foram 
diluídas em caldo RPMI (1:10) para obtenção do inóculo final 1 x 105 – 
5 x 105 células/mL [132]. 

 
Triagem: Os ensaios de triagem com os extratos brutos foram 

realizados em placas de 96 poços contra o fungo Pb 18 em duplicata. 
Estes extratos foram dissolvidos em DMSO a uma concentração de 100 
mg.mL-1 e diluídos em RPMI, a uma concentração de 1 mg.mL-1. Cada 
poço da placa recebeu então 100 µL do extrato diluído e 100 µL do 
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inóculo padronizado, totalizando um volume de 200 µL por poço. A 
concentração final dos extratos em cada poço foi de 500 µg.mL-1. Em 
todos os ensaios foram feitos os controles de toxicidade do DMSO 
(0,5%), do crescimento fúngico, da esterilidade dos meios de cultura e da 
susceptibilidade à droga controle, o itraconazol (0,5 µg.mL-1) (Sigma-
EUA). 

Finalizado o preparo das placas, as mesmas foram incubadas a 37 
°C por 10 dias. Após o período de incubação, as placas foram avaliadas 
visualmente e posteriormente em cada poço foram acrescentados 10 µL 
de brometo tiazolil azul de tetrazólico (MTT / Amresco – 5 mgmL-1). As 
placas foram novamente incubadas por 4 horas. Após o metabolismo do 
MTT, foram adicionados 100 µL/poço de SDS/isopropanol (5 %). A 
leitura das placas foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT 
em um leitor de microplaca VERSAmax pelo programa Softmax® Pro 5 
(Molecular Devices), com a absorbância de 530 nm. A absorbância dos 
poços testes foi comparada com a absorbância do poço controle contendo 
apenas o micro-organismo, sendo a porcentagem de inibição calculada 
pela seguinte fórmula: 

 

% 100%controle amostra
inibição

controle

Abs Abs

Abs

−= ⋅  

 
Foram considerados ativos e selecionados para determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) os extratos que apresentaram 
valor de inibição do crescimento microbiano igual ou maior que 70 %. 

 
Concentração inibitória mínima: Este teste foi feito utilizando a 

metodologia da avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
descrito no documento do CLSI M27-A3 (CLSI, 2008) [131] com 
modificações sugeridas por Johann e colaboradores (2010) [133]. Os 
extratos selecionados foram dissolvidos em DMSO e diluídos em caldo 
RPMI 1640 na concentração de 1 mg.mL-1. Posteriormente foi feita uma 
diluição seriada a fim de se obter 10 concentrações que variaram entre 
500-0,9 µg.mL-1. A partir de cada diluição, alíquotas de 100 µL foram 
distribuídas nos poços da placa de microdiluição. Como controle de 
crescimento foi utilizado o RPMI com o inóculo e o de esterilidade foi 
usado somente o RPMI. 

Após a montagem das placas, os poços teste contendo as diferentes 
concentrações e os de controle de crescimento receberam 100µL do 
inóculo microbiano. As placas foram incubadas na temperatura de cerca 
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de 36ºC e as leituras feitas após 10 dias para o Pb 18 e 48 horas para as 
espécies de Cryptococcus. As CIMs foram consideradas como a menor 
concentração da amostra que inibiu totalmente o crescimento do micro-
organismo alvo, em relação ao controle de crescimento após a incubação 
e foram expressas em µg.mL-1. Os ensaios foram realizados em três 
experimentos independentes e em duplicata. Para as espécies de Candida, 
as placas foram incubadas a 35 °C durante 72 h e a leitura realizada 
visualmente, sendo que a CIM foi considerada como a inibição total do 
crescimento quando comparado ao crescimento do controle. 

 
4.5.9. Atividade anti-inflamatória: método da pleurisia 

induzida pela carragenina 
 
Animais: No delineamento desta pesquisa foram utilizados 

camundongos albinos Swiss fêmeas, com aproximadamente 1 mês de 
idade e peso entre 18-25 g, fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os 
animais mencionados foram acomodados em gaiolas plásticas (40 x 32 
cm) com serragem, em condições de temperatura (20 ± 2ºC) e luz 
controladas (ciclos claro/escuro de 12h) no Biotério Setorial. Receberam 
alimentação (ração) e água ad libitum em bebedouros e comedouros 
apropriados, trocados com frequência, durante todos os experimentos. 
Para a realização deste estudo, o projeto foi aprovado pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob protocolo nº PP00965, e 
os experimentos realizados de acordo com as normas do Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

 
Modelo da pleurisia induzida pela carragenina em 

camundongo: O modelo experimental foi realizado de acordo com o 
protocolo proposto por Saleh, Calixto e Medeiros (1996) [134]. 

No dia dos experimentos, à cavidade pleural de cada animal foi 
administrado 0,1 mL de solução salina estéril (NaCl, 0,9%, i.pl.) ou 0,1 
mL do agente flogístico λ-carragenina (Cg, 1%, i.pl.) utilizando-se de 
uma seringa de insulina com agulha de 12,7 x 0,33 mm adaptada com 
cânula de poliestireno. Transcorridas 4 h de pleurisia, a morte indolor 
assistida dos animais foi realizada por overdose de pentobarbital (120 
mg.kg-1, i.p.). Os animais foram afixados em mesa cirúrgica e através de 
incisão transversal na pele e músculos abdominais, o tórax foi exposto, o 
processo xifoide pinçado e o acesso a cavidade pleural foi feito por uma 
incisão na porção inferior do esterno. A cavidade pleural foi lavada com 
1,0 mL de tampão fosfato salino (PBS, pH 7,2) (Laborclin, Pinhais, 
Paraná, Brasil) contendo heparina (20 UI.mL-1). O lavado obtido foi 
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utilizado para a quantificação de leucócitos total e seu diferencial, 
exsudação. 

 
Procedimento anestésico e eutanásia dos animais: Quando 

necessária a administração do corante Azul de Evans, os animais foram 
previamente anestesiados com pentobarbital (40 mg.kg-1, i.p.). 
Decorridas as 4 h do modelo da pleurisia, os animais foram submetidos à 
morte indolor assistida através de uma overdose de pentobarbital (120 
mg.kg-1, i.p.). 

 
Quantificação de leucócitos totais e diferencial celular: Para a 

quantificação dos leucócitos totais nas amostras de lavado pleural foi 
utilizado contador hematológico veterinário (MINDRAY, BC-2800 Vet, 
Nanshan, Shenzhen, China). Para a contagem diferencial entre 
polimorfonucleares e mononucleares, uma alíquota (50 μL) das amostras 
foram submetidas à citocentrifugação (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, 
EUA) e então corados pelo método May-Grünwald-Giemsa. Os 
resultados foram expressos como total de células por mililitro de amostra 
(×106 células/mL). 

 
Coloração dos esfregaços celulares: As lâminas confeccionadas 

após citocentrifugação foram secas à temperatura ambiente e 
posteriormente coradas pela técnica utilizando eosinato de azul de 
metileno (May-Grünwald) e azul-eosina (Giemsa). Em suporte 
apropriado, foi adicionado a cada lâmina 1 mL de corante May-Grünwald 
mantido em contato com o sedimento célula por 2 min e, em seguida, 
adicionou-se 1 mL de água deionizada. Transcorridos 3 min, o corante foi 
removido e então adicionou-se o corante Giemsa (1:20), que recobriu as 
lâminas por 15 min. Ao término desse tempo, as lâminas foram lavadas 
em água deionizada e secas à temperatura ambiente. 

 
Análise estatística: Os resultados de todos os parâmetros 

inflamatórios estudados foram analisados pelos testes estatísticos 
utilizando o programa de estatística GraphPad Prism® versão 3.00 (San 
Diego, Califórnia, EUA) e foram expressos como a média ± EPM. 
Diferenças estatísticas entre os grupos controle e os grupos tratados com 
as amostras foram avaliadas por meio do teste de variância ANOVA (teste 
paramétrico bicaudal de duas vias), complementado pelos testes post-hoc 
de Dunnett. Quando necessário utilizou-se o teste t de Student (não-
pareado) e o teste de correlação de Pearson. Para todas as análises 
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estatísticas, valores de p menores que 0,05 foram considerados 
significativos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Para as espécies de Psychotria estudadas neste trabalho foram 

obtidos os extratos brutos etanólicos das folhas secas. Estes extratos 
foram dissolvidos em uma solução a pH aproximadamente 2 rendendo 
uma fração insolúvel (INS) e um resíduo aquoso. Este resíduo aquoso foi 
submetido a um particionamento líquido-líquido rendendo as frações 
hexano (FH) e acetato de etila (FAe) e uma etapa de basificação, para 
extrair uma fração rica em alcaloides (FRA). O resíduo aquoso final deste 
particionamento foi neutralizado, liofilizado e denominado de fração 
aquosa (FAq). A Tabela 4 mostra as massas de folhas secas utilizadas para 
preparar os extratos brutos e os rendimentos da extração e das frações 
resultantes do particionamento líquido-líquido. 

 

Tabela 4. Rendimentos do extrato e das frações obtidas do particionamento 
líquido-líquido 

 P. stenocalyx P. suterella P. rhytidocarpa 
Folhas 
secas 

449,0 g 484,0 g 206 g 

EBa 5,54 % 8,16 % 9,16 % 
INSb 49,48 % 58,93 % 25,52 % 
FHb 174,4 x 10-3 % 101,14 x 10-3 % Não obtido 
FAeb 4,41 % 1,72 % 4,53 % 
FRAb 3,24 % 2,51 % 4,43 % 
FAqb 39,84 % 24,02 % Não obtido 

a g/100g folhas secas, b g/100g EB. 

 
Os extratos brutos das espécies P. stenocalyx e P. suterella foram 

submetidos a uma marcha analítica que consiste de uma sequência de 
testes que avaliam, de forma qualitativa, a presença de diferentes classes 
de metabólitos secundários em plantas utilizando reações que apresentam 
mudança de coloração ou formação de precipitado. A espécie P. 
stenocalyx apresentou teste positivo para a presença de alcaloides, 
esteroides, leucoantocianidinas e taninos e a espécie P. suterella 
apresentou teste positivo para a presença de alcaloides, esteroides e 
leucoantocianidinas. 
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5.1. Ensaios biológicos aplicados aos extratos brutos e frações de 
P. stenocalyx e P. suterella 

 
Os extratos brutos e frações das espécies P. stenocalyx e P. 

suterella foram submetidos aos ensaios de bancada que avaliam a 
quantidade de compostos fenólicos e flavonoides assim como a atividade 
antioxidante através dos testes do poder redutor e da capacidade 
sequestradora de radicais livres. Também foram avaliadas as atividades 
alelopática, antibacteriana, antifúngica, inibitória da enzima 
acetilcolinesterase e anti-inflamatória. A espécie P. rhytidocarpa não foi 
submetida aos testes mencionados por ter sido inclusa no decorrer do 
projeto. 

 
5.1.1. Conteúdos de fenólicos e flavonoides e atividades 

antioxidantes 
 
A atividade antioxidante de uma amostra vegetal, geralmente está 

relacionada ao seu conteúdo de compostos que possuem a capacidade de 
estabilizar melhor um elétron desemparelhado do que a maioria dos 
radicais livres que geralmente apresentam alta reatividade e, dentro de um 
organismo vivo podem causar sérios danos se estiverem em excesso. A 
formação exacerbada de radicais livres é resultado de um processo 
oxidativo natural do organismo, geralmente de defesa contra 
microrganismos invasores, mas, por outro lado está relacionado à gênese 
de várias doenças como aterosclerose, doenças cardíacas e do sistema 
nervoso central, entre outras. Neste fato reside a importância de se buscar 
extratos vegetais e/ou substâncias com potencial antioxidante. 

São consideradas como antioxidantes as substâncias que, numa 
concentração menor que o substrato oxidável, retardam o processo 
oxidativo diminuindo a velocidade da reação ou prolongando o seu 
período de indução. Entre os antioxidantes de baixa massa molecular, 
estão algumas vitaminas (A, C e E), outros produtos naturais como 
compostos fenólicos, carotenoides, flavonoides, alcaloides, etc [135]. 
Neste sentido foram aplicados testes para avaliar os conteúdos de 
fenólicos e flavonoides assim como os potenciais redutores e a ação 
sequestrante de radicais livres nos extratos brutos e frações das espécies 
P. stenocalyx e P. suterella. Os resultados são mostrados na Tabela 5. 
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Tabela 5. Atividades antioxidantes e conteúdos de fenólicos e flavonoides de P. 
stenocalyx e P. suterella 

Extrato/ 
Fração Fenólicos(a) Flavonoides(b) 

Poder 

Redutor(c) 
DPPH(d) 

P
. s

te
no

ca
ly

x 

EB 51,73 + 3,31 43,20 + 3,82 99,46 + 12,97 80,28 + 2,22 

INS 59,33 + 5,64 35,28 + 2,14 132,01 +21,86 - 

FH 43,25 + 6,97 9,64 + 0,94 153,29 + 19,35 - 

FAe 235,87 +18,51 50,12 + 4,26 516,51 + 51,71 - 

FRA 158,41 + 4,65 * 755,15 + 42,15 22,10 + 3,14 

FAq 54,35 +2,54 6,44 + 0,37 86,13 +7,05 - 

P
. s

ut
er

el
la 

EB 53,37 + 1,75 55,52 + 0,39 138,42 + 3,84 149,41 + 1,95 

INS 67,34 + 9,14 46,66 + 1,30 168,41 + 5,04 - 

FAe 117,06 + 1,25 3,46 + 0,33 234,54 + 14,12 - 

FRA 108,54 + 0,98 * 486,26 + 12,07 37,74 + 2,52 

FAq 32,41 + 0,09 4,19 + 0,40 45,88 + 3,11 - 

(a)mg ácido gálico (AG) /g amostra, (b)mg quercetina (QUE) /g amostra, 

(c)mg ácido ascórbico (AA) /g amostra, (d)CE50 (µg.mL-1). *Não avaliado. 

 
A determinação do conteúdo de fenólicos foi avaliado pela técnica 

mais comumente empregada, a qual utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteau. Este método consiste de uma mistura dos ácidos 
fosfomolíbdico (H3Mo12PO40) e fosfotúnsgstico (H3W12PO40), no qual o 
molibdênio e o tungstênio encontram-se no estado de oxidação 6+. Em 
presença de certos agentes redutores, como os compostos fenólicos, 
formam-se os chamados molibdênio azul e tungstênio azul, nos quais a 
média do estado de oxidação destes metais está entre 5 e 6 e cuja 
coloração permite a determinação da concentração das substâncias 
redutoras, que não necessariamente precisam ter natureza fenólica [136]. 
As frações acetato de etila (FAe) e alcaloídica (FRA) de P. stenocalyx 
apresentaram melhores resultados do que as demais frações com valores 
235,87 e 158,41 mg AG / g amostra, respectivamente. Estes resultados 
também foram maiores do que os apresentados para a espécie P. suterella, 
onde os fenólicos estão mais concentrados nas frações acetato de etila e 
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alcaloídica com valores de 117,06 e 108,54 mg AG / g amostra, 
respectivamente. Estes valores podem ser considerados baixos quando 
comparados aos obtidos de espécies previamente estudadas em nosso 
grupo de pesquisas, como é o caso da espécie Eugenia brasiliensis 
(grumixama) [137], que apresentou um valor de 494,51 mg AG / g da 
fração acetato de etila. 

Na literatura foram identificados alguns poucos alcaloides que 
apresentam grupos fenólicos no gênero Psychotria, como nas espécies P. 
borucana [60], P. ipecacuanha [56], P. klugii [36], P. prunifolia [37]. 
Não foi reportada na literatura a presença de alcaloides contendo grupos 
fenólicos nas espécies P. suterella e P. stenocalyx. Sendo assim, os 
valores de conteúdo de fenólicos obtidos para ambas as frações 
alcaloídicas pode representar um falso-positivo no teste uma vez que os 
alcaloides podem apresentar atividades antioxidantes que podem estar 
reduzindo os metais de molibdênio e tungstênio. 

O conteúdo de flavonoides se fundamenta na formação de anéis 
estáveis de cinco e seis membros com o alumínio, proveniente do reagente 
AlCl3, com os flavonoides presentes na amostra vegetal. A formação 
desse complexo entre o alumínio e o flavonoide provoca um 
deslocamento batocrômico (Figura 5). Desta maneira é possível 
determinar a quantidade de flavonoides evitando-se a interferência de 
outras substâncias fenólicas, principalmente os ácidos fenólicos que 
invariavelmente acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais, pois 
estes apresentam comprimentos de onda bastante inferiores se 
comparados com o complexo flavonoide–Al. 

No teste que avalia o conteúdo de flavonoides, foram observados 
valores de 43,20 e 55,52 mg QUE / g EB e valores de 35,28 e 46,66 mg 
QUE / g fração INS, respectivamente, para as espécies P. stenocalyx e P. 
suterella. Estes valores são maiores do que os valores apresentados para 
o extrato bruto da espécie Eugenia brasiliensis [137], que apresentou um 
valor de 14,44 mg QUE / g de EB.  

Para a espécie P. stenocalyx, os flavonoides estão mais 
concentrados na fração acetato de etila (FAe) com valor de 50,12 mg QUE 
/ g, respectivamente. Para a fração acetato de etila da espécie Eugenia 
brasiliensis [137] foi observado um valor de 54,12 mg QUE / g. Estes 
resultados dão indícios da presença de flavonoides nesta espécie que não 
foram observados na marcha analítica, porém se fazem necessários 
estudos fitoquímicos neste sentido para identificação/quantificação, por 
exemplo através de técnicas hifenadas como HPLC-MS, por exemplo, 
comparando-se com padrões. 
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Figura 5. Formação do complexo entre Al3+ e um flavonoide (acima) e o 
deslocamento batocrômico provocado no espectro de UV/VIS 

 
O outro teste aplicado para a avaliação da atividade antioxidante é 

o potencial redutor que se fundamenta na redução de íons férricos a íons 
ferrosos pela oxidação do substrato. Quando a amostra apresenta 
atividade redutora, esta reduz os íons ferricianeto (Fe3+) a ferrocianeto 
(Fe2+) que, por sua vez, formam um complexo com os íons ferro III, 
provenientes do FeCl3, de coloração azul (azul da Prússia), o ferrocianeto 
férrico. Quanto maior a absorbância medida no espectrofotômetro 
UV/VIS a 720 nm, maior é o potencial redutor do substrato. 

As frações acetato de etila (FAe) e alcaloídicas (FRA) das duas 
espécies apresentaram melhores resultados que as demais, sendo que a 
espécie P. stenocalyx apresentou valores de 516,51 e 755,15 mg AA / g 
amostra, respectivamente, e a espécie P. suterella apresentou valores de 
234,54 e 486,26 mg AA / g amostra, respectivamente. Estes resultados 
podem ser considerados bons, mas ainda são menores que os obtidos para 
a Eugenia brasiliensis [137], que apresentou um valor de 834,99 mg AA 
/ g para a fração acetato de etila. 

Comparando-se os resultados obtidos para as frações acetato de 
etila das duas espécies de Psychotria observa-se que a espécie P. suterella 
apresenta um valor menor de conteúdos de fenólicos e flavonoides, o que 
reflete em um valor menor de poder redutor do que a FAe da espécie P. 
stenocalyx. 
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Radical livre é qualquer espécie capaz de existir contendo um ou 
mais elétrons desemparelhados. As espécies reativas de oxigênio (ERO), 
radicais livres de maior importância no organismo, incluem todos os 
radicais gerados a partir do oxigênio como o ânion superóxido (O2•–); os 
radicais hidroxila (•OH), alcoxila (RO•) e peroxila (ROO•). Espécies 
reativas incluem, não só os radicais, mas também intermediários neutros 
ou carregados (H2O2 e ONOO−) e outras espécies capazes de formar 
radicais livres no organismo humano (1O2, O3, Fe e Cu). 

Os radicais livres atacam lipídios insaturados das biomembranas, 
iniciando o processo de peroxidação lipídica. Estes radicais podem 
também atacar o DNA, causando mutação, o que pode levar ao 
desenvolvimento de câncer. A atividade antimutagênica de alguns 
antioxidantes deve-se, muitas vezes, à capacidade de capturarem radicais 
livres ou induzirem enzimas antioxidantes [138]. 

Existem evidências de que espécies reativas do metabolismo do 
oxigênio estejam envolvidas em uma série de doenças [139]. Em um 
processo inflamatório, por exemplo, ocorrem reações catalisadas por uma 
enzima chamada mieloperoxidase que utiliza H2O2 e íons haletos 
(normalmente Cl-) para produzir hipohalitos, uma substância tóxica, que 
pode se decompor espontaneamente para produzir oxigênio singleto. O 
resultado dessas reações é a produção de hipoclorito (OCl-) e oxigênio 
singleto (1O2) [140]. Quando o processo inflamatório está muito 
exacerbado podem ocasionar danos ao tecido inflamado devido à 
presença das substâncias formadas, então os antioxidantes podem atuar 
convertendo-as em suas formas reduzidas. 

Os extratos brutos das espécies P. stenocalyx e P. suterella e as 
frações mais ativas foram submetidas ao teste que utiliza o 1,1-difenil-2-
picril-hidrazil, DPPH, um radical livre relativamente estável, de forte 
coloração azul e suficientemente solúvel em álcoois miscíveis em água. 
A ação sequestrante de radicais livres pelos compostos presentes na 
amostra deve-se a reação destes com o DPPH, o qual abstrai um átomo 
de hidrogênio de acordo com equação mostrada na Figura 6. 

 

 
Figura 6. Reação entre um flavonoide e o radical livre DPPH 
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Os resultados da ação sequestrante foram expressos como a 
concentração efetiva 50 %, CE50, concentração necessária para reduzir em 
50 % a absorbância do DPPH. A espécie P. stenocalyx apresentou melhor 
ação sequestrante de radicais livres com valores de CE50 de 80,28 µg.mL-
1 para o extrato bruto e 22,10 µg.mL-1 para a fração alcaloídica. A espécie 
P. suterella apresentou valores de CE50 de 149,41 µg.mL-1 para o extrato 
bruto e 37,74 µg.mL-1 para a fração alcaloídica. 

Moraes e colaboradores (2011) [32] desenvolveram estudos com 
os extratos brutos foliares de dez espécies do gênero Psychotria, dentre 
elas a P. suterella, dos quais foi avaliada  a atividade sequestrante do 
radical DPPH dos extratos brutos a 10 e 100 µg.mL-1 e os resultados 
expressos em porcentagem de redução do radical livre e não em EC50. A 
espécie P. suterella não foi considerada antioxidante, pois não foi eficaz 
no teste que avalia a atividade sequestrante de radicais livres apresentando 
redução de 52,19 % na concentração de 100 µg.mL-1. Os extratos brutos 
das espécies P. racemosa, P. pubigera, P. capitata, e P. ruelliifolia, a 100 
µg.mL-1, apresentaram melhores resultados com porcentagens de 
redução, respectivamente, de 83,08; 82,63; 82,3 e 80,41 %. Os autores 
também observaram que as dez espécies apresentam alcaloides do tipo 
5,6-dihidro-β-carbolina, com maiores quantidades encontradas em P. 
capitata e P. racemosa, e as espécies P. suterella e P. nuda apresentam 
alcaloides do tipo monoterpeno indólicos. 

Formagio e colaboradores (2014) [141] desenvolveram um estudo 
com os extratos brutos das folhas das espécies P. carthagenensis, P. 
leiocarpa, P. capillacea e P. deflexa e encontraram bons resultados. 
Sendo que o melhor resultado para o conteúdo de fenólicos foi observado 
para o extrato bruto da espécie P. capillacea que obteve 148,42 mg AG / 
g extrato. O melhor conteúdo de flavonoides foi observado para a espécie 
P. carthagenensis que apresentou um valor de 182,07 mg QUE / g extrato. 
Todos os extratos apresentaram atividade sequestrante de radical livre 
DPPH sendo que a espécie com maior atividade foi a espécie P. 
carthagenensis com valor de CE50 de 16,92 µg.mL-1. 

Os resultados observados para as frações acetato de etila e 
alcaloídicas das espécies P. stenocalyx e P. suterella são incentivadores 
para o desenvolvimento de estudos de atividades biológicas relacionadas 
a doenças nas quais estejam envolvidos processos oxidativos, como o 
processo inflamatório. Com destaque para a fração alcaloídica da espécie 
P. stenocalyx que apresentou maior atividade redutora. 
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5.1.2. Atividade Alelopática 
 
Alelopatia pode ser definida como um processo pelo qual produtos 

do metabolismo secundário de um determinado vegetal são liberados, 
afetando a germinação e o desenvolvimento de outras plantas 
relativamente próximas podendo este efeito ser inibitório ou estimulante. 
A resistência ou tolerância aos metabólitos secundários é uma 
característica específica de cada espécie. 

Os extratos brutos de P. stenocalyx e P. suterella foram testados 
nas concentrações de 0,25 – 2,0 g / 100 mL utilizando sementes de 
Lactuca sativa L. (alface), Raphanus sativus L. (rabanete) e Cucumis 
sativus L. (pepino). O ensaio foi desenvolvido através da observação da 
germinação de sementes de dicotiledôneas assim como o 
desenvolvimento das plântulas. 

Uma das sementes mais utilizadas são as sementes de alface devido 
ao seu período curto de germinação, sendo que a nova planta se 
desenvolve em poucos dias, de 3 a 5 dias. A observação do 
desenvolvimento da plântula é verificada medindo-se o tamanho do 
caulículo (hipocótilo) e radícula que também é um indicador do efeito 
inibitório ou estimulante do extrato da planta que se deseja testar. 

Nas figuras a seguir estão apresentados os gráficos das 
porcentagens de inibições na germinação (Figura 7) e desenvolvimento 
de hipocótilo (Figura 8) e radícula (Figura 9) das sementes de alface, 
rabanete e pepino observados para os extratos brutos de P. stenocalyx e 
P. suterella em relação aos valores observados para os controles 
negativos (testemunha). Abaixo de cada gráfico são apresentados os 
valores das respectivas porcentagens de inibição, sendo que uma 
porcentagem negativa significa que a amostra estimulou a germinação ou 
desenvolvimento. 

No teste de germinação das sementes de alface, os extratos de 
ambas as espécies inibiram em torno de 100 %. Das sementes que 
germinaram, ambos os extratos inibiram o desenvolvimento das plântulas 
em torno de 100 %, exceto para o extrato de P. suterella a 1,0 g / 100 mL 
que apresentou inibição de 85,6 % no crescimento do hipocótilo. 

No teste de germinação das sementes de rabanete, o extrato de P. 
stenocalyx apresentou melhores valores de inibição na velocidade de 
germinação, 94,9 %, e no desenvolvimento de radícula e hipocótilo, 87,7
 e 79,6 %, na concentração 2,0 g / 100 mL. O extrato de P. suterella 
apresentou melhores valores de inibição na velocidade de germinação, 
93,2 %, e no desenvolvimento de radícula e hipocótilo, 82,5 e 82,5 %, na 
concentração 0,5 mg / 100 mL.  



99 

 
Figura 7. Gráfico de porcentagens de inibição, em relação aos controles, da 

germinação de sementes utilizando as sementes de alface, rabanete e pepino em 
função da concentração de extrato bruto das espécies P. stenocalyx e P. suterella 

 

 
Figura 8. Gráfico de porcentagens de inibição, em relação aos controles, do 
desenvolvimento de hipocótilo utilizando as sementes de alface, rabanete e 

pepino em função da concentração de extrato bruto das espécies P. stenocalyx e 
P. suterella 
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Figura 9. Gráficos de porcentagens de inibição, em relação aos controles, do 

desenvolvimento de radícula utilizando as sementes de alface, rabanete e 
pepino em função da concentração de extrato bruto das espécies P. stenocalyx e 

P. suterella 
 
No teste de germinação das sementes de pepino, o extrato de P. 

stenocalyx apresentou um comportamento mais estimulante do que 
inibitório. Na concentração de 0,25 g / 100 mL, foi observado uma 
porcentagem negativa significando que houve estímulo de 79,7 % na 
germinação. Este extrato apresentou inibição apenas na concentração 2,0 
g / 100 mL, com valor de 23,5 %. Em relação ao desenvolvimento de 
radícula e hipocótilo o extrato apresentou maiores inibições na 
concentração 1,0 mg / 100 mL, com valores de 47,2 e 70 %, 
respectivamente. 

O extrato de P. suterella apresentou melhor valor de inibição na 
velocidade de germinação das sementes de pepino na concentração 1,0 g 
/ 100 mL com valor de 48,2 %. No desenvolvimento de radícula e 
hipocótilo, os maiores valores de inibição foram apresentados na 
concentração 0,25 g / 100 mL, cujos valores foram de 64,8 e 80,6 %, 
respectivamente. 

Estes resultados mostram que, de uma maneira geral, os extratos 
brutos de ambas as espécies estudadas são fitotóxicos para todas as 
sementes testadas, porém as sementes de alface são mais sensíveis aos 
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aleloquímicos presentes nos extratos, seguidas pelas sementes de pepino 
e, por fim, pelas sementes de rabanete. 

Correa e colaboradores (2008) [142] observaram boas atividades 
fitotóxicas nos extratos etanólicos de folhas e raízes e aquosos das folhas 
das espécies Psychotria leiocarpa, P. brachyceras e P. umbellata. As 
atividades alelopáticas foram avaliadas através da germinação e 
desenvolvimento de sementes de Lactuca sativa (alface), Chorisia 
speciosa (paineira) e Mimosa bimucronata (maricá), sendo que os 
extratos da espécie P. leiocarpa apresentaram melhores resultados com 
inibições entre 77 e 100 % na germinação. Para estas três espécies foi 
reportada a presença alcaloides do tipo monoterpeno indólicos [27, 61, 
79]. 

Frescura e colaboradores (2013) [143] observaram atividade 
alelopática significativa para os extratos aquosos das folhas de Psychotria 
brachypoda e P. birotula avaliadas através da germinação e 
desenvolvimento de sementes de Eruca sativa (rúcula). 

 
5.1.3. Atividade inibitória da enzima Acetilcolinesterase 
 
A Doença de Alzheimer é uma enfermidade mais comum entre 

idosos e se apresenta como demência, ou perda de funções cognitivas 
(memória, orientação, atenção e linguagem). É uma doença considerada, 
até o presente momento, como incurável que se agrava ao longo do tempo, 
mas pode e deve ser tratada. Quase todas as suas vítimas são pessoas 
idosas. Talvez, por isso, a doença tenha ficado erroneamente conhecida 
como “esclerose” ou “caduquice” [144]. 

Em 1906, um médico chamado Dr. Alzheimer examinou o tecido 
cerebral de uma mulher que havia morrido por conta de uma doença 
mental desconhecida à época. Ele observou muitos blocos anormais 
(placas amiloides) e emaranhado de feixes de fibras (emaranhados 
neurofibrilares). Atualmente já é sabido que a presença de placas 
amiloides e emaranhados neurofibrilares são as duas principais causas dos 
sintomas observados na doença de Alzheimer, pois causam perda 
neuronal associada com outros eventos prejudiciais relacionados com a 
idade, tais como aumento do stress oxidativo, metabolismo de energia 
reduzida e inflamação. Como terceira causa dos sintomas da doença, 
estudos indicaram a deficiência de diversos neurotransmissores cerebrais, 
como a acetilcolina, a noradrenalina e a serotonina [145, 146]. 

Atualmente, os principais medicamentos licenciados para o 
tratamento da doença de Alzheimer atuam como inibidores da enzima 
acetilcolinesterase, AchE, como os fármacos sintéticos tacrina 
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(Cognex®), donepezil (Aricept®) e riastigmina (Exelon®) e o alcaloide 
natural galantamina (Reminyl®). Apesar destes fármacos serem bastante 
eficazes em reduzir os sintomas da doença, ainda são muito caros e podem 
apresentar efeitos colaterais como náuseas, vômitos, anorexia, etc. [147]. 
Sendo assim há uma grande demanda na busca de novas substâncias 
candidatas inibidoras da enzima acetilcolinesterase com baixa toxicidade. 

Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um método 
fotocolorimétrico para a determinação da atividade anticolinesterásica 
[128]. O método baseia-se na medição indireta da taxa de produção de 
tiocolina a medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela enzima 
acetilcolinesterase. A tiocolina formada pela hidrólise reage com o 
reagente de Ellman (ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzóico), produzindo 
um ânion de forte coloração amarela, o ácido 5-tio-2-nitro-4-tiobenzóico, 
conforme mostrado na Figura 10. A taxa de produção do ânion ácido 5-
tio-2-nitro-4-tiobenzóico é observada em um espectrofotômetro UV/VIS 
em 405 nm e é diretamente proporcional à atividade da enzima e 
inversamente proporcional à atividade inibitória da amostra. 

 

 
Figura 10. Sequência de reações envolvidas no método proposto por Ellman 

para detecção de atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase por 
substâncias naturais 

 
Os extratos brutos e as frações alcaloídicas das espécies P. 

stenocalyx e P. suterella foram testados quanto a sua atividade inibitória 
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da enzima acetilcolinesterase. O teste foi feito em triplicata e as 
respectivas porcentagem de inibição enzimática são mostradas na Tabela 
6. 

 

Tabela 6. Porcentagem de inibição da enzima acetilcolinesterase pelos extratos 
brutos de P. stenocalyx e P. suterella 

Amostra Inibição (%) 

P. stenocalyx – EB 52,63 ± 5,0 

P. stenocalyx – FRA 54,31 + 6,3 

P. suterella – EB 51,82 ± 5,0 

P. suterella – FRA 63,58 + 4,9 

galantamina 74,44 ± 3,1 

 
Na concentração de 1 mg.mL-1 o extrato bruto de Psychotria 

stenocalyx apresentou uma inibição de 52,63% na atividade da enzima, 
um valor ligeiramente maior do que a inibição apresentada pelo extrato 
bruto de Psychotria suterella, que apresentou inibição de 51,82%. As 
frações alcaloídicas de ambas as espécies, na concentração de 
concentração de 1 mg.mL-1, apresentaram inibições um pouco maiores 
que os extratos. A fração alcaloídica de P. stenocalyx inibiu a atividade 
da enzima em 54,31 % e a fração alcaloídica de P. suterella inibiu em 
63,58 % a atividade da enzima, sendo esta última amostra a que 
apresentou maior inibição da enzima AchE. Como controle positivo foi 
utilizada uma solução preparada a partir do medicamento Reminyl® de 
maneira que a concentração do fármaco galantamina fosse de 0,1 mg.mL-

1. Esta solução controle apresentou inibição de 74,44% da enzima 
acetilcolinesterase. 

Passos e colaboradores (2013) [45] reportaram as atividades 
inibitórias da enzima AchE para o extrato foliar e frações obtidas de 
cromatografia deste extrato para a espécie Psychotria laciniata assim 
como de treze alcaloides isolados de espécies do gênero Psychotria 
estudadas em seu grupo de pesquisas. O extrato e frações da espécie P. 
laciniata não foram considerados ativas na concentração avaliada de 40 
µg.mL-1. Dos alcaloides avaliados, pode-se os alcaloides monoterpeno 
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indólicos vallesiachotamina lactona (11), E-vallesiachotamina (12) e Z-
vallesiachotamina (13) que inibiram a atividade da enzima AchE em 
45,32 %, 47,03 % e 63 %, respectivamente. Estes alcaloides também 
foram identificados nas espécies P. stenocalyx e P. suterella, discutidas 
no presente trabalho. 

A partir dos experimentos realizados pode-se observar que, apesar 
dos extratos brutos e frações alcaloídicas das espécies Psychotria 
stenocalyx e Psychotria suterella terem apresentado em geral uma 
inibição enzimática relevante, ainda é considerada uma atividade pouco 
promissora. Por outro lado, considerando que se tratam de extratos e 
frações devem ser desenvolvidos mais testes com os compostos isolados 
que podem apresentar potenciais inibitórios mais relevantes para esta 
enzima. 

 
5.1.4. Atividade antimicrobiana 
 
Várias espécies de bactérias já foram identificadas como 

causadoras de infecções, como hospitalares, o que faz com que elas sejam 
alvos de pesquisas de interesse na área médica. As bactérias E. coli, S. 
aureus e P. aeruginosa são exemplos de organismos amplamente 
estudados por sua patogenicidade, responsáveis por diversos tipos de 
infecções [148]. Os índices cada vez maiores de resistência destas 
bactérias frente às substâncias testadas, aumenta ainda mais a demanda 
de novas substâncias ativas e com baixa toxicidade. 

Assim como as bactérias, os fungos também são de grande 
relevância no que tange às infecções hospitalares. Nos Estados Unidos, 
hospitais com sistema de vigilância operante notificaram espécies de 
Candida como sendo o 6º patógeno nosocomial (infecção hospitalar) e a 
4ª causa mais comum de infecções de corrente sanguínea, adquiridas em 
hospitais. A alta incidência de infecções hospitalares causadas por fungos 
e bactérias resistentes justifica a preocupação na busca de substâncias que 
possam auxiliar no seu combate e/ou tratamento. 

 
Atividade inibitória do crescimento bacteriano 

 
O método utilizado para a avaliação da atividade antibacteriana foi 

a determinação da concentração inibitória mínima (CIM), definida como 
a menor concentração de substrato capaz de inibir o crescimento 
bacteriano. Este ensaio utiliza a quantificação da atividade das enzimas 
desidrogenases presentes nos processos respiratórios dos tecidos. Durante 
a respiração celular, ocorre a liberação de íons hidrogênio que reagem 
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com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) formando uma substância 
de cor vermelha e insolúvel, denominada de formazan [149, 150] 
evidenciando a presença de bactérias viáveis. 

 

 
Figura 11. Esquema da reação do TCC (branco) produzindo o formazan 

(cristais vermelhos) em meio enzimático 
 
Os extratos e frações das espécies P. stenocalyx e P. suterella 

foram usados para avaliar as atividades inibitórias do crescimento 
bacteriano e as concentrações inibitórias mínimas são mostradas na 
Tabela 7. 

 

Tabela 7. Valores de CIM para extratos e frações das folhas de P. stenocalyx e 
P. suterella contra três bactérias 

Amostras / 
bactérias 

CIM (µg.mL-1) 
S. aureus Escherichia coli P. aeruginosa 

P
. 
st

e
n

o
ca

ly
x EB > 1000 > 1000 > 1000 

INS > 1000 > 1000 > 1000 
FH > 1000 1000 > 1000 

FAE > 1000 > 1000 > 1000 
FRA > 1000 > 1000 1000 
FAq > 1000 > 1000 > 1000 

P
. 
su

te
re

lla
 

EB > 1000 > 1000 > 1000 
INS > 1000 > 1000 > 1000 
FAE > 1000 > 1000 > 1000 
FRA 1000 > 1000 1000 
FAq > 1000 > 1000 > 1000 

Gentamicina 2,5 - 0,156 
 
Para a classificação da atividade antibacteriana de extratos e 

frações vegetais é utilizado o critério proposto por Machado e 
colaboradores 2005 [151], onde as amostras que apresentam valores de 
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concentração inibitória mínima (CIM) abaixo de 10 µg.mL-1 são 
classificados com atividade excelente, CIM entre 10 e 100 µg.mL-1

 com 
atividade boa, CIM entre 100 e 500 µg.mL-1 com atividade moderada, 
CIM entre 500 e 1000 µg.mL-1 com atividade fraca e CIM acima de 1000 
µg.mL-1 inativos. 

Para a espécie P. stenocalyx apenas a fração hexano apresentou 
atividade contra a bactéria E. coli e a fração rica em alcaloides contra a 
bactéria P. aeruginosa, porém ambas consideradas atividades fracas de 
acordo com o critério supracitado. Para a espécie P. suterella apenas a 
fração rica em alcaloides apresentou atividade também considerada fraca 
contra as bactérias E. coli e P. aeruginosa. Todas as demais amostras 
foram consideradas inativas contra todas as bactérias, pois apresentaram 
valores de CIM maiores do que 1000 µg.mL-1. 

Na literatura foi reportada atividade antibacteriana das frações 
polares do extrato da espécie Psychotria reevesii contra as bactérias 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei e 
Shigella flexneri atribuídas ao alto nível de taninos condensados, porém 
estas frações foram inativas contra a E. coli [75]. 

Liu e colaboradores (2016) [73] reportaram uma potente atividade 
inibitória do crescimento da bactéria E. coli para o alcaloide monoterpeno 
indólico 16,17,19,20–tetrahidro–2,16–dehidro–18–deoxi-isoestriquinina 
(63), isolado da fração alcaloídica do estrato bruto das folhas de 
Psychotria pilífera, com CIM 0,781 µg.mL-1. 

 
Atividade inibitória do crescimento fúngico 

 
Os extratos brutos das espécies P. stenocalyx e P. suterella foram 

avaliadas quanto as suas atividades antifúngicas pelo método 
colorimétrico do MTT. Neste método o MTT é metabolizado na 
mitocôndria do micro-organismo durante a respiração celular produzindo 
o formazan de que absorve em 530 nm sendo medido em 
espectrofotômetro (Figura 12). 
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Figura 12. Esquema da reação do MTT (amarelo) produzindo o formazan 

(cristais púrpura) em meio enzimático 
 
Os extratos brutos de P. stenocalyx e P. suterella foram submetidos 

a uma triagem onde foram avaliadas as porcentagens de inibição do 
crescimento fúngicos na concentração 500 µg.mL-1. Conforme os 
resultados apresentados na Tabela 8, o extrato bruto da espécie P. 
stenocalyx apresentou inibição contra os micro-organismos C. albicans, 
C. tropicalis e Paracoccidioides brasiliensis (Pb 18) nos valores de 8,7 
%, 64,9 % e 100 %, respectivamente. Para o extrato da espécie P. 
suterella foi observada inibição contra os micro-organismos C. krusei, C. 
tropicalis e PB 18 nos valores de 15,7 %, 56,8 % e 100 %. Para o restante 
dos micro-organismos não foi observada inibição, sendo os extratos 
considerados inativos. 

 

Tabela 8. Porcentagens de inibição dos extratos brutos de P. stenocalyx e P. 
suterella contra leveduras patogênicas 

amostras P. stenocalyxa P. suterellaa Itraconazolb 

C. albicans 8,7 0,0 85,5 

C. krusei 0,0 15,7 100 

C. parapsilosis 0,0 0,0 96,2 

C. tropicalis 64,9 56,8 80 

Cryp. neoformans 0,0 0,0 100 

Cryp. Gattii 0,0 0,0 94,7 

P. brasiliensis 100 100 100 

aAs amostras foram testadas na concentração de 500 μg.mL-1. bFármaco de 
referência, utilizado na concentração de 0,5 μg.mL-1. 
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Ambos os extratos brutos foram considerados ativos contra o 
micro-organismo P. brasiliensis, pois apresentaram valor de inibição do 
crescimento microbiano maior que 70% e foram submetidos à 
determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). O extrato bruto 
de P. stenocalyx apresentou valor de CIM de 250 µg.mL-1 e o extrato de 
P. suterella apresentou valor de CIM de 500 µg.mL-1. 

De acordo com o critério proposto por Rios e Recio (2005) [152], 
extratos vegetais cujo valor de CIM for abaixo de 1000 μg.mL-1 são 
considerados ativos e abaixo de 100 μg.mL-1 são considerados muito 
potentes. Desta forma os extratos brutos de P. stenocalyx e P. suterella 
foram considerados ativos contra o micro-organismo P. brasiliensis e 
inativos contra os demais. 

Giang e colaboradores (2007) [75] reportaram que o extrato bruto 
e frações polares de Psychotria reevesii foram considerados inativos 
contra os micro-organismos Candida albicans e Candida stellatoides. 

Foi reportada na literatura a atividade do extrato metanólico de 
Psychotria spectabilis contra os micro-organismos Cladosporium 
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum atribuídos à presença 
de cumarinas, diterpenos e flavonoides bioativos [77]. 

De uma maneira geral, os resultados demonstraram que os extratos 
de P. stenocalyx e P. suterella não são foram considerados ativos contra 
os micro-organismos de bactérias e fundos testados. As atividades 
reportadas na literatura para espécies do gênero foram atribuídas à 
presença de taninos condensados, diterpenos, cumarinas e flavonoides. 

 
5.1.5. Atividade anti-inflamatória 
 
A inflamação é um evento defensivo complexo definido como a 

reação local que envolve o reconhecimento do agente ou do estímulo 
lesivo (físico, químico ou provocado por micro-organismos) para sua 
posterior destruição e recomposição dos tecidos e, às vezes, formação de 
um novo tecido. O reconhecimento desencadeia a ativação e a 
amplificação do sistema imune resultando na ativação de células e na 
liberação de diversos mediadores inflamatórios que são responsáveis pela 
vasodilatação, extravasamento de líquido e migração de leucócitos [153]. 
O aspecto macroscópico do tecido inflamado é caracterizado por cinco 
sinais: calor, rubor, dor, edema e perda funcional. 

Para enfrentar a invasão de um agente inflamatório o organismo 
pode recorrer a várias respostas de defesa e a organização destas constitui 
a reação inflamatória/imunológica. Um dos eventos iniciais da resposta 
imune inata consiste na atuação dos leucócitos (neutrófilos e monócitos) 
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no tecido inflamado, através da fagocitose do agente invasor. Este evento 
inicia-se com a aderência destes leucócitos ao endotélio vascular com 
posterior migração destes para o local onde se encontra o agente invasor, 
processo chamado de diapedese. Em seguida, os leucócitos o englobam 
formando uma “bolha” chamada fagossomo. Os neutrófilos possuem 
grânulos (organelas) chamados lisossomos que contêm, entre outras 
substâncias, a enzima mieloperoxidase, que catalisa reações para a 
formação de compostos bactericidas. Estes lisossomos fusionam-se ao 
fagossomo liberando seu conteúdo que inclui a enzima mieloperoxidase 
[153]. 

Foram testados os extratos brutos das espécies P. stenocalyx e P. 
suterella nas doses de 100, 200 e 400 mg.kg-1 de camundongos utilizando 
o modelo da pleurisia induzida pela carragenina. Através deste modelo 
foram feitas as quantificações de leucócitos totais e contagem diferencial 
entre polimorfonucleares e mononucleares nas amostras de lavado 
pleural. 

Os resultados obtidos são apresentados na Figura 13, para o extrato 
bruto de P. stenocalyx, e na Figura 14, para o extrato bruto de P. suterella. 
Nos gráficos, a barra em cinza-claro representa o grupo controle, animais 
pré-tratados com salina intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indução da 
pleurisia com salina (S); a barra em cinza-escuro representa o controle 
negativo, animais tratados com salina i.p. 0,5 h antes da indução da 
pleurisia com a carragenina (Cg); a barra com preenchimento pontilhado 
representa o grupo controle positivo, animais pré-tratados com 
dexametasona i.p. 0,5 mg.kg-1 antes da indução da pleurisia com 
carragenina (Dex) e as barras brancas representam os grupos 
experimentais, animais pré-tratados com os extratos brutos das de P. 
stenocalyx e P. suterella i.p. nas doses de 100, 200 e 400 mg.kg-1 antes 
da indução da pleurisia com a carragenina. 

Em relação à migração celular, os extratos brutos das espécies P. 
stenocalyx e P. suterella reduziram significativamente a migração total 
de leucócitos para a cavidade pleural dos animais testados com uma 
solução de carragenina a 1% em todas as doses testadas. 

O extrato de P. stenocalyx apresentou melhor inibição na dose 200 
mg.kg-1 com redução de 57,1 % ± 5,2 (p < 0,001) na migração de 
leucócitos (Figura 13a). Esta redução foi devida à inibição de 
polimorfonucleares, cuja porcentagem foi de 57,3 % ± 5,1 (p < 0,01) na 
dose 200 mg.kg-1 (Figura 13b). Como esperado, o grupo controle positivo, 
que foi pré-tratado com dexametasona 0,5 mg.kg-1, também reduziu a 
migração de leucócitos em 62,1 % ± 2,7 (p < 0,001), devido à inibição de 
polimorfonucleares em 63,4 % ± 2,7 (p < 0,001) (Figura 13a). 
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O extrato de P. suterella apresentou melhor inibição na dose 400 
mg.kg-1 com redução na migração de leucócitos de 64,7 % ± 3,9 (p < 
0,001) e, na dose de 200 mg.kg-1, de 63,4 % ± 4,8 (p < 0,001) (Figura 
14a). Esta redução foi devida a inibição polimorfonucleares em 56,9 % ± 
6,9 e 64,8 % ± 4,8 (p < 0,01 ) nas doses 400 e 200 mg.kg-1, 
respectivamente (Figura 14b). O grupo controle positivo, que foi pré-
tratado com dexametasona 0,5 mg.kg-1, também reduziu a migração de 
leucócitos em 62,1 % ± 2,7 (p < 0,001), devido à inibição de 
polimorfonucleares em 91,3 % ± 2,2 (p < 0,001) (Figura 14a). 

A formação de exsudato foi significativamente reduzida pelo 
extrato bruto de P. stenocalyx apenas na dose de 400 mg.kg-1, cuja 
inibição foi de 30,1 % ± 6,7 (p < 0,01) (Figura 13c). Como esperado, o 
grupo controle positivo pré-tratado com dexametasona 0,5 mg.kg-1 
também mostrou redução da formação de exsudato com inibição de 43,1 
% ± 1,6 (p < 0,001) (Figura 13c). 

A formação de exsudato não foi significativamente reduzida pelo 
extrato bruto de P. suterella (p > 0,05 em qualquer das doses testadas) 
(Figura 14c). Este resultado mostra que, nas doses testadas, este extrato 
não tem capacidade para inibir o extravazamento de fluido para a 
cavidade pleural dos camundongos testados com carragenina. Embora 
tenha sido relatado [32] que o extrato bruto de P. suterella pode ter 
atividade inibitória sobre a formação de óxido nítrico in vitro e este gás 
solúvel está intimamente relacionado com a formação de exsudato, outros 
mediadores inflamatórios, tais como prostanoides, também podem 
desempenhar um papel central na formação de exsudato [154]. Como 
esperado, a dexametasona, na dose de 0,5 mg.kg-1, inibiu a formação de 
exsudato na cavidade pleural de forma significativa com inibição de 43,1 
% ± 1,6 (p < 0,01) (Figura 14a). 

Moraes e colaboradores (2011) [32] estudaram os extratos brutos 
das folhas de dez espécies de Psychotria e demonstraram que o extrato de 
P. suterella foi o mais eficiente em inibir a produção de óxido nítrico em 
macrófagos obtendo um valor de CI50 de 4,09 µg.mL-1. Ao ser avaliada 
quanto à capacidade sequestrante de radicais livres, esta espécie não se 
mostrou muito eficaz sugerindo que a atividade inibitória de NO não está 
relacionada à eliminação de NO gerado, mas sim devido a uma inibição 
específica da atividade ou expressão da enzima óxido nítrico sintetase 
isoforma indutível, iNOS. 
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Figura 13. Efeito do extrato bruto das folhas de Psychotria stenocalyx (100-400 

mg.kg-1) quanto à (a) migração de leucócitos, (b) migração de 
polimorfonucleares e (c) concentração de exsudato quando administrado por 
via intraperitoneal 0,5 h antes da indução da pleurisia com carragenina em 

camundongos. 

S: grupo controle, animais pré-tratados com salina intraperitoneal (i.p.) 0,5 h 
antes da indução da pleurisia com salina; Cg: controle negativo, animais 
tratados com salina i.p. 0,5 h antes da indução da pleurisia com a carragenina; 
Dex: controle positivo, animais pré-tratados com dexametasona i.p. 0,5 
mg.kg-1 antes da indução da pleurisia com carragenina; Psychotria 
stenocalyx: grupos experimentais, animais pré-tratados com o extrato bruto 
de P. stenocalyx i.p. nas doses de 100 – 400 mg.kg-1 antes da indução da 
pleurisia com carragenina. Os resultados são expressos em como as médias ± 
EPM. N = 6 animais/grupo. 

** p < 0,01 em comparação com o grupo Cg 

*** p < 0,001 em comparação com o grupo Cg 

### p < 0,001 em comparação com o grupo S 
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Figura 14. Efeito do extrato bruto das folhas de Psychotria suterella (100-400 

mg.kg-1) quanto à (a) migração de leucócitos, (b) migração de 
polimorfonucleares e (c) concentração de exsudato quando administrado por 
via intraperitoneal 0,5 h antes da indução da pleurisia com carragenina em 

camundongos. 

S: grupo controle, animais pré-tratados com salina intraperitoneal (i.p.) 0,5 h 
antes da indução da pleurisia com salina; Cg: controle negativo, animais 
tratados com salina i.p. 0,5 h antes da indução da pleurisia com a carragenina; 
Dex: controle positivo, animais pré-tratados com dexametasona i.p. 0,5 
mg.kg-1 antes da indução da pleurisia com carragenina; Psychotria suterella: 
grupos experimentais, animais pré-tratados com o extrato bruto de P. 
suterella i.p. nas doses de 100 – 400 mg.kg-1 antes da indução da pleurisia 
com carragenina. Os resultados são expressos em como as médias ± EPM. N 
= 6 animais/grupo. 

** p < 0,01 em comparação com o grupo Cg 

*** p < 0,001 em comparação com o grupo Cg 

### p < 0,001 em comparação com o grupo S 
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Nascimento e colaboradores (2007) [25] e Gregianini e 
colaboradores (2003) [26] mencionaram que o alcaloide brachicerina (7), 
um alcaloide monoterpeno indólico presente no extrato bruto das folhas 
de Psychotria brachyceras, mostrou atividade anti-inflamatória 
específica em testes de migração de leucócitos em ratos por meio de um 
ensaio de quimiotaxia (F. Farias & A. T. Henriques, dados não 
publicados). O alcaloide monoterpeno indólico brachicerina (7) é bastante 
peculiar, pois é possivelmente derivado de 10-oxo-1-epi-loganina, 
diferentemente de todos os alcaloides monoterpeno indólicos isolados das 
espécies estudadas no presente trabalho que são derivados da 
secologanina, para os quais não foram reportadas atividades anti-
inflamatórias até o presente momento. 

Iniyavan e colaboradores 2011 [28] reportaram uma redução de 
73,54 % na inflamação induzida pela carragenina para o extrato dos frutos 
de Psychotria nilgiriensis. Porém, para esta espécie não foi reportada a 
presença de alcaloides. 

Com base nos resultados obtidos, pode-se considerar que os 
extratos brutos de ambas as espécies se mostraram bons inibidores do 
processo inflamatório nos modelos estudados, sendo que a melhor dose 
para ambos foi de 400 mg.kg-1, uma vez que esta dose foi capaz de inibir 
a migração celular e a formação de exsudato desencadeada pelo agente 
flogístico neste modelo de pleurisia. Por outro lado, considerando que 
testes com extratos brutos são de caráter preliminar, deve-se incentivar o 
desenvolvimento de ensaios mais detalhados envolvendo, especialmente, 
as frações acetato de etila e alcaloídica das espécies P. stenocalyx e P. 
suterella, pois estas apresentaram melhores resultados nos testes 
antioxidantes. 
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5.2. Estudo fitoquímico das frações alcaloídicas utilizando 
técnicas hifenadas com HPLC 

 
Esta etapa do trabalho foi executada com a aplicação da técnica 

HPLC-SPE-NMR, que apresenta uma unidade de extração em fase sólida 
automatizada (SPE) entre o equipamento de HPLC e o espectrômetro de 
NMR. Esta técnica apresenta a etapa de isolamento (trapping), onde são 
feitas sucessivas separações cromatográficas utilizando solventes não 
deuterados e os picos de interesse são capturados e concentrados nos 
respectivos cartuchos de SPE. Na etapa seguinte são executadas as 
eluições dos analito dos cartuchos para os microtubos de NMR com 
solventes deuterados para serem adquiridos os espectros. A Figura 15 
esquematiza as etapas de isolamento e eluição dos picos para os 
microtubos de NMR. 

 

 
Figura 15. Esquema das etapas de (1) isolamento, trapping, e (2) transferência 

para os microtubos de NMR (imagem adaptada [107]) 
 
Para a elucidação estrutural dos alcaloides isolados foram 

utilizados espectros de massas de alta resolução, espectros de ressonância 
magnética nuclear uni e bidimensionais e comparação com dados da 
literatura através do Scifinder®. A seguir serão discutidas, de forma mais 
detalhada, as separações cromatográficas, os isolamentos e as elucidações 
estruturais dos alcaloides das espécies P. rhytidocarpa e P. suterella. Em 
seguida será feito um estudo fitoquímico comparativo por HPLC-HRMS 
envolvendo frações alcaloídicas das espécies P. rhytidocarpa, P. suterella 
e P. stenocalyx. 
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5.2.1. Isolamento e elucidação estrutural dos alcaloides da 
fração alcaloídica da espécie Psychotria rhytidocarpa através de 
HPLC-HRMS-SPE-ttNMR 

 
A amostra foi preparada dissolvendo-se 71,0 mg da fração rica em 

alcaloides de P. rhytidocarpa em 1,0 mL de metanol e filtrada utilizando 
microfiltro de nylon de 13 mm de diâmetro e 0,45 µm de poro. Antes de 
iniciar o procedimento de isolamento foi feita a otimização do método de 
separação em equipamento HPLC Agilent serie 1200, utilizando uma 
coluna C18 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm, 5µm, 100 Å) mantida a 40 ºC. 
O solvente aquoso, A, consistiu de 95 % H2O + 5 % MeCN e o solvente 
orgânico, B, de 5 % H2O + 95 % MeCN, ambos acidificados com 0,1 % 
de ácido fórmico (v/v). O fluxo foi mantido em 0,5 mL.minuto-1, volume 
de injeção de 15 µL. Inicialmente foi aplicado um método exploratório de 
0-100 %B em 60 minutos. O método otimizado iniciou-se com 10 %B, 
aumentando em gradiente até 100 %B no minuto 35, mantendo-se por 5 
minutos. No minuto 41 reduziu-se a 10 %B e manteve-se por 10 minutos 
para recondicionamento da coluna. 

O método otimizado foi reproduzido no equipamento de HPLC-
HRMS-SPE-ttNMR, utilizando método de ionização electrospray – ESI 
em modo positivo e em analisador de massas por tempo de vôo (time of 
flight – TOF), em uma análise pre-trapping para serem programados os 
picos a serem isolados através do método threshold aplicado aos 
cromatogramas a 254 nm ou 280 nm de acordo com a necessidade. O 
método threshold consiste em estabelecer limites de absorbâncias, em 
diferentes intervalos de tempo no cromatograma, onde são coletados os 
picos assim que ultrapassarem este limite. Em seguida, são executadas 
dez sucessivas separações nas quais os picos selecionados vão sendo 
coletados e concentrados nos respectivos cartuchos de SPE previamente 
condicionados com 500 µL de acetonitrila seguido de 500 µL de H2O. A 
Figura 16 apresenta o cromatograma da separação extraído a 254nm 
identificando os picos isolados através de números. 
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Figura 16. Cromatograma extraído a 254 nm da separação executada na fração 

rica em alcaloides do extrato bruto de P. rhytidocarpa através da técnica 
hifenada HPLC-HRMS-SPE-ttNMR 

 
O cromatograma total (TIC – total ion chromatogram e UV/VIS) 

foi analisado através do software ESI COMPASS – Data Analysis 4.2 da 
Bruker. De cada pico do cromatograma foi extraído o espectro de massas 
de alta resolução do qual foram obtidas as respectivas massas exatas. Foi 
obtido do próprio software as fórmulas moleculares com os respectivos 
erros entre massa calculada e obtida experimentalmente. Foram feitas 
buscas na literatura através do Scifinder® utilizando as fórmulas 
moleculares obtidas e refinando os resultados desta busca com 
fragmentos da molécula identificados pelos espectros de NMR. 

Analisando a região de campo baixo dos espectros de NMR de 1H 
dos compostos isolados foi possível observar, em todos eles, um padrão 
de dois dupletos seguidos de dois tripletos que são característicos dos 
hidrogênios aromáticos do anel benzênico do grupo indol presente nos 
alcaloides monoterpeno indólicos, na porção do esqueleto proveniente da 
triptamina, conforme mostrado na Figura 17. 
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Figura 17. Sobreposição dos espectros de NMR 1H dos picos isolados de P. 

rhytidocarpa por HPLC-SPE. (as letras indicadas próximas aos picos referem-se 
às multiplicidades dos sinais, sendo d=dupleto, q=quarteto, s=simpleto e 

t=tipleto) 
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Também apresentaram sinais que indicam a presença da porção do 
iridoide secologanina, como um simpleto em campo baixo nos espectros 
de todos os picos, um duplo-tripleto e dois dupletos nos picos de 1 a 5 ou 
um quarteto e um dupleto nos picos 6 e 7, conforme será discutido a 
seguir, evidenciando que todos eles são alcaloides do tipo monoterpeno 
indólicos. Os estudos de elucidação estrutural foram iniciados pelos 
compostos majoritários devido à qualidade superior dos espectros obtidos 
e para que seus espectros auxiliem na elucidação dos minoritários. 

 
Elucidação estrutural do pico 4 

 
O pico 4 foi coletado através do modo HPLC-SPE no intervalo de 

20,3 a 21,0 min. O espectro de massas de alta resolução apresentou um 
íon quasi-molecular em m/z 499,2083 calculado para [M+H]+ 
C26H31N2O8

+ (499,2075 com erro de 1,6 ppm). O espectro de UV 
apresentou três bandas com comprimentos de onda máximos em 224, 280 
e 350 nm. Os espectros de UV e de massas de alta resolução são 
apresentados no Apêndice 1 e Apêndice 2, respectivamente. Somente este 
pico foi coletado em quantidade suficiente para se obter um espectro de 
NMR de 13C, no qual foi confirmado o número de carbonos na molécula 
devido à presença de 26 picos bem definidos (Apêndice 3). Dos carbonos 
hidrogenados, o espectro de correlação bidimensional HSQC mostrou a 
presença de 5 sinais de carbonos do tipo CH2 e mais 15 sinais de carbonos 
hidrogenados do tipo CH (Apêndice 4). 

No espectro de NMR de 1H, disponível no Apêndice 5, fica 
evidente o padrão de sistema de anel indólico com dois dupletos largos 
centrados em δH9 7,38 e δH12 7,33 ppm com constantes de acoplamentos 
de J9-10 = 7,7 e J11-12 = 8,1 Hz atribuídos aos hidrogênios aromáticos 
ligados aos carbonos C9 e C12, respectivamente, apresentando constantes 
de acoplamento do tipo orto com os duplo-dupletos duplos centrados em 
δH10 7,00 e δH11 7,08 ppm, atribuídos aos hidrogênios ligados aos C10 e 
C11 que, por sua vez, apresentam constantes de acoplamento do tipo orto 
J10-11 = 7,0 Hz e do tipo meta no valor de J10-12 = 0,8 Hz e J9-11 = 1,0 Hz. 
Esses acoplamentos foram atribuídos com base no espectro de correlação 
homonuclear bidimensional H–H, COSY, disponível no Apêndice 6. 
Através do espectro de correlação HSQC foi possível atribuir os sinais 
dos carbonos C9, C10, C11 e C12 como sendo δC9 118,8, δC10 120,3, δC11 
122,6 e δC12 112,4 ppm, respectivamente. 

No espectro HSQC foram observados dois sinais de carbonos 
metilênicos em δC5 44,89 e δC6 22,26 ppm atribuídos, respectivamente, 
aos C5 e C6 provenientes da porção triptamina da molécula, assim como 
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seus respectivos pares de hidrogênios. Analisando o HSQC foi 
identificado um duplo-dupleto duplo centrado em δH5a 3,08 ppm e um 
duplo-dupleto centrado em δH5b 4,94 ppm, com acoplamento geminal de 
J5a-5b = 12,6 Hz correlacionados ao sinal do C5. Para o sinal do C6 foi 
identificado um duplo-dupleto centrado em δH6a 2,67 ppm acoplado ao 
multipleto centrado em δH6b 2,94 ppm com J6a-6b = 13,4 Hz. Estes 
hidrogênios metilênicos apresentam acoplamentos vicinais J5a-6a = 4,6 Hz, 
J5a-6b = 12,2 Hz e J5b-6b = 5,7 Hz confirmados no espectro COSY. Não foi 
observado acoplamento entre os hidrogênios H5b e H6a, o que pode indicar 
um ângulo muito próximo de 90º entre as ligações C–H5b e C–H6a, de 
acordo com o diagrama de Karplus [155]. Os sinais destes hidrogênios 
metilênicos apresentam um comportamento coincidente com um padrão 
de multiplicidades esperado para um sistema AA’BB’ do tipo gauche 
estrelado. A proximidade com o nitrogênio N4 promove uma 
desblindagem pelo efeito indutivo no carbono C5 assim como nos 
hidrogênios H5a e H5b, porém a diferença de deslocamentos químicos 
entre estes hidrogênios pode ser explicada pelo efeito da anisotropia 
diamagnética da carbonila C22 [156] que causa uma desblindagem no 
hidrogênio H5b (Figura 18a), associado ao efeito da hiperconjugação, 
doação eletrônica do orbital sp3 não ligante do nitrogênio N4 para o 
orbital antiligante (σ*–LUMO) da ligação C–H5a, estando estes em 
posição anti entre si, resultando em uma blindagem neste hidrogênio 
[157] (Figura 18b). 

 

 
Figura 18. Esquema que mostra (a) a proximidade do H5a com a carbonila C22 
e (b) o efeito de doação eletrônica do par isolado do orbital sp3 do nitrogênio N4 

para o orbital molecular antiligante (LUMO – σ*) da ligação C5–H5a 
 
O espectro bidimensional COSY mostrou uma correlação do 

hidrogênio H6b com um multipleto centrado em δH3 5,04 ppm, sinal de 
hidrogênio ligado ao carbono δC3 55,24 ppm de acordo com o HSQC, 
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atribuído ao C3. Este hidrogênio H3 também apresentou correlação no 
COSY com o duplo-dupleto duplo centrado em δH14a 2,03 ppm (J3-14a = 
5,1 Hz) e com o duplo-dupleto duplo δH14b 2,45 ppm (J3-14b = 2,0 Hz), 
ambos ligados ao metileno em δC14 27,49 ppm no HSQC e apresentando 
acoplamento geminal J14a-14b = 14,0 Hz. 

Através das constantes de acoplamentos e com a ajuda de 
simulações utilizando o software FOMSC3 foi possível propor as 
multiplicidades para o H3 como sendo duplo-dupleto duplo e para o H6b 
como sendo duplo-duplo-dupleto duplo. A Figura 19a mostra os espectros 
simulados em comparação com as regiões ampliadas do espectro 
experimental para o multipleto atribuído ao H3 e a Figura 19b mostra a 
comparação para os multipletos sobrepostos H6b da porção triptamina e 
o H2’ da glicose. 
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Figura 19. Comparação entre os multipletos obtidos experimentalmente para o 
sinal do hidrogênio (a) H3 e os sinais hidrogênios sobrepostos (b) H2’/H6b e os 
simulados através do software FOMSC3 (pico 4 isolado da fração alcaloídica de 

P. rhytidocarpa) 
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Na região de campo baixo do espectro de NMR de 1H observa-se 

outro grupo de sinais que é característico da porção secologanina nos 
alcaloides monoterpeno indólicos, que no espectro bidimensional HSQC 
correspondem aos sinais δC17 149,29 ppm, δC18 120,67 ppm e δC19 134,48 
ppm, atribuídos aos carbonos C17, C18, C19. O hidrogênio H17 apresenta 
um dupleto centrado em δH17 7,37 ppm (J17-15 = 2,4 Hz). Os hidrogênios 
do grupo alceno terminal H18a, H18b e H19 apresentam no espectro um 
grupo de sinais coincidente com o esperado para um padrão ABX. Para 
este grupo alceno são observados os duplo-dupletos centrados em δH18a 
5,32 e δH18b 5,37 ppm, com acoplamento do tipo geminal de J18a-18b = 1,6 
Hz e acoplamentos do tipo vicinal cis com J18a-19 = 10,1 Hz e vicinal trans 
com J18b-19 = 17,1 Hz, e um duplo-dupleto duplo centrado em δH19 5,65 
ppm, apresentando acoplamento de J19-20 = 10,0 Hz com seu vizinho 
hidrogênio metínico H20. 

O multipleto atribuído ao hidrogênio H20 apresenta-se no espectro 
sobreposto com o sinal do H6a e está centrado em δH20 2,69 ppm 
acoplando, além do H19, com o dupleto centrado em δH21 5,40 ppm (J20-

21 = 1,7 Hz) atribuído ao H21 e com o multipleto centrado em δH15 2,79 
ppm (J20-15 = 5,4 Hz) atribuído ao H15. O espectro bidimensional COSY 
confirmou os acoplamentos supracitados sendo importante salientar que 
também confirmou o acoplamento de longa distância, com 4J, do 
hidrogênio alílico H15 com o olefínico H17 (dupleto com J15-17 = 2,4 Hz). 

Após a simulação através do FOMSC3 foi possível atribuir ao sinal 
do hidrogênio H15 a multiplicidade de duplo-duplo-dupleto duplo com 
os acoplamentos J15-17 = 2,4 Hz, J14b-15 = 4,6 Hz, J15-20 = 5,4 Hz e J14a-15 
= 13,8 Hz. De acordo com o diagrama de Karplus, um acoplamento 
vicinal próximo de 14 Hz sugere um ângulo diedro muito próximo de 180º 
entre os hidrogênios H15 e H14a. A Figura 20a mostra um comparativo 
dos espectros simulados, utilizando as constantes de acoplamento dos 
hidrogênios vizinhos, para os sinais dos hidrogênios H15 e a Figura 20b 
mostra esta comparação para o sinal do hidrogênio H20 sobreposto com 
o H6a em relação às respectivas regiões do espectro experimentais 
ampliados. 

No espectro de NMR de 1H foi observado um dupleto centrado em 
δH1’ 4,58 ppm com constante de acoplamento de J1’-2’ = 8,0 Hz, no 
espectro bidimensional HSQC apresentou correlação com o sinal δC1’ 
100,65 ppm. Estes deslocamentos químicos são característicos de CH 
anomérico em açúcar e uma constante de acoplamento típica de β-
glicosídeo, ou seja, apresenta acoplamento do tipo axial-axial entre H1’–
H2’. Os espectros de correlação bidimensional indicam que este β-
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glicosídeo está ligado ao alcaloide através do C21 (δC21 98,23 ppm) 
devido à correlação mútua C21–H1’ e C1’–H21 no HMBC (Apêndice 7) 
e H21–H1’ no NOESY (Apêndice 8). O H2’ foi atribuído ao duplo-
dupleto centrado em δH2’ 2,97 ppm devido à correlação H1’–H2’ 
encontrada nos espectros COSY, NOESY e C1’–H2’ no HMBC. 
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Figura 20. Comparação entre os multipletos obtidos experimentalmente para os 
sinais de hidrogênios sobrepostos (a) H20/H6a e do sinal do (b) H15 e os 

simulados através do software FOMSC3 (pico 4 isolado da fração alcaloídica de 
P. rhytidocarpa) 

 
O sinal do H2’ apresenta correlação no HMBC com um sinal de 

carbono próximo de δC 78 ppm. No espectro HSQC os sinais de carbonos 
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δC 78,35 e δC 78,09 ppm apresentam-se correlacionados a um multipleto 
centrado em δH 3,26 ppm com integral relativa a dois hidrogênios 
sobrepostos. Nos espectros bidimensionais COSY e NOESY foi 
observada correlação deste multipleto com os sinais dos hidrogênios 
hidroximetílicos presentes na glicose, o duplo-dupleto centrado em δH6’a 
3,63 e δH6’b 3,86 com acoplamento geminal de J6’a-6’b = 11,9 Hz. Estas 
informações indicam que o multipleto em questão é formado pela 
sobreposição dos sinais atribuídos aos hidrogênios H3’ e H5’ que devem 
apresentar multiplicidades duplo-dupleto e duplo-dupleto duplo, 
respectivamente. A Figura 21 mostra a comparação entre o espetro 
simulado usando o FOMSC3 e o experimental que confirmou as 
multiplicidades esperadas. A deformação no pico experimental em 
relação ao simulado é causada pelo chamado “efeito telhado”, do inglês 
roof effect, e pode ser explicada pela proximidade do sinal do H3’ com os 
sinais dos hidrogênios que ele acopla, H2’ e H4’. 

Após a simulação ficou mais fácil identificar que o duplo-dupleto 
centrado em δH3’ 3,26 ppm atribuído ao H3’ apresenta um acoplamento 
de J2’-3’ = 9,0 Hz com o H2’ e J3’-4’ = 9,1 Hz com o H4’, um duplo-dupleto 
centrado δH4’ 3,19 ppm. Para o duplo-dupleto duplo centrado em δH5’ 3,27 
ppm atribuído ao H5’ foi atribuído o acoplamento J4’-5’ = 9,4 Hz com o 
H4’ e os acoplamentos J5’-6’a = 5,7 Hz e J5’-6’b = 2,2 Hz com os hidrogênios 
H6’a e H6’b, respectivamente. 
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Chemical Shift (ppm)  

PRH4.esp

3.29 3.28 3.27 3.26 3.25 3.24
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experimental simulado 

Figura 21. Comparação entre os multipletos obtidos experimentalmente para os 
multipletos sobrepostos H3’ e H5’ e os simulados através do software FOMSC3 

(pico 4 isolado da fração alcaloídica de P. rhytidocarpa) 
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Os sinais dos carbonos não hidrogenados foram atribuídos através 
do espectro de correlação bidimensional HMBC (Apêndice 7) e 
comparação com dados na literatura [158]. O sinal de carbono em δC8 
128,84 ppm foi atribuído ao C8 por apresentar correlação com os sinais 
dos hidrogênios H10 e H12 com 3J. O sinal em δC13 137,91 ppm foi 
atribuído ao carbono C13 devido às correlações com os sinais dos 
hidrogênios H9 e H11 com 3J. O sinal em δC2 134,90 ppm apresentou 
correlações com os sinais dos hidrogênios H6a e H14a com 3J, por isso 
foi atribuído ao C2. O sinal de carbono em δC7 110,46 ppm apresentou 
correlação apenas com o sinal do hidrogênio H6b com 2J e foi atribuído 
ao C7 completando a elucidação da porção triptamina do alcaloide. Os 
sinais restantes, que devem pertencer à porção secologanina do alcaloide, 
foram os sinais de carbono em δC16 109,39 ppm e δC22 167,23 ppm. O 
primeiro é atribuído ao carbono C16, apresentando apenas a correlação 
com o H17 com 2J, e o segundo é atribuído à carbonila C22 apresentando 
as correlações com os sinais dos hidrogênios H5a, H15 e H17 todos com 
3J. 

A Figura 22 e a Figura 23 mostram as representações das 
correlações homonucleares H-H observadas no espectro COSY com os 
respectivos valores de constante de acoplamento através de setas 
vermelhas assim como as correlações mútuas C21–H1’ e C1’–H21 
observadas no espectro HMBC, confirmando a posição na qual a glicose 
está ligada ao alcaloide. 

Todas as informações espectrométricas acima discutidas e 
comparadas com dados da literatura [45, 158] não deixam dúvidas de que 
a estrutura do composto isolado como pico 4 se trata da estrictosamida 
(32). 

Este alcaloide já isolado anteriormente em espécies de Psychotria. 
Na literatura foram encontrados relados da presença deste alcaloide, no 
gênero Psychotria, para as espécies P. bahiensis [59], P. laciniata [46], 
P. nuda [72], P. pilifera [73], P. prunifolia [74] e P. suterella [46, 103]. 

Todos os dados obtidos através da análise dos espectros uni e 
bidimensionais de NMR de 1H e 13C com o auxílio das simulações em 
FOMSC3 supracitadas foram compilados e são mostrados na Tabela 9. 
Os dados da literatura utilizados na comparação estão disponíveis no 
Anexo 1 para NMR de 13C e no Anexo 2 para NMR de 1H. No Anexo 5 
está disponível um diagrama que esquematiza os acoplamentos 
observados nos espectros de NMR bidimensionais através de setas para 
este composto. 
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Figura 22. Representação, através de setas vermelhas, das correlações 

homonucleares H-H observadas no espectro COSY com os respectivos valores 
de constante de acoplamento e, através de setas azuis, das correlações mútuas 

C21-H1’ e C1’-H21 observadas no espectro HMBC para a aglicona da 
estrictosamida (32), pico 4 isolado da fração alcaloídica de Psychotria 

rhytidocarpa 
 

 
Figura 23. Representação, através de setas vermelhas, das correlações 

homonucleares H-H observadas no espectro COSY com os respectivos valores 
de constante de acoplamento para o β-glicosídeo da estrictosamida (32), pico 4 

isolado da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 
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Elucidação estrutural do pico 1 
 
O pico 1 foi coletado no intervalo de 7,7 a 7,8 min. O espectro de 

massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular em m/z 
527,2050 calculado para [M+H]+ C27H31N2O9

+ (527,2024 com erro de 
4,8 ppm). O espectro de UV apresentou três bandas com comprimentos 
de onda máximos em 247, 303 e 370 nm. Os espectros de UV e de massas 
de alta resolução são apresentados no Apêndice 1 e Apêndice 2, 
respectivamente. Este pico, assim como os demais, não foi isolado em 
quantidade suficiente para se obter espectro de NMR de 13C, portanto os 
valores de deslocamento químico serão obtidos dos espectros 
bidimensionais HSQC e HMBC (Apêndice 9). Estes dados são 
coincidentes com os reportados [159] para o alcaloide lialosídeo (54) 
(Figura 24), já isolado de espécies de Psychotria [46]. 

 

 
Figura 24. Estrutura do alcaloide monoterpeno indólico lialosídeo (54), pico 1 

isolado da fração alcaloídica de P. rhytidocarpa 
 
O espectro de NMR de 1H do pico 1 apresenta o padrão de sistema 

de anel indólico com dois dupletos centrados em δH9 8,16 e δH12 7,59 ppm 
(J9-10 = 7,8 e J11-12 = 7,9 Hz), atribuídos aos hidrogênios aromáticos 
ligados aos carbonos C9 e C12, respectivamente, e dois duplo-dupletos 
duplos centrados em δH10 7,26 e δH11 7,55 ppm, atribuídos aos hidrogênios 
ligados aos C10 e C11 que, por sua vez, apresentam constantes de 
acoplamento do tipo orto J11-12 = 7,51 Hz e do tipo meta no valor de J10-

12 = J9-11 = 0,9 Hz (Apêndice 10). Esses acoplamentos foram atribuídos 
com base no espectro de correlação homonuclear bidimensional H-H, 
COSY (Apêndice 11) e NOESY (Apêndice 12). Através do espectro de 
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correlação bidimensional HSQC foi possível atribuir os sinais dos 
carbonos hidrogenados C9 a C12 com os deslocamentos químicos δC9 
121,2, δC10 119,3, δC11 128,4 e δC12 111,4 ppm, respectivamente. 

Além do padrão de dois dupletos e dois duplo-dupletos, foram 
observados mais dois dupletoscentrados em δH5 8,21 e δH6 7,96 ppm com 
acoplamento mútuo de J5-6 = 5,3 Hz, cujo valor da constante é coerente 
com a esperada para este tipo de acoplamento em um anel piridina [156], 
apresentando correlação bidimensional no HSQC com os sinais em δC5 

136,2 e δC6 112,8 ppm, atribuídos aos hidrogênios ligados aos C5 e C6, 
respectivamente. A oxidação do anel heterocíclico C5N, na porção 
triptamina, estende a aromaticidade de dois para três anéis promovendo 
uma diminuição da blindagem eletrônica dos hidrogênios H9, H10, H11 
e H12 do anel indólico em comparação com os dados de NMR da 
estrictosamida (32), pico 4. 

Os sinais atribuídos aos hidrogênios ligados aos carbonos C17, 
C18 e C19 da porção secologanina são facilmente identificados no 
espectro de NMR de 1H onde se observa um simpleto em δH17 7,53 ppm 
correlacionado ao carbono δC17 152,4 ppm no HSQC e um grupo de sinais 
coincidente com o esperado para um padrão ABX atribuído aos 
hidrogênios H18a, H18b e H19 do grupo alceno terminal. Para este grupo 
alceno são observados os dupletos centrados em δH18a 4,94 e δH18b 5,04 
ppm, com acoplamento do tipo vicinal cis com J18b-19 = 10,3 Hz e vicinal 
trans com J18a-19 = 17,4 Hz, e um duplo-dupleto duplo centrado em δH19 
5,87 ppm. No espectro de correlação bidimensional HSQC estes sinais de 
hidrogênios estão correlacionados aos sinais de carbonos δC18 118,0 e δC19 
133,9 ppm, respectivamente. 

O espectro de correlação COSY mostra que o sinal do H19 
apresenta acoplamento com o duplo-dupleto duplo centrado em δH20 2,61 
ppm com constante de J19-20 = 8,5 Hz atribuído ao hidrogênio metínico 
H20. O COSY também mostra acoplamento do H20 com o dupleto 
centrado em δH21 5,73 ppm (J20-21 = 6,4 Hz), atribuído ao H21, e com o 
duplo-dupleto centrado em δH15 3,61 ppm (J20-15 = 6,1 Hz), atribuído ao 
H15. Para atribuir os sinais dos hidrogênios ligados ao carbono metilênico 
C14 foram observadas, no COSY, duas bandas de correlação com o sinal 
do H15, um multipleto em δH14a 3,29 ppm (J14a-14b = 14,1 Hz e J14a-15 = 
13,7 Hz) sobreposto com o sinal do solvente, metanol-d4, e o duplo-
dupleto centrado em δH14b 3,56 ppm (J14b-15 = 6,8 Hz). No HSQC foram 
observados os sinais de carbono δC15 32,9, δC20 44,2 e δC21 96,1 ppm 
atribuídos aos carbonos C15, C20 e C21, respectivamente. O sinal do 
carbono C14 não pode ser atribuído devido à baixa intensidade do 
espectro bidimensional HSQC. 
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No espectro bidimensional HMBC, disponível no Apêndice 13, é 
possível observar uma banda de correlação entre o sinal de carbono δC22 
167,6 ppm e o simpleto δH23 3,36 ppm, com integral relativa a três 
hidrogênios no espectro de NMR de 1H, atribuídos ao carbono C22 e os 
hidrogênios ligados ao C23 do grupo éster metílico ligado ao carbono 
C16. O HSQC mostra que o sinal de hidrogênio H23 está correlacionado 
com o sinal de carbono δC23 50,3 ppm. Os deslocamentos químicos de 
δC22 167,6 e δC23 50,3 ppm estão coerentes para o esperado para um grupo 
éster metílico, uma vez que para um grupo acetil se esperaria os 
deslocamentos químicos δC=O ~ 195 e δCH3 ~ 25 ppm [156]. 

No espectro de NMR de 1H observa-se um dupleto centrado δH1’ 
4,75 ppm com constante de acoplamento J1’-2’ = 7,9 Hz, correlacionado 
com o δC1’ 98,8 ppm no HSQC e com o sinal do H21 no NOESY. Os 
deslocamentos químicos de carbono e hidrogênio são atribuídos a CH 
anomérico, cuja constante de acoplamento corresponde a ligação β-
glicosídica e a correlação bidimensional mostra que esta glicose está 
ligada ao C21. Os demais sinais de hidrogênio e carbono referentes à beta-
glicose foram obtidos do espectro de NMR de 1H e do espectro 
bidimensional HSQC, respectivamente, e atribuídos com base nos 
acoplamentos encontrados no COSY e por comparação com os dados de 
NMR da estrictosamida (32). 

Devido à baixa intensidade dos sinais obtidos no espectro 
bidimensional HMBC não foi possível atribuir todos os sinais de carbonos 
não hidrogenados. Apesar disto, os dados de NMR foram suficientes para 
confirmar a estrutura do alcaloide monoterpeno indólico lialosídeo (54) 
conforme dados da literatura [159]. 

Van de Santos e colaboradores (2001) já haviam reportado a 
presença deste alcaloide na espécie P. suterella [103] e, em 2013, Passos 
e colaboradores reportaram a presença deste alcaloide nas espécies P. 
suterella e P. laciniata [46]. 

Todos os dados de NMR foram compilados e são mostrados na 
Tabela 10. Os dados da literatura utilizados na comparação estão 
disponíveis no Anexo 1 para NMR de 13C e no Anexo 2 para NMR de 1H. 
No Anexo 6 está disponível um diagrama que esquematiza os 
acoplamentos observados nos espectros de NMR bidimensionais através 
de setas para este composto. 
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Elucidação estrutural dos picos 6 e 7 
 
O pico 6 foi coletado no intervalo de 36,6 a 37,0 min. O espectro 

de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular em m/z 
351,1726 calculado para [M+H]+ C21H23N2O3

+ (351,1703 com erro de 
6,4 ppm). O pico 7 foi coletado no intervalo de 37,1 a 37,4 min e o 
espectro de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular 
em m/z 351,1716 calculado para [M+H]+ C21H23N2O3

+ (351,1703 com 
erro de 6,4 ppm). O espectro de UV de ambos apresentou duas bandas 
com comprimentos de onda máximos em 225 e 290 nm. Os espectros de 
UV e de massas de alta resolução são apresentados no Apêndice 1 e 
Apêndice 2, respectivamente. Estes dados são coincidentes com os já 
reportados na literatura para os alcaloides monoterpeno indólicos 
isômeros E-vallesiachotamina (12) e Z-vallesiachotamina (13), 
respectivamente, já isolados de espécies de Psychotria [46] (Figura 25). 

 

 
Figura 25. Estruturas dos alcaloides monoterpeno indólicos isômeros E-

vallesiachotamina (12) e Z-vallesiachotamina (13), picos 6 e 7 isolados da fração 
alcaloídica de P. rhytidocarpa 

 
O padrão de sinais para um sistema de anel indólico, com dois 

dupletos e dois duplo-dupletos duplos, foi observado em ambos os 
espectros de NMR de 1H dos isômeros E/Z-vallesiachotamina (12 e 13). 
O espectro do NMR de 1H do isômero E apresentou os dupletos centrados 
em δH9 7,43 e δH12 7,29 ppm (J9-10 = 7,8 e J11-12 = 8,0 Hz – orto), atribuídos 
aos hidrogênios aromáticos ligados aos carbonos C9 e C12, 
respectivamente, e os duplo-dupletos duplos centrados em δH10 7,01 e δH11 
7,08 ppm, atribuídos aos hidrogênios ligados aos C10 e C11 que, por sua 
vez, apresentam constantes de acoplamento mútuo do tipo orto J11-12 = 
7,0 Hz e do tipo meta no valor de J9-11 = 0,8 e J10-12 = 0,9 Hz (Apêndice 
14). 
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Para o isômero Z pôde-se observar apenas uma pequena diferença 
nos dados do espectro do NMR de 1H em relação ao isômero E. O espectro 
mostrou os dupletos centrados em δH9 7,41 e δH12 7,28 ppm (J9-10 = 7,9 e 
J11-12 = 8,0 Hz – orto), atribuídos aos hidrogênios aromáticos ligados aos 
carbonos C9 e C12, respectivamente, e os duplo-dupletos duplos 
centrados em δH10 7,00 e δH11 7,07 ppm, atribuídos aos hidrogênios 
ligados aos C10 e C11 que apresentam acoplamento mútuo do tipo orto 
com constante J11-12 = 7,1 Hz e do tipo meta no valor de J9-11 = J10-12 = 
0,8 Hz (Apêndice 15). Os acoplamentos supracitados foram confirmados 
através dos espectros de correlação homonuclear bidimensional H-H, 
COSY e NOESY disponíveis, respectivamente, no Apêndice 16 e 
Apêndice 18 para o isômero E e no Apêndice 17 e Apêndice 19 para o 
isômero Z. 

Através dos espectros de correlação bidimensional HSQC de 
ambos os isômeros foi possível observar que os sinais dos carbonos 
hidrogenados C9 a C12 apresentaram os mesmos valores de 
deslocamentos químicos sendo δC9 117,1, δC10 118,4, δC11 120,9 e δC12 
110,6 ppm para o para ambos os isômeros, respectivamente (Apêndice 20 
e Apêndice 21). 

No espectro HSQC de ambos os isômeros foram observados dois 
sinais de carbonos metilênicos em δC5 51,00 e δC6 21,80 ppm atribuídos, 
respectivamente, aos C5 e C6 provenientes da porção triptamina da 
molécula, assim como seus respectivos pares de hidrogênios. No espectro 
de NMR de 1H do isômero E foi identificado um duplo-dupleto duplo 
centrado em δH5a 3,73 ppm e um duplo-dupleto duplo centrado em δH5b 
3,89 ppm, com acoplamento geminal de J5a-5b = 12,5 Hz atribuídos aos 
hidrogênios ligados ao C5. Os hidrogênios do metileno C6 do isômero E 
foram identificados como sendo um duplo-dupleto duplo centrado em 
δH6a 2,82 ppm acoplado ao multipleto centrado em δH6b 2,93 ppm com J6a-

6b = 14,9 Hz. Estes hidrogênios metilênicos apresentam acoplamentos 
vicinais J5a-6a = 3,1, Hz, J5a-6b = 12,0 Hz, J5b-6b = 5,2 Hz e J5b-6a = 1,3 Hz 
confirmados no espectro COSY. 

Para isômero Z foram observados, no espectro de NMR de 1H, um 
duplo-dupleto duplo centrado em δH5a 3,61 ppm e um duplo-dupleto duplo 
centrado em δH5b 3,83 ppm, com acoplamento geminal de J5a-5b = 12,6 Hz 
atribuídos aos hidrogênios ligados ao C5. Também foram identificados os 
sinais dos hidrogênios do metileno C6 atribuídos ao duplo-dupleto duplo 
centrado em δH6a 2,80 ppm acoplado ao multipleto centrado em δH6b 2,90 
ppm com J6a-6b = 15,0 Hz. Estes hidrogênios metilênicos apresentam 
acoplamentos vicinais J5a-6a = 3,2, Hz, J5a-6b = 12,1 Hz, J5b-6b = 5,1 Hz e 
J5b-6a = 1,3 Hz confirmados no espectro COSY. 
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Os sinais destes hidrogênios metilênicos apresentam um 
comportamento coincidente com um padrão de multiplicidades esperado 
para um sistema AA’BB’ do tipo gauche estrelado, apresentando alguma 
semelhança com os valores de acoplamentos encontrados na 
estrictosamida (32), pico 4. Assim como observado no espectro do 
estrictosamida (32), o sinal atribuído ao H6b apresenta quatro constantes 
de acoplamento, podendo a quarta constante ser atribuída a um 
acoplamento entre o H3 e o H6b com valores de J3-6b = 2,0 Hz, para o 
isômero E, e J3-6b = 2,1 Hz, para o isômero Z. A Figura 26 compara o 
multipleto simulado através do FOMSC3 com o que foi obtido 
experimentalmente para o sinal atribuído ao H6b para se confirmar a 
multiplicidade duplo-duplo-dupleto duplo para o sinal do H6b da porção 
triptamina do alcaloide. 

 

isômero E 
PRHFRA PICO 6 1H (E-VALLESIACHOTAMINA).ESP

2.950 2.925 2.900
Chemical Shift (ppm)  

PRHFRA PICO 6 1H (E-VALLESIACHOTAMINA).ESP

2.950 2.925 2.900
Chemical Shift (ppm)

H6b 

J1 = 14,8 Hz
J2 = 11,5 Hz

J3 = 5,3 Hz
J4 = 2,2 Hz

 
experimental simulado 

Figura 26. Comparação entre os multipletos obtidos experimentalmente e o 
simulado através do software FOMSC3 para o hidrogênio H6b dos isômeros E-
vallesiachotamina (12), pico 6 isolados da fração alcaloídica de P. rhytidocarpa 

 
No espectro de NMR de 1H do isômero E, o sinal do multipleto 

centrado em δH3 4,48 ppm, correlacionado com o δC3 49,4 ppm, apresenta 
multiplicidade como um dupleto bastante largo que, após análise das 
multiplicidades dos hidrogênios dos metilenos C14 (δC14 33,8 ppm) e C6, 
pode-se chegar à sua real multiplicidade como sendo de um duplo-dupleto 
duplo com acoplamentos vicinais J3-6b = 2,0 Hz, J3-14a = 11,6 Hz e J3-14b 
= 3,1 Hz. As demais constantes de acoplamento dos duplos-dupletos 
duplos centrados em δH14a 1,83 e δH14b 2,38 ppm, atribuídos aos 
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hidrogênios H14a e H14b, foram identificadas com acoplamento geminal 
de J14a-14b = 13,4 Hz e vicinais nos valores de J14a-15 = 1,6 Hz e J14b-15 = 
6,0 Hz. Estas constantes auxiliaram na atribuição da multiplicidade ao 
sinal centrado em δH15 4,00 ppm, atribuído ao hidrogênio metínico ligado 
ao C15 (δC15 28,1 ppm), como sendo um duplo-dupleto. 

O mesmo ocorre para o dupleto largo centrado em δH3 4,48 ppm 
atribuído ao H3 no espectro de NMR de 1H do isômero Z, correlacionado 
com o δC3 49,4 ppm no HSQC, que apresenta como multiplicidade real a 
de um duplo-dupleto duplo, cujos valores de constante de acoplamento 
vicinais são: J3-6b = 2,1 Hz, J3-14a = 11,9 Hz e J3-14b = 3,2 Hz. Para o 
metileno C14 do isômero Z também foram observados, no HSQC, que o 
sinal de carbono δC14 32,6 ppm estava correlacionado aos duplos-dupletos 
duplos centrados em δH14a 1,69 e δH14b 2,37 ppm, atribuídos aos 
hidrogênios H14a e H14b, respectivamente, apresentando constante de 
acoplamento geminal de J14a-14b = 13,4 Hz e acoplamentos vicinais de J14a-

15 = 1,7 Hz e J14b-15 = 5,2 Hz. Da mesma forma que no isômero E, estas 
constantes auxiliaram na atribuição da multiplicidade ao sinal centrado 
em δH15 3,98 ppm, atribuído ao hidrogênio metínico ligado ao C15 (δC15 
30,4 ppm), como sendo um duplo-dupleto. 

Os isômeros E/Z-vallesiachotamina (12 e 13) são biossintetizados 
a partir da estrictosidina (17) após a ciclização resultante da reação de 
substituição nucleofílica promovida pelo N4 no carbono C17. Neste caso, 
diferente dos alcaloides lialosídeo (54) e estrictosamida (32), o carbono 
C17 (δC17 140,3 ppm) encontra-se posicionado como vizinho do 
nitrogênio proveniente do grupamento amino da triptamina, confirmado 
pela correlação encontrada no espectro bidimensional NOESY entre sinal 
do hidrogênio H5b e sinal do H17, os simpletos δH17 7,78 ppm, no 
espectro de NMR de 1H do isômero E, e δH17 7,88 ppm, no espectro de 
NMR de 1H do isômero Z. 

No espectro bidimensional NOESY de ambos os compostos foi 
observado correlação entre o sinal do H17 com o simpleto em δH23 3,63 
ppm com integral relativa a três hidrogênios, correlacionado ao δC23 49,8 
ppm no HSQC, atribuído ao carbono C23 do grupo éster metílico. Este 
sinal de hidrogênio do H23 apresentou correlação com o sinal da 
carbonila C22 no espectro HMBC, com sinal de carbono em δC22 169,0 
ppm para o isômero E (Apêndice 22) e δC22 168,5 ppm para o isômero Z 
(Apêndice 23). 

No espectro bidimensional HMBC do isômero Z foi observada 
uma correlação do sinal do H15 com o sinal de carbono δC20 142,5 ppm, 
atribuído ao C20. O sinal do carbono C20, por sua vez, apresentou 
correlação no HMBC com o simpleto em δH21 10,31 ppm, atribuído ao 
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hidrogênio ligado à carbonila do aldeído C21. O sinal de carbono em δC21 
190,1 ppm foi atribuído à carbonila C21 devido à correlação, no HMBC, 
com o sinal do hidrogênio H19 (δH19 6,58 ppm). Devido à baixa 
intensidade dos sinais no espectro bidimensional HMBC do isômero E 
não foi possível observar estas correlações, porém foi possível atribuir o 
sinal do simpleto em δH21 9,37 ppm, presente no espectro de NMR de 1H, 
ao hidrogênio ligado à carbonila C21 pelo fato de ter apresentado 
correlação no espectro NOESY com o H19 (δH19 6,79 ppm). 

Na região de campo baixo do espectro de NMR de 1H de ambos os 
isômeros é facilmente observável um quarteto atribuído ao hidrogênio 
olefínico β-carbonílico H19. Para a E-vallesiachotamina (12) este 
quarteto está centrado em δH19 6,79 ppm, correlacionado ao sinal de 
carbono δC19 152,8 ppm no HSQC, acoplando com J18-19 = 7,3 Hz ao 
dupleto centrado em δH18 2,10 ppm, atribuído aos hidrogênios da metila 
C18 (δC18 13,8 ppm). Para a Z-vallesiachotamina (13), sinal do quarteto 
atribuído ao H19 (δC19 146,3 ppm) está centrado em δH19 6,58 ppm, 
acoplado ao dupleto do H18 (δC18 11,6 ppm) centrado em δH18 2,21 ppm 
com valor de J18-19 = 7,5 Hz. Em ambos os casos, os acoplamentos entre 
os hidrogênios H18 e H19 são confirmados pelos respectivos espectros 
de correlação bidimensional COSY e NOESY. 

Os valores de deslocamentos químico dos hidrogênios olefínico β-
carbonílico H19 e metílico H18 são as principais diferenças observadas 
nos espectros de NMR de 1H dos alcaloides isômeros E/Z-
vallesiachotamina (12 e 13). O efeito da anisotropia diamagnética da 
carbonila C21 promove uma desblindagem no hidrogênio olefínico H19 
do isômero E da mesma forma que nos hidrogênios metílicos H18 do 
isômero Z [156, 160]. A Figura 27 mostra as regiões ampliadas dos 
espectros de NMR de 1H dos isômeros E e Z, onde se encontram o 
quarteto atribuído ao H19 e o dupleto atribuído ao H18. 

Os sinais dos carbonos não hidrogenados restantes foram 
atribuídos através do espectro de correlação bidimensional HMBC 
(Apêndice 20 para o isômero E e Apêndice 21 para o isômero Z) e 
comparação com dados na literatura [46, 160, 161]. No espectro da Z-
vallesiachotamina (13), o sinal de carbono em δC8 126,3 ppm foi atribuído 
ao C8 por apresentar correlação com os sinais dos hidrogênios H10 e H12 
com 3J, o sinal em δC13 135,7 ppm foi atribuído ao carbono C13 devido 
às correlações com os sinais dos hidrogênios H9 e H11 com 3J, o sinal em 
δC7 106,8 ppm foi atribuído ao C7, pois apresentou correlação com os 
sinais dos hidrogênios H9 e H5b com 3J e o sinal em δC16 92,5 ppm foi 
atribuído ao C16, pois apresentou correlação com os sinais dos 
hidrogênios H14b com 3J e H15 com 2J. Não foi possível atribuir sinal ao 
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C2 do isômero Z assim como da maioria dos carbonos não hidrogenados 
do isômero E devido à baixa intensidade dos sinais obtidos no espectro. 

 

6.76.86.97.07.17.27.37.4 ppm 2.2 ppm

6.76.86.97.07.17.27.37.4 ppm 2.2 ppm

isômero E (12)
H19

H19
H18

H18

isômero Z (13)

 
Figura 27. Comparação entre as regiões de campo baixo ampliadas dos 

espectros dos alcaloides isômeros E/Z-vallesiachotamina (12 e 13), picos 6 e 7 
isolados da fração alcaloídica de P. rhytidocarpa, onde se encontram o quarteto 

atribuído ao H19 e o dupleto atribuído ao H18 
 
Os dados de NMR aqui apresentados para os picos 6 e 7 estão em 

concordância com os encontrados na literatura para E-vallesiachotamina 
(12) e Z-vallesiachotamina (13), respectivamente [46, 160, 161].  

Na literatura foram encontrados relados da presença deste 
alcaloide para as espécies P. acuminata [57], P. bahiensis [59], P. 
laciniata [46] e P. suterella [46]. 

Todos os dados de NMR uni e bidimensionais adquiridos para os 
alcaloides isômeros foram compilados e são mostrados na Tabela 11 e 
Tabela 12, respectivamente. Os dados da literatura utilizados na 
comparação estão disponíveis no Anexo 1 para NMR de 13C e no Anexo 
3 para NMR de 1H. Também estão disponíveis na parte dos anexos os 
diagramas que esquematizam os acoplamentos observados nos espectros 
de NMR bidimensionais através de setas para os compostos E-
vallesiachotamina (12) (Anexo 7) e Z-vallesiachotamina (13) (Anexo 8), 
respectivamente. 
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Elucidação estrutural do pico 2 
 
O pico 2 foi coletado no intervalo de 13,8 a 14,2 min. O espectro 

de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular em m/z 
725,2921 calculado para [M+H]+ C37H44N2O13

+ (725,2916 com erro de 
0,7 ppm). O espectro de UV apresentou duas bandas com comprimentos 
de onda máximos em 223 e 280 nm. Os espectros de UV e de massas de 
alta resolução são apresentados no Apêndice 1 e Apêndice 2, 
respectivamente. A busca na literatura através do scifinder® por alguma 
substância com a formula molecular C37H43N2O13 não encontrou 
resultados, indicando que esta substância pode ser inédita. 

Analisando o espectro de NMR de 1H, disponível no Apêndice 24, 
observou-se o padrão de sinais para um sistema de anel indólico, com dois 
dupletos centrados em δH9 7,56 e δH12 7,45 ppm (J9-10 = 8,1 e J11-12 = 7,8 
Hz – orto), atribuídos aos hidrogênios aromáticos ligados aos carbonos 
C9 (δC9 111,1 ppm) e C12 (δC12 117,3 ppm), respectivamente, e dois 
duplo-dupletos duplos centrados em δH10 7,12 e δH11 7,03 ppm, atribuídos 
aos hidrogênios ligados aos C10 (δC10 121,0 ppm) e C11 (δC11 118,5 ppm) 
que, por sua vez, apresentam constantes de acoplamento mútuo do tipo 
orto J11-12 = 7,2 Hz e do tipo meta no valor de J9-11 = J10-12 = 0,8 Hz. Os 
acoplamentos foram confirmados através dos espectros bidimensionais 
COSY (Apêndice 25) e NOESY (Apêndice 26) e os sinais de carbono 
foram atribuídos pelos espectros bidimensionais HSQC (Apêndice 27) e 
HMBC (Apêndice 28). 

Através da análise do espectro HSQC e comparação dos dados de 
NMR do pico 2 com os dados da estrictosamida (32) foi possível atribuir 
os sinais dos multipletos centrados em δH6a 2,75 ppm, δH6b = δH5a = 2,94 
ppm e δH5b 3,21 ppm aos hidrogênios ligados aos metilenos C6 (δC6 17,9 
ppm) e C5 (δC5 47,0 ppm), respectivamente. Não foi possível identificar 
a multiplicidade dos sinais, porém foram observadas as correlações H5a-
H5b e H6a-H6b no espectro COSY e NOESY e as intensidades negativas 
no HSQC confirmaram que estes hidrogênios eram do tipo CH2. 

Observando o espectro bidimensional HMBC, o sinal de carbono 
em δC8 136,3 ppm foi atribuído ao C8 por apresentar correlação 3J com 
os hidrogênios H10 e H12, o sinal de carbono em δC13 126,4 ppm foi 
atribuído ao C13 por apresentar correlação 3J com os hidrogênios H9 e 
H11, já para os carbonos não hidrogenados C7 e C2, não foi possível 
atribuir deslocamento químico devido a baixa intensidade dos sinais. 

No espectro HSQC foi observado um sinal de carbono em δC3 57,9 
ppm ligado ao duplo-dupleto centrado em δH3 3,86 ppm atribuído ao C3. 
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No espectro NOESY foi observada correlação entre os sinais do H3 e o 
H6b, da mesma forma que foi observado nos alcaloides estrictosamida 
(32), E-vallesiachotamina (12) e Z-vallesiachotamina (13), picos 4, 6 e 7, 
respectivamente. Ainda no espectro NOESY, foi observada correlação do 
sinal do H3 com um simpleto com integração relativa a três hidrogênios 
em δH 2,57 ppm, correlacionado ao δC 40,9 ppm no HSQC, atribuído ao 
grupo metílico ligado ao nitrogênio N4 heterocíclico da porção 
triptamina. A posição desta metila ligada ao N4 é confirmada pela 
correlação de 3J de seus hidrogênios com os carbonos C3 e C5 observadas 
no HMBC. 

O espectro COSY mostrou as correlações do H3 com dois duplos-
dupletos duplos centrados em δH14a 1,73 ppm (J3-14a = 13,2) e δH14b 2,43 
ppm (J3-14b = 8,9 Hz), hidrogênios metilênicos correlacionados com o 
sinal de carbono δc14 31,4 ppm no HSQC, atribuído ao C14. Também 
foram observadas no COSY as correlações destes hidrogênios com um 
multipleto centrado em δH15 2,94 ppm (J14a-15 = 4,6 e J14b-15 = 2,8 Hz), 
correlacionado ao sinal de carbono δC15 27,3 ppm no HSQC, atribuído ao 
C15. 

Os espectros bidimensionais COSY e NOESY apresentaram 
correlação do H15 com um dupleto centrado em δH17 7,15 ppm (J15-17 = 
1,2 Hz) que, por sua vez, apresentou correlação com o sinal de carbono 
em δC17 151,4 ppm no HSQC, atribuído ao C17. No espectro HMBC, o 
sinal do H17 apresentou correlação com os sinais de carbono δC16 109,0 
ppm, atribuído ao carbono não hidrogenado C16, e δC21 95,7 ppm, 
atribuído ao carbono acetal C21. No espectro HSQC o sinal do C21 está 
correlacionado ao dupleto centrado em δH21 5,50 ppm (J20-21 = 1,6 Hz), 
cujo sinal apresenta correlação no COSY com o multipleto centrado em 
δH20 2,94 ppm (δC20 43,4 ppm). Como é possível observar, o multipleto 
em δH 2,94 ppm foi resultado da sobreposição dos sinais dos hidrogênios 
H5a, H6b, H15 e H20. Somente através da análise do espectro 
bidimensional HSQC foi possível distinguir os quatro sinais sobrepostos 
e através da análise dos espectros COSY, NOESY foi possível atribuir as 
constantes de acoplamento observadas no espectro de unidimensional de 
1H. 

Na região de campo baixo do espectro de NMR de 1H observou-se 
um padrão de sinais coincidente com o esperado para um padrão ABX 
característico da porção secologanina nos alcaloides monoterpeno 
indólicos, atribuído aos hidrogênios do grupo alceno terminal H18a, 
H18b e H19. Para este grupo alceno foram observados, respectivamente, 
os duplo-dupletos centrados em δH18a 5,29 e δH18b 5,36 ppm, com 
acoplamento do tipo geminal de J18a-18b = 1,3 Hz e acoplamentos do tipo 
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vicinal cis com J18a-19 = 10,1 Hz e vicinal trans com J18b-19 = 16,7 Hz, e 
um duplo-dupleto duplo centrado em δH19 5,61 ppm, apresentando 
acoplamento de J19-20 = 9,8 Hz com o hidrogênio metínico H20. Através 
das correlações observadas no espectro HSQC foram atribuídos os sinais 
de carbono em δC18 119,7 e δC19 133,4 ppm aos carbonos C18 e C19, 
respectivamente. 

No espectro de NMR de 1H foi observado um dupleto centrado em 
δH1’ 5,01 ppm, correlacionado no HSQC ao sinal de carbono δH1’ 95,7 
ppm, atribuído ao CH anomérico do açúcar. Este dupleto apresentou uma 
constante de acoplamento de J1’-2’ = 8,1 Hz, um valor esperado para um 
β-glicosídeo. Pela biossíntese dos alcaloides monoterpeno indólicos, o 
açúcar está sempre ligado ao carbono C21 [6] e as correlações mútuas 
C21-H1’ e C1’-H21, observadas no HMBC, corroboram a posição do 
açúcar no alcaloide em questão. O espectro COSY mostrou correlação do 
H1’ com um duplo-dupleto centrado em δH2’ 5,09 ppm, atribuído ao C2’ 
(δC2’ 73,6 ppm) que, por sua vez, também está correlacionado ao sinal do 
duplo-dupleto centrado em δH3’ 3,82 ppm com J2’-3’ = 9,3 Hz, atribuído 
ao C3’ (δC3’ 74,1 ppm). O sinal do H3’ apresentou correlação no COSY 
com o multipleto centrado em δH 3,48 ppm, que no HSQC está 
correlacionado aos sinais de carbono δC4’ 70,5 e δC5’ 77,3 ppm, atribuídos 
por comparação com os dados da estrictosamida (32) aos carbonos C4’ e 
C5’ do açúcar. 

No espectro de NMR de 1H, foram observados os sinais dos 
hidrogênios hidroximetílicos ligados ao C6’ (δC6’ 61,5 ppm) do açúcar 
como sendo um duplo-dupleto centrado em δH6’a 3,76 ppm apresentando 
acoplamento geminal de J6’a-6’b = 11,8 Hz com o dupleto centrado em δH6’b 
3,99 ppm, confirmadas pelo COSY. Ambos os sinais apresentaram 
correlação no COSY como H5’. 

Comparando os deslocamentos químicos tanto de carbono quanto 
de hidrogênio apresentados pelo açúcar no pico 2 com os da 
estrictosamida (32) é possível perceber uma diferença significativa. Na 
Figura 28 é mostrada a sobreposição das regiões ampliadas dos espectros 
HSQC onde se encontram os sinais de açúcar do pico 2 e da 
estrictosamida (32). Todos os sinais do açúcar do pico 2 apresentam um 
deslocamento químico de hidrogênio maior que os da estrictosamida (32), 
com destaque para o sinal do H2’ seguidos do H1’ e H3’. Analisando o 
espectro HMBC foi observada uma correlação do sinal do H2’ com um 
sinal de carbono em δC=O 166,1 ppm, um sinal típico de carbonila de éster 
[156] responsável por causar uma desblindagem, pelo efeito da 
anisotropia diamagnética da carbonila, mais pronunciada no hidrogênio 
H2’ e mais suave nos hidrogênios H1’ e H3’. 
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■■ pico 2, ■■ estrictosamida 

Figura 28. Sobreposição das regiões ampliadas dos espectros HSQC na região 
onde se encontram os sinais de açúcar do composto correspondente ao pico 2 e 

estrictosamida (32), pico 4 isolado da espécie P. rhytidocarpa 
 
Para o sinal de carbono em δC=O 166,1 ppm foi observado, no 

espectro HMBC, uma correlação com um sinal na região de hidrogênio 
aromático, o simpleto em δH2”/6” 7,19 ppm (δC2”/6” 107,0 ppm) com 
integral relativa a dois hidrogênios. A ausência de acoplamento 
caracteriza que esta carbonila está ligada a um anel aromático do tipo 
3,4,5-trissubstituído, sendo o sinal deste simpleto atribuído aos 
hidrogênios simétricos H2” e H6”. Além disso, foi o observado no 
espectro HMBC as correlações mútuas C2”-H6” e C6”-H2”, 
corroborando esta atribuição. 

No espectro NOESY foi observada correlação do sinal do H2”/6” 
com um simpleto com integral relativa a seis hidrogênios em δH3”/5”OMe 
3,58 ppm (δC3”/5”OMe 55,2 ppm), atribuído aos hidrogênios ligados aos 
substituintes metoxilas das posições 3” e 5” do anel. Também foi 
observado no NOESY a correlação do sinal em δH3”/5”OMe 3,58 ppm com 
um simpleto em δH4”OMe 3,29 ppm (δC4”OMe 50,0 ppm) atribuído à metoxila 
ligada na posição 4” do anel. 

No espectro HMBC foram observadas as correlações do sinal dos 
hidrogênios das metoxilas 3 e 5 com o sinal de carbono em δC3”/5” 146,7 
ppm atribuído aos carbonos C3” e C5” do anel aromático. Por fim, foi 
observado a correlação do sinal do H2”/6” com um sinal em δC4” 119,2 
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ppm, atribuído ao carbono C4” do anel aromático. Sendo assim, o 
substituinte esterificado ao C2’ do açúcar é o 3,4,5-trimetoxibenzoato 
(proveniente do ácido 3,4,5-trimetoxibenzóico). 

No espectro de NMR de 1H foi observado um sinal largo em δH22 
9,56 ppm que foi atribuído ao sinal o hidrogênio do grupo ácido 
carboxílico ligada no carbono C16, estando em concordância com a 
massa encontrada no espectro de massas de alta resolução, apesar de não 
ter sido observadas correlações no HMBC com os hidrogênios vizinhos 
para atribuição do sinal de carbono. A presença do grupo ácido 
carboxílico também pode ser confirmada pela ausência dos sinais δH ≈ 3,6 
ppm e δC(HSQC) ≈ 52 ppm referentes à metila grupo éster metílico 
proveniente da biossíntese da porção secologanina presente nos alcaloides 
monoterpeno indólicos. 

Todos os dados acima discutidos corroboraram para a proposição 
da estrutura do ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoato)-N4-metil-
estrictosidínico (143), cuja estrutura química é mostrada na Figura 29, 
sendo este o primeiro relato desta substância na literatura. Todos os dados 
de NMR uni e bidimensionais adquiridos para este alcaloide inédito foram 
compilados e são mostrados na Tabela 13. No Anexo 9 está disponível 
um diagrama que esquematiza os acoplamentos observados nos espectros 
de NMR bidimensionais através de setas para este composto. 

 

 
Figura 29. Estrutura do alcaloide monoterpeno indólico inédito ácido 2'-(3,4,5-

trimetoxibenzoato)-N4-metil-estrictosidínico (143), pico 2 isolado da fração 
alcaloídica de P. rhytidocarpa 
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Elucidação estrutural do pico 5 
 
O pico 5 foi coletado no intervalo de 23,2 a 23,5 min. O espectro 

de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular em m/z 
679,2493 calculado para [M+H]+ C35H39N2O12

+ (679,2498 com erro de 
0,7 ppm). O espectro de UV apresentou três bandas com comprimentos 
de onda máximos em 224, 280 e 400 nm. Os espectros de UV e de massas 
de alta resolução são apresentados no Apêndice 1 e Apêndice 2, 
respectivamente. A busca na literatura através do scifinder® por alguma 
substância com a fórmula molecular C35H38N2O12 não encontrou 
resultados, indicando que esta substância pode ser inédita. 

Analisando o espectro de NMR de 1H, disponível no Apêndice 29, 
observou-se o padrão de sinais para um sistema de anel indólico, com dois 
dupletos centrados em δH9 7,32 e δH12 7,26 ppm (J9-10 = 7,9 e J11-12 = 7,1 
Hz – orto), atribuídos aos hidrogênios aromáticos ligados aos carbonos 
C9 (δC9 117,5 ppm) e C12 (δC12 110,6 ppm), respectivamente, e dois 
duplo-dupletos duplos centrados em δH10 6,99 e δH11 7,06 ppm, atribuídos 
aos hidrogênios ligados aos C10 (δC10 118,4 ppm) e C11 (δC11 120,7 ppm) 
que, por sua vez, apresentam constantes de acoplamento mútuo do tipo 
orto J11-12 = 8,0 Hz e do tipo meta nos valores de J9-11 = 0,9 e J10-12 = 0,8 
Hz. Os acoplamentos foram confirmados através dos espectros 
bidimensionais COSY (Apêndice 30) e NOESY (Apêndice 31) e os sinais 
de carbono foram atribuídos pelo espectro bidimensional HSQC 
(Apêndice 32) e HMBC (Apêndice 33). 

No espectro HSQC foram observados os sinais dos carbonos 
metilênicos, δC5 42,9 e δC6 20,5 ppm atribuídos aos C5 e C6 assim como 
seus respectivos sinais de hidrogênios correlacionados. Os sinais destes 
hidrogênios metilênicos apresentaram um comportamento coincidente 
com um padrão de multiplicidades esperado para um sistema AA’BB’ do 
tipo gauche estrelado. 

Observando o espectro bidimensional HMBC, o sinal de carbono 
em δC8 126,8 ppm foi atribuído ao C8 por apresentar correlação 3J com 
os hidrogênios H10 e H12, o sinal de carbono em δC13 136,0 ppm foi 
atribuído ao C13 por apresentar correlação 3J com os hidrogênios H9 e 
H11, o sinal de em δC7 108,8 ppm foi atribuído ao C7 por apresentar 
correlação 3J com o sinal de hidrogênio H5b e o sinal em δC2 131,8 ppm 
foi atribuído ao C2 por apresentar correlação 3J com os hidrogênios H6a 
e H6b. 

Os sinais dos hidrogênios metilênicos, observados no espectro de 
NMR de 1H, foram um duplo-dupleto duplo centrado em δH5a 2,88 ppm e 
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um duplo-dupleto centrado em δH5b 4,74 ppm, com acoplamento geminal 
de J5a-5b = 12,5 Hz atribuídos aos hidrogênios H5a e H5b, 
respectivamente. Os sinais dos hidrogênios H6a e H6b foram atribuídos, 
respectivamente, um duplo-duplo-dupleto duplo centrado em δH6a 2,39 
ppm com acoplamento geminal com o duplo-dupleto duplo centrado em 
δH6b 2,44 ppm com J6a-6b = 15,2 Hz. Estes hidrogênios metilênicos 
apresentam acoplamentos vicinais J5a-6a = 12,0 Hz, J5a-6b = 5,1 Hz, J5b-6a 
= 5,5 Hz e J5b-6b = 1,0 Hz confirmados no espectro COSY. No espectro 
de NMR de 1H, também foi observada a diferença de deslocamentos 
químicos entre os hidrogênios H5a e H5b, atribuído ao efeito de doação 
eletrônica do orbital sp3 não ligante do nitrogênio N4 para o orbital 
antiligante (σ*–LUMO) da ligação C5–H5a, que causa uma maior 
blindagem. 

As multiplicidades dos sinais atribuídos aos hidrogênios 
metilênicos H5b, H6a e H6b foram obtidas com o auxílio de simulações 
no software FOMSC3 (Figura 30). O sinal do H5b apresentava-se 
sobreposto com um duplo-dupleto, ambos com integral reduzida devido 
à proximidade com o sinal do solvente que foi suprimido através de 
sequência de pulso com pré-saturação de sinal (Figura 30a). Os sinais dos 
hidrogênios H6a e H6b apresentavam alguma sobreposição e, devido à 
proximidade de deslocamentos químicos, apresentavam uma deformação 
causada pelo chamado “efeito de telhado”, roof effect, conforme indicado 
na Figura 30b com as linhas retas vermelhas. 

O espectro bidimensional COSY mostrou uma correlação do sinal 
H6a com o multipleto centrado em δH3 4,89 ppm (δC3 53,4 ppm), com 
constante de acoplamento J3-6a = 2,4 Hz, atribuído ao carbono C3 por 
comparação com os dados espectrais dos compostos anteriores. Este sinal 
também apresentou uma integral reduzida devido à proximidade com o 
sinal do solvente suprimido. A multiplicidade deste sinal foi atribuída 
como duplo-dupleto duplo através da obtenção das constantes de 
acoplamento dos sinais de hidrogênio metilênicos H6a, H14a e H14b, 
cujos sinais apresentaram correlações nos espectros COSY e NOESY. 

As constantes de acoplamento observadas no espectro de NMR de 
1H entre o sinal do H3 e os hidrogênios metilênicos ligados ao C14 (δC14 
26,1 ppm) foram de J3-14a = 4,6 Hz com o duplo-dupleto duplo centrado 
em δH14a 1,93 ppm e de J3-14b = 2,4 Hz com o duplo-dupleto duplo 
centrado em δH14b 2,32 ppm. Para estes hidrogênios do metileno C14 foi 
observado acoplamento mútuo de J14a-14b = 14,1 Hz além dos 
acoplamentos vicinais com o duplo-duplo-dupleto duplo centrado em δH15 
2,58 ppm (δC15 23,3 ppm) nos valores de J14a-15 = 13,5 e J14b-15 = 5,0 Hz. 
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a. 

PRHFRA PICO 5 1H (INéDITO).ESP

4.77 4.76 4.75 4.74 4.73 4.72 4.71
Chemical Shift (ppm)  

PRHFRA PICO 5 1H (INéDITO).ESP

4.77 4.76 4.75 4.74 4.73 4.72 4.71
Chemical Shift (ppm)

H2' H5a 

J1 = 10 Hz

J2 = 8,4 Hz

J1 = 12 Hz

J2 = 5,5 Hz

J3 = 1 Hz

 
 experimentais simulados 

b. 

PRHFRA PICO 5 1H (INéDITO).ESP

2.450 2.425 2.400 2.375
Chemical Shift (ppm)  

PRHFRA PICO 5 1H (INéDITO).ESP

2.450 2.425 2.400 2.375
Chemical Shift (ppm)

H6a H6b 

J1 = 15,2 Hz

J2 = 12 Hz

J3 = 5,5 Hz

J4 = 2,6 Hz

J1 = 15 Hz

J2 = 5,27 Hz

J3 = 2,2 Hz

 

Figura 30. Comparação entre os multipletos os obtidos experimentalmente para 
os pares de sinais de hidrogênios sobrepostos (a) H5b/H2’ e (b) H6a/H6b e os 

simulados através do software FOMSC3 (pico 5 isolado da fração alcaloídica de 
P. rhytidocarpa) 

 
O sinal de hidrogênio do H15 apresentou correlação no COSY com 

um dupleto centrado δH17 7,24 ppm (δC17 146,5 ppm) com valor de 
constante de J15-17 = 2,4 Hz e com o sinal do duplo-dupleto duplo centrado 
em δH20 2,63 ppm (δC20 42,9 ppm) com valor de constante de J15-20 = 5,6 
Hz. O sinal de hidrogênio H20 apresentou acoplamento de J20-19 = 9,7 Hz 
com o duplo-duplo dupleto centrado em δH19 5,63 ppm (δC19 132,8 ppm), 
que compõe um grupo de sinais coincidente com o esperado para um 
padrão ABX juntamente com os sinais de hidrogênio atribuídos aos H18a 
e H18b do alceno terminal proveniente da porção secologanina do 
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alcaloide. Neste grupo foram observadas no espectro COSY as 
correlações do sinal do H19 com os dupletos centrados em δH18a 5,30 e 
δH18b 5,35 ppm, com valores de constantes de acoplamento do tipo vicinal 
cis com J18a-19 = 10,1 Hz e vicinal trans com J18b-19 = 17,0 Hz. Estes 
hidrogênios H18a e H18b também apresentaram acoplamento do tipo 
geminal de J18a-18b = 1,6 Hz e, no espectro HSQC, apresentaram 
correlação com o sinal de carbono δC18 119,3 ppm. 

No espectro COSY também foi observada correlação do sinal do 
H20 com dupleto centrado em δH21 5,45 ppm (δC21 95,5 ppm), atribuído 
ao hidrogênio ligado ao C21. No espectro NOESY foi observada uma 
correlação do sinal do H21 com um dupleto centrado em δH1’ 4,99 ppm 
(δC1’ 95,6 ppm) atribuído ao hidrogênio ligado ao carbono anomérico da 
glicose evidenciando que este encontra-se ligado ao C21. No espectro 
HMBC foram observadas as correlações mútuas C21-H1’ / C1’-H21, que 
corroboram para a posição da glicose. 

O espectro COSY mostrou correlação do hidrogênio anomérico 
H1’ com um duplo-dupleto centrado em δH2’ 4,74 ppm, atribuído ao C2’ 
(δC2’ 73,4 ppm) com uma constante de acoplamento de J1’-2’ = 8,3 Hz, 
característica de β-glicosídeo. Também foi observada, no COSY, uma 
correlação do H2’com o sinal do duplo-dupleto centrado em δH3’ 3,59 
ppm com J2’-3’ = 9,4 Hz, atribuído ao C3’ (δC3’ 74,8 ppm). O sinal do H3’ 
que apresentou acoplamento de J3’-4’ = 9,0 Hz com o duplo-dupleto 
centrado em δH4’ 3,35 ppm atribuído ao C4’ (δC4’ 70,5 ppm) que, por sua 
vez, apresentou acoplamento de J4’-5’ = 9,8 Hz com o duplo-dupleto duplo 
centrado em δH5’ 3,40 ppm atribuído ao C5’ (δC5’ 77,2 ppm) do açúcar. O 
espectro NOESY mostrou correlação do sinal do H1’ com os sinais dos 
hidrogênios H3’ e H5’, devido ao fato destes três hidrogênios estarem 
ligados na posição axial do açúcar em uma conformação de cadeira. 

No espectro HSQC, foram observados os dois sinais dos 
hidrogênios hidroximetílicos ligados ao C6’ (δC6’ 61,5 ppm) do açúcar 
como sendo um duplo-dupleto centrado em δH6’a 3,69 ppm apresentando 
acoplamento geminal de J6’a-6’b = 11,9 Hz com o dupleto centrado em δH6’b 
3,91 ppm, confirmadas pelo COSY. Ambos os sinais apresentaram 
correlação no COSY como H5’ com valores de constantes de 
acoplamento de J5-6’a = 5,74 e J5-6’b = 2,0 Hz, respectivamente. 

Através da comparação dos dados de deslocamentos químicos de 
carbono e de hidrogênio da região do açúcar apresentados pelo pico 5 com 
os dados do ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoato)-N4-metil-estrictosidínico 
(143) e da estrictosamida (32) foi possível perceber uma que maior 
semelhança com o alcaloide 143. Na Figura 31 são mostradas as 
sobreposições das regiões ampliadas dos espectros de HSQC onde se 
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encontram os sinais de açúcar, em (a), para o pico 5 e alcaloide 143 e, em 
(b), para o pico 5 o alcaloide 32. Assim como no alcaloide 143, o sinal do 
H2’ do pico 5 apresenta uma desblindagem pronunciada em comparação 
com o H2’ da estrictosamida (32), supondo a presença de um grupo 
retirador de elétrons forte. Analisando o espectro HMBC foi observada 
uma correlação do sinal do H2’ com um sinal de carbono em δC=O 165,3 
ppm, um sinal típico de carbonila de éster [156] que justifica tal 
desblindagem no sinal do H2’. 

 

  
a. ■■ pico 5, ■■ alcaloide 143 b. ■■ pico 5, ■■ estrictosamida (32) 

Figura 31. Sobreposição das regiões ampliadas dos espectros HSQC na região 
onde se encontram os sinais de açúcar dos picos 5 e alcaloide 143 (a) e do pico 5 

e estrictosamida (32) (b) 
 
No espectro HSQC foi observado um sinal de carbono na região 

de aromático em δC2”/6” 106,5 ppm, correlacionado a um simpleto em 
δH2”/6” 6,90 ppm com integral relativa a dois hidrogênios no espectro de 
NMR de 1H, atribuído aos carbonos simétricos C2” e C6”. O sinal dos 
hidrogênios H2”/6” apresentaram correlações, no HMBC, com os 
carbonos não hidrogenados em δC1” 119,2 ppm, atribuído ao C1”, δC4” 
140,0 ppm, atribuído ao C4” e também com o sinal da carbonila de éster 
em δC=O 165,3 ppm. Para os sinais dos hidrogênios H2”/6” foram 
observadas correlações, no espectro NOESY, com um simpleto em 
δH3”/5”OMe 3,83 ppm (δC3”/5”OMe 55,5 ppm) com integral relativa de seis 
hidrogênios, atribuídos às duas metoxilas simétricas substituintes nas 
posições 3” e 5” do anel aromático. No espectro HMBC foi observada 
uma correlação do sinal dos hidrogênios das metoxilas com o sinal de 
carbono em δC3”/5” 146,9 ppm atribuído aos carbonos simétricos não 
hidrogenados C3”/C5”. O valor de deslocamento químico de δC4” 140,0 
ppm, atribuído ao sinal do carbono não hidrogenado C4”, sugere que este 
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apresente um grupo hidroxila como substituinte. Estas informações 
mostram que o substituinte esterificado ao C2’ do açúcar se trata do 3,5-
dimetoxibenzoato ou siringato, proveniente do ácido 3,5-
dimetoxibenzóico ou ácido siríngico. 

Todos os dados acima discutidos corroboraram para a proposição 
da estrutura do alcaloide monoterpeno indólico inédito 2’-siringil-
estrictosamida (144), cuja estrutura é mostrada na Figura 32, sendo este o 
primeiro relato desta substância na literatura. O alcaloide 2’-siringil-
estrictosamida (144) é um derivado da estrictosamida (32), 
provavelmente formado a partir de uma reação de esterificação com o 
ácido siríngico em meio enzimático. 

 

 
Figura 32. Estrutura do alcaloide monoterpeno indólico inédito 2’-siringil-
estrictosamida (144), pico 5 isolado da fração alcaloídica de P. rhytidocarpa 

 
Todos os dados de NMR uni e bidimensionais adquiridos para este 

alcaloide inédito foram compilados e são mostrados na Tabela 14. No 
Anexo 10 está disponível um diagrama que esquematiza os acoplamentos 
observados nos espectros de NMR bidimensionais através de setas para 
este composto. 
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Elucidação estrutural do pico 3 
 
O pico 3 foi coletado no intervalo de 18,5 a 18,8 min. O espectro 

de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular em m/z 
677,2934 calculado para [M+H]+ C33H45N2O13

+ (677,2916 com erro de 
2,6 ppm). O espectro de UV apresentou duas bandas com comprimentos 
de onda máximos em 223 e 291 nm. Os espectros de UV e de massas de 
alta resolução são apresentados no Apêndice 1 e Apêndice 2, 
respectivamente. A busca na literatura através do scifinder® por alguma 
substância com a fórmula molecular C33H44N2O13 não encontrou 
resultados, indicando que esta substância seja inédita. 

Através da análise do espectro de NMR de 1H, disponível no 
Apêndice 34, observou-se o padrão de sinais de hidrogênios aromáticos 
de um sistema de anel indólico, com dois dupletos centrados em δH9 7,62 
e δH12 7,45 ppm (J9-10 = 7,8 e J11-12 = 7,5 Hz – orto), atribuídos aos 
hidrogênios aromáticos ligados aos carbonos C9 (δC9 115,8 ppm) e C12 
(δC12 120,2 ppm), respectivamente, e dois duplo-dupletos centrados em 
δH10 7,14 e δH11 7,09 ppm, atribuídos aos hidrogênios ligados aos C10 
(δC10 124,1 ppm) e C11 (δC11 122,3 ppm) que, por sua vez, apresentam 
constantes de acoplamento mútuo do tipo orto J10-11 = 7,3 Hz. Os 
acoplamentos foram confirmados através dos espectros bidimensionais 
COSY (Apêndice 35) e NOESY (Apêndice 36) e os sinais de carbono 
foram atribuídos pelo espectro bidimensional HSQC (Apêndice 37) e 
HMBC (Apêndice 38). 

No espectro HSQC foram observados os sinais dos carbonos 
metilênicos, δC5 54,0 e δC6 24,8 ppm atribuídos aos C5 e C6 assim como 
seus respectivos sinais de hidrogênios correlacionados. O sinal do C5 
estava correlacionado com um multipleto centrado em δH5a 3,54 ppm e o 
duplo-dupleto centrado em δH5b 3,77 ppm, apresentando acoplamento 
geminal de J5a-5b = 12,0 Hz, atribuídos aos hidrogênios H5a e H5b. No 
espectro HSQC, o sinal do C6 estava correlacionado com um multipleto 
centrado em δH6a/b 2,81 ppm, com integral relativa a dois hidrogênios, 
atribuídos aos hidrogênios H6a e H6b. O espectro bidimensional COSY 
confirma a correlação mútua entre os sinais dos hidrogênios H5a e H5b, 
assim como de ambos com o sinal atribuído ao par H6a/H6b. 

No espectro bidimensional HMBC o sinal de carbono não 
hidrogenado em δC8 138,0 ppm foi atribuído ao C8 por apresentar 
correlação 3J com os hidrogênios H10 e H12, o sinal de carbono em δC13 
130,0 ppm foi atribuído ao C13 por apresentar correlação 3J com os 
hidrogênios H9 e H11, o sinal de em δC7 112,9 ppm foi atribuído ao C7 
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por apresentar correlação 3J com o sinal de hidrogênio H5b e correlação 
2J com o sinal do par H6a/H6b. O sinal em δC2 137,1 ppm foi atribuído 
ao C2 por apresentar correlação 3J com o sinal do par H6a/H6b. 

No espectro de NMR de 1H foi observado um par de sinais, 
correlacionados entre si no COSY, atribuído aos hidrogênios do metileno 
C14 (δC14 35,8 ppm), sendo um duplo-dupleto duplo centrado em δH14a 
1,40 ppm e um multipleto centrado em δH14b 3,21 ppm. No espectro 
COSY foram observadas correlações destes hidrogênios metilênicos com 
um sinal centrado em δH3 4,82 ppm, correlacionado com o sinal de 
carbono em δC3 50,9 ppm no espectro HSQC, atribuído ao H3. O sinal do 
H3 apresentou deslocamento químico coincidente com o sinal do solvente 
que foi eliminado por supressão durante a aquisição do NMR de 1H. 

O espectro NOESY mostrou correlação dos hidrogênios 
metilênicos H14a/b com o multipleto centrado em δH15 3,04 ppm 
atribuído ao hidrogênio ligado ao carbono metínico C15 (δC15 35,4 ppm) 
atribuído ao carbono C15. No espectro COSY foi observada correlação 
entre o H15 e o multipleto centrado em δH20 2,56 ppm ligado ao carbono 
alílico C20 (δC20 53,3 ppm). 

No espectro COSY foi observado acoplamento do sinal de 
hidrogênio H20 com o duplo-dupleto duplo centrado em δH19 5,90 ppm, 
com acoplamento de J20-19 = 9,5 Hz, atribuído ao hidrogênio ligado ao 
carbono vinílico C19 (δC19 141,9 ppm). No espectro COSY também 
foram observados acoplamentos do H19 com o duplo-dupleto centrado 
em δH18a 5,05 ppm e o dupleto largo centrado em δH18b 5,13 ppm, com 
valores de constantes de acoplamento do tipo vicinal cis com J18a-19 = 9,9 
Hz e vicinal trans com J18b-19 = 17,1 Hz. Estes hidrogênios H18a e H18b 
também apresentaram acoplamento do tipo geminal de J18a-18b = 1,4 Hz e, 
no espectro HSQC, apresentaram correlação com o sinal de carbono δC18 
117,8 ppm. Estes hidrogênios H18a/b e H19 compõem o grupo vinil 
proveniente da porção secologanina do alcaloide. 

No espectro de NMR de 1H foi observado o sinal característico do 
hidrogênio olefínico β-carbonila H17 como sendo um simpleto em δH17 
7,74 ppm, correlacionado ao carbono δC17 150,0 ppm no HSQC. No 
espectro HMBC foi observada correlação do H17 com o sinal de carbono 
em δC22 173,0 ppm, atribuído à carbonila de éster C22. Também foi 
observado, no HMBC, correlação do sinal da carbonila C22 com um 
simpleto com integral relativa a três hidrogênios em δH23 3,67 ppm 
atribuído aos hidrogênios ligados à metila do éster C23 (δC23 52,3 ppm). 

No espectro HSQC foi observada, na região de açúcar, uma 
quantidade maior de sinais sugerindo a presença de dois açúcares, porém 
a grande proximidade dos sinais de carbono e hidrogênio dificultou as 
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atribuições. Para facilitar as atribuições dos sinais, foram sobrepostos os 
espectros de HSQC adquiridos para o composto correspondente ao pico 
3 e o adquirido para o lialosídeo (54), pico 1 isolado de P. rhytidocarpa, 
(Figura 33). 

 

 
■■ pico 3, ■■ lialosídeo (54) 

Figura 33. Sobreposição das regiões ampliadas dos espectros HSQC na região 
onde se encontram os sinais de açúcar coincidentes para o composto 

correspondente ao pico 3 e o lialosídeo (54), pico 1 isolado da espécie P. 
rhytidocarpa 

 
Na Figura 33 observa-se que há um grupo de sinais com grande 

similaridade de deslocamentos químicos de carbono e hidrogênio entre os 
dois alcaloides comparados. No espectro de NMR de 1H do composto 
correspondente ao pico 3 foi observado que o dupleto centrado em δH1” 
4,39 ppm, ligado ao carbono anomérico C1” (δC1” 103,0 ppm), apresentou 
constante de acoplamento no valor de J1”-2” = 8,1 Hz, um valor 
correspondente a um β-glicosídeo. 

No espectro HMBC foram observadas as correlações do carbono 
anomérico C1” com os sinais de hidrogênio em δH6’a 3,73 e δH6’b 4,16 
ppm, atribuídos aos hidrogênios ligados ao carbono C6’, cujo 
deslocamento químico de carbono, δC6’ 64,0 ppm, sugere que seja do tipo 
éter. No HMBC também foi observada a correlação do sinal do C6’ com 
o H1”. Estas informações indicam que esta unidade glicosídica está ligada 
no carbono C6’ de uma primeira unidade glicosídica através de uma 
ligação O-glicosídica. Isto explica a diferença de deslocamentos químicos 
entre o sinal do hidrogênio anomérico, H1”, do composto correspondente 
ao pico 3 é mais blindado que o sinal observado para o hidrogênio 
anomérico do alcaloide lialosídeo (54) observada na Figura 33. 

4” 

5”  

6”b 

1”  
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No espectro COSY foi observada correlação do H1” com o duplo-
dupleto centrado em δH2” 3,29 ppm, ligado ao carbono C2” (δC2” 73,5 
ppm) do açúcar. No espectro de NMR de 1H, o duplo-dupleto centrado 
em δH3” 3,43 ppm, ligado ao carbono C3” (δC3” 76,2 ppm) do açúcar, 
apresentou acoplamentos no valor de J2”-3” = 8,4 Hz com o H2” e no valor 
de J3”-4” = 8,3 Hz com o H4”. Os hidrogênios H4” e H5” apresentaram-se 
como um multipleto centrado em δH4”/5” 3,34 ppm e correlacionados no 
HSQC com os sinais de carbono δC4” 70,1 e δC5” 76,5 ppm. No espectro 
de NMR de 1H, o multipleto centrado em δH6”a 3,73 ppm e o dupleto largo 
centrado em δH6”b 3,93 ppm, com acoplamento geminal no valor de J6”a-

6”b = 12,0 Hz, foram atribuídos aos hidrogênios do carbono 
hidroximetílico C6” (δC6” 61,5 ppm). 

Devido à grande proximidade entre os sinais de hidrogênio no 
espectro de NMR de 1H, as multiplicidades de alguns hidrogênios da 
primeira unidade glicosídica e seus deslocamentos químicos foram 
atribuídos com o auxílio de simulação feita através do software 
ChemDraw®. Os sinais dos hidrogênios H3’ e H5’ apresentaram-se 
sobrepostos entre si e foram atribuídos ao multipleto centrado em δH3’/5’ 
3,52 ppm. Os sinais dos hidrogênios H2’ e H4’ também se apresentaram 
sobrepostos entre si e foram atribuídos ao multipleto centrado em δH2’/4’ 
3,69 ppm. No espectro HSQC os sinais dos carbonos C3’, C4’ e C5’ desta 
unidade glicosídica foram atribuídos, respectivamente, aos sinais em δC3’ 
70,4, δC4’ 62,0 e δC5’ 79,8 ppm. 

No espectro de NMR de 1H foi observado um duplo-dupleto 
centrado em δH1’ 4,52 ppm, atribuído ao hidrogênio ligado ao carbono C1’ 
(δC1’70,8 ppm) da primeira unidade glicosídica. No espectro COSY foi 
observada a correlação do H1’ com o dupleto centrado em δH21 5,18 ppm, 
com J21-1’ = 8,8 Hz, atribuído ao hidrogênio ligado ao carbono C21 (δC21 
88,9 ppm). A atribuição do sinal do hidrogênio H21 foi confirmada pela 
correlação com o sinal do hidrogênio H14b, observada no espectro 
NOESY. A ausência de acoplamento entre os hidrogênios H20 e H21 
pode ser explicado por um possível ângulo próximo de 90º entre as 
ligações H–C(20)–C(21)–H, de acordo com o diagrama de Karplus [155]. 
Estas informações corroboram para a presença de uma ligação do tipo C-
glicosídica desta primeira unidade glicosídica no carbono C21 da porção 
secologanina do alcaloide. A Figura 34 sinaliza, através de setas 
coloridas, as correlações observadas nos espectros COSY, NOESY e 
HMBC. 
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Figura 34. Demonstração das correlações observadas nos espectros COSY, em 

vermelho, HMBC, em azul, e NOESY, em laranja, para a porção da 
secologanina e da ligação C-glicosídica com a primeira unidade glicosídica do 

alcaloide correspondente ao pico 2 isolado da espécie P. rhytidocarpa 
 
No espectro COSY o sinal do H1’ apresentou correlação com o 

H2’ com valor de constante de acoplamento de J1’-2’ = 8,9 Hz, valor este 
equivalente a uma ligação β-glicosídica. O sinal de carbono em δC2’ 78,1 
ppm foi atribuído ao C2’ devido à correlação de 2J observada no espectro 
HMBC com o sinal de hidrogênio H1’. 

Todos os dados acima discutidos corroboraram para a proposição 
da estrutura do alcaloide monoterpeno indólico (145), um derivado da 
estrictosidina (17) aglicona contendo um grupo 21-C-(β-D-
glicopiranosil-(1”→6’)-β-D-glicopiranosídeo) cuja estrutura numerada é 
mostrada na Figura 35. Os dados encontrados na literatura [162] para a 
estrictosidina (17) auxiliaram na elucidação da porção aglicona do 
alcaloide. 
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Figura 35. Proposta de estrutura para o alcaloide monoterpeno indólico 

derivado da estrictosidina (145), pico 3 isolado da fração alcaloídica de P. 
rhytidocarpa 

 
Apesar dos dados experimentais corroborarem para esta proposta, 

não foram encontrados na literatura relatos da ocorrência de ligação C-
glicosídica em compostos derivados do grupo secologanina nem rotas 
biossintéticas que demonstrassem a formação desta ligação C-glicosídica. 
Todos os dados de NMR uni e bidimensionais adquiridos para este 
alcaloide inédito foram compilados e são mostrados na Tabela 15. No 
Anexo 13 está disponível um diagrama que esquematiza os acoplamentos 
observados nos espectros de NMR bidimensionais através de setas para 
este composto. 
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5.2.2. Isolamento e elucidação estrutural dos alcaloides da 
fração alcaloídica da espécie Psychotria suterella através de HPLC-
SPE-NMR 

 
Foram utilizados 74,0 mg da fração rica em alcaloides do extrato 

bruto de P. suterella. A amostra foi dissolvida em 1,0 mL de metanol e 
filtrada utilizando microfiltro de nylon de 13 mm de diâmetro e 0,45 µm 
de poro. O método foi aplicado em equipamento HPLC Agilent serie 
1200, utilizando uma coluna C18 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm, 5µm, 100 
Å) mantida a 40 ºC. O solvente aquoso, A, consistiu de 95 % H2O + 5 % 
MeCN e o solvente orgânico, B, de 5 % H2O + 95 % MeCN, ambos 
acidificados com 0,1 % de ácido fórmico. O fluxo foi mantido em 0,5 
mL.minuto-1, volume de injeção de 15 µL. Inicialmente foi aplicado um 
método exploratório de 0-100 %B em 60 minutos. O método otimizado 
iniciou-se com 15 %B, gradiente de 15-30 %B de 0-35 min., gradiente de 
30-65 %B de 35-60 min., gradiente de 65-100 %B de 60-65 min., 
mantendo-se por 5 minutos, reduzindo a 15 %B no minuto 66 e mantém-
se por 10 minutos para recondicionamento da coluna. 

O método otimizado foi reproduzido no equipamento de HPLC-
SPE-NMR em uma análise pre-trapping para serem programados os 
picos a serem isolados através do método threshold, aplicado ao 
cromatograma a 254 nm ou 280 nm de acordo com a necessidade. Em 
seguida foram executadas vinte sucessivas separações sendo os picos 
concentrados nos respectivos cartuchos de SPE previamente 
condicionados com 500 µL de acetonitrila seguido de 500 µL de H2O. A 
Figura 36 apresenta o cromatograma da separação extraído a 254nm 
identificando os picos isolados através de números. 

 



170 

 
Figura 36. Cromatograma extraído a 280 nm da separação executada na fração 
rica em alcaloides do extrato bruto de P. suterella através da técnica hifenada 

HPLC-SPE-NMR 
 
O pico 1 foi coletado em torno do tempo de retenção 30,9 min. O 

espectro de massas de alta resolução (Apêndice 39) apresentou um íon 
quasi-molecular em m/z 677,2917 calculado para [M+H]+ C33H45N2O13

+ 
(677,2916 com erro 0,1 ppm). O espectro de UV (Apêndice 40) 
apresentou três bandas com comprimentos de onda máximos em 225 e 
290 nm. O espectro MS/MS, disponível no Apêndice 41, apresentou um 
fragmento em m/z 515,5, proveniente da perda de uma unidade de glicose, 
em m/z 483,2 proveniente da perda da metoxila do grupo éster e em m/z 
353,1 proveniente da fragmentação diferenciada para c-glicose com 
quebra das ligações C1’-C2’ e O-C5’ do açúcar. O espectro de NMR de 
1H encontra-se disponível no Apêndice 42. Estes dados são coincidentes 
com os obtidos para o alcaloide monoterpeno indólico inédito derivado 
da estrictosidina (145), também isolado da espécie P. rhytidocarpa e 
sendo o primeiro relato deste composto na espécie P. suterella. Os 
espectros de massas de alta resolução, UV e MS/MS de todos os picos 
isolados da espécie P. suterella encontram-se no Apêndice 39, Apêndice 
40 e Apêndice 41, respectivamente. 

O pico 2 foi coletado em torno do tempo de retenção 35,5 min, o 
espectro de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular 
em m/z 499,2083 calculado para [M+H]+ C26H31N2O8

+ (499,2075 com 
erro de 1,6 ppm). O espectro de UV apresentou três bandas com 
comprimentos de onda máximos em 224, 280 e 350 nm. O espectro 
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MS/MS apresentou os fragmentos em m/z 337,3, proveniente da perda da 
glicose e em m/z 266,8 pela perda do fragmento C10H16O6 do íon 
precursor, conforme já reportado na literatura [163]. O espectro de NMR 
de 1H encontra-se disponível no Apêndice 43. Estes dados são 
coincidentes com os obtidos para o alcaloide estrictosamida (32), também 
isolado da espécie P. rhytidocarpa e já reportado para a espécie P. 
suterella [46]. 

O pico 5 foi coletado em torno do tempo de retenção 60,7 min, o 
espectro de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-molecular 
em m/z 351,1726 calculado para [M+H]+ C21H23N2O3

+ (351,1703 com 
erro de 6,4 ppm). O pico 6 foi coletado em torno do tempo de retenção 
61,4 min, o espectro de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-
molecular em m/z 351,1716 calculado para [M+H]+ C21H23N2O3

+ 
(351,1703 com erro de 6,4 ppm). O espectro de UV de ambos apresentou 
duas bandas com comprimentos de onda máximos em 225, 290 nm. O 
espectro MS/MS apresentou os fragmentos principais em m/z 319,2, 
proveniente da perda da metoxila do grupo acetil, m/z 170,1, referente ao 
fragmento 5,6-dihidro-β-carbolina e em m/z 73,0, proveniente da perda 
de um grupo 2-butenal do íon precursor, conforme já reportado na 
literatura [164]. Os espectros de NMR de 1H encontram-se disponíveis no 
Apêndice 44 e Apêndice 45, respectivamente. Estes dados são 
coincidentes com os obtidos para os alcaloides isômeros E/Z-
vallesiachotamina (12 e 13), também isolado da espécie P. rhytidocarpa 
e já reportados para a espécie P. suterella [46]. 

 
Elucidação estrutural do pico 3 

 
O pico 3 foi coletado em torno do tempo de retenção de 44,2 min 

no HPLC. O espectro de massas de alta resolução apresentou um íon 
quasi-molecular em m/z 541,1853 calculado para [M+H]+ C27H29N2O10

+ 
(541,1817 com erro de 6,8 ppm). O espectro de UV apresentou três 
bandas com comprimentos de onda máximos em 219, 286 e 385 nm. O 
espectro MS/MS apresentou os fragmentos em m/z 379,3, proveniente da 
perda da glicose. Estes dados são coincidentes com os reportados para o 
alcaloide pauridiantosídeo (55) (Figura 37), um derivado do alcaloide 
lialosídeo (54), que já foi reportado no gênero Psychotria, em P. laciniata 
[45]. Este é o primeiro relato desta substância na espécie P. suterella. Este 
alcaloide e seu epímero (C21 - isopauridiantoside) foram reportados pela 
primeira vez para a espécie Pauridiantha lyalli (Rubiaceae) [165, 166]. 
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Na região de campo baixo do espectro de NMR de 1H, disponível 
no Apêndice 46, observou-se o padrão de sinais para um sistema de anel 
indólico com dois dupletos e dois duplo-dupletos. Os dois dupletos foram 
atribuídos, respectivamente, aos hidrogênios ligados aos carbonos C9 (δC9 
124,1 ppm) e C12 (δC12 114,9 ppm) e apresentavam-se centrados em δH9 
8,23 e δH12 7,69 ppm (J9-10 = 7,92 e J11-12 = 8,2 Hz – orto) e dois duplo-
dupletos duplos centrados em δH10 7,32 e δH11 7,59 ppm, atribuídos aos 
hidrogênios ligados aos C10 (δC10 123,0 ppm) e C11 (δC11 131,7 ppm) 
que, por sua vez, apresentam constantes de acoplamento mútuo do tipo 
orto J11-12 = 7,0 Hz e do tipo meta nos valores de J9-11 = 1,2 e J10-12 = 0,9 
Hz. Os acoplamentos foram confirmados através do espectro 
bidimensional COSY disponível no Apêndice 30 e os sinais de carbono 
foram atribuídos pelo espectro bidimensional HSQC disponível no 
Apêndice 47Apêndice 32. 

 

 
Figura 37. Estrutura do alcaloide monoterpeno indólico pauridiantosídeo (55), 

pico3 isolado da fração alcaloídica de P. suterella 
 
No espectro de NMR de 1H foram observados dois dupletos 

bastante desblindados apresentando “efeito de telhado”, sugerindo 
visualmente acoplamento mútuo. Estes dupletos estavam centrados em 
δH5 8,52 e δH6 8,32 ppm, apresentavam acoplamento de J5-6 = 4,9 Hz e 
foram atribuídos aos hidrogênios ligados aos carbonos C5 (δC5 140,1 
ppm) e C6 (δC6 121,7 ppm) da porção triptamina. Estas atribuições foram 
confirmadas através do espectro bidimensional HMBC (Apêndice 48), no 
qual foi observada uma correlação do sinal do H5 com o sinal de carbono 
δC7 134,4 ppm, com 3J, atribuído ao C7. Para o sinal do H6 não foi 
observada correlação com o C7. 
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Comparando-se os espectros HSQC dos alcaloides 
pauridiantosídeo (55), pico 3 isolado da espécie P. suterella, e lialosídeo 
(54), pico 1 isolado da espécie P. rhytidocarpa, foi observada uma 
pequena diferença de deslocamento químico de carbono e hidrogênio para 
os sinais do núcleo indólico, carbonos C9 a C12 (Figura 38). Por outro 
lado, foi observada uma diferença bastante significativa para os 
deslocamentos de carbono e hidrogênio para C5 e C6. O grupo carbonila 
C14 (δC14 204,2 ppm) no alcaloide pauridiantosídeo (55) promove uma 
desblindagem acentuada na posição para do anel, onde se encontra o C6, 
explicada pelo efeito de ressonância retirador (Figura 38). 

 

 
■ pauridiantoside, ■ lialoside 

Figura 38. Sobreposição dos espectros HSQC dos alcaloides pauridiantosídeo 
(55), pico 3 isolado da espécie P. suterella, e lialosídeo (54), pico 1 isolado da 

espécie P. rhytidocarpa 
 
No espectro HMBC foi observado que o sinal da carbonila C14 

(δC14 204,2 ppm) apresentava correlação com um multipleto centrado em 
δH 5,67 ppm, cuja integral no espectro de NMR de 1H era relativa a dois 
hidrogênios. No espectro HSQC, este multipleto apresentava-se 
correlacionado aos sinais de carbono δC15 45,8 e δC19 136,2 ppm que 
foram atribuídos, respectivamente, aos carbonos C15 e C19 da porção 
secologanina do alcaloide. Através de simulação utilizando o FOMSC3, 
foi possível atribuir as multiplicidades aos sinais de hidrogênio 
sobrepostos como sendo duplo-dupleto para o H15 e duplo-dupleto duplo 
para o H19 (Figura 39). 

No espectro COSY, disponível no Apêndice 49, foi observada uma 
correlação do sinal do hidrogênio H15 com um dupleto centrado em δH17 
7,65 ppm, com constante de J15-17 = 1,8 Hz atribuída ao acoplamento entre 
o hidrogênio alílico H15 e o olefínico ligado ao C17 (δC17 155,0 ppm). 

9 

12 

11 

10 
6 

5 
5 

6 
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Também foram observadas, no espectro COSY, as correlações do sinal 
δH19 5,67 ppm com os sinais dos hidrogênios ligados ao C18 (δC18 120,9 
ppm), um par de duplos-dupletos centrados em δH18a 4,78 e δH18b 4,90 
ppm, com valores de constantes de acoplamento do tipo vicinal cis com 
J18b-19 = 10,3 Hz e vicinal trans com J18a-19 = 17,3 Hz. Os sinais dos 
hidrogênios H18a e H18b também apresentaram acoplamento mútuo do 
tipo geminal de J18a-18b = 1,5 Hz compondo, juntamente com o sinal do 
H19, um grupo de sinais coincidente com o esperado para um padrão 
ABX. 

 

PSU PICO 3.ESP

5.675 5.650 5.625
Chemical Shift (ppm)  

PSU PICO 3.ESP

5.675 5.650 5.625
Chemical Shift (ppm)

H15

J1 = 6,6 Hz
J2 = 1,8 Hz

H19

J1 = 17,3 Hz
J2 = 10,3 Hz

J3 = 10 Hz

 
experimental simulado 

Figura 39. Comparação entre os multipletos sobrepostos H19/H15 obtidos 
experimentalmente para composto (55) e os simulados através do software 

FOMSC3 (pico 3 isolado da fração alcaloídica de P. suterella) 
 
No espectro de NMR de 1H, o sinal do multipleto centrado em δH20 

3,37 ppm foi atribuído ao hidrogênio ligado ao C20 (δC20 41,8 ppm) por 
apresentar correlações no espectro COSY com o sinal em δH 5,67 ppm 
dos hidrogênios H15, H19 e com um dupleto centrado δH21 5,58 ppm, 
atribuído ao hidrogênio ligado ao carbono acetal C21 (δC21 99,0 ppm), A 
multiplicidade do H20 foi atribuída como sendo duplo-dupleto duplo de 
acordo com os valores de constantes de acoplamento dos hidrogênios 
vizinhos coletados no espectro de NMR de 1H: J19-20 = 10,0, J15-20 = 6,7 e 
J21-20 = 2,9 Hz. A Figura 40 mostra a simulação feita no FOMSC3 para o 
sinal do H20, em vermelho, sobreposto ao sinal obtido 
experimentalmente. 

Na Figura 40 também é mostrada, em azul, a simulação de um 
duplo-dupleto centrado em δH2’ 3,34 ppm sobreposto ao espectro obtido 
experimentalmente. Este sinal foi atribuído ao hidrogênio ligado ao 
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C2’(δC2’ 76,1 ppm) do açúcar por apresentar uma correlação no espectro 
COSY com o sinal do hidrogênio ligado ao carbono anomérico C1’ (δC1’ 
101,5 ppm), um dupleto centrado em δH1’ 4,73 ppm. A simulação através 
do FOMSC3 auxiliou na obtenção das constantes de como sendo J1’-2’ = 
7,8 e J2’-3’ = 9,0 Hz. 

 
PSU PICO 3.ESP

3.38 3.37 3.36 3.35 3.34 3.33 3.32
Chemical Shift (ppm)

H20

J1 = 10 Hz
J2 = 6,7 Hz

J3 = 2,9 Hz

H2'

J1 = 9,0 Hz

J2 = 7,8 Hz

H4'/H5'

 
Figura 40. Região ampliada do espectro de NMR de 1H do alcaloide 

pauridiantosídeo (55), onde se encontram os sinais sobrepostos para os 
hidrogênios H20, H2’, H4’ e H5’. Em vermelho e azul são apresentados os 

multipletos simulados através do FOMSC3 para H20 e H2’ e a região em cinza 
é atribuída aos hidrogênios H4’ e H5’ (pico 3 isolado da fração alcaloídica de P. 

suterella) 
 
Conforme observado na Figura 40, a região do espectro de NMR 

de 1H, δH 3,34-3,36 ppm, destacada em cinza foi atribuída aos multipletos 
sobrepostos dos hidrogênios H4’ e H5’ (δC4’ 79,5 e δC5’ 79,9 ppm). Para 
os sinais dos carbonos C4’ e C5’ foram observadas, no espectro HMBC, 
as correlações com o par de duplos-dupletos centrados em δH6’a 3,72 e 
δH6’b 3,93 ppm, atribuídos aos hidrogênios ligados ao carbono 
hidroximetílico C6’ (δC6’ 64,2 ppm) do açúcar. Da mesma maneira foram 
observadas, no HMBC, as correlações do carbono C6’ com os 
hidrogênios H4’ e H5’. 

No espectro de NMR de 1H, o duplo-dupleto centrado em δH3’ 3,41 
ppm, apresentando constantes de acoplamento J2’-3’ = 9,0 e J3’-4’ = 8,9 Hz, 
foi atribuído ao hidrogênio ligado ao C3’ (δC3’ 73,0 ppm), por seu sinal 
de hidrogênio apresentar correlação no espectro HMBC com os sinais do 
C2’ e C4’ e seu sinal de carbono apresentar correlação com os hidrogênios 
H4’ e H5’. 
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No espectro bidimensional HMBC foram observadas as 
correlações do sinal de carbono da carbonila C22 em δC22 170,9 ppm com 
os sinais de hidrogênios do H15, H17 e com um simpleto em δH23 3,64 
ppm, com integral relativa a três hidrogênios, atribuído aos hidrogênios 
da metila C23 (δC23 53,3 ppm). Os carbonos C22 e C23 pertencem ao 
grupo éster metílico ligado ao carbono C16 (δC16 110,7 ppm). No espectro 
HMBC o C16 apresenta correlação com os hidrogênios H15, H17 e H20. 

A comparação dos dados obtidos e discutidos acima com a 
literatura [45] corroboram a elucidação do alcaloide monoterpeno 
indólico pauridiantosídeo (55). Todos os dados de NMR uni e 
bidimensionais adquiridos para este alcaloide foram compilados e são 
mostrados na Tabela 16. Os dados da literatura utilizados na comparação 
estão disponíveis no Anexo 1 para NMR de 13C e no Anexo 4 para NMR 
de 1H. No Anexo 12 está disponível um diagrama que esquematiza os 
acoplamentos observados nos espectros de NMR bidimensionais através 
de setas para este composto. 
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Elucidação estrutural do pico 4 
 
O pico 4 foi coletado em torno do tempo de retenção de 57,3 min. 

O espectro de massas de alta resolução apresentou um íon quasi-
molecular em m/z 365,1497 calculado para [M+H]+ C21H21N2O4

+ 
(365,1496 com erro de 0,3 ppm). O espectro de UV apresentou duas 
bandas com comprimentos de onda máximos em 219 e 290 nm. O 
espectro MS/MS apresentou os fragmentos principais em m/z 279,2, 
proveniente da perda da γ-lactona da molécula-pai e em m/z 170,1, 
referente ao fragmento 5,6-dihidro-β-carbolina. Uma busca na literatura 
através do scifinder® por alguma substância com a fórmula molecular 
C21H20N2O4 foram encontrados dados coincidentes com os reportados 
para o alcaloide vallesiachotamina lactona (11) (Figura 41), um derivado 
cíclico dos isômeros E/Z-vallesiachotamina (12 e 13) que já foi reportado 
nas espécie P. suterella e P. laciniata [46]. 

 

 
Figura 41. Estrutura do alcaloide monoterpeno indólico vallesiachotamina 

lactona (11), pico 4 isolado da fração alcaloídica de P. suterella 
 
Na região de campo baixo do espectro de NMR de 1H, disponível 

no Apêndice 50, observou-se o padrão de sinais para um sistema de anel 
indólico com dois dupletos e dois duplo-dupletos duplos. Os dois dupletos 
foram atribuídos, respectivamente, aos hidrogênios ligados aos carbonos 
C9 (δC9 124,0 ppm) e C12 (δC12 117,3 ppm) e apresentavam-se centrados 
em δH9 7,43 e δH12 7,29 ppm (J9-10 = 7,9 e J11-12 = 8,1 Hz – orto) e os dois 
duplo-dupletos duplos apresentavam-se centrados em δH10 7,01 e δH11 
7,08 ppm e foram atribuídos, respectivamente, aos hidrogênios ligados 
aos C10 (δC10 125,2 ppm) e C11 (δC11 127,8 ppm). Os hidrogênios H10 e 
H11 apresentaram constantes de acoplamento mútuo do tipo orto no valor 
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de J11-12 = 7,0 Hz e do tipo meta nos valores de J9-11 = 1,2 e J10-12 = 1,0 
Hz. Os acoplamentos foram confirmados através do espectro 
bidimensional COSY disponível no Apêndice 51 e os sinais de carbono 
foram atribuídos pelo espectro bidimensional HSQC disponível no 
Apêndice 52. 

No espectro HSQC foram observados dois sinais de carbonos 
metilênicos em δC5 57,5 e δC6 28,3 ppm atribuídos, respectivamente, aos 
C5 e C6 provenientes da porção triptamina do alcaloide, assim como seus 
respectivos pares de hidrogênios. No espectro de NMR de 1H, os 
hidrogênios ligados ao C5 apresentaram-se como dois duplo-dupletos 
duplos centrados em δH5a 3,63 e δH5b 3,86 ppm com acoplamento geminal 
de J5a-5b = 12,6 Hz. Os sinais de hidrogênios ligados ao C6 apresentaram-
se como um duplo-duplo-dupleto duplo centrado em δH6a 2,82 ppm e o 
duplo-duplo-dupleto duplo centrado em δH6b 2,93 ppm, com acoplamento 
do tipo geminal no valor de J6a-6b = 15,0 Hz. Estes hidrogênios 
metilênicos apresentam acoplamentos vicinais nos valores de J5a-6a = 4,0 
Hz, J5a-6b = 11,7 Hz, J5b-6a = 1,5 Hz e J5b-6b = 5,5 Hz. Todos estes 
acoplamentos foram confirmados no espectro COSY. Os sinais destes 
hidrogênios metilênicos apresentam um comportamento coincidente com 
um padrão de multiplicidades esperado para um sistema AA’BB’ do tipo 
gauche estrelado. As multiplicidades dos hidrogênios metilênicos H6a e 
H6b foram atribuídas com o auxílio de simulações feitas no software 
FOMSC3 as quais são apresentadas na Figura 42. 

No espectro bidimensional HMBC, disponível no Apêndice 53, o 
sinal de carbono não hidrogenado em δC8 133,4 ppm foi atribuído ao C8 
por apresentar correlações de 3J com os hidrogênios H10 e H12, o sinal 
de carbono em δC13 143,3 ppm foi atribuído ao C13 por apresentar 
correlações de 3J com os hidrogênios H9 e H11. O sinal de em δC7 114,0 
ppm foi atribuído ao C7 por apresentar correlações de 2J com os 
hidrogênios H6a e H6b e correlações de 3J com os hidrogênios H5a, H5b 
e H9. O sinal em δC2 154,8 ppm foi atribuído ao C2 por apresentar 
correlações de 3J com os hidrogênios H6a e H6b. 
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Figura 42. Comparação entre os multipletos obtidos experimentalmente e os 
simulados através do software FOMSC3 para os hidrogênios metilênicos H6a e 

H6b do alcaloide vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado da espécie P. 
suterella 

 
No espectro de NMR de 1H foi observado um multipleto centrado 

em δH3 4,40 ppm, correlacionado ao sinal de carbono em δC3 54,7 ppm no 
espectro HSQC. Este sinal apresentou correlação no espectro COSY com 
os hidrogênios metilênicos H6a (J3-6a = 1,5 Hz) e H6b (J3-6b = 2,2 Hz). 
Também foram observadas, no COSY, as correlações com dois duplo-
dupletos duplos centrados em δH14a 1,79 (J3-14a = 11,6 Hz) e δH14b 2,65 
ppm (J3-14b = 3,3 Hz) atribuídos aos hidrogênios metilênicos ligados ao 
C14 (δC14 37,9 ppm). Sendo assim, o sinal deste multipleto foi atribuído 
ao hidrogênio ligado ao C3. A multiplicidade do sinal do H3 foi atribuída 
como sendo de duplo-duplo-dupleto duplo através de simulação feita no 
software FOMSC3 utilizando as constantes obtidas dos hidrogênios 
metilênicos vizinhos conforme mostrado na Figura 43. 

 



182 

PSU4.esp

4.42 4.41 4.40 4.39 4.38
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experimental simulado 

Figura 43. Comparação entre o multipleto obtido experimentalmente e o 
simulado através do software FOMSC3 para o hidrogênio H3 do alcaloide 

vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado da espécie P. suterella 
 
No espectro de NMR de 1H foi observado que os hidrogênios 

metilênicos H14a e H14b apresentavam uma constante de acoplamento 
do tipo geminal no valor de J14a-14b = 13,5 Hz, confirmado no espectro 
COSY. Também foram observadas correlações de ambos os sinais com 
um multipleto centrado em δH15 3,78 ppm, atribuído ao hidrogênio ligado 
ao C15 (δC15 34,9 ppm), com valores de constante de acoplamento de J14a-

15 = 5,4 Hz e J14b-15 = 1,8 Hz. No espectro COSY foram observadas 
correlações do H15 com um duplo-dupleto duplo centrado em δH19 7,25 
ppm, atribuído ao hidrogênio ligado ao carbono olefínico β-carbonílico 
C19 (δC19 155,4 ppm), apresentando acoplamento alílico no valor de J15-

19 = 1,8 Hz. No espectro COSY também se observou que os hidrogênios 
H15 e H19 apresentavam correlação com um sinal de hidrogênio centrado 
em δH18a/b 4,86 ppm, atribuído aos hidrogênios ligados ao carbono 
metilênico γ-carbonila C18 (δC18 77,2 ppm). No espectro de NMR de 1H, 
os sinais dos hidrogênios H18a/b apresentaram-se sobrepostos com o 
sinal residual do solvente, o qual foi suprimido durante a aquisição do 
espectro. 

Através da análise das constantes de acoplamento coletadas do 
espectro de NMR de 1H para os sinais dos hidrogênios H15 e H19 foram 
feitas simulações utilizando o software FOMSC3 para atribuir as 
respectivas multiplicidades e os valores de constantes de acoplamento. 
Para o H15 foi atribuída a multiplicidade de duplo-duplo-duplo-dupleto 
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duplo com acoplamentos, além do já citado, de J15-18a = J15-18b = 1,7 Hz. 
Para o sinal do H19 foi atribuída a multiplicidade de duplo-dupleto duplo 
com acoplamentos, além do já citado, de J18a-19 = J18b-19 = 1,8 Hz. A Figura 
44 mostra as regiões ampliadas do espectro de NMR de 1H para os picos 
H15 e H19 em comparação com os espectros simulados através do 
FOMSC3 juntamente com seus respectivos diagramas de acoplamento. 
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Figura 44. Comparação entre os multipletos obtidos experimentalmente e os 
simulados através do software FOMSC3 para os hidrogênios H15 e H19 do 

alcaloide vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado da espécie P. suterella 
 
No espectro bidimensional HMBC foram observadas as 

correlações dos sinais dos hidrogênios H18a/b e H19 com os sinais de 
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carbono em δC20 145,0 ppm, atribuído ao carbono olefínico α-carbonila 
C20, e δC21 180,8 ppm, atribuído à carbonila C21. Para o sinal do carbono 
C20 também foram observadas as correlações de 3J com os hidrogênios 
H14a e H14b e de 2J com o hidrogênio H15. Os carbonos C18, C19, C20 
e C21 compõem o grupo γ-lactona α-β-insaturada, ligada ao restante da 
molécula através dos carbonos C15-C20. 

No espectro HMBC foram observadas as correlações dos sinais 
dos hidrogênios H3 e H15 com o sinal de carbono em δC17 154,6 ppm, 
correlacionado no HSQC ao sinal de hidrogênio simpleto em δH17 7,87 
ppm, atribuído ao carbono olefínico C17. Para o sinal do hidrogênio H17 
foi observada, no HMBC, uma correlação de 2J com um sinal de carbono 
em δC16 99,5 ppm atribuído ao carbono C16 e uma correlação com o sinal 
de carbono em δC22 175,6 ppm, atribuído à carbonila C22. Também foi 
observada correlação entre o sinal de carbono C22, com 3J, a um simpleto 
em δH23 3,66 ppm, com integral relativa a três hidrogênios e atribuído aos 
hidrogênios ligados ao carbono C23 (δC23 56,6 ppm). Os carbonos C22 e 
C23 compõem o grupo acetil ligados através do carbono C16. 

A comparação dos dados obtidos e discutidos acima com a 
literatura [45] corroboram para a elucidação do alcaloide monoterpeno 
indólico vallesiachotamina lactona (11). Todos os dados de NMR uni e 
bidimensionais adquiridos para este alcaloide foram compilados e são 
mostrados na Tabela 17. Os dados da literatura utilizados na comparação 
estão disponíveis no Anexo 1 para NMR de 13C e no Anexo 4 para NMR 
de 1H. No Anexo 13 está disponível um diagrama que esquematiza os 
acoplamentos observados nos espectros de NMR bidimensionais através 
de setas para este composto. 
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5.2.3. Estudo fitoquímico comparativo entre as frações 
alcaloídicas das espécies P. rhytidocarpa, P. suterella e P. stenocalyx 
através de HPLC-ESI-TOF-MS 

 
Neste trabalho foi feito o estudo fitoquímico aplicando a técnica 

hifenada de HPLC com espectrômetro de massas de alta resolução focado 
na identificação de alcaloides para as espécies P. rhytidocarpa, P. 
suterella e P. stenocalyx, porém, para esta última espécie, o estudo foi 
feito através de comparação dos dados de tempo de retenção no 
cromatograma, comprimentos de onda máximos no espectro de UV/VIS 
e do espectro de massas de alta resolução com os dados identificados para 
os alcaloides nas duas espécies utilizando as mesmas condições 
operacionais. 

As amostras das frações alcaloídicas de P. rhytidocarpa, P. 
suterella e P. stenocalyx foram preparadas nas concentrações de 71 
mg.mL-1, 72 mg.mL-1 e 110 mg.mL-1, respectivamente, em metanol e 
filtradas utilizando microfiltro de nylon de 13 mm de diâmetro e 0,45 µm 
de poro. As análises foram executadas em equipamento HPLC Agilent 
serie 1200, utilizando uma coluna C18 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm, 5µm, 
100 Å) mantida a 40 ºC. O solvente aquoso, A, consistiu de 95 % H2O + 
5 % MeCN e o solvente orgânico, B, de 5 % H2O + 95 % MeCN, ambos 
acidificados com 0,1 % de ácido fórmico (v/v). O fluxo foi mantido em 
0,5 mL.minuto-1, volume de injeção de 5 µL. O método gradiente iniciou-
se com 15 %B, aumentando para 30 %B no minuto 35, em seguida para 
65 %B no minuto 60, alcançando 100 %B no minuto 65, mantendo-se por 
10 minutos. As análises de massas em tempo real foram executadas 
através do detector de massas de alta resolução ESI-TOF-MS em modo 
positivo. A Figura 45 apresenta os cromatogramas da separação a 280 nm 
sobrepostos das três espécies estudadas. Os picos foram identificados com 
os números correspondentes aos alcaloides isolados ou identificados 
neste trabalho. 

Conforme se pode observar na Figura 45, os alcaloides lialosídeo 
(54), (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53), 
derivado da estrictosidina (145), estrictosamida (32), vallesiachotamina 
lactona (11), E-vallesiachotamina (12) e Z-vallesiachotamina (13) 
encontram-se presentes nas três espécies. 
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Os alcaloides inéditos ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoato)-N4-
metil-estrictosidínico (143) e 2’-siringil-estrictosamida (144) estão 
presentes apenas da espécie P. rhytidocarpa. O alcaloide pauridiantosídeo 
(55) foi identificado nas espécies P. suterella e P. stenocalyx. 

Para a espécie P. suterella, já havia sido reportada a presença dos 
alcaloides (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53) 
[46] e naucletina (142) [103], cujas massas moleculares são 732,73 e 
329,12, respectivamente. Não foi identificada a presença do alcaloide 
naucletina (142) em nenhuma das espécies estudadas através da pesquisa 
no cromatograma de íons totais. Conforme mostrado na Figura 45, foi 
identificada a presença do alcaloide (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-
dimetoxi-lialosídeo (53) nas três espécies. Foi executada a análise em 
espectrômetro de massas, cujo espectro apresentou os fragmentos 
principais em m/z 527,3 referente à molécula do lialosídeo após a perda 
do derivado (E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-cinamoil e em m/z 365,3 
referente à perda da glicose pela porção lialosídeo do alcaloide, 
confirmado sua identidade através de comparação dos dados obtidos 
experimentalmente com os dados da literatura [159]. O espectro MS/MS 
do alcaloide (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53) é 
mostrado na Figura 46. 

 

 
Figura 46. Espectro de massas MS/MS executado para a massa selecionada em 

m/z 733,3, referente ao alcaloide (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
lialosídeo (53) 

 
A Tabela 18 mostra, de forma mais simplificada, quais alcaloides 

foram identificados em cada espécie após o estudo comparativo 
utilizando a técnica HPLC-HRMS. Na tabela são apresentados apenas os 
números dos compostos, os quais estão dispostos na mesma sequência da 
separação cromatográfica e as espécies na mesma sequência dos 
cromatogramas expostos na Figura 45. 
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Tabela 18. Relação dos compostos identificados através do estudo comparativo 
utilizando a técnica HPLC-HRMS para cada uma das três espécies de 

Psychotria 
 54 53 143 145 32 144 55 11 12 13 
P. rhytidocarpa x x x x x x   x x 
P. suterella x x  x x  x x x x 
P. stenocalyx x x  x x  x x x x 

 
5.3. Discussão da biogênese dos alcaloides monoterpeno indólicos 

identificados nas espécies de Psychotria estudadas 
 
Dentre todos os alcaloides de plantas, os alcaloides monoterpeno 

indólicos representam o maior grupo já tendo sido identificados mais de 
3000 diferentes estruturas ocorrendo, principalmente, nas famílias 
Loganiaceae, Apocynaceae e Rubiaceae [6, 167]. 

Os alcaloides monoterpeno indólicos são biossintetizados através 
de uma reação de condensação estereoseletiva de Pictet-Spengler, 
semelhante à reação de Mannich, catalisada pela enzima estrictosidina 
sintetase, formando a estrictosidina (17), um sistema tetrahidro-β-
carbolíneo apresentando configuração S no carbono quiral 3. De acordo 
com o rearranjo apresentado pela secologanina, podem ser identificados 
três tipos principais de esqueletos para estes alcaloides, o tipo corinanto, 
o tipo aspidosperma e o tipo Iboga [6, 105] (Figura 3, página 67). 

A estrictosidina (17) é precursora dos alcaloides do tipo corinanto, 
a qual pode ser submetida a diferentes reações de ciclização entre o 
nucleófilo N4 e um dos carbonos eletrofílicos, C17, C19, C21 e C22 
dando origem aos subtipos vincosan lactama, ciclizado através da ligação 
N4-C22, e vallesiachotaman, ciclizado através da ligação N4-C17. A 
estrictosidina (17) e seus derivados não ciclizados também são 
classificados como o subtipo vincosan [168, 169] (Figura 47). 
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Figura 47. Esquema da biossíntese da estrictosidina, o precursor do esqueleto 
tipo corinanto, e dos subtipos vincosan, vincosan lactama e vallesiachotaman 

 
A porção secologanina da estrictosidina (17) sofre uma rotação, 

posicionando a carbonila (C22) do seu grupo éster metílico próximo da 
amina secundária da porção triptamina (N4). O par de elétrons do N4 
promove um ataque nucleofílico a esta carbonila formando a lactama do 
alcaloide estrictosamida (32), um representante do subtipo vincosan 
lactama (Figura 48). Outros alcaloides podem ser originados a partir de 
derivatizações da estrictosamida (32) como é o caso do alcaloide 2’-
siringil-estrictosamida (144), provavelmente formado a partir de uma 
reação de esterificação com o ácido siríngico em meio enzimático (Figura 
50). 

A estrictosidina (17) também pode sofrer reação de hidrólise 
catalisada pela enzima estrictosidina glicosidase gerando sua aglicona, 
que apresenta um hemiacetal reativo. Este hemiacetal é hidrolisado 
formando um dialdeído intermediário a partir de um equilíbrio 
tautomérico aldo-enólico nos carbonos C17 e C21. Através do ataque 
nucleofílico do N4 ao C17, este dialdeído forma uma enamina que, após 
reações de isomerizações, resultam nos alcaloides isômeros E/Z-
vallesiachotamina (12 e 13) ou vallesiachotamina lactona (11), todos 
representantes do subtipo vallesiachotaman [6, 105]. A Figura 48 
sumariza as reações de biossíntese destes alcaloides. 
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Figura 48. Biossíntese dos alcaloides estrictosamida e vallesiachotamina a 
partir da reação da triptamina e secologanina tendo como intermediário a 

estrictosidina (17) 
 
A enamina, formada na etapa anterior, sofre uma reação de 

oxidação do grupo aldeído (C21) para formar o grupo ácido β-butenóico. 
O grupo ácido β-butenóico sofre uma ciclização após ataque nucleofílico 
promovido pelo oxigênio resultando no grupo γ-lactona α-β-insaturado 
do alcaloide vallesiachotamina lactona (11), conforme proposto na Figura 
49. 

 

 
Figura 49. Sequência de reações ocorrentes no grupo β-butenaldeído da 

enamina proposta para a biossíntese do alcaloide vallesiachotamina lactona 
(11) 

 
O ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoato)-N4-metil-estrictosidínico 

(143) é um derivado do ácido estrictosidínico (5) que, por sua vez, é 
formado pela hidrólise do grupo éster metílico presente na estrictosidina 
(17). É possível que este alcaloide inédito (143) tenha sido formado a 
partir de uma reação metabólica de transmetilação do ácido 
estrictosidínico (5) na presença do cofator S-Adenosilmetionina (SAM) e 
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uma reação de esterificação com o ácido 3,4,5-trimetoxibenzóico em 
meio enzimático (Figura 50). 

O alcaloide lialosídeo (54), também representante do subtipo 
vincosan, foi biossintetizado a partir da oxidação do grupo tetrahidro-β-
carbolina da estrictosidina (17) tornando-o uma β-carbolina, cuja 
principal diferença é a aromatização do anel piperidínico. Os alcaloides 
(E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53) e 
pauridiantosídeo (55) são derivados do lialosídeo (54) sendo o primeiro 
sintetizado a partir da esterificação do grupo cinamoil à hidroxila ligada 
ao C2’ da glicose e o segundo a partir da oxidação do grupo metileno C14 
(Figura 50). 

O alcaloide inédito derivado de estrictosidina (145) pode ter sido 
biossintetizado após uma reação de C-glicosilação no carbono C21 da 
aglicona do alcaloide estrictosidina (17). 

A Figura 50 mostra uma proposta para a biogênese dos alcaloides 
identificados nas espécies de Psychotria estudadas neste trabalho, P. 
rhytidocarpa, P. suterella e P. stenocalyx. 

 

 
Figura 50. Biogênese proposta para os alcaloides isolados e/ou identificados nas 

espécies de Psychotria estudadas 
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6. CONCLUSÕES 
 
Neste trabalho foram avaliadas algumas atividades biológicas dos 

extratos brutos das folhas e frações das espécies P. stenocalyx e P. 
suterella, os quais foram submetidos aos ensaios antioxidantes, 
alelopático, antimicrobianos, acetilcolinesterásico e anti-inflamatório. 

A fração acetato de etila de ambas as espécies apresentou maior 
teor de fenólicos que as demais, sendo importante destacar a fração 
acetato de etila de P. stenocalyx que apresentou conteúdo de fenólicos e 
flavonoides significativamente maior que as demais frações. As frações 
acetato de etila e alcaloídicas também apresentaram boas atividades no 
teste que avalia o poder redutor, com destaque para a fração rica em 
alcaloides de P. stenocalyx que apresentaram maior potencial redutor. 

O teste alelopático mostrou que, de uma maneira geral, ambos os 
extratos são fitotóxicos para todas as sementes testadas, porém as 
sementes de alface são mais sensíveis aos aleloquímicos presentes nos 
extratos testados do que as sementes de rabanete e pepino. 

Os extratos brutos e frações alcaloídicas das espécies P. stenocalyx 
e P. suterella foram avaliados quanto inibição da enzima AchE na 
concentração de 1 mg.mL-1. Em relação às inibições apresentadas pelos 
extratos brutos, a espécie P. stenocalyx inibiu em 52,63% e a espécie P. 
suterella inibiu em 51,82% a atividade da enzima. Em relação às inibições 
apresentadas pelas frações alcaloídicas, a espécie P. stenocalyx inibiu em 
54,31 % e a espécie P. suterella inibiu em 63,58 %, sendo esta última 
amostra a que apresentou maior inibição na atividade da enzima AchE. 

Nos testes antimicrobianos, que avaliaram inibição nos 
crescimentos bacteriano e fúngico, ambos os extratos foram considerados 
inativos ou pouco ativos contra os micro-organismos testados. 

Os extratos brutos das espécies P. stenocalyx e P. suterella se 
mostraram bons inibidores do processo inflamatório nos modelos 
estudados. O extrato de P. stenocalyx apresentou melhor inibição na dose 
200 mg.kg-1 com redução de 57,1 % na migração de leucócitos. O extrato 
de P. suterella apresentou melhor inibição na dose 400 mg.kg-1 com 
redução na migração de leucócitos de 64,7 %. A formação de exsudato 
foi significativamente reduzida pelo extrato de P. stenocalyx apenas na 
dose de 400 mg.kg-1 com inibição foi de 30,1 %. O extrato de P. suterella 
não reduziu significativamente a formação de exsudato. 

Foi desenvolvido um estudo fitoquímico envolvendo as frações 
ricas em alcaloides das espécies Psychotria rhytidocarpa, Psychotria 
suterella e Psychotria stenocalyx (Rubiaceae) das quais foram isolados e 
elucidados alguns alcaloides através da aplicação das técnicas hifenadas 
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de HPLC com espectrômetro de massas de alta resolução (HRMS), 
extração em fase sólida (SPE) e ressonância magnética nuclear (NMR). 

Através da técnica hifenada HPLC-HRMS-SPE-ttNMR na fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa foram isolados e elucidados 
quatro alcaloides conhecidos: E/Z-vallesiachotamina (12 e 13), 
estrictosamida (32), lialosídeo (54) e os três alcaloides inéditos: ácido 2'-
(3,4,5-trimetoxibenzoato-N4-metil-estrictosidínico (143), 2’-siringil-
estrictosamida (144) e uma proposta de estrutura para o derivado de 
estrictosidina (145). 

Através da aplicação das técnicas hifenadas HPLC-SPE-NMR e 
HPLC-HRMS na fração alcaloídica de Psychotria suterella foram 
isolados e elucidados cinco alcaloides conhecidos: E/Z-vallesiachotamina 
(12 e 13), estrictosamida (32), pauridiantosídeo (55) e vallesiachotamina 
lactona (11) e o alcaloide derivado de estrictosidina (145). Este é o 
primeiro relato da presença do alcaloide pauridiantosídeo (55) na espécie 
Psychotria suterella. 

Através da aplicação da técnica hifenada HPLC-HRMS foi 
efetuado um estudo fitoquímico comparativo envolvendo as frações 
alcaloídicas das espécies P. stenocalyx, P. suterella e P. rhytidocarpa. 
Para a espécie P. stenocalyx foram identificadas a presença dos alcaloides 
E/Z-vallesiachotamina (12 e 13), estrictosamida (32), (E)-O-(6′)-
cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53), lialosídeo (54), 
pauridiantosídeo (55), vallesiachotamina lactona (11) e o derivado de 
estrictosidina (145). Para a espécie P. suterella foram identificados os 
alcaloides (E)-O-(6′)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53), 
lialosídeo (54), vallesiachotamina lactona (11) e o alcaloide derivado de 
estrictosidine (145), além dos alcaloides já mencionados. Finalmente, 
para a espécie P. rhytidocarpa foram identificados os alcaloides (E)-O-
(6′)-cinamoil-4-hidroxy-3,5-dimetoxi-lialosídeo (53) e vallesiachotamina 
lactona (11), além dos alcaloides já mencionados. Após o estudo 
comparativo foi possível identificar a presença de nove alcaloides na 
espécie P. rhytidocarpa, oito alcaloides nas espécies P. stenocalyx e P. 
suterella. 

Através do estudo da biossíntese foi possível compreender que a 
estrictosidina (17), precursora de todos os alcaloides monoterpeno 
indólicos do tipo corinanto, apresenta configuração S no carbono quiral 
3. Este alcaloide, por sua vez, é formado por uma reação de condensação 
estereoseletiva entre a triptamina e a secolonganina. Os corinantos podem 
ser submetidos a diferentes reações de ciclização dando origem aos 
subtipos vincosan lactama e vallesiachotaman, subtipos dos alcaloides 
identificados no presente estudo. Também foram discutidas propostas de 
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rotas biossintéticas para os alcaloides inéditos isolados no presente 
trabalho como a formação dos ésteres nos compostos ácido 2'-(3,4,5-
trimetoxibenzoateo-N4-metil-estrictosidínico (143) e 2’-siringil-
estrictosamida (144) e para a formação do grupo lactona do alcaloide 
vallesiachotamina lactona (11). 
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APÊNDICE 1. Espectros de massas de alta resolução obtidos em 
equipamento ESI-HRMS e extraídos do cromatograma de íons totais 
da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 1 PRH HRMS 

 
  

pico 2 (143) 

pico 1 (54) 

pico 3 (145) 

pico 4 (32) 

pico 5 (144) 

pico 6 (12) 

pico 7 (13) 
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APÊNDICE 2. Espectros de ultravioleta obtidos em equipamento 
HPLC-DAD Agilent e extraídos do cromatograma da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

 
Apêndice 2 PRH UV 

 
pico 1 (54) 
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APÊNDICE 3. Espectro de NMR de 13C da estrictosamida (32), 
pico 4 isolado da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 3 PRH4 13C 
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APÊNDICE 4. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC da estrictosamida (32), pico 4 isolado da fração alcaloídica 
de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 4 PRH4 HSQC 
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APÊNDICE 5. Espectro de NMR de 1H da estrictosamida (32), 
pico 4 isolado da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 5 PRH4 1H 
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APÊNDICE 6. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H COSY da estrictosamida (32), pico 4 isolado da fração alcaloídica 
de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 6 PRH4 COSY 
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APÊNDICE 7. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC da estrictosamida (32), pico 4 isolado da fração alcaloídica 
de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 7 PRH4 HMBC 
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APÊNDICE 8. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY da estrictosamida (32), pico 4 isolado da fração alcaloídica 
de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 8 PRH4 NOESY 
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APÊNDICE 9. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC do lialosídeo (54), pico 1 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 9 PRH1 HSQC 
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APÊNDICE 10. Espectro de NMR de 1H do lialosídeo (54), pico 1 
isolado da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 10 PRH1 1H 
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APÊNDICE 11. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H COSY do lialosídeo (54), pico 1 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 11 PRH1 COSY 
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APÊNDICE 12. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY do lialosídeo (54), pico 1 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 12 PRH1 NOESY 
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APÊNDICE 13. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC do lialosídeo (54), pico 1 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 13 PRH1 HMBC 
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APÊNDICE 14. Espectros de NMR de 1H da E-vallesiachotamina 
(12), pico 6 isolados da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 14 PRH6 1H 
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APÊNDICE 15. Espectros de NMR de 1H da Z-vallesiachotamina 
(13), pico 7 isolados da fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 15 PRH7 1H 
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APÊNDICE 16. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H COSY da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 16 PRH6 COSY 
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APÊNDICE 17. Espectros de NMR de correlação bidimensional 
H-H COSY da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 17 PRH7 COSY 
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APÊNDICE 18. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 18 PRH6 NOESY 
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APÊNDICE 19. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 19 PRH7 NOESY 
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APÊNDICE 20. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 20 PRH6 HSQC  
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APÊNDICE 21. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 21 PRH7 HSQC 
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APÊNDICE 22. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 22 PRH6 HMBC 
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APÊNDICE 23. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 23 PRH7 HMBC 
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APÊNDICE 24. Espectro de NMR de 1H do ácido 2'-(3,4,5-
trimetoxibenzoateo-N4-metil-estrictosidínico (143), pico 2 isolado da 
fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 24 PRH2 1H 
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APÊNDICE 25. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H COSY do ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-metil-
estrictosidínico (143), pico 2 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 25 PRH2 COSY 
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APÊNDICE 26. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY do ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-metil-
estrictosidínico (143), pico 2 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 26 PRH2 NOESY 
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APÊNDICE 27. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC do ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-metil-
estrictosidínico (143), pico 2 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 27 PRH2 HSQC  
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APÊNDICE 28. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC do ácido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-metil-
estrictosidínico (143), pico 2 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 28 PRH2 HMBC 
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APÊNDICE 29. Espectro de NMR de 1H do 2’-siringil-
estrictosamida (144), pico 5 isolado da fração alcaloídica de 
Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 29 PRH5 1H 
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APÊNDICE 30. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H COSY do 2’-siringil-estrictosamida (144), pico 5 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 30 PRH5 COSY 
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APÊNDICE 31. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY do 2’-siringil-estrictosamida (144), pico 5 isolado da 
fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 31 PRH5 NOESY 
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APÊNDICE 32. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC do 2’-siringil-estrictosamida (144), pico 5 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 32 PRH5 HSQC 
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APÊNDICE 33. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC do 2’-siringil-estrictosamida (144), pico 5 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 33 PRH5 HMBC 
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APÊNDICE 34. Espectro de NMR de 1H do derivado de 
estrictosidina (145), pico 3 isolado da fração alcaloídica de Psychotria 
rhytidocarpa 

Apêndice 34 PRH3 1H 
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APÊNDICE 35. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H COSY do derivado de estrictosidina (145), pico 3 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 35 PRH3 COSY  
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APÊNDICE 36. Espectro de NMR de correlação bidimensional H-
H NOESY do derivado de estrictosidina (145), pico 3 isolado da 
fração alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 36 PRH3 NOESY 
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APÊNDICE 37. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC do derivado de estrictosidina (145), pico 3 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 37 PRH3 HSQC 
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APÊNDICE 38. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC do derivado de estrictosidina (145), pico 3 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria rhytidocarpa 

Apêndice 38 PRH3 HMBC 
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APÊNDICE 39. Espectros de massas de alta resolução obtidos em 
equipamento ESI-HRMS e extraídos do cromatograma de íons totais 
da fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 39 PSU HRMS 

 
  

pico 2 (32) 

pico 1 (145) 

pico 3 (55) 

pico 4 (11) 

picos 5 (12) e 6 (13) 



255 

APÊNDICE 40. Espectros de ultravioleta obtidos em equipamento 
HPLC-DAD Agilent e extraídos do cromatograma da fração 
alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 40 PSU UV 
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APÊNDICE 41. Espectros de massas obtidos em equipamento LC-
MS/MS da fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 41 LC-MS/MS P. suterella 
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APÊNDICE 42. Espectro Espectro de NMR de 1H do derivado de 
estrictosidina (145), pico 1 isolado da fração alcaloídica de Psychotria 
suterella 

Apêndice 42 PSU1 1H 
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APÊNDICE 43. Espectro de NMR de 1H da estrictosamida (32), 
pico 2 isolado da fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 43 PSU2 1H 
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APÊNDICE 44. Espectro de NMR de 1H da E-vallesiachotamina 
(12), pico 5 isolado da fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 44 PSU5 1H 
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APÊNDICE 45. Espectro de NMR de 1H da Z-vallesiachotamina 
(13), pico 6 isolado da fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 45 PSU6 1H 
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APÊNDICE 46. Espectro de NMR de 1H do pauridiantosídeo (55), 
pico 3 isolado da fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 46 PSU3 1H 
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APÊNDICE 47. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC do pauridiantosídeo (55), pico 3 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 47 PSU3 HSQC 
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APÊNDICE 48. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC do pauridiantosídeo (55), pico 3 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 48 PSU3 HMBC 
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APÊNDICE 49. Espectros de NMR de correlação bidimensional 
H-H COSY do pauridiantosídeo (55), pico 3 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 49 PSU3 COSY 
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APÊNDICE 50. Espectro de NMR de 1H da vallesiachotamina 
lactona (11), pico 4 isolado da fração alcaloídica de Psychotria 
suterella 

Apêndice 50 PSU4 1H 
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APÊNDICE 51. Espectros de NMR de correlação bidimensional 
H-H COSY da vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado da 
fração alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 51 PSU4 COSY 
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APÊNDICE 52. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HSQC da vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 52 PSU4 HSQC 
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APÊNDICE 53. Espectro de NMR de correlação bidimensional C-
H HMBC da vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado da fração 
alcaloídica de Psychotria suterella 

Apêndice 53 PSU4 HMBC 
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ANEXO 5. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide 
estrictosamida (32), pico 4 isolado de Psychotria rhytidocarpa 

Anexo 5. PRH4 DIAGRAMA 
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ANEXO 6. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide (54), pico 1 
isolado de Psychotria rhytidocarpa  

Anexo 6. PRH1 DIAGRAMA 
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ANEXO 7. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide E-
vallesiachotamina (12), pico 6 isolado de Psychotria rhytidocarpa 

Anexo 7. PRH6 DIAGRAMA 
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ANEXO 8. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide Z-
vallesiachotamina (13), pico 7 isolado de Psychotria rhytidocarpa 

Anexo 8. PRH7 DIAGRAMA 
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ANEXO 9. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide ácido 2'-
(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-metil-estrictosidínico (143), pico 2 
isolado de Psychotria rhytidocarpa 

Anexo 9. PRH2 DIAGRAMA 
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ANEXO 10. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide 2’-siringil-
estrictosamida (144), pico 5 isolado de Psychotria rhytidocarpa 

Anexo 10. PRH5 DIAGRAMA 
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ANEXO 11. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide derivado de 
estrictosidina (145), pico 3 isolado de Psychotria rhytidocarpa 

Anexo 11. PRH3 DIAGRAMA 
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ANEXO 12. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide 
pauridiantoside (55), pico 3 isolado de Psychotria suterella 

Anexo 12. PSU3 DIAGRAMA 
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ANEXO 13. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide 
vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado de Psychotria suterella 

Anexo 13. PSU4 DIAGRAMA 
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ANEXO 14. Artigo intitulado “Phytochemical study and anti-
inflammatory effect of Psychotria stenocalyx (Rubiaceae)” aceito 
para publicação no periódico Journal of Applied Pharmaceutical 
Science 

 

 


