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RESUMO

PsychotriaL. € o maior género na tribo Psychotrieae (Rulsiece o
terceiro maior género dentro das angiospermas, re@ngendo cerca de
2000 espécies em todo o planeta, distribuidos gie® tropicais. Este
género é comumente associado a presenca de adsalbidativos,
principalmente os alcaloides monoterpeno inddlidg#As. Muitas
investigacBes biologicas e farmacologicas com foos MIAs de
Psychotria j& mostraram um numero significante de atividades,
especialmente relacionadas ao sistema nervosoakce@s MIAs
representam o0 maior grupo de alcaloides em platdado sido
identificados mais de 3000 moléculas estruturalmelntersas, muitas
delas encontradas em trés familias de plantasniaggae, Apocynaceae
e Rubiaceae. O objetivo deste trabalho foi avallgumas atividades
bioldgicas nos extratos e fragfes das espécistenocalyxe P. suterella

e executar um estudo fitoquimico visando o isolamen elucidagéo
estrutural dos MIAs da fracdo rica em alcaloidd®AFde trés espécies
dePsychotria P. rhytidocarpaP. stenocalyxe P. suterella Os extratos
brutos das folhas, EB, e fra¢cdes das espé&tistenocalyx P. suterella
foram submetidos aos ensaios antioxidantes, akilopa
antimicrobianos, anti-acetilcolinesterasico e arftamatoério. A espécie
P. rhytidocarpanéo foi submetida aos ensaios bioldgicos poritkr s
inclusa no final do projeto. As fragfes acetateetla, FAe, e FRA de
ambas as espécies apresentaram efeitos antioxddammsiderados bons.
Os EBs de ambas as espécies inibiram significatwena germinacao
de sementes e o desenvolvimento das plantulasfaiz & pepino. Os
EBs deP. stenocaly» P. suterellaa 1 mg.mt! inibiram em 52,6% e
51,8% e as FRASs inibiram em 54,3% e 63,6% a atiddda enzima
AchE, respectivamente. Os EBs de ambas as esp@@iasconsiderados
inativos contra os fungos e bactérias testadasEB¥s de ambas as
espécies se mostraram bons inibidores do procedsmnatorio nos
modelos estudados. O EB Eestenocalyxeduziu em 57,1% a migracao
de leucdcitos na dose 200 mgkg 30,1% na formacdo de exsudato
apenas na dose 400 mgkgima reducgdo significativa. O EB ¢k
suterellainibiu em 64,7% na dose 400 mgkgoorém n&o reduziu
significativamente a formacdo de exsudato. O esfitdquimico foi
aplicado as FRAs utilizando as técnicas hifenadasGISPE-NMR e
HPLC-HRMS e os dados espectrométricos comparadosadderatura.
Da espécid. rhytidocarpaforam isolados quatro alcaloides conhecidos
e trés inéditos. Da espédre suterellaforam isolados cinco alcaloides
conhecidos e um inédito. As FRAs das espdtistenocalyXP. suterella



e P. rhytidocarpaforam submetidas ao estudo fitoquimico comparativo
aplicando a técnica de HPLC-HRMS. Os MIB#&Z-vallesiachotamina
(12 e 13), estrictosamida 3@), (E)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-
dimetoxi-lialosideo %3), lialosideo $4), e uma proposta de estrutura
inédita derivada de estrictosidind4f) foram identificados nas trés
espécies estudadas. Os MIAs inéditos acido 2'5(3;#netoxibenzoateo-
N4-metil-estrictosidinico 143 e 2'-siringil-estrictosamida 144) foram
identificados na espécl. rhytidocarpa Os MIAs pauridiantosideo56),
vallesiachotamina lactonall) foram identificados nas espéci€s
stenocalyxe P. suterella Este é o primeiro relato do alcaloide
pauridiantosideo56) na espéci®. suterella Este foi o primeiro estudo
desenvolvido com as espéckesrhytidocarpae P. stenocalyx

Palavras-chave Psychotrig anti-inflamatorio, antioxidantes, alelopatia,
alcaloides monoterpeno inddlicos, HPLC-SPE-NMR, BRIRMS



ABSTRACT

PsychotriaL. is the largest genus in the tribe Psychotrigtgbiaceae)
and the third largest genus within the angiosperos)prising about
2000 species worldwide distributed in tropical ogg. This genus is
commonly associated with the presence of bioaetikaloids, especially
the monoterpene indole alkaloids, MIAs. Many biotad) and
pharmacological investigations focusing @sychotria MIAs have
already shown a significant number of activitiespexially related to the
central nervous system. MIAs represent the largexip of alkaloids in
plants with more than 3000 structurally diverse enales identified,
many of them found in the families Loganiaceae, &maceae and
Rubiaceae. The aim of this work was to evaluate esdmological
activities in the extracts and fractions of thecspeP. stenocalyxandP.
suterellaand to perform a phytochemical study aiming tlodaison and
structural elucidation of the MIAs in the alkalaidh fraction, ARF, of
threePsychotriaspeciesP. rhytidocarpaP. stenocalyxandP. suterella
The leaf extracts, LE, and fractions Bf stenocalyxand P. suterella
species were submitted to antioxidant, allelopataidimicrobial, anti-
acetylcholinesterase and anti-inflammatory assRyshytidocarpawas
not submitted to biological tests because it wakided at the end of the
project. The ethyl acetate fraction, EAF, and ARBath species showed
good antioxidant effects. Both LEs significantly hibited seed
germination and plant development of lettuce ardimber. The LEs of
P. stenocalyxandP. suterellaat 1 mg.mt! inhibited 52.6% and 51.8%,
and the ARF inhibited 54.3% and 63.6% of the afgtiaf the AchE
enzyme, respectively. Both LEs were consideredtivea@gainst the
fungi and bacteria tested. Both LEs proved to bedgahibitors of the
inflammatory process in the studied models. ThestenocalyxLE
reduced leukocyte migration at the dose 200 my.kgd 30.1% in
exudate formation only at the dose 400 mg,kay significant reduction.
The P. suterellaLE inhibited 64.7% at dose 400 mgkdout did not
significantly reduce the exudate formation. Thetpblgemical study was
applied to ARFs using the hyphenated techniquesG4BRE-NMR and
HPLC-HRMS and the spectrometric data were comp@arétk literature.
Four known and three unpublished alkaloids werdaisd from P.
rhytidocarpaspecies. Five known and one unpublished alkaloielse
isolated fromP. suterellaspecies. Th®. stenocalyxP. suterellaandP.
rhytidocarpa ARFs were submitted to the comparative phytochalmic
study applying the HPLC-HRMS technique. The MIAS/Z-
vallesiachotaminel@ and13), strictosamide3?2), (E)-O-(6 ')-cinnamoyl-



4-hydroxy-3,5-dimethoxy-lysosides ), lyaloside §4), and a proposal
for an unknown structure from strictosidine derivat (145 were
identified in the three species. The unknown MIAS(324,5-
trimethoxybenzoate-N4-methyl-stitosidinic aci#i4® and 2'-syringyl-
strytosamide X44) were identified in theéP. rhytidocarpaspecies. The
MIAs pauridiantosideo 56), vallesiachotamine lactonell) were
identified in the specieB. stenocaly>andP. suterella This is the first
study developed with the speckesrhytidocarpaandP. stenocalyxThis
is the first report of the pauridiantosid&®)in the specieP. suterella

Keywords: Psychotria species, anti-inflammatory, antioxidant,
allelopathy, monoterpene indole alkaloids, HPLC-SMR, HPLC-
HRMS
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1. INTRODUCAO

O uso dos produtos naturais pela humanidade sermdmicom a
historia da sua propria existéncia. O ser humasmoparte da natureza,
sempre obteve dela tudo o que teve necessidadie deseu sustento,
artefatos de cacga, matéria prima para construcdabdgos, etc. As
plantas também tinham um papel importante dentrerexsirsos
disponiveis. Os povos primitivos ja as utilizavaangpos mais variados
fins como nutricionais, medicinais, toxicos e taml@mo corantes em
seus rituais. O vasto conhecimento acumulado pes pevos acerca das
propriedades terapéuticas das plantas foi de fuediaimportancia para
que os cientistas, dentre eles os quimicos, putessestigar a qual ou
guais substancias tais propriedades poderiamrdauidas.

As plantas, através do seu metabolismo secungéoid,zem uma
variedade imensa de substancias que desempenharantis papéis
como defesa contra predadores, moduladores horgjopaia atrair
polinizadores ou mesmo como corantes fenotipicositadl destas
substancias podem ser reconhecidas por outrosismgasapresentando
alguma propriedade biolégica ou farmacolégica, pddeser benéfica ou
toxica.

A maioria das plantas utilizadas na terapéutica e é
proveniente dos costumes de povos primitivos, cosriadigenas, que se
valiam das propriedades das plantas para cuidsudedoentes, para caca
ao utilizarem algumas plantas com toxinas em flechalardos e em
rituais como os que utilizam chas de plantas afiggnas, nos quais os
indigenas acreditavam ter contato com os seusassga@os. Dentre estas
plantas, muitas apresentam alcaloides como respEiagielas atividades
biolégicas [1].

A busca por alivio e cura de doencgas pela ingest&ovas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas deag#io dos produtos
naturais e é ainda hoje a principal motivagéo pavau estudo [2]. Entre
0s produtos naturais, principalmente os de origegetal, encontra-se
uma ampla e diversificada arquitetura moleculamaé o caso de alguns
alcaloides, em especial os alcaloides terpéniacosados apenas por
atomos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxmé&uom diversos
centros estereogénicos [3], e que apresentam adiz®d biol6gicas
diversas dependendo de sua estrutura.

Os produtos naturais contribuem com uma parcelzifisigtiva
como fonte de novos farmacos sendo que, dos coagda=ztnciados pela
FDA como farmacos entre 1981 e 2014, 4% sé&o preddturais, 21%
sdo provenientes de semi-sintese utilizando predudturais, 4% s&o
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produtos sintéticos baseados em um farmacéfororatatu os 48%
restantes se referem a substancias baseadas eswdéom ndo-natural,
mimetizados principalmente através de quimica ceagpnal. Apesar
disso, os compostos puramente sintéticos sdo redpeis por 30% dos
compostos que séo disponibilizados para tratantentinencas [4].

Alcaloides, de maneira geral, podem ser definidmsa sendo
compostos heterociclicos nitrogenados de baixa anasslecular,
biossintetizados a partir de aminoacidos, podermtiec um ou mais
atomos de nitrogénios em sua estrutura na formamdeas primarias,
secundarias ou terciérias, o que normalmente conifer carater basico
(salvo algumas excec¢Bes como a colchicina, pipeoxianas e alguns
sais quaternarios como cloridrato de laurifolimgsalmente apresentam
atividades no sistema nervoso central e que ocqgoreroipalmente em
plantas superiores das quais pelo menos 25% coaltgaioides, mas
também podem ocorrer em vegetais marinhos e mig@a@smos como
bactérias e fungos e em alguns animais. A paldeadoae foi utilizada
pela primeira vez em 1819 pelo farmacéutico W. kteds para designar
substancias com carater levemente basik® glkali) [1, 5, 6].

Nas plantas, os alcaloides podem atuar como hoawndni
reguladores de crescimento, auxiliar no equiliiico devido ao seu
carater alcalino, na defesa contra invasdo de riganismos e virus,
também podem atuar como protetores de radiac@violita e oxidacao
devido ao fato de que muitos alcaloides sao arcogttom atividade
antioxidante e absorvem a radiacdo ultravioleté&mAldisso, muitas
plantas que produzem alcaloides séo evitadas teaddi@nimais e insetos
devido a sua toxicidade e/ou ao gosto amargo [1].

Os alcaloides apresentam uma vasta gama de atgdad
bioldgicas, atribuidas em parte a grande variedstieitural devido a
presenca de diferentes grupos funcionais que poae@mentar sua
interacdo em sitios ativos de enzimas, como enzimesptoras de
neurotransmissores. Na maioria dos alcaloides, uagbés amina
conferem propriedades béasicas que facilitam suargés e transporte
nos organismos apos protonacdo em pH fisiolégichasgicidade dos
alcaloides varia de acordo com a estrutura e acimsde grupos
funcionais. Estas propriedades basicas conferidesaria dos alcaloides
também séo Uteis para o seu isolamento e purificagha vez que seus
acidos conjugados tornam-se solluveis em solucOessag de &cidos
minerais [6].

Atualmente, existem vérios alcaloides utilizados meo
medicamentos na terapéutica convencional dos gagi®de destacar o
Atropion®, cuja substancia ativa é a atropina, um alcalmajnico que
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foi inicialmente isolado détropa belladonnabeladona) e é utilizado
como agente que combate arritmias, alivia a damindii o fluxo salivar
e a secrecdo excessiva do trato respiratério. Gcarednto Buscopéh
cuja substancia ativa é o alcaloide tropanico edaagna, obtido a partir
de plantas da familia Solanaceae, € utilizadonmtéo dos sintomas de
célicas gastrintestinais (estdbmago e intestinogljcas e movimentos
involuntarios anormais das vias biliares e coélidas 6rgdos sexuais e
urinarios, além de ser usado em procedimentos @rdoscopia, pois
reduz as contracbes involuntarias dos Orgédos e ulogscOutro
medicamento usado é o Higroton Reseffimalja substancia ativa é a
reserpina, um alcaloide inddlico presente na espaiwolfia serpentina
e que foi o primeiro fArmaco a atuar no sistemaaser simpético dos
humanos.

Os alcaloides podem ser divididos em diferentespague
subgrupos de acordo com o0s aminoacidos precursoresas rotas
biossintéticas. Os alcaloides monoterpeno indglienaior subgrupo
dentro dos alcaloides inddlicos, representam umnuisres grupos de
alcaloides encontrados em plantas tendo sido egmstmais de 3000
compostos. A familia Rubiaceae esta entre asandiids de plantas mais
recomendadas como melhores fontes desta subckasdeatbides [6].

O géneroPsychotria 0 maior género de plantas da familia
Rubiaceae, despertou interesse da comunidade ficeentlevido a
atividade apresentada no sistema nervoso centtal qua principal
representante, a espé€ieviridis, que € utilizada como componente no
cha de “Santo D’Aime” no ritual “Ayahuasca”. A dtiade desta planta
foi atribuida a presenca do alcaloide inddlico Mjhhetil-triptamina.
Dentre outras espécies deste género, uma espécimagace destaque é
a P. ipecacuanhanome popular ipeca, cujas raizes sao utilizadas n
formulacdo de xaropes expectorantes. Esta espacibétm € muito
utilizada pelos povos indigenas brasileiros e gm tima série de
aplicacOes na terapéutica convencional como rentento de disenteria,
amebiase, bronquite, tosse aguda e coqueluche, dalémr uma planta
emeética.

Como € possivel observar, plantas contendo alespiém
especial os alcaloides inddlicos, apresentam difeseaplicacbes na
medicina tradicional e na terapéutica convencioralerna. Além disso,
existe uma demanda grande de substancias com ibmade e baixa
toxicidade para serem investigadas em mais estfatosacolbgicos.
Neste sentido, este trabalho se propbe a estudar espécies de
Psychotria género pertencente a familia de plantas Rubiaeape é
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reconhecido pelos alcaloides que apresenta, awdlmmas de suas
atividades bioldgicas e descobrir novos alcaloides.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos gerais da Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae, constituida por arvores de grande, n&dio
pequeno porte, arbustos, subarbustos e ervas aouaiperenes,
distribuidas em regifes tropicais dos dois henm@fge composta por
aproximadamente 650 géneros e 13000 espécies, aeqdarta maior
familia de plantas presentes no Brasil, ficandasaéipenas das familias
Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae [7].

O representante mais conhecido desta familia éfé (Caffea
arabica) que é usado para preparar a bebida mais consmmigaindo.
Outras espécies economicamente importantes s@ogéndraCinchona
que produzem a quinind)([8], utilizada no tratamento da malaria e a
Psychotria ipecacuanhgipeca), que tem suas raizes amplamente
exploradas pela indlstria farmacéutica para pradug¢é xaropes
expectorantes e vermifugos, devido a presencaldaleides cefaelina
(2) e emetinag) [9].

Mais de 10 % das espécies vegetais desta familiecsiideradas
nativas e estdo presentes em todas as regifes ahil, Bsendo
representadas por 124 géneros e quase 1400 esgistigsiidas entre
vegetacdes da Amazébnia, Caatinga, Cerrado, Maémtikth, Pampa e
Pantanal [10].

Apesar dos alcaloides serem os metabdlitos sedomdérais
representativos da familia Rubiaceae, também hanslgelatos
cientificos da presenga de outros metabdlitos coesteroides,
flavonoides, iridoides, saponinas, taninos e p#aps [11-15]. Neste
projeto foram estudadas trés espécies da familéaBeae pertencentes
ao génerd’sychotria

2.2. GéneroPsychotria

O génerdPsychotriafoi descrito por Linneaus em 1759, através da
avaliacdo botanica da espéPigychotria asiaticd16]. Psychotriaé um
género, morfologicamente, bastante complexo e gbrajuase 2000
espécies de arvores e arbustos [17], amplameritédidos no estrato
arbustivo das matas tropicais [18]. Com esta qdadé de espécies, 0
género é considerado o maior dentro da familia &elsie e o terceiro
maior género de plantas no mundo, atras apenagétesosAstragalus
L. (Leguminosae) com cerca de 3200 espécigsleophyllumThouars
(Orchidaceae) com cerca de 2000 espécies [19, 20].
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No estado de Santa Catarina o gérispchotriaé representado
pelas espécigB. carthagenensis, P. fractistipula, P. hoffmanmngagg,
P. laciniata, P. leiocarpa, P. longipes, P. myriaai P. nemorosa, P.
nuda, P. stachyoides, P. stenocalyx, P. sutesstavellosiang21].

O géneroPsychotriapossui inUmeras atividades farmacolégicas
descritas na literatura, dentre as quais se destai&vidade sobre o
sistema nervoso central [22, 23]. O interesse etdolro atribuido a este
género esta no contetdo de N,N-dimetiltriptamiapresentado par.
viridis, utilizada no preparo do cha alucin6geno “Santimég” no ritual
“Ayahuasca”, juntamente com os extratosPdgchotriacarthagenensis
e Banisteriopsis caafd4].

Nos ultimos 12 anos de estudos com espécies vegetsie
género, foram relatadas as atividades antioxid2t9], emética [30],
antibacteriana [31-33], antiparasitaria [34-37[titamoral [25, 34, 35,
38], anti-inflamatoéria [28, 39], ansiolitica e al@pressiva [40, 41],
antiepilética [42]. Também foram encontrados estummtra problemas
cardiacos, tosse, asma e bronquite [43]. Foramiageasl quando a
protecdo contra toxicidade intracelular amiloideoatra diferenciacéo
induzida [44].

Simdes-Pires e colaboradores (2006) [39] reportaraaro extrato
alcaloidico das folhas desychotria myrianthademonstrou atividade
inibitéria sobre a quimiotiaxia de polimorfonuclearatravés da técnica
da camara de Boyden. Esta atividade foi atribuida alcaloides
monoterpeno inddlicos acido estrictosidiniBpd myriantosina Af), os
quais foram isolados e avaliados através da meSomich e também
apresentaram atividade.

Nascimento e colaboradores (2007) [25] desenvaivera estudo
com o extrato bruto das folhas Bsychotria brachyceraassim como o
alcaloide monoterpeno inddlico brachicerifig presente neste extrato, e
demonstraram que ambos apresentam atividade al@iggi em radicais
hidroxila usando o teste de hipoxantina / xantiidase e antimutagénica
avaliados utilizando cepas @»ccharomyces cerevisia&regianini e
colaboradores (2003) [26] demonstraram que o attalwrachicerinad)
apresenta atividade sequestradora de oxigénioesingd que sua
producdo é estimulada nas folhas HEeychotria brachycerassob
incidéncia de radiagdo UV. Estes autores tambénctiomeram que o
alcaloide brachicerinas) mostrou atividade anti-inflamatoria especifica
em testes de migracdo de leucécitos em ratos piordeeum ensaio de
quimiotaxia (F. Farias & A. T. Henriques, dados péblicados).

Matsuura e colaboradores (2013) [27] reportaranvidaiie
antioxidantesn vitro contra o oxigénio singleto, anions superéxido e o
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radical hidroxila do N3-D-glicopiranosil vincosamida8], alcaloide
monoterpeno inddlico majoritario presente nas ®lida espécie
Psychotria leiocarpacom rendimento de até 2,5 % da massa de folhas
secas.

Moraes e colaboradores (2011) [32] desenvolverdodes com
0s extratos brutos foliares de dez espécies dogBsgchotria dos quais
foi aplicado ensaio de inibicdo ddycobacterium tuberculosisfoi
avaliada a reducédo na producao de Oxido nitricg, é®macréfagos no
processo inflamatério e se estas espécies apreseatavidade
sequestrante de radicais livres. As espéeigaubigeraP. ruelliifolia e
P. stachyoideforam as mais ativas contkéycobacterium tuberculosis
As espécied. suterella P. stachyoides P. capitataforam as mais
eficientes em inibir a producdo de oOxido nitricargm nao foram
consideradas espécies antioxidantes, pois ndo &fieazes no teste que
avalia a atividade sequestrante de radicais livedém disso, foi
observado que as dez espécies estudadas apreseateamides do tipo
5,6-dihidrog-carbolina e alcaloides do tipo monoterpeno ind8lioas
espécied. suterellae P. nuda

Passos e colaboradores (2013) [45] desenvolveranesiodo
envolvendo treze alcaloides indélicos, isoladosgliferentes espécies de
Psychotriaestudadas em seu grupo de pesquisas. Neste dstado
avaliadas a capacidade destes alcaloides emaralividade das enzimas
monoamino oxidase A e B (MAO-A e B), acetilcolirmsise (AchE) e
butirilcolinesterase (BchE), que sdo enzimas refedlas a doencas
neurodegenerativas. O estudo concluiu que os @ealp-carbolineos
quaternarios prunifoleing®) e 14-oxo-prunifoleinalQ), presentes na
espécieP. prunifolig inibiram as enzimas AchE, BchE e MAO-A. Os
alcaloides monoterpeno inddlicos vallesiachotamactona 1), E-
vallesiachotaminal@) e Z-vallesiachotaminal(3), todos ja identificados
nas espécieB. laciniatae P. suterellg[46], inibiram as enzimas BchE e
MAO-A.

Os alcaloides s&o considerados os principais métzho
secundarios encontrados em espécies do géRsychotria sendo
reportados na grande maioria das espécies menemmnal presente
revisdo. Em 2014, Klein-Junior e colaboradoresipaldm uma revisédo
sobre 0 génerBsychotriareunindo dados de 1974 a 2013. Foi observado
gque 60 % dos metabdlitos identificados em difeergepécies de
Psychotriaé formado de alcaloides [47]. Esta revisdo detecd® que 0s
alcaloides inddlicos representam uma parcela bastignificativa com
87 % de todos os alcaloides identificados.
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Dos alcaloides isolados ou identificados em espédlaste género
nos ultimos 12 anos, mais da metade séo do tipotegeno inddlicos,
como por exemplo os composteos 18 [37, 48-53], em segundo lugar
estdo os alcaloides do tipo pirrolidinoindol, comor exemplo os
compostosl9 a 22 [33, 54], ambos os tipos pertencentes ao grupo dos
alcaloides inddlicos. Em terceiro lugar, em quatd& foram
identificados os alcaloides do tipo tetrahidroisoglina, como por
exemplo os compost@ 3 e23 a26[36, 55, 56].

Além dos alcaloides também foi reportada a presetiea
flavonoides, esteroides, triterpenos, iridoides lgurss compostos
fendlicos. A Tabela 1 relaciona os compostos isiaul identificados
nas diferentes espécies do génesychotrianos ultimos 12 anos e a
Figura 1 mostra as respectivas estruturas quimicas.

Tabela 1. Compostos isolados ou identificados enpésies do géner®sychotria

Espécie Substancia isolada ou identificada Ref

5a-carboxistrictosidina 14, acido
estrictosidinico §), bahienosida A 15),

P. acuminata desoxicordifolina16), estrictosidinaX?), E- [57]
vallesiachotamina 1), lagambosida 1),
palicosida 27)

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

angustina 30), bahienosida A 15),
bahienosida B 31), E-vallesiachotamina

P. bahiensis (12), estrictosamida 30, 5a- [59]
carboxistrictosidina 14, Z-
vallesiachotaminal@)

P. barbiflora acido estrictosidinicdbj, harmano 33) [51]

6-O-metil-ipecosida 34), 6-O-metilirans
P. borucana cefaelosida 5), borucosida 36), cefaelina  [60]
(2), emetina ), ipecosidad?)
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados enmpésies do géner@®sychotria

(continuacédo)

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

P. calocarpa psychotriasinal9) (54]

P. camponutans 1-hidroxi-benzoisocromanquinonag) [31]
3,4-diidro-1-(18-D-glicopiranosiloxi-
1,4a,5, 7a-tetrahidro-4-metoxi-carbonil-

P. crocea ciclopenta[c]piran-7-il}3-carbolina N- (65]
oxido @9), croceaina A40), psychollatina
(41
6a-hidroxigeniposide 42), acido deacetil-

P. emetica asperulosidico43d), asperulosidedd), acido [66]
asperulosidico4b)

P. gitingensis vomifoliol (46) [67]
canferol 3-Oe-L-rhamnopiranosil-(3>6)--
D-glicopiranosideo 47), canferol 7-OB-D-
glicopiranosideo 48), daucosterol -

P. hainanensis  sitosterol 3-OB-D-glicopiranosideo) 49), [68]
guercetina §0), rutina (quercetina 3-@-L-
rhamnopiranosil-(3>6)-D-
glicopiranosideo)q1), B-sitosterol §2)

. alcaloide polinddlico 01 e 0220 e 21),

P. henryi psychotriasinal(9) 169, 70]

P. ipecacuanha cefaelina ), emetina §) (55, 56]
7'-O-demetil-isocefaelina 2@), 7-O-metil-

P. klugii ipecosideo 44), cefaelina Z), isocefaelina  [36]

(25), klugina @6)
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados enmpésies do géner@®sychotria

(continuacédo)

. laciniata

E-O-(6")-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
lialosideo $3), angustina 30), E-
vallesiachotamina 1@), lialosideo $4),
pauridiantosideo 56), estrictosamida 3@),
vallesiachotamina  lactona 11, Z-
vallesiachotaminal@)

[45, 46]

. leiocarpa

N-B-D-glicopiranosil vincosamida8j [27, 52

. myriantha

acido estrictosidinicdj, myriantosina Ag), [39, 40, 50,
myriantosina B %6) 1]

. nilgiriensis

2-hidroxi-N,2-dimetiloctanamida5¢), (2)-
2-metilhex-4-en-3-il N-fenilcarbamat®§),
3,4-epoxi-7-octen-2-oneb9), nakijiqguinona
B (60)

(28]

. huda

estrictosamida3i?2) [72]

. pilifera

(-)—eburnamenina 6Q), 10-
hidroxiacuamidina  §2), 16,17,19,20-
tetrahidro—2,16—dehidro—18—-deoxi-
isoestriquinina ®3), 9—(B-D-
glicopranosiloxi)tetrahidro—alstonina 64),
alcaloide 376 5), calicantina §6),
deoxivincamina §7), dimero N-metil-
triptamina 68), estemadenina—N(4)—6xido
(69), estrictosamida3@), isocalicantina{0),
N—metil-carbazol 12, N-—-metil—
tetrahidrocarbolina7?), psychotripina 73),
guadrigemina 1{4), vincanol {5)

[53, 73]

. prunifolia

10-hidroxi-antirina  {6), 10-hidroxi-iso-
depeaninol {7), 14-oxo-prunifoleina 10), [37, 45, 74]
estrictosamida3?2), prunifoleina @)
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados enmpésies do géner@®sychotria

(continuacédo)

1-Octacoseno 78), asperglaucideo 7¢),

P. reevesil estigmasterolg0), p-sitosterol §2) [l

P. rostrata psychopentamina2@), psychotrimina§l) [33]
luteolina-7-O-rutinosideo 8@), 6-hidroxi-

P. rubra luteolina-7-O-rutinosideo 8Q), 6o~ [76]

hidroxigeniposide4?2), psyrubrina A 84)

P. spectabilis

cumarina 85), deoxi-solidagenona 86),
psoraleno &7), quercetina %0), quercitrina
(quercetina 3-Qr-L-rhamnopiranosideo)
(898), solidagenonad@), umbelliferona 90)

[77]

P. stachyoides

acido barbinervico 91), bizantionosideo B

(92), correantosina E9Q), correantosina F

(94), daucosterol [-sitosterol 3-OB-D-
glicopiranosideo) 49), escopoletina 95), [48, 49,
estigmasterol 3-@-D-glicopiranosideo96), 78]
éter 1-metil-alizarinaq7), nor-metil-23-oxo
correantosideo  9@), rubiadina  99),
estachiosidedl(Q0), a-amirina (L01)

E-O-(6")-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
lialosideo $3), E-vallesiachotamina 1@),

P. suterella lialosideo  B4), estrictosamida 3@), [45, 46]
vallesiachotamina lactona 11), Z-
vallesiachotaminal@)
psychollatina 41), umbellatina 102, 3,4-
dehidro-18,19-epoxi-psychollatina 103,

P. umbellata N4-[1-((R)-2-hidroxipropil)]-psychollatina [‘%’3]79'

(109, N*-[1-((S)-2- hidroxipropil)]-
psychollatina 105
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Tabela 1. Compostos isolados ou identificados enmpésies do géner@®sychotria

(continuacédo)

P. viridis

N-N-dimetil-triptamina ), N,N-dimetil-
triptamina-N-6xido 106)

[22, 84-
92]

P. vellosiana

B-sitosterol  62), estigmasterol 80),
escopoletina 95), esqualeno 107), lupeol

(108

(93]

Psychotria sp.

11-O-siringil-bergenina 10€), acido galico
(110, ardisianosideo D 1(1), bergenina
(112), galato de metilal(l3), psychotramida
A (114, psychotramida B 115,
psychotramida C 1(16), psychotramida D
(117, psychotrianosida A 148,
psychotrianosida B1(9), psychotrianosida C
(120, psychotrianosida D 1g1,
psychotrianosida E1@2), psychotrianosida F
(123, psychotrianosida GLR4)

[94-96]

P. yunnanensis

psycacoraona AlQE), acido salicilico 12€),
acido 4-hidroxibenzéico 1@7), resorcinol
(128), acido vanilico 129, coriandrol {30,
(-)-butina @31), acido siringico 132, B-
hidroxipropiovanilona 133), protocatecuato
de etila (34, (-)-loliolida (135, (+)-
siringaresinol 136), blumenol A (37), 33-
hidroxi-5u,6a-epoxi-7-megastigmen-9-ona
(138, drumondol 139, B-
hidroxipropiosiringona 40, 3-hidroxi-1-(2-
hidroxi-5-metoxifenil)-2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1-propanonal@l)

[97, 98]
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Alcaloides

N
H

4R =Me

106 R = Me, N-O

R10.
(R, ) NH
R,O
R, = c
o
~ N

Ry
2R, =H,R,=H, R; = Me, R, = Me, (R)
3R, =Me, R, = H, R; = Me, Ry = Me, (R)
23R, =H, R, = OH, R; = H, Ry = H, (5)
25R, =H,R, = H, R; = Me, R, = Me, (5)
26 R, = H, R, = OH, R; = H, R, = Me, (5)

7 R = OH, diidro ", diidro™", (R, R, R, R)
39R=H,A"", AN N-O", (S, S, R)
40R=H, A", diidro™", (S, S, R)
41R=H, A", diidro™", (S, S, S)

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

géneroPsychotria
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Alcaloides

16 R, = [JOOH, R, = [H,
54R;=H,R,=H,
55R; =H,Ry==0

Qe
Gt

20

iz

Tin

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuacao)
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Alcaloides

N

24R;=Me, R, =H
34R, =H,R,=Me

27R, =H, R, = Me, Ry = H, (5)
37R, =OH, R, = [IOMe, R; = Me, (R)

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuacao)
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Alcaloides

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuacao)
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Alcaloides

65 COOMe 66

N

H
67 R = 100( H, 8 |
75 R =OH

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuacao)
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Alcaloides

aum

S

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuacao)
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Alcaloides

93 dihydro ™, A", 0= (R)
94 AN A
98 diidro' N, dihidro ", N(THO), [ = (R)

Ol
% 104 (R)

103 105 (S)

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

géneroPsychotria(continuacao)
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Flavonoides

OH

Rs

Ry OR,

OH (o}
47 R, =H, R, = a-L-rhamnopiranosil-(1-6)-4D-glicopiranosideo, R; =Ry =H
48 R; = p-D-glicopiranosideo, R, =R3 =Ry =H
50 Ry =R,=H,R3;=0H,R4=H
51 R, =H, R, = a~L-rhamnopiranosil-(1-6)-4D-glucopiranosideo, R3 = OH, R, = H
82 R, = a-L-rhamnopiranosil-(1-6)-4D-glicopiranosideo, R, =H, R; =R, =H
83 R| = a-L-rhamnopiranosil-(1-=6)--D-glicopiranosideo, R, = H, R3 = OH, R4, =H
88 R = H, R, = a-L-rhamnopiranosideo, R3 = OH, Ry =H

Esteroides Iridoid

42 R, =H, R, = [O,Me

49 diidro®*?, R = f-D-glicopiranosideo 43 R, =H, R, = LO,H
52 diidro®>?,R=H 45 R =Ac, R, = [0,H
80 A2 R=H 84 R, = Ac, R, = OFt

96 A>*2 R = -D-glicopiranosideo

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuagéo)
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Triterpenos e Saponinas triterpénicas

R,0

Ry R, Rs Ry

111 Me Me pH, cOH pB-D-Xyl-(1-22)-0-4D-Glc-(1-4)-o-L-Ara-

118 MeOH Me pH, oOH o-L-Ara-

119 Me CHO pH, cOH f-D-Xyl-(1-2)-O-4-D-Glc-(1-24)-O-¢-L-Ara-

120 Me Me O [-D-Xyl-(12)-0--D-Gle~(1>4)-O-¢-L-Ara-

121 Me Me pfH, oOH o-L-Rha-(1-4)-O-4-D-Glc-(1-22)-[-O-B-D-Xyl-
(122)-0-4D-Glc]-(1 24)-O--L-Ara-

122 Me Me pfH, oOH S-D-Xyl-(1-4)-O-B-D-Glc-(1-22)-0-4-D-Glc-
(122)-0-¢o-L-Ara-

123 MeOH Me pfH, cOH f-D-Xyl-(1->4)-O-o-L-Rha-(1-2)-O-3-D-6-acetil-
Gle-(124)-O-o-L-Ara-

124 Me Me pH, oOH o-L-Ara-

Ara = arabinopiranosil; Glc = glicopiranosil, Rha = ramnopiranosil; Xyl = xilopiranosil

R3

HO HO

2
2
2
z

Ri

91 3¢-OH, R, = OH, R, = OH, Ry = COOH
101 330H, R, =H, R, = H, R; = Me

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuagdo)
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Outras substancias

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idgficados em espécies do
géneroPsychotria(continuagdo)
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Outras substancias

Ry o o
[¢]
R7 /
Ry Ry
8 H H
87 2'3'-furanil
90 OH H
95 OH OMe

o R
! 109 R = 11-O~(galoil-3,5-dimetil éter)

R 112R=H
‘O o
Rs Hy
c
o HyC — ;

Ry Ry Ry oH
970Me OH H

990H Me OH n=19
n=18
n=17
HO n=16
o
HO.
or OH
OH
HO HOR=H
Sy M3R=Me
OH OH 100

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idgficados em espécies do
géneroPsychotria(continuagdo)
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Outras substancias

o)
OH
OH
COOH HO
126 1
2
7
Q o)
HO. OH
MeO.
OH OH
HO HO'
128 OMe OMe
129 130 132
OH
OH 0
131
MeO.
OH
HO. 0. o\
HO
133
o
o OH
HO P _° SN
(o)
HO 5
R 136
134 o : o)
L o
H "y "
A
OH
o O

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idgficados em espécies do
géneroPsychotria(continuagdo)
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Outras substancias

OH

OH OH
OMe Q
140 MeO

HO'

Figura 1. Estruturas dos compostos isolados ou idéficados em espécies do
géneroPsychotria(continuagdo)
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2.3. Aspectos gerais das espécie®sychotria rhytidocarpa
Psychotria stenocalye Psychotria suterella

Estas espécies sdo compostas de arbustos ou peduenees
atingindo cerca de 2 metros de altura. Por sereito me@melhantes, sao
conhecidas popularmente como gandilva-d'anta, daféa,
pimenteira-do-mato, buta, cravo-de-negro, ervarda-au pasto-de-anta
[99].

As trés espécies desychotriaestudadas neste projeto sédo plantas
nativas sendo que a espéBigychotria rhytidocarpa encontrada em
todos os estados da regido Sudeste e na Bahia §lé@§péci®sychotria
stenocaly»é encontrada nos estados de S&o Paulo, ParateéiCasarina
e Rio de Janeiro [101] e a espéemychotria suterell@ encontrada em
todos os estados das regides Sul e Sudeste [1®Zabela 2 se encontra
uma breve classificacdo botanica das espécies eus respectivos
sinbnimos boténicos e na Figura 2 sdo apresenslasiagens das
plantas.

Tabela 2. Breve classificagdo botanica das espédreghytidocarpa, P.
stenocalyxe P. suterella

Familia Rubiaceae
Género Psychotria
Espécie Sindnimos Relevantes

heterotipicdPsychotria conjugenslill.Arg.
heterotipicdPsychotria conjungenislill. Arg.
heterotipicdPsychotria densevenoséll.Arg.
heterotipicdPsychotria densivenogddull.Arg.
heterotipicdPsychotria obtegendlill. Arg.
homotipicoUragoga rhytidocarpgMull.Arg.) Kuntze
Psychotria opacaMiill.Arg.

Psychotria rhytidocarpa
Mull. Arg. [100]

Psychotria stenocalyx

Miill. Arg. [101] homotipicoUragogastenocalyXMuill. Arg.) Kuntze

heterotipicdPsychotria estrellanill. Arg.
heterotipicdPsychotria estrellan&ar. lanceolataMdlill. Arg.
heterotipicdJragoga estrellangMdill. Arg.) Kuntze
homotipicoSuteria parvifloraGardner
homotipicoUragoga suterellgMiill. Arg.) Kuntze

Psychotria suterella
Muill. Arg. [102]

Apesar do géner®sychotriaser de bastante interesse para a
comunidade cientifica e na terapéutica devidoigslaties que apresenta,
para as espéciéx rhytidocarpae P. stenocalyxao foram encontrados,
até o presente momento, nenhum estudo publicalitenadura cientifica.
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Das trés espécies estudadas neste projeto, apasgeeePsychotria
suterella apresentou estudos publicados na literatura diemtif
Considerando o potencial apresentado pelas espdeste género, o
estudo da espédie suterellase justifica pela possibilidade descoberta de
novas atividades biol6gicas assim como novas suhiag quimicas
bioativas, em especial alcaloides.

Psychotria stenocalyx

Vi1 5

Figura 2. Fotos das espécies veget&isrhytidocarpa P. stenocaly»e P. suterella

Recentemente, um estudo mostrou que os alcaloidesterpeno
indolicos E/Z-vallesiachotaminal@ e 13) e vallesiachotamina lactona
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(12), encontrados na espédre suterella foram capazes de inibir as
enzimas butirilcolinesterase (BchE), comsdGdntre 3,47 e 14 uM, e
monoamino oxidase A (MAO A), com &lentre 0,85 e 2,14 uM [45].
Moraes e colaboradores [32] também reportaram Buesuterella
apresenta atividade seletiva cofhgcobacterium tuberculosestambém
reduz a producao de 6xido nitrico (NO) pelos nédilmsdno processo
inflamatario.

Da espécieP. suterella ja foram isolados os alcaloides
monoterpeno inddlicog-vallesiachotamina1l@), Z-vallesiachotamina
(13), vallesiachotamina lacton&l), lialosideo %4), estrictosamida3),
além do derivadoH)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo
(53) dos quais foi avaliada a atividade da monoamiidase A e B
(MAO A e B) [46]. Em 2001, Van de Santos e colaboras [103] ja
haviam relatado a presenca dos alcaloides monaterpeddlicos
lialosideo 54) e estrictosamideB@) além da naucletind 42 nas folhas
deP. suterella

2.4. Classificagéo e aspectos gerais da biossintese dloaloides

Os alcaloides, principais substancias encontraaiaespécies de
Psychotria podem ser agrupados com base em seus aminodcidos
precursores. Ha relativamente poucos aminoacidessga precursores
na biossintese dos alcaloides, sendo os prinajpaitna, lisina, acido
nicotinico, tirosina, triptofano, &cido antranilice histidina. Sua
classificacao é muitas vezes feita de acordo coatuaeza do heterociclo
nitrogenado presente em sua estrutura, por exenptoplidina,
piperidina, quinolina, isoquinolina, indol, etc.rBm esta classificacdo
tem seu numero de subdivisbes expandida devido naplegidade
estrutural. Alguns alcaloides quinolinicos e pwooplinolinicos, por
exemplo, podem ser formados a partir de rearraajosalcaloides
inddlicos. Os atomos de nitrogénio sao provenieet@ssua maioria, de
um aminoécido do qual o esqueleto carbonado norema@ preservado
na estrutura alcaloidica, porém o grupo carboxiticoaminoacido é,
muitas vezes, eliminado através de reacédo de thesdacao [6].

Alguns blocos construtores procedentes da rotahitpuienato,
acetato e do fosfato de metil-eritritol (MEP) s&mqgiientemente
incorporados a estrutura dos alcaloides, no entpata boa parte deles,
0 atomo de nitrogénio € adicionado através de esaghtre um
aminoacido e una-cetoacido na presenca de uma enzima transaminase
em uma reacgao de transaminacao, formando um ar@eatoacido e um
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novo aminoacido, sendo que o restante da moléoudécdloide pode ser
derivado da via do acetato, chiquimato ou de origerpenoidica ou
esteroidal [6]. A tabela a seguir relaciona as qyisis classes de
alcaloides com seus aminoacidos precursores (Tapela

Tabela 3. Estrutura dos principais alcaloides e ssuespectivos aminoacidos

precursores
Aminoécido S .
Principais classes de alcaloides
precursor
N
e |~ D
NH, NH N
~ : irrolidi irrolizidina
L-ornitina pirrolidina tropano p
s | (]
N N
NH; NH A
L-l.sma piperidina quinolizidina indolizidina
COH | N
| -
N
4cido nicotinico piridina

COH
m
HO

L-tirosina

y COH

L-histidina

N

tetrahidroisoquinolina

protoberberina

benziltetrahidroi inoli

4

<fj

imidazol
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Tabela 3 (continuag&o). Estrutura dos principais alaloides e seus respectivos
aminodcidos precursores

Aminoacido Principais classes de alcaloides

precursor
e <1 (> COD
2 indol pirroloquinolina
| N B-carbolma
2
N

H AN N
L-triptofano N \
Z N NH
N F N

quinolina isoquinolina H

pirrolindol
COH
SN X X
7 P P
NH, inazoli N N
4cido antranilico qinazolina quinolina acridina

2.4.1. Biossintese de alcaloides monoterpeno indélicos

A rota do chiquimato é responséavel, dentre oupes, biossintese
dos aminoacidos aromaticbsfenilalanina,L-tirosina eL-triptofano, os
quais sao precursores de uma vasta gama de aé=al@dl-triptofano,
por sua vez, é precursor dos alcaloides indéliGasrbolineos, terpeno
inddlicos, pirrolinddlicos e, devido a possibilidgadle ocorréncia de
reacdes de rearranjo, o sistema de anel indol ggrdeonvertido em anel
quinolina através de rearranjo gerando assim oaloddes do tipo
quinolinicos e pirroloquinolinicos [104].

As rotas biossintéticas para algumas classes dmiales terpeno
inddlicos sdo bem conhecidas, onde, em alguns ,caso®nzimas
envolvidas no processo biossintético foram clongmaa execucéo de
estudos mecanistic@s vitro. Em outros casos, as rotas foram propostas
baseadas no isolamento e identificagdo de intefredibiossintéticos
formados pela administracdo de substratos isotoginote marcados
[105].

Os alcaloides monoterpeno indolicos sdo formadiasrpacéo do
tipo Mannich entre a triptamina e a secologanin&ipdamina é formada
por uma reacéo de descarboxilacdo do aminoacjtofano pela enzima
triptofano descarboxilase [6]. A secologanina € praduto natural,
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principal representante dos secoiridoides e é giga@elo monoterpeno
geraniol na sequéncia de reacdes biossintéticgeréhiol, assim como
todos os terpenos, é biossintetizado a partir fisfdito de isopentenila
(IPP) pela rota do mevalonato (MVA) e do fosfato rdetil-eritritol
(MEP) [106].

Em praticamente todas as estruturas deste grupossivpl
reconhecer a por¢ao da triptamina e o fragmentantesé, normalmente
um residuo C9 ou C10 proveniente do iridoide semoima. Deste
fragmento, trés tipos principais de estrutura s&omhecidos de acordo
com o rearranjo a que a secologanina é submetiiiwo corinanto como
na ajmalicina e acuamicina, o tipo iboga como rtaraatina e o tipo
aspidosperma, como na tabersonina. Os tipos ib@gpidosperma séo
provenientes dos rearranjos do tipo corinanto.giir a seguir mostra,
de maneira simplificada, que a descarboxilacdarigtotano produz a
triptamina. Esta reage com os diferentes tiposstheitara provenientes
dos rearranjos da secologanina gerando os prisdijpais de alcaloides
monoterpeno inddlicos (Figura 3) [6].
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ajmalicina acuamicina catarantina tabersonina

Figura 3. Exemplos de alcaloides biossintetizadospartir dos
esqueletos provenientes de rearranjos do iridoidgecologanina [6]

Apesar de quase todos os alcaloides monoterpenticiosl serem
biossintetizados a partir de uma unidade de trijpta® da secologanina,
os rearranjos do esqueleto original aumentam nalit@riedade e a
complexidade estrutural, o que acaba tornando, gitescasos, inviavel
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sua obtencao através de sintese. Sendo assimnmpsstos deste grupo
utilizados na terapéutica sao, normalmente, obtido®nte vegetal [1].

2.5. Hifenacdo de técnicas de HPLC no estudo de produtos
naturais

Nos Ultimos anos as técnicas analiticas passarangrnaodes
avancos tecnologicos que permitiram, sobretudajaahifenacéo. Este
fato tem trazido mais eficacia no estudo de am®swan matrizes muito
complexas como é o caso dos extratos vegetaisaMpa dos produtos
naturais, o avanco da hifenacao de técnicas prigpaec maior agilidade
no isolamento e na elucidacéo estrutural de corapadsgtvido ao aumento
na qualidade e na quantidade de informacdes obtidas

O termo “hifenacéo” é originado pelo hifen entresagas das
técnicas e se refere ao acoplamento de uma tamemparacdo com uma
OU mais técnicas espectroscopicas com o objetivoolatler uma
ferramenta analitica mais eficiente e rapida do @ge técnicas
convencionais. Para o estudo de produtos natumaiggcnicas mais
comumente empregadas sdo cromatografia liquidaasasg acoplada
com espectrometria de massas. O uso de detectidg/H IS é padréo
em todos os equipamentos de cromatografia liqugaém as
informacdes estruturais obtidas sdo bastante tliastgara a elucidacéo
completa. A versatilidade da técnica de espectmgndé massas, que
apresenta diferentes métodos de ionizacdo e deagépae deteccéo de
ions, facilita 0 acoplamento desta com as técmicasatograficas.

A espectrometria de massas € um dos métodos nmEi/as e
também um dos mais comumente acoplados as técnizaatograficas.
Em cromatografia gasosa, onde normalmente é wilizaionizacao por
impacto de elétrons, 0s espectros de massas saoficgerprints que
auxiliam na elucidacédo estrutural de compostositogthaseando-se em
seus respectivos padroes de fragmentacdo assim idemtdicacdo de
compostos conhecidos através de comparacéo corhaseale dados. Ja
na cromatografia liquida as técnicas de ionizacaé natilizadas séo
ionizacdo porelectrospray (ESI) ou ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI), as quais permitem a ionizagisubstancias de uma
larga faixa de polaridade e fornecem informagée#ommportantes
acerca da massa molecular, especialmente quangda@dsocom um
espectrébmetro de massas de alta resolucdo. Asnafdies da massa
exata dos compostos separados por cromatografila@@scidas do
padrédo isotdpico que facilita a obtencdo da formmtaecular exata
[107].
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Apesar da grande importancia que a espectrometrimakssas
apresenta, a espectroscopia de ressonéncia magnétiear (NMR) é
indispensavel para a elucidacao estrutural competaequivoca de
compostos organicos, sejam provenientes de sioiede origem natural.
A hifenacdo da cromatografia com esta técnica é omnplicada do que
com as técnicas de espectrometria de massas porsatgotivos, tais
como, menor sensibilidade, necessidade de tempoapaisicdo, uso de
solvente deuterado, etc.

A combinacdo de métodos de separacdo com espeiasie
ressonancia magnética nuclear foi introduzidamel fla década de 1970,
uma época em que o uso de NMR em quimica orgahiesaj bastante
difundido. O primeiro artigo publicado foi em 197, qual Watanabe e
Nike adquiriram espectros de NMR em equipamentoNMR com
interrupcdes de fluxo, hoje denominado stepped-flow utilizando
misturas de compostos conhecidos [108]. No anoirseguBayer e
colaboradores também utilizaram uma mistura de ostop conhecidos,
porém testaram o método com interrupcbes de fluxcorma fluxo
continuo, hoje chamado da-flow ou continuous-flow109]. Apesar da
gualidade dos espectros obtidos através da hifertiiga LC-NMR ser
muito menor quando comparados com os espectratoshdia maneira
convencional com os compostos purificados, estééslinos marcaram o
inicio de uma forma de acoplamento de técnicaseg@aracdo com
técnicas espectroscopicas.

As duas décadas que se seguiram ao primeiro tmapalblicado
foram de grandes avancos necessarios para a impbgée da técnica
de LC-NMR. O principal objetivo foi obter espectrosm qualidade
competitiva com os experimentos de NMR convenc®aa questdo da
sensibilidade foi um grande desafio, pois serigssdria a adaptacdo de
uma sonda modificada que permitisse o fluxo cootida solucdo em
estudo. Além disso, houve avangos em aspectos ¢éomicas de
supressdo de solvente, compatibilidade de solvemits os aparelhos
acoplados assim como o volume do pico cromatogrdin relacdo ao
volume da cela de NMR, etc. [107].

As separagBes em HPLC e espectros de NMR apresemteam
grande diferenca em sua escala de tempo, poisisigigude espectros
em 2D pode levar muitas horas o que despenderigdatss dias para
aquisicdo de espectros de NMR para varios picasrderomatograma.
Devido a esta diferenca, atualmente existem difesermodos de
hifenacéo para LC-NMR que sé&o classificados dedacoom o modo
através do qual sdo adquiridos estes espectropaglean seron-flow,
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stopped-flow loop storagee CapNMR assim como hifenagdo com
unidade de extracdo em fase sélida, HPLC-SPE-NMR.

No modoon-flow as aquisicoes séo feitas sem interrupcoes de
fluxo e o espectrémetro de NMR funciona de formaelbante a um
detector de UV do HPLC. O limite de detec¢éo étdecarca de 10 pg e
é limitado a rpidas aquisicbes em 1D. Mesmo assiilizado para
obtencédo de dados preliminares sobre compostositaafs extratos
vegetais [110]. No modctopped-flow o fluxo da fase mével é
interrompido quando um pico de interesse alcarggleade deteccédo de
NMR. A sele¢cdo e o posicionamento do pico no iateda cela de
deteccao séo guiados pelo cromatograma de absdbeddv ou sinal de
massas levando em consideragdo um tempo de a#@sssario para que
0 pico esteja exatamente dentro da cela onde sstéda. Este modo tem
como vantagem proporcionar tempo para otimizacdwodaogeneidade
do campo magnético assim como os parametros dsigipi mas tem
eficiéncia na separacéo cromatogréfica prejudidedao as constantes
paradas de fluxo que causam difusdo e alargamertiartia na coluna e
até mesmo difusdo do analito na cela de detec¢€®.[© modoloop-
storage com traducgdo literal para armazenamentol@op, pode ser
caracterizado como um intermediario entre hifenadiéeta e indireta,
pois a separacdo cromatografica ndo € interrompida fracbes séo
armazenadas etoops capilares para posterior aquisicdo dos espectros.
Assim como no modstopped-flowtambém é necessario se conhecer o
tempo de atraso para que o pico de interesse alcdoop [111, 112].

O modo CapNMR ou microflow NMR constituido de uma
microssonda solenoidal que envolve o tubo capiafluko da amostra
orientada transversalmente ao campo magnéticoicest® o mais
promissor dentre os modos de hifenacdo direta [1E3}e modo
apresenta uma sensibilidade bastante aumentadamepaagcdo com 0s
métodos anteriores com um limite de detec¢éo dad-2olume de cela
de 1,5 pL. Além disso apresenta menor consumolderge, o que torna
economicamente viavel o uso de solventes deuteraliilpinando a
necessidade de supressdo do sinal do solvente [, Outra
caracteristica do modo CapNMR é que ele pode opargp em
continuous-flowguanto emstopped-flow aumentando ainda mais sua
aplicabilidade e a qualidade dos dados adquiritib$]|

A técnica HPLC-SPE-NMR ¢é a mais nova no campo éasdas
hifenadas apresentando uma unidade de extracdasensélida (SPE)
automatizada, SPpost-column entre o equipamento de HPLC e o
espectrometro de NMR, etapa esta que representandegavanco das
técnicas de hifenacéo direta de HPLC-NMR. Estaidacsupera uma
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série de limitacdes das técnicas de hifenacacadiie@l C-NMR como a
necessidade de se utlizar solvente deuterado nparasgEo
cromatografica, os efeitos de difusao devido ariapgdes de fluxo da
fase moével, baixa sensibilidade e limite de detecefativamente alto,
etc. Apesar de ainda haver a necessidade de <iprdes sinais do
solvente, é possivel se adquirir espectros emresdtalucdo em 1D e 2D
[107, 113].

A unidade SPBpost-columrfoi a estratégia chave para superar as
limitagBes supracitadas. Durante sucessivas seémracomatograficas
utilizando solventes ndo deuterados, os picostdeesse sao capturados
nos respectivos cartuchos de SPE constituidossdeamhte adequado de
acordo com as caracteristicas das substanciasdasopleetapa de
isolamento tfapping. Na etapa seguinte, os picos concentrados nos
cartuchos séo eluidos com solventes deuteradosoparacrotubos de
NMR para serem adquiridos os espectros. Os sistdmaPLC-SPE-
NMR mais modernos operam totalmente automatizatiizando um
software com interface adaptada para esta hiferja@@h Atualmente, a
etapa de eluicdo para os microtubos de NMR tambéut@matizada
como é o caso dos trabalhos publicados por Stalaboradores [115-
117].

2.6. Justificativa do trabalho

Como se pode observar, 0 génBsychotriaapresenta diversas
atividades biolégicas em sua maioria atribuidas absaloides
monoterpeno indélicos, seus principais metabdékwsundarios. Além
disso, trata-se de um género com bastantes esppgespresentam
relativamente poucos estudos. Conforme mencionado@mente, para
a espéci®. suterellaforam publicados dois trabalhos reportando estudo
fitoquimico e mais dois reportando atividades lgaas atribuidas aos
seus alcaloides. Para as espé€ieshytidocarpae P. stenocalyxndo
foram publicados estudos até o presente momento.

Considerando que o génefsychotria é bastante promissor
devido as atividades reportadas e considerandagjnevas tecnologias
de hifenacdo de HPLC aumentam ainda mais as chdacgsencontrar
substancias inéditas, pretende-se, neste trabafetyar o estudo
fitoquimico e biolégico de trés espéciesRig/chotriafocando na busca
de novos alcaloides monoterpeno inddlicos.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho apresenta como objetivos principaigadiacdo das

atividades biolégicas dos extratos e fragbes dpgces Psychotria
rhytidocarpa Psychotria stenocalygPsychotria suterell§Rubiaceae) e
o estudo fitoquimico das suas fra¢des ricas enpales para proceder o
isolamento e elucidagéo estrutural dos alcaloittesés da aplicacéo das
técnicas hifenadas de HPLC com espectrdmetro desamade alta
resolucdo (HRMS), extracdo em fase sodlida (SPE)essonancia
magnética nuclear (NMR).

3.1. Obijetivos especificos

>

>

Obter e particionar os extratos brutos das follzss espécieP.
rhytidocarpa, P. stenocalyxP. suterella

Fazer uma prospeccédo inicial dos metabdlitos seriosd dos
extratos brutos através de uma marcha analitidianprer;

Avaliar as atividades antioxidantes, utilizandonsao do poder
redutor e o ensaio da abstragéo de radicais looesDPPH, nos
extratos brutos e fragcdes das espéeiestenocalyx P. suterella
Aplicar o teste alelopatico, que avalia a germinadisementes e
desenvolvimento de plantula, aos extratos brutssedpécie®.
stenocaly»e P. suterella

Avaliar a atividade inibitoria da enzima acetiloasterase dos
extratos brutos;

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratosdsre fracoes das
espécied. stenocalyxe P. suterella

Avaliar a atividade antifingica dos extratos brutas espécieB.
stenocaly»e P. suterella

Avaliar a atividade anti-inflamatéria extratos tmsidas espécies
P. stenocalyx P. suterella

Proceder ao isolamento dos alcaloides presentesfragSes
alcaloidicas através da técnica hifenada de HPLMSHSPE-
NMR da fragéo rica em alcaloides das espéeiahytidocarpae
P. suterella;

Elucidar as estruturas dos compostos isoladogarttio os dados
de espectrometria de massas de alta resolucdo (H&MEanalise
dos espectros de NMR 1BH e °C) e 2D (COSY, NOESY,
HSQC e HMBC);
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» Efetuar um estudo fitoquimico comparativo atravéstécnica
hifenada HPLC-HRMS para identificar a coincidénaike
substancias presentes nas fracdes alcaloidicasdasspécies de
Psychotriaestudadas;

» Discutir a biogénese dos alcaloides isolados nagcéess de
Psychotriaestudadas baseada na biossintese ja preconizada pa
alcaloides monoterpeno inddlicos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais, Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados foram os alcoois etiliometilico, acetona,
hexano, acetato de etila, diclorometano, &ciddacétalcool de cereais.
Foram utilizados os reagentes sulfato de sédia@ii@omaline), como
sal dessecante, DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazl Folin-Ciocalteau
(Aldrich). Os demais reagentes quimicos para daegdsoldgicos foram
de pureza analitica e utilizados sem tratamentogréodos os reagentes
foram obtidos de fonte comercial (Aldrich, VeteSynth).

Para a realizacéo do ensaio de inibicdo da adetdsterase foram
utilizadas as seguintes solugfes tampfes: Tampasducao de Tris-
HCI 50 mmol.L:* pH = 8,0; Tampé&o B — solucéo de Tris-HCI 50 mmol.L
1 pH = 8,0 acrescido de 0,1 % de soro albumina lagviimampao C —
solucéo de Tris-HCI 50 mmolLpH = 8,0 acrescido de NaCl 0,1 M e
MgCl,.6H0O 0,02 mol.L!. Foram utilizados também solucdes de iodeto
de acetiltiocolina, reagente de Ellman (acido 8jbb-bis-2-
nitrobenzoico — DTNB) e a enzima acetilcolinesterigfilizada (Tipo
VI-S obtida deElectroparius electricoys

Para cromatografia em camada delgada (CCD) amalfibticam
usadas cromatoplacas de aluminio cobertas com gjét 60 em uma
camada de 0,2 mm de espessura (Merck). Os reveladdilizados
foram: iodo, solucdes reagentes de anisaldeidar&adf5% em metanol,
sulfato de cério 2% em &acido sulftrico 2 mdl.kloreto férrico 5% em
etanol, reagente de Dragendorff, Meyer e Bertregmbentes reveladores
de alcaloides em CCD) [118].

4.2. Equipamentos

Diversos equipamentos foram utilizados para azagéio deste
trabalho, tais como: estufa, rota-evaporador, lgalanalitica, camara
com luz UV, banho ultrassonico, espectrofotdmetdd\WS PERKIN
ELMER Lambda2sS.

Alguns métodos foram otimizados no laboratério dedaisa em
Imunologia — LAPI sob a supervisdo do Prof. Dr. &dio M. Dalmarco
do Departamento de Analises Clinicas — CCS/UFS@edificacbes do
equipamento: HPLC modelo LC-20AT (Shimadzu, Kyoflapéao),
amostrador automético SIL-20A, bomba quaternéria -2DBT
conectadas a um desgaseificador DGU-20A5R, condimol@BM-20A,
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detector UV/VIS de arranjo de diodos SPD-M20A. Si# interfaceado
com o software LC-Solution 1.25SP2.

O estudo fitoquimico da fragao alcaloidica do astdas folhas da
espécieP. suterella aplicando a técnica hifenada HPLC-SPE-NMR, foi
conduzido pelo doutorando Sérgio Scherrer Thomadiatoratério de
Ressonéncia Magnética Nuclear — LabRMN sob a @géot do
Professor Dr. Antonio Gilberto Ferreira do Depagato de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar. Hamagdies do
equipamento: cromatografo Agilent (série 1200), igapp com
desgaseificador (G1322A), bomba quaternaria (BrDiedtonik GmbHp,
G1311A), detector de arranjos de diodos com congricn de onda
varidvel (Agilent, G1315D) e amostrador automati@utosampler
Bruker DaltonikGmbH®©, G1329A). Os picos de interesse sdo adsusvid
em cartuchos de extracéo por fase solida (HysphereSin General
Phase, 10mm x 2 mm, 10 um, formato esférico e datacionaria de
polidivinilbenzeno) através de uma unidade trocadiercartuchos (ACE
— Automatic Cartridges ExchangerLC-SPE-NMR Interfaceé?rospeket
2, Bruker Biospin GmbH®) que direciona o fluxo para cartuchos
automaticamente. As andlises de NMR dos picos deslaforam
executadas em um equipamento Bruker Avance Ulglshil (14,1
Tesla / 600 MHz) equipado com trocador automatieo amnostra,
ressonancia triplad/*3C/*>N) gradiente de campo (ield) e criossonda.
A sonda é equipada com uma unidadéudeng e matchingautomatico e
um conversoCryo-FIT para acoplamento a unidade de sistema LC-SPE.

A fracdo alcaloidica e os alcaloides Blesuterella isolados no
LabRMN da UFSCAR, foram analisados no Laboratérent@l de
Biologia Molecular Estrutural — CEBIME / UFSC peiécnica Elis
Amaral Rosa sob supervisdo do professor HernAmZietieoi utilizado
um equipamento multiusuario Shimadzu ProminenceQ8b sistema
UFLC (Kyoto, Japan), consistindo de um desgaseificdGU-20A3,
compartimento termostatizado de coluna CTO-20Aedlet de arranjo
de diodos SPD-M20A, amostrador automatico SIL-ACeHJontrolador
de sistema CBM-20A. Foi usado uma peca em “T" daegionar 1% do
fluxo da coluna do HPLC para um espectrémetro desagamicrOTOF-
Q Il (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). Os espextte massas foram
adquiridos utilizando método ESI-TOF, em modo posittemperatura
de secagem de 200 °C, voltagem capilar de 4500 ress@o do
nebulizador de 3,0 bar e fluxo de gas de secaget@ demin?.

Os espectros de MS/MS dos alcaloides identificad@sespécies
P. suterellae P. stenocalysforam obtidos no Laboratério de Eletroforese
Capilar — LABEC sob a supervisdo do Professor ostanadeu Micke
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utilizando técnica LC-MS/MS. Foi utilizado um eqaipento de HPLC
Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, WaldbrpAL) acoplado a
um espectrometro de massas triploquadrupolar ABD32 Applied
Biosystems/MDS Sciex, (Sciex, Concord, CA) equipadm cela de
colisdo LINAC® e fonte de ionizagdo Turbo V™ operada no modo
TurbolonSpra§. Os experimentos foram realizados em modo de
ionizacdo positivo. A aquisi¢cdo e a analise doodgddram realizadas
com o software Analyst versdo 1.6.2. Foi utlizadma coluna
cromatografica Phenomenex modelo Synergi PolariB@ hm x 2 mm,

4 um) equipada com uma pré — coluna da mesma marcelor@dlar-RP

(4 x 2,0 mm). Foi utilizado o modo isocratico dealigo e o0s
experimentos foram realizados utilizando uma fadeeinconstituida de
50% de solvente A (#D + acido férmico 0,1 %) e 50 % de solvente B
(MeOH:H0O 95:5, v/v). A taxa de fluxo da fase movel foidila em 350
puL.mint, Em todas as corridas, o volume injetado foi deullCe a
temperatura da coluna foi ajustada em 40 °C.

O estudo fitoquimico da fragao alcaloidica do astdas folhas da
espécieP. rhytidocarpa aplicando a técnica hifenada HPLC-HRMS-
SPE/NMR,foi executado sob supervisdo do Pés-Doc Sileshishetbe
Prof. Dan Steerk ndNMR Centre Department of Drug Design and
PharmacologyUniversity of Copenhageem Copenhague — Dinamarca.
Especificacdes dos Equipamentos: HPLC Agilent :3@8%em, equipado
com desgaseificador (G1322A), bomba quaternariaik@r Daltonik
GmbH®, G1311A), detector de arranjos de diodos com ciongmto de
onda variavel (Agilent, G1315D) e amostrador aut@ogAutosampler
Bruker DaltonikGmbH®, G1329A), acoplado a espectrometro de massas
Bruker QIll high-resolutionESI-TOF-MS (Bruker, 2010) acuracia de 2
ppm (permitindo determinacdo da férmula molecutan grecisao). A
saida do HPLC est4 acoplada a uma unidade SPBngsiste de: bomba
Knauer K100 Wellchrom (Berlim, Alemanha), um disjige extrator de
fase sdlida Spark Holland Prospekt 2 (Emmen, Thiaédiands) e um
Liquid Handler Gilson 215 equipado com uma agulkaldmm para
preenchimento automatico de microtubos de 1,7 muokdsr Match
(Middelton, Wisconsin, USA). As unidades HPLC, HRESPE foram
controlados usando o software HyStar versao 3.2k Fallanden,
Suica). A etapa de secagem, na unidade SPE, eadsfenéncia
automatica para os microtubos é controlada powaodt especifico dos
respectivos equipamentos. Equipamento de NMR: 66{z NMBruker
Avance Ill, magneto ultra-shielded standard-boraigggo com uma
sonda criogénica refrigerada de 1,7 mm, uma catesandaH/*3C/*°N
TCI com a maior sensibilidade de massa possivalal¥eca de sonda
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desenhada para tubos capilares de 1,7 mm. O vé@ulaesomente 30 pL
em comparagdo com os tubos de 5 mm que comport@mDpuL. O
instrumento é equipado com um easy accessible BrsimpleCase
autosampler com 24 posi¢cOes. Todas as operacOeps@ioladas pelo
software Bruker IconNMR.

4.3. Material vegetal

As espéciedsychotria suterellae Psychotria stenocalyforam
coletadas no morro da Lagoa da Conceicdo (27°3534,
48°28'28,1"W) na cidade de Floriandpolis e idecdiflas pelo botanico
taxonomista, professor Dr. Ademir Reis do Departamde Botanica da
Universidade Federal de Santa Catarina e depositadaHerbario
"Barbosa Rodrigues" na cidade de Itajai-SC solboogher numbers
HBR55427 e HBR55428, respectivamente. A espéesychotria
rhytidocarpafoi coletada no Parque Nacional da Tijuca na @dimRio
de Janeiro (22°57'31,8"S, 43°16'36,7"W) e iderailm pela botanica
Juliana Amaral de Oliveira, a qual foi depositadeherbario do Jardim
Boténico do Rio de Janeiro solvaucher numbeRB602109.

4.4, Obtencdao e particionamento do extrato bruto hidroatoolico

Apés a coleta, as folhas foram submetidas a secagesstufa e
em seguida trituradas e maceradas em alcool efliextrato bruto (EB)
foi obtido evaporando-se o alcool a 60 °C em e\ajwr rotatorio a
presséo reduzida. O extrato bruto obtido foi stikdzio em uma solugéo
de HCl em EtOH:HO (20 %, v/v; pH ~ 2), deixado na geladeira por 24
horas e filtrado posteriormente, rendendo uma éraggolavel (INS). O
filtrado foi submetido a particionamento liquidgtlido, inicialmente
com hexano e acetato de etila, para render asctegzefracdes hexano
(FH) e acetato de etila (FAe). Em seguida, o resfdualcalinizado com
NH4OH até pH ~ 10 e extraido novamente com acetatetitie para
render a fracdo rica em alcaloides (FRA). Finalmeotresiduo aquoso
foi neutralizado com CaCGaté pH ~ 7, filtrado e liofilizado, para render
a fracdo aquosa (FAQ) (Figura 4).
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~ 100 mL (HCI em H,0/EtOH 8:2, pH ~ 2)
2 — 24 h geladeira
3 —filtragao

Filtrado

Hexano
(3x 100 mL)
FH aquoso
AcOEt
(.‘h 100 mL)

aquoso

1 — Alcalinizado com NH,OH, pH ~ 10
2 -AcOEt (3x 100 mL)

FRA aquoso

| — Neutralizado com CaCOj, pH ~7
2 - Filtragio

3 - Liofilizado

Figura 4. Esquema do particionamento liquido-liquig acido-base dos extratos
brutos

Nos extratos brutos foi aplicada uma marcha aocalitonforme
preconizado por Matos (1997) [119], para detectgpreésenca das
diferentes classes de metabdlitos secundarios antagl Aos extratos
brutos e fragbes foram aplicados diferentes ensdgobancada para
determinar os contetidos de fendlicos e flavonoigstes antioxidantes
e ensaios bhioldégicos como: testes antibacteriantifyiagico, alelopatico,
inibitério da enzima acetilcolinesterase e anfiaimatorio.

4.5. Ensaios de bancada e avaliagéo das atividades bigiltas

Os testes antioxidantes, de contetdos de fen@iflasonoides e
atividades alelopatica e inibitéria da enzima #wathesterase foram
executados em nosso grupo de pesquisa, LaboratériQuimica de
Produtos Naturais — LQPN — UFSC, sob a supervisathane da
Professora Ines Maria Costa Brighente. Os ensaitisnlamatoérios
foram executados pela Mestre Ana Beatriz Gobborlauzaboratério de
Pesquisa em Imunologia — LAPI, do Departamento ni@iges Clinicas
do Ciéncias Farmacéuticas da UFSC sob a superds@vofessor Dr.
Eduardo Monguilhott Dalmarco. Os ensaios antibastes foram
realizados sob a supervisédo da Professora MicheléaBi Alberton do

79



Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Funddpd@rsidade

Regional de Blumenau — FURB. Os ensaios antifuisdim@m realizados
por Beatriz Martins Borelli grupo de pesquisa daféssora Susana
Johann do Departamento de Microbiologia, Institute Ciéncias

Biolégicas da UFMG.

4.5.1. Determinacéo do conteudo de fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado dedaccom o
método ja descrito [120, 121] utilizando o reatde Folin-Ciocalteau,
composto por uma mistura dos acidos fosfomolib@t101.PQug) €
fosfotinsgstico (BW12PQug), onde o molibdénio e o tungsténio sao
reduzidos por compostos fendlicos presentes natextegetal.

A cada 0,5 mL de uma solucdo metandlica 1Qg0mL?! da
amostra vegetal, foram adicionados 5,0 mL de 4gstilada e 0,25 mL
do reativo de Folin-Ciocalteau. Apés trés minutisaflicionado 1,0 mL
de solucao saturada de & e a solucao foi deixada em repouso por
uma hora. As absorbéancias destas solucdes foramilehdas em um
espectrofotdmetro de UV/VIS a 725 nm. Como brafaiajtilizado uma
solucdo preparada conforme descrito acima, porémas@resenca da
amostra. O aparecimento da coloracdo azul-escuindiéativo da
presenca de compostos fendélicos na amostra tegtaideonstruida uma
curva analitica com solucdo padréo de &cido galas concentracbes de
50 a 100Qug.mL* (y = 6,4894 x; %= 0,9984), para comparacado. Todos
os testes foram realizados em triplicata. O teocatapostos fendlicos
totais foi expresso em equivalente de acido gatinseja, mg AG / g de
amostra.

4.5.2. Determinacéo do contetdo de flavonoides

A determinagéo do conteldo de flavonoides basegsmétodo
ja descrito [121, 122], onde os flavonoides presenti amostra reagem
com AP* formando anéis estaveis de cinco e seis memladsiira das
absorbéncias é feita em um espectrofotdmetro d&/I1%vé 415 nm. O
aparecimento de coloragéo verde é indicativo deepiga de flavonoides.

A cada 0,5 mL da amostra vegetal (1Q@mL?* em metanol)
foram adicionados 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de sohac&do de AIGI2
%. ApOs uma hora de repouso, foram feitas as &stdas absorbéncias
das misturas em um espectrofotbmetro UV/VIS a 4150 teste foi feito
em triplicata. Como branco, foi utilizada uma sé@lipreparada como
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descrito acima, porém sem a presenca de 3AIOlI conteddo de
flavonoides foi obtido através de uma curva déocatido com solugéo de
quercetina (y = 7,7088 X2 # 0,9985) e expresso em mg QE / g de amostra
vegetal.

4.5.3. Determinacéo do poder redutor

A avaliacéo da atividade antioxidante através derdenacéo do
potencial redutor baseia-se no método de PricdlerB1977) [121, 123,
124], que se baseia na redugdo do ferro Ill a fHrgmromovida por
agentes redutores presentes na amostra. O apaméxideecor azul da
Prussia é indicativo de amostra com potencial ddilé redutora e é
guantificada através da leitura da absorbancia spactrofotometro de
UV/VIS a 720 nm.

Foram preparadas solu¢des metandlicas compostd9ppt de
amostra a 100Qig.mL?, 8,5 mL de agua deionizada e 1,0 mL de uma
solucéo de Fe€D,1 mol.L.* em HCI 0,1 mol.t.. Apds trés minutos, foi
adicionado 1,0 mL de uma solucdo de ferrocianetpatéssio 0,008
mol.L. Apés 15 minutos foram feitas as leituras das rdidswias em
espectrofotbmetro de UV/VIS a 720 nm. Como brafaqjtilizada uma
solucdo preparada conforme descrito acima, porénaus&ncia de
amostra. Foi construida uma curva analitica utitipasolucdo de acido
ascorbico nas concentracdes de 150 a ugQdL?, para comparacéo (y
=1,3004 x; = 0,9943). O potencial redutor das amostras éesgprem
equivalente de acido ascoérbico, mg AA / g amostra.

4.5.4. Determinacéo da acao sequestradora de radicaiselvr

A avaliacdo da acdo sequestradora de radicaiss liwsando o
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), um radicalviie estavel, baseia-se
em método j4 descrito [121, 125], onde amostras e@ior atividade
antioxidante diminuem a absorbancia do DPPH medida um
espectrofotdmetro de UV/VIS a 517 nm.

A cada 1,0 mL de solucdo etandlica das amostradifementes
concentracdes (10-200g.mL?') foram adicionados 2,0 mL de uma
solucdo metandlica de DPPH 418 (m/v). As absorbancias foram
medidas em espectrofotbmetro de UV/VIS a 517 nns 8dminutos. O
teste foi feito em triplicata e, como branco, ftilizada uma solugéo
preparada como descrito acima, sem a presenca Hel.DPs valores
obtidos foram plotados num gréfico da % da absaib&te DPPH em
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funcdo da concentracdo de amostra, onde se determinoncentracao
necessaria para diminuir em 50% a absorbéncia deHDBuU seja, a
concentracao efetiva 50 % (6 A porcentagem de DPPH na amostra
foi determinada com base na equacao abaixo:

9%6ADS, :N’%%Absmow

Onde:Abs é a absorbéncia do DPPH na auséncia de amabga,
€ a absorbancia do DPPH em diferentes concentrded@siostra.

4.5.5. Teste de alelopatia

Para o teste de alelopatia, foram utilizadas sesma¢lLactuca
sativa (alface), deRaphanussativus (rabanete) e d€ucumis sativus
(pepino). Estas sementes foram utilizadas comecandiras da presenca
de aleloquimicos, segundo a metodologia propostaNishimura e
colaboradores (1984) [126] com algumas modificacdesColla e
colaboradores [127]. As sementes foram previamesiierilizadas por
imersdo com uma solucao de hipoclorito de sodiéo)lor 5 minutos e
deixado secar por um dia. As amostras foram prdparanas
concentracdes de 0,25 a 2,0 % (g / 100 mL) disedixse os extratos
vegetais em etanol. Foram utilizados papéis-filttoatman n° 1 (5,5 cm
de didmetro), os quais foram impregnados com 1,@enamostra. Apos
a evaporacgao do solvente com o auxilio de um secag@pel filtro foi
depositado em placa Petri (6,0 de diametro), eneadicionou-se 1,5 mL
de solucédo 100 pg.mide tweem 80. Apds 24 h, cada papel filtro recebeu
25 sementes de alface, 15 sementes de rabanee del depino sem
obedecer a um espacamento uniforme, mas espalbadoda placa. A
testemunha ou controle negativo, seguiu 0 mesnmegimento, porém
com agua destilada no lugar dos extratos ou fragdgerminacéao foi
conduzida em uma estufa com fotoperiodo de 12rb £I42 h escuro a
25 °C e os papéis filtro foram regados diariameata aproximadamente
5 gotas agua destilada. As leituras para avaligigigerminacdo de
sementes foram diarias sendo que, para padronizdgateste da
germinacédo, foi observada até o 5°dia. O critéstahelecido para a
germinacdo foi a profusdo radicular. Ao final dod mediu-se o
comprimento da radicula e do hipocoétilo com o aoixde uma folha
milimetrada. Todos os testes foram desenvolvidostrgsticata e o0s
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resultados expressos em porcentagem em relac&teentmha, da qual
os dados foram considerados como o 100 %.

A germinagéo foi avaliada pelo célculo do indicerelecidade de
germinacéo,

|VG:Z%,

ondeN, é o nUmero sementes germinadas na enésima contagem
apos t, horas apos a contar da semeadura. A observacdo do
desenvolvimento da plantula é verificada medind@stamanho do
cauliculo (hipocétilo) e radicula que também é adidador do efeito
inibitério ou estimulante do extrato da planta geedeseja testar. Os
dados obtidos de IVG, e comprimentos de radicuigpecotilo foram
plotados em gréficos de porcentagem inibicdo namigagdo de
sementes, do crescimento da radicula e do hipocétispectivamente,
em funcdo das concentracBes dos extratos brutés daterellae P.
stenocalyx

4.5.6. Teste de inibicdo da enzima Acetilcolinesterase

Este ensaio seguiu 0 método de Ellman [128] coenaalbes feitas
por Magina e colaboradores (2012) [129]. Foram gmagas solucdes
tampdes: Tampdao A (solucéo de Tris-HCI 50 mmbpH 8); Tampéo B
(Tampéo A acrescido de 0,1 % de soroalbumina byivir@mpéo C
(Tampédo A acrescido de NaCl 0,1 mol.& MgCh.6H,O 0,02 mol.LY).
Também foi preparada uma solucdo de 15 mmokle iodeto de
acetilcolina em agua milipore deionizada. A soluchio reagente de
Ellman 3 mmol.L* foi dissolvida no tamp&o C e uma solucéo da enzima
acetilcolinesterase 0,25 U.nldiluida no Tampdo A. Em cada cubeta
foram adicionados 325 pL de Tampéo A, 100 pL de eawbstra vegetal
(1 mg.mL') e 25 puL da enzima. Ap6s 15 minutos, a temperatura
ambiente, foram acrescentados 75 pL de iodeto edtimcolina e 475
uL do reagente de Ellman. Apds 30 minutos a tenyr@rambiente, fez-
se a leitura a 405 nm em um espectrofotbmetro UY/\Como controle
positivo foi utilizada uma solugcdo preparada aipad medicamento
ReminyP que contém o farmaco galantamina (0,1 mgmD controle
negativo consistiu de 100 pL do solvente com o fipram preparadas as
amostras, etanol. O branco consistiu de todosamgerges com excecao
da enzima. As analises foram realizadas em tripliead resultado dado
em termos de % de inibicdo enzimatica (1%):
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4.5.7. Atividade antibacteriana

As atividades antibacterianas dos extratos e feagés espécies
de Psychotria foram avaliadas utilizando a bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureUATCC 25923), e as bactérias gram-negativas
Pseudomonas aeruginoATCC 27853) eEscherichia coli(ATCC
25922). Para a determinagédo da Concentragao IngbNginima (CIM),
utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldanamicroplacas de 96
pocos, conforme recomendado pelo CLSlinical and Laboratory
Standards Institufg130].

As amostras vegetais diluidas a 2 mgi®m dimetilsulfoxido
(DMSO) 10 %, foram colocadas nos primeiros micr@goe em seguida
transferidas para os micropoc¢os adjacentes, 0s @aatinham caldo
Muller-Hinton (MH), com o objetivo de se obter d@éo seriada de
ordem dois, com concentracdes da amostra variaa@d®60ug.mL?* até
7,81ug.mL2 O inéculo bacteriano (@L), preparado em 0,5 da escala de
McFarland, foi adicionado em cada poco, resultareto uma
concentracdo de 5 x 1@nidades formadoras de col6nia (UFC) do
microrganismo a ser testado. Alguns pocos de cadepiaca, foram
reservados para realizagdo do controle negativo WO / DMSO 10
% + bactéria em estudo) e para controle de meauitera (MH). Como
controle positivo, as bactérias em estudo foranukhadas com o
antibigtico gentamicina, com concentracdes variated40 a 0,3Lig.mL
1

As microplacas foram incubadas aerobiamente al37C; por 24
horas. Ap0s a incubacgéo, o crescimento bacteriamovérificado
adicionando-se 10L em cada micropoc¢o de uma solucdo metandlica de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TCC) (5 mg.rfl. observando-se a
presenca do “botdo” bacteriano avermelhado no fuddo cada
micropogo. A CIM foi definida como a menor concegéio de amostra
capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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4.5.8. Atividade antifingica

Micro-organismos: Para este teste foram utilizados os seguintes
micro-organismosCandida albicangATCC 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 brasiliensi®b 19.

Preparacdo dos in6culos:Para as espécies deandidg os
inoculos foram preparados a partir de coldéniasrjsyeom crescimento
em Agar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 24 I %C3em 5 mL de
solucdo salina estéril. A suspensao resultanteditada por 15 s e a
densidade celular ajustada pelo método espectroéttizo a 75 % (530
nm) a uma concentracéo final de 1,0 — 1,5%c&las/mL (CLSI, 2008)
[131].

Para as espécies @ryptococcusforam coletadas coldnias dos
isolados cultivados e, entédo, dispersos em tubatgido solucéo salina
(0,85 %) estéril. A absorbéncia da amostra foitafles para 85 % sob o
comprimento de onda de 530 nm. Em seguida, fazeetd a diluicdo em
meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) ajustasg a
concentracdo de leveduras a 1 — 5 X dlulas/mL, de acordo com o
protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008) [131].

Para a utilizacdo nos ensaios biologicos o isolaBo 18 foi
repicado 3 vezes sucessivamente em meio YPD (exteatlevedura,
peptona e dextrose) a partir da cultura mantida @escimento
exponencial a cerca de 36°C por 7 a 10 dias. Adazleveduriformes
em fase exponencial foram coletadas assepticarnentealca de Henle
e suspensas em solugdo salina estéril (0,85 %).ndulo foi
homogeneizado e deixado em repouso para a decaetagg@brenadante
coletado. A absorbancia do sobrenadante foi medieia
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 53@ ajustada para
70 % equivalente a 1 x 46 5 x 10 células/mL. As suspensdes foram
diluidas em caldo RPMI (1:10) para obtencdo doutmfinal 1 x 16 —

5 x 10 células/mL [132].

Triagem: Os ensaios de triagem com o0s extratos brutos foram
realizados em placas de 96 pocos contra o firigd8em duplicata.
Estes extratos foram dissolvidos em DMSO a umaeargracao de 100
mg.mL? e diluidos em RPMI, a uma concentracdo de 1 mg.r@lada
poco da placa recebeu entdo 100 pL do extratoddilei 100 pL do
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in6culo padronizado, totalizando um volume de 2Q0par poco. A
concentracdo final dos extratos em cada poco f&Qfepg.mtt. Em
todos os ensaios foram feitos os controles de ittade do DMSO
(0,5%), do crescimento fungico, da esterilidaderde®s de cultura e da
susceptibilidade a droga controle, o itraconazd@ (0y.mL?') (Sigma-
EUA).

Finalizado o preparo das placas, as mesmas forarhadas a 37
°C por 10 dias. Ap6s o periodo de incubacgéo, asapltoram avaliadas
visualmente e posteriormente em cada poco foragseentados 10 pL
de brometo tiazolil azul de tetrazélico (MTT / Arace — 5 mgmtl). As
placas foram novamente incubadas por 4 horas. apmdstabolismo do
MTT, foram adicionados 100 pL/poco de SDS/isopropdh %). A
leitura das placas foi realizada por meio do métmdarimétrico do MTT
em um leitor de microplaca VERSAmax pelo programfnsax’ Pro 5
(Molecular Devices), com a absorbéancia de 530 nrabgorbancia dos
pocos testes foi comparada com a absorbancia docpogrole contendo
apenas o0 micro-organismo, sendo a porcentagemildedim calculada
pela seguinte formula:

Prnivicao =—Ab%°r:g\°;; Abs“mos"aD.OOO/c
ontrole

Foram considerados ativos e selecionados paramieterdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) os extratosegapresentaram
valor de inibicdo do crescimento microbiano iguaheaior que 70 %.

Concentracao inibitéria minima: Este teste foi feito utilizando a
metodologia da avaliacdo da Concentracdo Inibitbtiaima (CIM)
descrito no documento do CLSI M27-A3 (CLSI, 200881] com
modificagdes sugeridas por Johann e colaborad@@R)) [133]. Os
extratos selecionados foram dissolvidos em DMS@uédds em caldo
RPMI 1640 na concentracédo de 1 mg-mPosteriormente foi feita uma
diluicdo seriada a fim de se obter 10 concentragdesvariaram entre
500-0,9 pg.mt. A partir de cada diluicdo, aliquotas de 100 plarfio
distribuidas nos pogos da placa de microdiluicdom& controle de
crescimento foi utilizado o RPMI com o in6culo @e esterilidade foi
usado somente o RPMI.

Apo6s a montagem das placas, os pocos teste cordsmtiferentes
concentracdes e os de controle de crescimento aeoabl00uL do
in6culo microbiano. As placas foram incubadas naptratura de cerca
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de 36°C e as leituras feitas apds 10 dias p&ia b8e 48 horas para as
espécies d€ryptococcusAs CIMs foram consideradas como a menor
concentracdo da amostra que inibiu totalmente scicnento do micro-
organismo alvo, em relagéo ao controle de cresd¢oragos a incubagéo
e foram expressas em pg.MmLOs ensaios foram realizados em trés
experimentos independentes e em duplicata. Paspasies d€andida

as placas foram incubadas a 35 °C durante 72 he#gusa realizada
visualmente, sendo que a CIM foi considerada conmiba;do total do
crescimento quando comparado ao crescimento dootant

4.5.9. Atividade anti-inflamatéria: método da pleurisia
induzida pela carragenina

Animais: No delineamento desta pesquisa foram utilizados
camundongos albinos Swiss fémeas, com aproximadaniemés de
idade e peso entre 18-25 g, fornecidos pelo Bmtéentral da UFSC. Os
animais mencionados foram acomodados em gaiolatcala (40 x 32
cm) com serragem, em condi¢cdes de temperatura (20Ck e luz
controladas (ciclos claro/escuro de 12h) no Biot&etorial. Receberam
alimentacdo (racdo) e agaa libitum em bebedouros e comedouros
apropriados, trocados com frequéncia, durante todosxperimentos.
Para a realizacdo deste estudo, o projeto foi apmyelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob protoes| PP00965, e
0s experimentos realizados de acordo com as nodua€olégio
Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA).

Modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongo: O modelo experimental foi realizado de acordo @pm
protocolo proposto por Saleh, Calixto e Medeirc@9@) [134].

No dia dos experimentos, a cavidade pleural de eadaal foi
administrado 0,1 mL de solugéo salina estéril (N&®%, i.pl.) ou 0,1
mL do agente flogistica-carragenina (Cg, 1%, i.pl.) utilizando-se de
uma seringa de insulina com agulha de 12,7 x 0,83auaptada com
canula de poliestireno. Transcorridas 4 h de geyria morte indolor
assistida dos animais foi realizada por overdoseetdobarbital (120
mg.kg?, i.p.). Os animais foram afixados em mesa cir@rgi@través de
incisdo transversal na pele e masculos abdomim&isax foi exposto, o
processo xifoide pingcado e 0 acesso a cavidadegpliei feito por uma
incisdo na porc¢ao inferior do esterno. A cavidaeenal foi lavada com
1,0 mL de tampao fosfato salino (PBS, pH 7,2) (kelm Pinhais,
Parand, Brasil) contendo heparina (20 UthLO lavado obtido foi
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utilizado para a quantificacdo de leucécitos tatabeu diferencial,
exsudacéo.

Procedimento anestésico e eutanasia dos animaiQuando
necessaria a administracdo do corante Azul de Eearsnimais foram
previamente anestesiados com pentobarbital (40 ghg.K.p.).
Decorridas as 4 h do modelo da pleurisia, os asifoeam submetidos a
morte indolor assistida através de uma overdosped&barbital (120

mg.kg?, i.p.).

Quantificacdo de leucdcitos totais e diferencial tdar: Para a
quantificacdo dos leucocitos totais nas amostraavilo pleural foi
utilizado contador hematol6gico veterinario (MINDRABC-2800 Vet,
Nanshan, Shenzhen, China). Para a contagem dif@reeatre
polimorfonucleares e mononucleares, uma aliquéal(bdas amostras
foram submetidas a citocentrifugacdo (Wescor-Cgtopogan, Utah,
EUA) e entdo corados pelo método May-Griinwald-Gem®s
resultados foram expressos como total de célulasititro de amostra
(x10 células/mL).

Coloracao dos esfregacos celularegs laminas confeccionadas
apos citocentrifugacdo foram secas a temperaturdieata e
posteriormente coradas pela técnica utilizandonatsi de azul de
metileno (May-Grinwald) e azul-eosina (Giemsa). Esuporte
apropriado, foi adicionado a cada lamina 1 mL dame May-Grinwald
mantido em contato com o sedimento célula por 2 eniam seguida,
adicionou-se 1 mL de agua deionizada. TranscorBdom, o corante foi
removido e entdo adicionou-se o corante Giems®)1cRie recobriu as
laminas por 15 min. Ao término desse tempo, asnasnforam lavadas
em 4gua deionizada e secas a temperatura ambiente.

Andlise estatistica: Os resultados de todos o0s parametros
inflamatérios estudados foram analisados pelosededstatisticos
utilizando o programa de estatistica GraphPad Prismsédo 3.00 (San
Diego, Califérnia, EUA) e foram expressos como alimé: EPM.
Diferencas estatisticas entre 0s grupos controlegrupos tratados com
as amostras foram avaliadas por meio do testeridmua ANOVA (teste
paramétrico bicaudal de duas vias), complementabis pestepost-hoc
de Dunnett. Quando necessario utilizou-se o teste Student (néo-
pareado) e o teste de correlacdo de Pearson. &daa &s analises
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estatisticas, valores de menores que 0,05 foram considerados
significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as espécies dsychotriaestudadas neste trabalho foram
obtidos os extratos brutos etandlicos das folhaasseEstes extratos
foram dissolvidos em uma solugéo a pH aproximad&n2mendendo
uma fracéo insolavel (INS) e um residuo aquos@ Eestiduo aquoso foi
submetido a um particionamento liquido-liquido mb as fracdes
hexano (FH) e acetato de etila (FAe) e uma etapaadiicacdo, para
extrair uma fragcéo rica em alcaloides (FRA). Odesiaquoso final deste
particionamento foi neutralizado, liofilizado e demnado de fracdo
aquosa (FAQ). A Tabela 4 mostra as massas de fedicas utilizadas para
preparar os extratos brutos e os rendimentos dacéxt e das fracdes
resultantes do particionamento liquido-liquido.

Tabela 4. Rendimentos do extrato e das fragdes otéis do particionamento

liquido-liquido
P. stenocalyx P. suterella P. rhytidocarpa

Folhas

secas 449,09 484,09 206 g

EB® 5,54 % 8,16 % 9,16 %
INSP 49,48 % 58,93 % 25,52 %

FHP 1744 x 16 % 101,14x10% N&o obtido
FAe° 4,41 % 1,72 % 4,53 %
FRAP 3,24 % 251 % 4,43 %
FAQP 39,84 % 24,02 % N&o obtido

2g/100g folhas secasg/100g EB.

Os extratos brutos das espédestenocalyxe P. suterellaforam
submetidos a uma marcha analitica que consisteardesequéncia de
testes que avaliam, de forma qualitativa, a presdadiferentes classes
de metabdlitos secundarios em plantas utilizanagdes que apresentam
mudanca de coloracdo ou formacdo de precipitadoespécieP.
stenocalyxapresentou teste positivo para a presenca deoidies)
esteroides, leucoantocianidinas e taninos e a iespéc suterella
apresentou teste positivo para a presenca de idiesloesteroides e
leucoantocianidinas.
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5.1. Ensaios bioldgicos aplicados aos extratos brutodracdes de
P. stenocaly)eP. suterella

Os extratos brutos e fragcbes das espékiestenocalyxe P.
suterella foram submetidos aos ensaios de bancada que ravalia
guantidade de compostos fendlicos e flavonoidémassmo a atividade
antioxidante através dos testes do poder redutala ecapacidade
sequestradora de radicais livres. Também foraniaales as atividades
alelopética, antibacteriana, antifingica, inibao6rida enzima
acetilcolinesterase e anti-inflamatdria. A espétiehytidocarpanao foi
submetida aos testes mencionados por ter sidosaceio decorrer do
projeto.

5.1.1. Contelidos de fendlicos e flavonoides e atividades
antioxidantes

A atividade antioxidante de uma amostra vegetaglgente esta
relacionada ao seu contetido de compostos que posscapacidade de
estabilizar melhor um elétron desemparelhado do ajumeaioria dos
radicais livres que geralmente apresentam altvidede e, dentro de um
organismo vivo podem causar seérios danos se estivem excesso. A
formagcéo exacerbada de radicais livres é resultlElaum processo
oxidativo natural do organismo, geralmente de defentra
microrganismos invasores, mas, por outro ladoretté&ionado a génese
de varias doencgas como aterosclerose, doencascasd do sistema
nervoso central, entre outras. Neste fato residpartancia de se buscar
extratos vegetais e/ou substancias com potendiakatante.

S&do consideradas como antioxidantes as substémmegasnuma
concentracdo menor que o substrato oxidavel, @atard processo
oxidativo diminuindo a velocidade da reacdo ou grghndo o seu
periodo de inducdo. Entre os antioxidantes de baiassa molecular,
estdo algumas vitaminas (A, C e E), outros produsirais como
compostos fendlicos, carotenoides, flavonoidesalaildes, etc [135].
Neste sentido foram aplicados testes para avabacamtelidos de
fendlicos e flavonoides assim como os potenciaisitoges e a acao
sequestrante de radicais livres nos extratos beufscdes das espécies
P. stenocalyx P. suterella Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Atividades antioxidantes e contelidos derfélicos e flavonoides dP.
stenocaly>e P. suterella

I:T:XtraEOI Fendlico$®  Flavonoides” Poder DPPH®
ragao Redutor®
EB 51,73+331 4320+382 9946+1297 80,28+ 222
X INS 5933+564 3528+214 132,01+2186 -
S FH 43254697 964+094 153,29+ 19,35 -
é FAe 23587+1851 50,12+4,26 516,51 +51,71 -
o FRA 158,41 +4,65 * 755,15+ 42,15 22,10 + 3,14
FAq 54,35+254 644+037  86,13+7,05 -
EB 5337+1,75 5552+0,39 138,42+3,84 149,41+1,95
= INS 67,34+9,14 4666+130 16841 +5,04 -
% FAe 117,06 +1,25 3,46+ 0,33 234,54 + 14,12 -
DUE 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 -

@mg acido gélico (AG) /g amostr¥mg quercetina (QUE) /g amostra,

©mg acido ascérbico (AA) /g amostfiCEse (Lg.mLY). *N&o avaliado.

A determinacéo do conteudo de fendlicos foi avalipela técnica

mais comumente empregada, a qual utiliza o reagdatefolin-

Ciocalteau.

Este método consiste de uma mistura @cigos

fosfomolibdico (HMo1:PQug) e fosfotlinsgstico (§¥W12PCQug), No qual o
molibdénio e o tungsténio encontram-se no estadoxilacédo 6. Em
presenca de certos agentes redutores, como os smsmpendlicos,
formam-se os chamados molibdénio azul e tungs#nif nos quais a
média do estado de oxidacdo destes metais est ®rar 6 e cuja
coloracdo permite a determinacdo da concentrac&o sdbstancias
redutoras, que ndo necessariamente precisam teerafendlica [136].
As fracdes acetato de etila (FAe) e alcaloidicaA()-&e P. stenocalyx
apresentaram melhores resultados do que as deagie$ com valores
235,87 e 158,41 mg AG / g amostra, respectivaméidies resultados
também foram maiores do que os apresentados papgeid®. suterella
onde os fendlicos estdo mais concentrados nassBaetato de etila e
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alcaloidica com valores de 117,06 e 108,54 mg AG &mostra,

respectivamente. Estes valores podem ser consetzixos quando
comparados aos obtidos de espécies previamentgadalem nosso
grupo de pesquisas, como é 0 caso da esg@genia brasiliensis
(grumixama) [137], que apresentou um valor de 494n§ AG / g da

frac&o acetato de etila.

Na literatura foram identificados alguns poucoslaides que
apresentam grupos fendlicos no gérespchotria como nas espécies
borucana[60], P. ipecacuanhd56], P. klugii [36], P. prunifolia [37].
N&o foi reportada na literatura a presenca deattsd contendo grupos
fendlicos nas espécigd. suterellae P. stenocalyx Sendo assim, os
valores de conteddo de fendlicos obtidos para andsmsfracoes
alcaloidicas pode representar um falso-positivéeste uma vez que os
alcaloides podem apresentar atividades antioxidagqte podem estar
reduzindo os metais de molibdénio e tungsténio.

O conteudo de flavonoides se fundamenta na formdedanéis
estaveis de cinco e seis membros com o alumirgeepiente do reagente
AICI3, com os flavonoides presentes na amostra vegetidrmacao
desse complexo entre o aluminio e o flavonoide quav um
deslocamento batocrémico (Figura 5). Desta manéirgossivel
determinar a quantidade de flavonoides evitanda-#gterferéncia de
outras substancias fendlicas, principalmente odo&acfendlicos que
invariavelmente acompanham os flavonoides nosdsciggetais, pois
estes apresentam comprimentos de onda bastanteoriege se
comparados com o complexo flavonoide—Al.

No teste que avalia o contetudo de flavonoidesnfarbservados
valores de 43,20 e 55,52 mg QUE / g EB e valore35i28 e 46,66 mg
QUE / g fracdo INS, respectivamente, para as esglécstenocalyeP.
suterella Estes valores sdo maiores do que os valoreseapael®s para
0 extrato bruto da espédieigenia brasiliensi§l37], que apresentou um
valor de 14,44 mg QUE / g de EB.

Para a espécieP. stenocalyx os flavonoides estdo mais
concentrados na fracdo acetato de etila (FAe) @on ge 50,12 mg QUE
/ g, respectivamente. Para a fracdo acetato dedgilespéci&ugenia
brasiliensis[137] foi observado um valor de 54,12 mg QUE Egtes
resultados déo indicios da presenca de flavonoiestsa espécie que ndo
foram observados na marcha analitica, porém semfamecessarios
estudos fitoquimicos neste sentido para identfioagantificacéo, por
exemplo através de técnicas hifenadas como HPLCgdEexemplo,
comparando-se com padrées.

94



— Flavonoides + AIC],

1L —— Flavonoides

Absorbancia

T T T T T T
250 300 350 400 450 500

A/ nm

Figura 5. Formac&o do complexo entre At e um flavonoide (acima) e o
deslocamento batocrémico provocado no espectro d&/LYIS

O outro teste aplicado para a avaliacao da atieidadioxidante é
0 potencial redutor que se fundamenta na reduc@mnddérricos a ions
ferrosos pela oxidacdo do substrato. Quando a eana@giresenta
atividade redutora, esta reduz os ions ferriciafiee®) a ferrocianeto
(F€*) que, por sua vez, formam um complexo com os ferns Ill,
provenientes do Feglde coloracéo azul (azul da Prussia), o ferrotiane
férrico. Quanto maior a absorbancia medida no ésgetbmetro
UV/VIS a 720 nm, maior é o potencial redutor dosstio.

As fracBes acetato de etila (FAe) e alcaloidic&aA)das duas
espécies apresentaram melhores resultados quemassdeendo que a
espécieP. stenocalyxapresentou valores de 516,51 e 755,15 mg AA /g
amostra, respectivamente, e a espBcisuterellaapresentou valores de
234,54 e 486,26 mg AA / g amostra, respectivamdrgees resultados
podem ser considerados bons, mas ainda sdo mejeres obtidos para
aEugenia brasiliensi§l37], que apresentou um valor de 834,99 mg AA
/ g para a fracdo acetato de etila.

Comparando-se os resultados obtidos para as fragétsto de
etila das duas espéciesRiy/chotriaobserva-se que a espéiesuterella
apresenta um valor menor de conteudos de fen@iflagonoides, o que
reflete em um valor menor de poder redutor do geAeda espécib.
stenocalyx
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Radical livre é qualquer espécie capaz de exigtitendo um ou
mais elétrons desemparelhados. As espécies redévadgénio (ERO),
radicais livres de maior importancia no organisincjuem todos os
radicais gerados a partir do oxigénio como o asigreroxido (@-); os
radicais hidroxila *OH), alcoxila (RO e peroxila (ROQ. Espécies
reativas incluem, ndo so os radicais, mas tamb#armiediérios neutros
ou carregados (. e ONOQ) e outras espécies capazes de formar
radicais livres no organismo humani@®4 Os, Fe e Cu).

Os radicais livres atacam lipidios insaturadoskdasiembranas,
iniciando o processo de peroxidacdo lipidica. Estecais podem
também atacar o DNA, causando mutacdo, o que peds lao
desenvolvimento de céncer. A atividade antimutagérde alguns
antioxidantes deve-se, muitas vezes, a capacidadapdurarem radicais
livres ou induzirem enzimas antioxidantes [138].

Existem evidéncias de que espécies reativas ddbolistao do
oxigénio estejam envolvidas em uma série de doefd@. Em um
processo inflamatério, por exemplo, ocorrem reacétaisadas por uma
enzima chamada mieloperoxidase que utilizzOHe ions haletos
(normalmente C) para produzir hipohalitos, uma substancia téxice,
pode se decompor espontaneamente para produzénixigingleto. O
resultado dessas reacdes é a producdo de hipodlof@l) e oxigénio
singleto {O;) [140]. Quando o processo inflamatério estd muito
exacerbado podem ocasionar danos ao tecido infanuedido a
presenca das substancias formadas, entdo os datites podem atuar
convertendo-as em suas formas reduzidas.

Os extratos brutos das espédresstenocalye P. suterellae as
fracOes mais ativas foram submetidas ao teste tijizas 0 1,1-difenil-2-
picril-hidrazil, DPPH, um radical livre relativamenestavel, de forte
coloracao azul e suficientemente solUvel em alconsgsiveis em agua.
A acgdo sequestrante de radicais livres pelos cawgpgwesentes na
amostra deve-se a reagdo destes com o DPPH, alegtedi um atomo
de hidrogénio de acordo com equagao mostrada neaHig

DPPH Flavonoide

Figura 6. Reacgédo entre um flavonoide e o radicahMie DPPH
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Os resultados da acdo sequestrante foram expressos a
concentracao efetiva 50 %, §sFconcentracdo necessaria para reduzir em
50 % a absorbancia do DPPH. A espé&tistenocalyapresentou melhor
acao sequestrante de radicais livres com valor€&glede 80,28 pg.mL
1 para o extrato bruto e 22,10 pg.frpara a fracéo alcaloidica. A espécie
P. suterellaapresentou valores de §ie 149,41 pg.mLpara o extrato
bruto e 37,74 pg.mbkpara a fracéo alcaloidica.

Moraes e colaboradores (2011) [32] desenvolverdodes com
0s extratos brutos foliares de dez espécies da@@sgchotria dentre
elas aP. suterellados quais foi avaliada a atividade sequestraibe
radical DPPH dos extratos brutos a 10 e 100 pg.mlos resultados
expressos em porcentagem de reducdo do radiakElinéo em E6. A
espécieP. suterellando foi considerada antioxidante, pois nao faiafi
no teste que avalia a atividade sequestrante taistivres apresentando
reducdo de 52,19 % na concentracédo de 100 ply.@& extratos brutos
das espécidB. racemosgP. pubigeraP. capitata eP. ruelliifolia, a 100
pg.mL?!, apresentaram melhores resultados com porcentagens
reducao, respectivamente, de 83,08; 82,63; 82841 8%. Os autores
também observaram que as dez espécies apresentdoidals do tipo
5,6-dihidrog-carbolina, com maiores quantidades encontradas?em
capitatae P. racemosae as espécid?. suterellae P. nudaapresentam
alcaloides do tipo monoterpeno inddlicos.

Formagio e colaboradores (2014) [141] desenvolvenanestudo
com os extratos brutos das folhas das espé&iemrthagenensjsP.
leiocarpg P. capillaceae P. deflexae encontraram bons resultados.
Sendo que o melhor resultado para o contetddo dédes foi observado
para o extrato bruto da espéRiecapillaceaque obteve 148,42 mg AG /
g extrato. O melhor contetdo de flavonoides foeoksdo para a espécie
P. carthagenensigue apresentou um valor de 182,07 mg QUE / gtextra
Todos os extratos apresentaram atividade sequiesttanradical livre
DPPH sendo que a espécie com maior atividade fesm@ecieP.
carthagenensisom valor de Ckp de 16,92 pg.mt

Os resultados observados para as fracbes acetattilaee
alcaloidicas das espéciesstenocalyx P. suterellasédo incentivadores
para o desenvolvimento de estudos de atividadé&giias relacionadas
a doencas nas quais estejam envolvidos processietioas, como o
processo inflamatorio. Com destaque para a fracatalica da espécie
P. stenocalyxjue apresentou maior atividade redutora.
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5.1.2. Atividade Alelopatica

Alelopatia pode ser definida como um processo gt produtos
do metabolismo secundéario de um determinado vegétalliberados,
afetando a germinacdo e o desenvolvimento de ouptastas
relativamente proximas podendo este efeito seitdnibd ou estimulante.
A resisténcia ou tolerAncia aos metabdlitos seqiowlaé uma
caracteristica especifica de cada espécie.

Os extratos brutos d@. stenocalyxe P. suterellaforam testados
nas concentracoes de 0,25 — 2,0 g / 100 mL utdiaasementes de
Lactuca satival. (alface),Raphanus sativuk. (rabanete) eCucumis
sativusL. (pepino). O ensaio foi desenvolvido atravéodservacdo da
germinacdo de sementes de dicotileddbneas assim camo
desenvolvimento das plantulas.

Uma das sementes mais utilizadas séo as semertésadedevido
ao seu periodo curto de germinacdo, sendo que a planta se
desenvolve em poucos dias, de 3 a 5 dias. A obsEvalo
desenvolvimento da plantula é verificada medind@stamanho do
cauliculo (hipocétilo) e radicula que também é adidador do efeito
inibitério ou estimulante do extrato da planta gaaleseja testar.

Nas figuras a seguir estdo apresentados os grafiass
porcentagens de inibicdes na germinacao (Figuend@senvolvimento
de hipocétilo (Figura 8) e radicula (Figura 9) dasnentes de alface,
rabanete e pepino observados para os extratoslitekh stenocalyxe
P. suterellaem relacdo aos valores observados para os cantrole
negativos (testemunha). Abaixo de cada grafico sgfresentados os
valores das respectivas porcentagens de inibig@iados que uma
porcentagem negativa significa que a amostra elstinaugerminacéo ou
desenvolvimento.

No teste de germinacdo das sementes de alfacestratoe de
ambas as espécies inibiram em torno de 100 %. Baerdes que
germinaram, ambos o0s extratos inibiram o desenwelnto das plantulas
em torno de 100 %, exceto para o extrat® deuterellaa 1,0 g / 100 mL
que apresentou inibicdo de 85,6 % no crescimentomeotilo.

No teste de germinacdo das sementes de rabaretEatm deP.
stenocalyxapresentou melhores valores de inibicdo na veldeidde
germinacéo, 94,9 %, e no desenvolvimento de raa&hipocatilo, 87,7
e 79,6 %, na concentracdo 2,0 g / 100 mL. O exulatP. suterella
apresentou melhores valores de inibicdo na veldeidke germinacéo,
93,2 %, e no desenvolvimento de radicula e hipoc&2,5 e 82,5 %, na
concentracéo 0,5 mg /100 mL.
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Figura 7. Gréfico de porcentagens de inibi¢do, enmefacdo aos controles, da
germinagdo de sementes utilizando as sementes daed, rabanete e pepino em
funcéo da concentragdo de extrato bruto das espési@. stenocaly»e P. suterella
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Figura 8. Gréfico de porcentagens de inibi¢éo, ermefagcdo aos controles, do
desenvolvimento de hipocétilo utilizando as semergele alface, rabanete e
pepino em funcéo da concentragdo de extrato brutoad espécieP. stenocaly»e
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Figura 9. Gréficos de porcentagens de inibi¢do, enelacéo aos controles, do
desenvolvimento de radicula utilizando as sementds alface, rabanete e
pepino em funcéo da concentragdo de extrato brutoad espécieP. stenocalye
P. suterella

No teste de germinacdo das sementes de pepindratoecteP.
stenocalyxapresentou um comportamento mais estimulante @o qu
inibitério. Na concentracdo de 0,25 g / 100 mL, éhiservado uma
porcentagem negativa significando que houve estirdal 79,7 % na
germinacgédo. Este extrato apresentou inibicdo apemasncentracdo 2,0
g / 100 mL, com valor de 23,5 %. Em relacdo ao riedeimento de
concentracdo 1,0 mg / 100 mL, com valores de 47,Z0e%,
respectivamente.

O extrato deP. suterellaapresentou melhor valor de inibicdo na
velocidade de germinacdo das sementes de pepoanoantracdo 1,0 g
/ 100 mL com valor de 48,2 %. No desenvolvimentoraeicula e
hipocoétilo, os maiores valores de inibicdo foranreapntados na
concentracdo 0,25 g / 100 mL, cujos valores forent4,8 e 80,6 %,
respectivamente.

Estes resultados mostram que, de uma maneira gsraktratos
brutos de ambas as espécies estudadas sdo fibstgpéza todas as
sementes testadas, porém as sementes de alfaceasasensiveis aos
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aleloquimicos presentes nos extratos, seguidas petaentes de pepino
e, por fim, pelas sementes de rabanete.

Correa e colaboradores (2008) [142] observaram atiagdades
fitotdxicas nos extratos etandlicos de folhas zeaé aquosos das folhas
das espéciePsychotria leiocarpaP. brachyceras P. umbellata As
atividades alelopaticas foram avaliadas através gdeminacdo e
desenvolvimento de sementes Hactuca sativa(alface), Chorisia
speciosa(paineira) eMimosa bimucronata(maricd), sendo que o0s
extratos da espéck. leiocarpaapresentaram melhores resultados com
inibicdes entre 77 e 100 % na germinacdo. Parg &&s espécies foi
reportada a presenca alcaloides do tipo monotereldticos [27, 61,
79].

Frescura e colaboradores (2013) [143] observarawidade
alelopatica significativa para os extratos aqudssdolhas d@sychotria
brachypoda e P. birotula avaliadas através da germinacdo e
desenvolvimento de sementesktaca sativaricula).

5.1.3. Atividade inibitéria da enzima Acetilcolinesterase

A Doenca de Alzheimer é uma enfermidade mais coraotre
idosos e se apresenta como deméncia, ou perdancigef cognitivas
(memoria, orientacdo, atencéo e linguagem). E weagh considerada,
até o presente momento, como incuravel que seagoalongo do tempo,
mas pode e deve ser tratada. Quase todas as fHoas\880 pessoas
idosas. Talvez, por isso, a doenca tenha ficadameamente conhecida
como “esclerose” ou “caduquice” [144].

Em 1906, um médico chamado Dr. Alzheimer examintecao
cerebral de uma mulher que havia morrido por cdetaima doenca
mental desconhecida a época. Ele observou muitiodlanormais
(placas amiloides) e emaranhado de feixes de fifgasaranhados
neurofibrilares). Atualmente jA4 é sabido que a ewea de placas
amiloides e emaranhados neurofibrilares sédo aguluimgoais causas dos
sintomas observados na doenca de Alzheimer, paisana perda
neuronal associada com outros eventos prejudigéasionados com a
idade, tais como aumento do stress oxidativo, métaho de energia
reduzida e inflamacdo. Como terceira causa dosrsad da doenca,
estudos indicaram a deficiéncia de diversos neanstnissores cerebrais,
como a acetilcolina, a noradrenalina e a serotdiifa, 146].

Atualmente, os principais medicamentos licenciag@sa o
tratamento da doenca de Alzheimer atuam como mieglda enzima
acetilcolinesterase, AchE, como os farmacos sowgti tacrina
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(Cogne®), donepezil (Ariceft) e riastigmina (Exeldt) e o alcaloide
natural galantamina (Remiffjl Apesar destes farmacos serem bastante
eficazes em reduzir os sintomas da doenca, aiodawi#o caros e podem
apresentar efeitos colaterais como nauseas, vgraitosexia, etc. [147].
Sendo assim ha uma grande demanda na busca de subsiéncias
candidatas inibidoras da enzima acetilcolinesterasebaixa toxicidade.
Em 1961, Ellman e colaboradores descreveram um dméto
fotocolorimétrico para a determinacéo da atividadécolinesterasica
[128]. O método baseia-se na medicdo indireta xk&a da producdo de
tiocolina a medida que a acetiltiocolina é hidenia pela enzima
acetilcolinesterase. A tiocolina formada pela Hideb reage com o
reagente de Ellman (4cido 5,5'-ditio-bis-2-nitrob@éico), produzindo
um anion de forte coloragéo amarela, o acido 2-tigtro-4-tiobenzaico,
conforme mostrado na Figura 10. A taxa de produalgdanion 4cido 5-
tio-2-nitro-4-tiobenzoico é observada em um espémbmetro UV/VIS
em 405 nm e é diretamente proporcional a atividddeenzima e
inversamente proporcional & atividade inibitorisadeostra.
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Figura 10. Sequéncia de reag¢des envolvidas no méqatoposto por Ellman
para deteccéo de atividade inibitéria da enzima atiécolinesterase por
substéncias naturais

Os extratos brutos e as fragBes alcaloidicas dpécies P.
stenocaly»e P. suterellaforam testados quanto a sua atividade inibitoria
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da enzima acetilcolinesterase. O teste foi feito wiplicata e as
respectivas porcentagem de inibicdo enzimaticarefdradas na Tabela
6.

Tabela 6. Porcentagem de inibicdo da enzima acetlinesterase pelos extratos
brutos deP. stenocaly»e P. suterella

Amostra Inibicéo (%)
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 concentracdo de 1 mg.rhlo extrato bruto déPsychotria
stenocalyxapresentou uma inibicdo de 52,63% na atividadendanma,
um valor ligeiramente maior do que a inibicdo apnésda pelo extrato
bruto dePsychotria suterellaque apresentou inibicdo de 51,82%. As
fracOes alcaloidicas de ambas as espécies, na nt@u@E® de
concentracdo de 1 mg.mLapresentaram inibicdes um pouco maiores
gue os extratos. A fracdo alcaloidicaRlestenocalyxnibiu a atividade
da enzima em 54,31 % e a fracdo alcaloidic® dsuterellainibiu em
63,58 % a atividade da enzima, sendo esta Ultimastan a que
apresentou maior inibicdo da enzima AchE. Comorotapositivo foi
utilizada uma solugéo preparada a partir do medicémReminy? de
maneira que a concentracdo do farmaco galantaoésa fle 0,1 mg.mL
1. Esta solucdo controle apresentou inibicdo de4%4,4la enzima
acetilcolinesterase.

Passos e colaboradores (2013) [45] reportaram isislaates
inibitérias da enzima AchE para o extrato foliafr&gfes obtidas de
cromatografia deste extrato para a esp@agchotria laciniataassim
como de treze alcaloides isolados de espécies der@Psychotria
estudadas em seu grupo de pesquisas. O extraaQGedrda espécie
laciniata ndo foram considerados ativas na concentraca@daale 40
ug.mL™. Dos alcaloides avaliados, pode-se os alcaloidmsotarpeno
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inddlicos vallesiachotamina lactonalj, E-vallesiachotaminal@) e Z-
vallesiachotaminal@) que inibiram a atividade da enzima AchE em
45,32 %, 47,03 % e 63 %, respectivamente. Estedoaes também
foram identificados nas espécigsstenocalye P. suterella discutidas
no presente trabalho.

A partir dos experimentos realizados pode-se obsgue, apesar
dos extratos brutos e fracdes alcaloidicas dasciespBsychotria
stenocalyxe Psychotria suterellaterem apresentado em geral uma
inibicdo enzimatica relevante, ainda é considetada atividade pouco
promissora. Por outro lado, considerando que saenirale extratos e
fracbes devem ser desenvolvidos mais testes camnogostos isolados
que podem apresentar potenciais inibitérios mdevaates para esta
enzima.

5.1.4. Atividade antimicrobiana

Vérias espécies de bactérias ja foram identificadamo
causadoras de infec¢des, como hospitalares, aguem que elas sejam
alvos de pesquisas de interesse na area médidaaciériasE. coli, S.
aureus e P. aeruginosasdo exemplos de organismos amplamente
estudados por sua patogenicidade, responsaveidiysos tipos de
infecgbes [148]. Os indices cada vez maiores distéesia destas
bactérias frente as substéncias testadas, aumedtamais a demanda
de novas substancias ativas e com baixa toxicidade.

Assim como as bactérias, os fungos também sdo aeder
relevancia no que tange as infec¢bes hospitaliess Estados Unidos,
hospitais com sistema de vigilancia operante matiim espécies de
Candidacomo sendo o 6° patdgeno nosocomial (infeccaoitatap e a
42 causa mais comum de infec¢des de corrente saag@idquiridas em
hospitais. A alta incidéncia de infec¢des hospisl@ausadas por fungos
e bactérias resistentes justifica a preocupacéosea de substancias que
possam auxiliar no seu combate e/ou tratamento.

Atividade inibitéria do crescimento bacteriano

O método utilizado para a avaliacdo da atividadibacteriana foi
a determinacdo da concentracao inibitéria minim&jCdefinida como
a menor concentracdo de substrato capaz de inibirescimento
bacteriano. Este ensaio utiliza a quantificacdatdedade das enzimas
desidrogenases presentes nos processos respgatdsitecidos. Durante
a respiracdo celular, ocorre a liberacdo de iotiodpenio que reagem
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com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC) flaando uma substéncia
de cor vermelha e insolavel, denominada de formgd&®, 150]
evidenciando a presenca de bactérias viaveis.

/@ NH
N‘/
\ N/N
NADH NAD*
TTC Formazan

(branco) (cristais vermelhos)

Figura 11. Esquema da reagédo do TCC (branco) prodirzdo o formazan
(cristais vermelhos) em meio enzimatico

Os extratos e fracdes das espéflestenocalyxe P. suterella
foram usados para avaliar as atividades inibitodas crescimento
bacteriano e as concentrac¢des inibitdrias mining&s rmostradas na
Tabela 7.

Tabela 7. Valores de CIM para extratos e fragdes ddolhas deP. stenocalye
P. suterellacontra trés bactérias

Amostras / CIM (ug.mL?)
bactérias S. aureus Escherichia coli P. aeruginosa
<y EB > 1000 > 1000 > 1000
< INS > 1000 > 1000 > 1000
e FH > 1000 1000 > 1000
% FAE > 1000 > 1000 > 1000
0 FRA > 1000 > 1000 1000
FAq > 1000 > 1000 > 1000
oy EB > 1000 > 1000 > 1000
g INS > 1000 > 1000 > 1000
5 FAE > 1000 > 1000 > 1000
@ FRA 1000 > 1000 1000
o FAq > 1000 > 1000 > 1000
Gentamicina 2,5 - 0,156

Para a classificagdo da atividade antibacterianaexteatos e
fracbes vegetais € utilizado o critério propostor pdachado e
colaboradores 2005 [151], onde as amostras queeaytaen valores de
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concentracdo inibitéria minima (CIM) abaixo de {@.mL! sdo
classificados com atividade excelente, CIM entre I@O0ug.mL* com
atividade boa, CIM entre 100 e 50.mL* com atividade moderada,
CIM entre 500 e 100Ag.mL! com atividade fraca e CIM acima de 1000
pg.mL?t inativos.

Para a espéciB. stenocalyxapenas a fragdo hexano apresentou
atividade contra a bactéria coli e a fracdo rica em alcaloides contra a
bactériaP. aeruginosaporém ambas consideradas atividades fracas de
acordo com o critério supracitado. Para a esgécmuterellaapenas a
fracdo rica em alcaloides apresentou atividade éamdonsiderada fraca
contra as bactérids. coli e P. aeruginosaTodas as demais amostras
foram consideradas inativas contra todas as bastgrdis apresentaram
valores de CIM maiores do que 100@mL™.

Na literatura foi reportada atividade antibacteaiatas fracoes
polares do extrato da espédtsychotria reevesicontra as bactérias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosagl@higpnneie
Shigella flexneriatribuidas ao alto nivel de taninos condensadoénp
estas fragOes foram inativas conta. &oli[75].

Liu e colaboradores (2016) [73] reportaram umarngetatividade
inibitéria do crescimento da bactéEacolipara o alcaloide monoterpeno
inddlico 16,17,19,20-tetrahidro—2,16—dehidro—18xd&smestriquinina
(63), isolado da fracdo alcaloidica do estrato bruas dolhas de
Psychotria piliferacom CIM 0,781 pg.nmk

Atividade inibitéria do crescimento flingico

Os extratos brutos das espédestenocalyxe P. suterellaforam
avaliadas quanto as suas atividades antifungicas peétodo
colorimétrico do MTT. Neste método o MTT é metabatio na
mitocdndria do micro-organismo durante a respiraghiaar produzindo
o formazan de que absorve em 530 nm sendo medido em
espectrofotbmetro (Figura 12).
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Figura 12. Esquema da reac¢do do MTT (amarelo) prodiindo o formazan
(cristais parpura) em meio enzimatico

Os extratos brutos d& stenocalyeP. suterellaforam submetidos
a uma triagem onde foram avaliadas as porcentagerinibicdo do
crescimento flingicos na concentracdo 500 pg.mConforme os
resultados apresentados na Tabela 8, 0 extrato loiautespécieP.
stenocalyxapresentou inibicdo contra os micro-organis@oalbicans
C. tropicalise Paracoccidioides brasiliensi®b 18 nos valores de 8,7
%, 64,9 % e 100 %, respectivamente. Para o exttat@spécieP.
suterellafoi observada inibicdo contra os micro-organisfokruse]j C.
tropicalis e PB 18nos valores de 15,7 %, 56,8 % e 100 %. Para antest
dos micro-organismos néo foi observada inibicAmdseos extratos
considerados inativos.

Tabela 8. Porcentagens de inibicao dos extratos kins deP. stenocaly»e P.
suterellacontra leveduras patogénicas

amostras P. stenocalyXx  P. suterell@ Itraconazol®
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

3As amostras foram testadas na concentracdo dego@-2. PFarmaco de
referéncia, utilizado na concentracdo dey@snL .

107



Ambos os extratos brutos foram considerados atoadra o
micro-organismdP. brasiliensis pois apresentaram valor de inibicdo do
crescimento microbiano maior que 70% e foram sudo®et a
determinacao da Concentracgédo Inibitéria Minima (CI®1 extrato bruto
deP. stenocalyxapresentou valor de CIM de 250 pg:fri 0 extrato de
P. suterellaapresentou valor de CIM de 500 pg:mL

De acordo com o critério proposto por Rios e REM5) [152],
extratos vegetais cujo valor de CIM for abaixo @dug.mL? séo
considerados ativos e abaixo de 1@PmL?! sdo considerados muito
potentes. Desta forma os extratos bruto® dstenocalye P. suterella
foram considerados ativos contra o micro-organigindrasiliensise
inativos contra os demais.

Giang e colaboradores (2007) [75] reportaram gegti@to bruto
e fracBes polares desychotria reevesiforam considerados inativos
contra os micro-organism@andida albican® Candida stellatoides.

Foi reportada na literatura a atividade do extra&ganodlico de
Psychotria spectabiliscontra os micro-organismo£ladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospernatiibbuidos a presenca
de cumarinas, diterpenos e flavonoides bioativas [7

De uma maneira geral, os resultados demonstrararogjextratos
deP. stenocalyx P. suterellando sao foram considerados ativos contra
0s micro-organismos de bactérias e fundos testallssatividades
reportadas na literatura para espécies do géneemnfatribuidas a
presenca de taninos condensados, diterpenos, camarilavonoides.

5.1.5. Atividade anti-inflamatéria

A inflamacg&o é um evento defensivo complexo defiridmo a
reacdo local que envolve o reconhecimento do agmntdo estimulo
lesivo (fisico, quimico ou provocado por micro-origanos) para sua
posterior destruicéo e recomposicdo dos tecidas egzes, formacgéo de
um novo tecido. O reconhecimento desencadeia aacatv e a
amplificacdo do sistema imune resultando na atvatg células e na
liberacdo de diversos mediadores inflamatoériossgioeresponsaveis pela
vasodilatacdo, extravasamento de liquido e migrdedeucaocitos [153].
O aspecto macroscépico do tecido inflamado é eaiaatio por cinco
sinais: calor, rubor, dor, edema e perda funcional.

Para enfrentar a invasdo de um agente inflamatddoganismo
pode recorrer a varias respostas de defesa erszagao destas constitui
a reacao inflamatoria/imunolégica. Um dos eventisdis da resposta
imune inata consiste na atuacao dos leucdcitodr@fibns e monécitos)
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no tecido inflamado, através da fagocitose do agemtsor. Este evento
inicia-se com a aderéncia destes leucdcitos aot@imeascular com
posterior migracdo destes para o local onde sengacw agente invasor,
processo chamado de diapedese. Em seguida, ositesad englobam
formando uma “bolha” chamada fagossomo. Os nelasdfiossuem
granulos (organelas) chamados lisossomos que comdtre outras
substancias, a enzima mieloperoxidase, que catediagdes para a
formacdo de compostos bactericidas. Estes lisossdnsionam-se ao
fagossomo liberando seu contetdo que inclui a enmiieloperoxidase
[153].

Foram testados os extratos brutos das esp@cigenocalyx P.
suterellanas doses de 100, 200 e 400 mg.¢tg camundongos utilizando
0 modelo da pleurisia induzida pela carrageninsavis deste modelo
foram feitas as quantificagfes de leucocitos t@aientagem diferencial
entre polimorfonucleares e mononucleares nas aasoste lavado
pleural.

Os resultados obtidos séo apresentados na FiguparE3o extrato
bruto deP. stenocalyxe na Figura 14, para o extrato brutd’deuterella
Nos gréficos, a barra em cinza-claro representaogcontrole, animais
pré-tratados com salina intraperitoneal (i.p.) [0,&8ntes da inducéo da
pleurisia com salinaS); a barra em cinza-escuro representa o controle
negativo, animais tratados com salina i.p. 0,5 tesada inducdo da
pleurisia com a carragenin@d); a barra com preenchimento pontilhado
representa 0 grupo controle positivo, animais m@Etatdos com
dexametasona i.p. 0,5 mgkgantes da inducdo da pleurisia com
carragenina Mex) e as barras brancas representam 0S grupos
experimentais, animais pré-tratados com os extriatos das dé.
stenocalye P. suterellai.p. nas doses de 100, 200 e 400 mé.&gtes
da inducéo da pleurisia com a carragenina.

Em relagdo a migragéo celular, os extratos bruagsedpécieB.
stenocalyxe P. suterellareduziram significativamente a migracéo total
de leucdcitos para a cavidade pleural dos aninesiados com uma
solugéo de carragenina a 1% em todas as dosedaesta

O extrato dd°. stenocaly:apresentou melhor inibicdo na dose 200
mg.kg! com reducdo de 57,1 % * 5,2 (p < 0,001) na migradé&
leucdcitos (Figura 13a). Esta reducdo foi devidaindicdo de
polimorfonucleares, cuja porcentagem foi de 57,8 %1 (p < 0,01) na
dose 200 mg.k§(Figura 13b). Como esperado, 0 grupo controleiposi
que foi pré-tratado com dexametasona 0,5 my.kgmbém reduziu a
migracao de leucdcitos em 62,1 % + 2,7 (p < 0,084yido a inibicdo de
polimorfonucleares em 63,4 % + 2,7 (p < 0,001) Figl3a).
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O extrato deP. suterellaapresentou melhor inibicdo na dose 400
mg.kg! com reducdo na migracdo de leucdcitos de 64,7 3@ 4p <
0,001) e, na dose de 200 mgkgle 63,4 % + 4,8 (p < 0,001) (Figura
14a). Esta reducéo foi devida a inibicdo polimoufdaares em 56,9 % +
6,9 e 64,8 % * 48 (p < 0,01 ) nas doses 400 e @Akg?,
respectivamente (Figura 14b). O grupo controletposique foi pré-
tratado com dexametasona 0,5 mg.,kiambém reduziu a migracédo de
leucécitos em 62,1 % + 2,7 (p < 0,001), devido &i¢gdo de
polimorfonucleares em 91,3 % + 2,2 (p < 0,001) Figl4a).

A formacgdo de exsudato foi significativamente redazpelo
extrato bruto deP. stenocalyxapenas na dose de 400 mdikguja
inibicdo foi de 30,1 % + 6,7 (p < 0,01) (Figura L3como esperado, 0
grupo controle positivo pré-tratado com dexametasorb mg.kg
também mostrou reducao da formacéo de exsudaténdoigéo de 43,1
% + 1,6 (p < 0,001) (Figura 13c).

A formacao de exsudato ndo foi significativameeuzida pelo
extrato bruto dé°. suterella(p > 0,05 em qualquer das doses testadas)
(Figura 14c). Este resultado mostra que, nas destmlas, este extrato
nao tem capacidade para inibir o extravazamentdiuigo para a
cavidade pleural dos camundongos testados comgeaire. Embora
tenha sido relatado [32] que o extrato brutoPdesuterellapode ter
atividade inibitéria sobre a formacéo de éxidoicdtin vitro e este gas
soluvel esta intimamente relacionado com a formdedexsudato, outros
mediadores inflamatorios, tais como prostanoidespbém podem
desempenhar um papel central na formacdo de exs{id]. Como
esperado, a dexametasona, na dose de 0,5 fgkgu a formacdo de
exsudato na cavidade pleural de forma significatorm inibicao de 43,1
% + 1,6 (p < 0,01) (Figura 14a).

Moraes e colaboradores (2011) [32] estudaram @atestbrutos
das folhas de dez espéciePdgchotriae demonstraram que o extrato de
P. suterellafoi 0 mais eficiente em inibir a producéo de éxidtrico em
macro6fagos obtendo um valor des@3e 4,09 pg.mt. Ao ser avaliada
guanto a capacidade sequestrante de radicais, lasts espécie nao se
mostrou muito eficaz sugerindo que a atividadetihila de NO néo esta
relacionada a eliminacdo de NO gerado, mas sinddeviuma inibi¢cdo
especifica da atividade ou expressao da enzima Giitdco sintetase
isoforma indutivel, INOS.

110



#it#

Hkk

Leucécitos (x106ImL)
£
i
Polimorfonucleares (x106ImL)
£
i

b
#H
6-
*kk
*kk Fkk
Kkk -
24
ol C— .
S Cg 00

S Cg  Dex 100 200 400 Dex 1 200 400

Psychotria stenocalyx Psychotria stenocalyx

(mg/kg, i.p.) (mg/kg, i.p.)

151

Cc

g Hit#
D 104
2
o ok
ug
(4 ek
3 .
7]
x
]

0d =

S Cg Dex 100 200 400
Psychotria stenocalyx
(mg/kg, i.p.)

Figura 13. Efeito do extrato bruto das folhas désychotria stenocalyx100-400
mg.kg?) quanto a (a) migracgéo de leucdcitos, (b) migracade
polimorfonucleares e (c) concentragédo de exsudataando administrado por
via intraperitoneal 0,5 h antes da indugdo da pleusia com carragenina em
camundongos.

S: grupo controle, animais pré-tratados com satit@peritoneal (i.p.) 0,5 h
antes da inducdo da pleurisia com sali@g; controle negativo, animais
tratados com salina i.p. 0,5 h antes da inducgmedaisia com a carragenina;
Dex controle positivo, animais pré-tratados com dex@sona i.p. 0,5
mg.kg' antes da inducdo da pleurisia com carrageniPsychotria
stenocalyx grupos experimentais, animais pré-tratados caxti@to bruto
de P. stenocalyx.p. nas doses de 100 — 400 md.kantes da inducéo da
pleurisia com carragenina. Os resultados sao esggesn como as médias +
EPM. N = 6 animais/grupo.

** p < 0,01 em comparagédo com o grupo Cg
***p < 0,001 em comparagdo com o grupo Cg

### p < 0,001 em comparagdo com 0 grupo S
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Figura 14. Efeito do extrato bruto das folhas d&sychotria suterellg100-400
mg.kg?) quanto a (a) migracgéo de leucécitos, (b) migracade
polimorfonucleares e (c) concentragédo de exsudataando administrado por
via intraperitoneal 0,5 h antes da indugdo da pleusia com carragenina em
camundongos.

S: grupo controle, animais pré-tratados com satit@peritoneal (i.p.) 0,5 h
antes da induc@o da pleurisia com sali@g; controle negativo, animais
tratados com salina i.p. 0,5 h antes da inducgmelaisia com a carragenina;
Dex controle positivo, animais pré-tratados com dex@sona i.p. 0,5
mg.kg! antes da induc&o da pleurisia com carragefsgchotria suterella
grupos experimentais, animais pré-tratados com toatex bruto deP.
suterellai.p. nas doses de 100 — 400 mg-lkamtes da inducéo da pleurisia
com carragenina. Os resultados sdo expressos emamédias + EPM. N
= 6 animais/grupo.

** p < 0,01 em comparagédo com o grupo Cg
***p < 0,001 em comparagdo com o grupo Cg

### p < 0,001 em comparagdo com 0 grupo S
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Nascimento e colaboradores (2007) [25] e Gregiareni
colaboradores (2003) [26] mencionaram que o aldalbrachicerinary,
um alcaloide monoterpeno indélico presente no extreuto das folhas
de Psychotria brachyceras mostrou atividade anti-inflamatéria
especifica em testes de migracéo de leucécitosers por meio de um
ensaio de quimiotaxia (F. Farias & A. T. Henriquelsdos néo
publicados). O alcaloide monoterpeno indélico bizaina ) é bastante
peculiar, pois é possivelmente derivado de 10-cep+loganina,
diferentemente de todos os alcaloides monoterpelidicos isolados das
espécies estudadas no presente trabalho que séeadder da
secologanina, para os quais ndo foram reportadeslagies anti-
inflamatédrias até o presente momento.

Iniyavan e colaboradores 2011 [28] reportaram uatkigdo de
73,54 % na inflamacéo induzida pela carragenina @axtrato dos frutos
de Psychotria nilgiriensisPorém, para esta espécie ndo foi reportada a
presenca de alcaloides.

Com base nos resultados obtidos, pode-se consideeros
extratos brutos de ambas as espécies se mostrararirtibidores do
processo inflamatério nos modelos estudados, sgnel@ melhor dose
para ambos foi de 400 mg:kguma vez que esta dose foi capaz de inibir
a migracao celular e a formacéo de exsudato dedesmda pelo agente
flogistico neste modelo de pleurisia. Por outrajatbnsiderando que
testes com extratos brutos séo de carater prelindese-se incentivar o
desenvolvimento de ensaios mais detalhados envdyespecialmente,
as fracBes acetato de etila e alcaloidica das iesg&cstenocalye P.
suterella pois estas apresentaram melhores resultados esiss t
antioxidantes.
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5.2. Estudo fitoquimico das fra¢Bes alcaloidicas utilizzdo
técnicas hifenadas com HPLC

Esta etapa do trabalho foi executada com a apticdgé&écnica
HPLC-SPE-NMR, que apresenta uma unidade de extemdase soélida
automatizada (SPE) entre o equipamento de HPLEspectrémetro de
NMR. Esta técnica apresenta a etapa de isolamgapping), onde sao
feitas sucessivas separacfes cromatogréaficasantiiz solventes néo
deuterados e os picos de interesse sdo capturadmscentrados nos
respectivos cartuchos de SPE. Na etapa seguintee)xsfmtadas as
eluicbes dos analito dos cartuchos para os mimstute NMR com
solventes deuterados para serem adquiridos ostespes Figura 15
esquematiza as etapas de isolamento e eluicdo idos para os
microtubos de NMR.
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Figura 15. Esquema das etapas de (1) isolament@pping, e (2) transferéncia
para os microtubos de NMR (imagem adaptada [107])

Para a elucidagdo estrutural dos alcaloides isslafitmam
utilizados espectros de massas de alta resolug@ecteos de ressonancia
magnética nuclear uni e bidimensionais e comparagio dados da
literatura através d8cifindef. A seguir serdo discutidas, de forma mais
detalhada, as separac¢es cromatograficas, os &utlasre as elucidacbes
estruturais dos alcaloides das espéeiabiytidocarpae P. suterellaEm
seguida serd feito um estudo fitoquimico compasgior HPLC-HRMS
envolvendo fracfes alcaloidicas das espétidsytidocarpaP. suterella
e P. stenocalyx
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5.2.1. Isolamento e elucidacéo estrutural dos alcaloidea d
fracdo alcaloidica da espécie Psychotria rhytidogar através de
HPLC-HRMS-SPE-ttNMR

A amostra foi preparada dissolvendo-se 71,0 mgaddd rica em
alcaloides dé. rhytidocarpaem 1,0 mL de metanol e filtrada utilizando
microfiltro de nylon de 13 mm de diametro e Q6 de poro. Antes de
iniciar o procedimento de isolamento foi feita enitacdo do método de
separacdo em equipamento HPLC Agilent serie 12fizando uma
coluna Gs (Phenomenex, 150 x 4,6 mm, 5um, 100 A) mantida 2C4
O solvente aquoso, A, consistiu de 95 %0H 5 % MeCN e o solvente
organico, B, de 5 % ¥ + 95 % MeCN, ambos acidificados com 0,1 %
de acido férmico (v/v). O fluxo foi mantido em Qvi..minuto?, volume
de injecdo de 15 pL. Inicialmente foi aplicado uétedo exploratério de
0-100 %B em 60 minutos. O método otimizado inicseuecom 10 %B,
aumentando em gradiente até 100 %B no minuto 3btemdo-se por 5
minutos. No minuto 41 reduziu-se a 10 %B e mansevper 10 minutos
para recondicionamento da coluna.

O método otimizado foi reproduzido no equipameregdPLC-
HRMS-SPE-ttNMR, utilizando método de ionizaglectrospray- ESI
em modo positivo e em analisador de massas powtempoo {ime of
flight — TOF), em uma analigge-trappingpara serem programados 0s
picos a serem isolados através do méttli@shold aplicado aos
cromatogramas a 254 nm ou 280 nm de acordo concessidade. O
métodothresholdconsiste em estabelecer limites de absorbancias, em
diferentes intervalos de tempo no cromatogramae ¢@w coletados os
picos assim que ultrapassarem este limite. Em dagséio executadas
dez sucessivas separagdes nas quais 0s picosatis vao sendo
coletados e concentrados nos respectivos cartagh8&E previamente
condicionados com 500 pL de acetonitrila seguidb@feuL de HO. A
Figura 16 apresenta o cromatograma da separacésidext 254nm
identificando os picos isolados através de nameros.
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Figura 16. Cromatograma extraido a 254 nm da sepacéio executada na fracédo
rica em alcaloides do extrato bruto deP. rhytidocarpaatravés da técnica
hifenada HPLC-HRMS-SPE+{tNMR

O cromatograma total (TIC tetal ion chromatograne UV/VIS)
foi analisado através do softwd&| COMPASS — Data Analygi2 da
Bruker. De cada pico do cromatograma foi extraigspectro de massas
de alta resolucéo do qual foram obtidas as respsathassas exatas. Foi
obtido do proprio software as formulas moleculares os respectivos
erros entre massa calculada e obtida experimentg#mEoram feitas
buscas na literatura através @zifindef utilizando as férmulas
moleculares obtidas e refinando os resultados dbesca com
fragmentos da molécula identificados pelos espectedNMR.

Analisando a regido de campo baixo dos espectrbivie de'H
dos compostos isolados foi possivel observar, elosteles, um padréo
de dois dupletos seguidos de dois tripletos queca#acteristicos dos
hidrogénios aromaticos do anel benzénico do grodol ipresente nos
alcaloides monoterpeno inddlicos, na por¢éo doadstpuproveniente da
triptamina, conforme mostrado na Figura 17.
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pico 1
pico 2

pico 3
pico 4
pico 5

= .
NH, 3
= i &
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Figura 17. Sobreposicdo dos espectros de NMR dos picos isolados de.
rhytidocarpapor HPLC-SPE. (as letras indicadas proximas aos @bs referem-se
as multiplicidades dos sinais, sendo d=dupleto, qugrteto, s=simpleto e

t=tipleto)
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Também apresentaram sinais que indicam a presang@cio do
iridoide secologanina, como um simpleto em campxolr@os espectros
de todos os picos, um duplo-tripleto e dois dugletws picos de 1 a 5 ou
um quarteto e um dupleto nos picos 6 e 7, confaeré discutido a
seguir, evidenciando que todos eles sdo alcaldidégo monoterpeno
indolicos. Os estudos de elucidagédo estruturalnfonaiciados pelos
compostos majoritarios devido a qualidade supddsrespectros obtidos
e para que seus espectros auxiliem na elucidag@midoritarios.

Elucidacéo estrutural do pico 4

O pico 4 foi coletado através do modo HPLC-SPEntervalo de
20,3 a 21,0 min. O espectro de massas de altaigdsohpresentou um
ion quasi-molecular emm/z 499,2083 calculado para [M+H]
CaeH31N20g* (499,2075 com erro de 1,6 ppm). O espectro de UV
apresentou trés bandas com comprimentos de ondaosaam 224, 280
e 350 nm. Os espectros de UV e de massas de afthig&o séo
apresentados no Apéndice 1 e Apéndice 2, resperivie. Somente este
pico foi coletado em quantidade suficiente paratger um espectro de
NMR de'3C, no qual foi confirmado o nimero de carbonos nkaula
devido a presenca de 26 picos bem definidos (Apér8ji Dos carbonos
hidrogenados, o espectro de correlagdo bidimensit®@C mostrou a
presenca de 5 sinais de carbonos do tippédidais 15 sinais de carbonos
hidrogenados do tipo CH (Apéndice 4).

No espectro de NMR déH, disponivel no Apéndice 5, fica
evidente o padrao de sistema de anel indélico ammdlpletos largos
centrados ening 7,38 edH12 7,33 ppm com constantes de acoplamentos
de Jo.10 = 7,7 eJi112 = 8,1 Hz atribuidos aos hidrogénios arométicos
ligados aos carbonos C9 e C12, respectivamenesemando constantes
de acoplamento do tipmto com os duplo-dupletos duplos centrados em
dH1o 7,00 edn11 7,08 ppm, atribuidos aos hidrogénios ligados alis €
C11 que, por sua vez, apresentam constantes dameoypo do tip@rto
Ji0-11= 7,0 Hz e do tipo meta no valor &@-12= 0,8 Hz eJg.11 = 1,0 Hz.
Esses acoplamentos foram atribuidos com base rotespe correlacdo
homonuclear bidimensional H-H, COSY, disponivel Agéndice 6.
Através do espectro de correlagdo HSQC foi possividuir os sinais
dos carbonos C9, C10, C11 e C12 como sésslb18,8,6c10120,3,6c11
122,6 edc12112,4 ppm, respectivamente.

No espectro HSQC foram observados dois sinais dmowas
metilénicos endcs 44,89 edcs 22,26 ppm atribuidos, respectivamente,
aos C5 e C6 provenientes da porcao triptamina décora, assim como
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seus respectivos pares de hidrogénios. AnalisandelSQC foi
identificado um duplo-dupleto duplo centrado &g, 3,08 ppm e um
duplo-dupleto centrado ebms, 4,94 ppm, com acoplamento geminal de
Jsasb = 12,6 Hz correlacionados ao sinal do C5. Paraa do C6 foi
identificado um duplo-dupleto centrado @msa 2,67 ppm acoplado ao
multipleto centrado enduen 2,94 ppm comleasp = 13,4 Hz. Estes
hidrogénios metilénicos apresentam acoplamentosigdsa.ca= 4,6 Hz,
Jsa-6b= 12,2 Hz €Jsp6b= 5,7 Hz confirmados no espectro COSY. Nao foi
observado acoplamento entre os hidrogénig® k., 0 que pode indicar
um angulo muito préximo de 90° entre as ligacdedsce C—H, de
acordo com o diagrama de Karplus [155]. Os sinaisted hidrogénios
metilénicos apresentam um comportamento coinciderteum padréo
de multiplicidades esperado para um sistema AA'BB'tipo gauche
estrelado. A proximidade com o nitrogénio N4 promouma
desblindagem pelo efeito indutivo no carbono CS5nmassomo nos
hidrogénios H. e Hs,, porém a diferenca de deslocamentos quimicos
entre estes hidrogénios pode ser explicada peito efa anisotropia
diamagnética da carbonila C22 [156] que causa wshliddagem no
hidrogénio H5b (Figura 18a), associado ao efeitthigarconjugacéo,
doacdo eletrénica do orbital>spéo ligante do nitrogénio N4 para o
orbital antiligante ¢*~LUMO) da ligacdo C-Hk, estando estes em
posicdoanti entre si, resultando em uma blindagem neste hidiiog
[157] (Figura 18b).

Hsp Ce
a.
(0]
(|322 Cs o*
LUMO
C1 5 H5a

Gauche

Figura 18. Esquema que mostra (a) a proximidade dd5a com a carbonila C22
e (b) o efeito de doacéo eletrdnica do par isoladio orbital sp® do nitrogénio N4
para o orbital molecular antiligante (LUMO — ¢*) da ligagdo C5-H5a

O espectro bidimensional COSY mostrou uma correlagé
hidrogénio H, com um multipleto centrado edas 5,04 ppm, sinal de
hidrogénio ligado ao carboriizs 55,24 ppm de acordo com o HSQC,
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atribuido ao C3. Este hidrogénio H3 também apresecbrrelagdo no
COSY com o duplo-dupleto duplo centrado &itua 2,03 ppm Jz-14a =

5,1 Hz) e com o duplo-dupleto dupdgias 2,45 ppm Jz-140 = 2,0 Hz),
ambos ligados ao metileno é@ws 27,49 ppm no HSQC e apresentando
acoplamento gemindisa-14b= 14,0 Hz.

Através das constantes de acoplamentos e com a ajad
simulagdes utilizando o software FOMSC3 foi podsipmpor as
multiplicidades para o H3 como sendo duplo-dupiiefplo e para o H6b
como sendo duplo-duplo-dupleto duplo. A Figurar@atra os espectros
simulados em comparacdo com as regibes ampliadagspectro
experimental para o multipleto atribuido ao H3 Egura 19b mostra a
comparacédo para os multipletos sobrepostos H6id&A triptamina e

0 H2' da glicose.

(W‘J\J'\
a. / \
/ \
/ \
J/ “
/ \
/ \
/S AN
- S
T ey
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
experimentais simulados

H2 Héb

J1=9Hz J1=128Hz
J2=81Hz J2=128Hz
J3=6,5Hz
f J4=2,7Hz

‘ | |

2975 2.950 2.925 2.975 2.950 2.925
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Figura 19. Comparacao entre os multipletos obtidosxperimentalmente para o

sinal do hidrogénio (a) H3 e os sinais hidrogéniabrepostos (b) H2'/H6b e os

simulados através do software FOMSC3 (pico 4 isoladda fracéo alcaloidica de
P. rhytidocarpg
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Na regido de campo baixo do espectro de NMR-debserva-se
outro grupo de sinais que é caracteristico da pose&ologanina nos
alcaloides monoterpeno inddlicos, que no espedtimbnsional HSQC
correspondem aos sinaisiz 149,29 ppmocis 120,67 ppm éc10 134,48
ppm, atribuidos aos carbonos C17, C18, C19. O dpahio H17 apresenta
um dupleto centrado ebmiz 7,37 ppm di7.15= 2,4 Hz). Os hidrogénios
do grupo alceno terminal H18a, H18b e H19 apresentaespectro um
grupo de sinais coincidente com o esperado parpadréo ABX. Para
este grupo alceno séo observados os duplo-dugetdsados endrisa
5,32 €dH1s 5,37 ppm, com acoplamento do tipo geminal@gisn= 1,6
Hz e acoplamentos do tipo vicira$ comJiga-19= 10,1 Hz e vicinalrans
comJigp-19= 17,1 Hz,e um duplo-dupleto duplo centrado éms 5,65
ppm, apresentando acoplamentoJadex = 10,0 Hz com seu vizinho
hidrogénio metinico H20.

O multipleto atribuido ao hidrogénio H20 apresesgano espectro
sobreposto com o sinal do H6a e est4 centraddsem?2,69 ppm
acoplando, além do H19, com o dupleto centradéienb,40 ppm Joo-
21 = 1,7 Hz) atribuido ao H21 e com o multipleto cadd emdyis 2,79
ppm J20-15= 5,4 Hz) atribuido ao H15. O espectro bidimersi@OSY
confirmou os acoplamentos supracitados sendo isptersalientar que
também confirmou o acoplamento de longa distanctam 4J, do
hidrogénio alilico H15 com o olefinico H17 (dupletwmJ;s.iz= 2,4 Hz).

Apobs a simulacao através do FOMSC3 foi possividlatrao sinal
do hidrogénio H15 a multiplicidade de duplo-duplgtito duplo com
oS acoplamentoﬂ;ls.u: 2,4 HZ,J14b.15: 4,6 HZ,J15.2(): 5,4 Hz eJi4a-15
= 13,8 Hz. De acordo com o diagrama de Karplus,agwplamento
vicinal proximo de 14 Hz sugere um angulo diedritoqréximo de 180°
entre os hidrogénios H15 e H14a. A Figura 20a raasim comparativo
dos espectros simulados, utilizando as constamescdplamento dos
hidrogénios vizinhos, para os sinais dos hidrogehib5 e a Figura 20b
mostra esta comparacgéo para o sinal do hidrogé2osdbreposto com
0 H6a em relacdo as respectivas regibes do espexperimentais
ampliados.

No espectro de NMR dél foi observado um dupleto centrado em
dHr 4,58 ppm com constante de acoplamentaldge = 8,0 Hz, no
espectro bidimensional HSQC apresentou correlagéo @ sinaldcy
100,65 ppm. Estes deslocamentos quimicos sé@o edsticos de CH
anomérico em acglcar e uma constante de acoplantipita de -
glicosideo, ou seja, apresenta acoplamento d@fiad-axial entre H1'—
H2'. Os espectros de correlacdo bidimensional amdique estel-
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glicosideo esta ligado ao alcaloide através do (824 98,23 ppm)
devido a correlacdo matua C21-H1’ e C1'-H21 no HMB@éndice 7)
e H21-H1' no NOESY (Apéndice 8). O H2' foi atriboicao duplo-
dupleto centrado endn» 2,97 ppm devido a correlagdo H1'-H2'
encontrada nos espectros COSY, NOESY e C1'-H2' M&8.

H20 H6a

J1=95Hz J1=14,9 Hz
J2=59Hz J2=5Hz
J3=1,6Hz

[ ]
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/\_// ‘\ |
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experimentais simulados
H15
J1=13,7Hz
J2=5Hz
J3=5Hz
J4=23Hz
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Figura 20. Comparacao entre os multipletos obtidosxperimentalmente para os
sinais de hidrogénios sobrepostos (a) H20/H6a e sinal do (b) H15 e os
simulados através do software FOMSC3 (pico 4 isoladda fracdo alcaloidica de
P. rhytidocarpa

O sinal do H2’ apresenta correlacdo no HMBC comsimal de
carbono préximo déc 78 ppm. No espectro HSQC os sinais de carbonos

122



dc 78,35 &d¢c 78,09 ppm apresentam-se correlacionados a umphetdti
centrado emdy 3,26 ppm com integral relativa a dois hidrogénios
sobrepostos. Nos espectros bidimensionais COSY &NOfoi
observada correlacdo deste multipleto com os sihass hidrogénios
hidroximetilicos presentes na glicose, o duplo-eigptentrado ewea
3,63 edneb 3,86 com acoplamento geminal dig.eb = 11,9 Hz. Estas
informagdes indicam que o multipleto em questdooEnédo pela
sobreposicao dos sinais atribuidos aos hidrogéi8oe H5' que devem
apresentar multiplicidades duplo-dupleto e duplplele duplo,
respectivamente. A Figura 21 mostra a comparacéi® en espetro
simulado usando o FOMSC3 e o experimental que roofi as
multiplicidades esperadas. A deformac¢do no picoeex@ntal em
relacdo ao simulado é causada pelo chamado “eédfitado”, do inglés
roof effect e pode ser explicada pela proximidade do sinél@a@om os
sinais dos hidrogénios que ele acopla, H2' e H4".

Ap6s a simulacao ficou mais facil identificar quduplo-dupleto
centrado endnz 3,26 ppm atribuido ao H3' apresenta um acoplamento
deJy3 =9,0Hz como H2' 83.4 = 9,1 Hz com o H4’, um duplo-dupleto
centrad®na 3,19 ppm. Para o duplo-dupleto duplo centradogn8,27
ppm atribuido ao H5' foi atribuido o acoplamedios = 9,4 Hz com o
H4’ e os acoplamentdg.e¢a = 5,7 Hz €56 = 2,2 Hz com os hidrogénios
H6’a e H6’b, respectivamente.

HS' H3'

J1=89Hz J1=9,7Hz
J2=89Hz J2=54Hz

T T T R RRRRRRRRI RO T
3.29 3.28 3.27 3.26 3.25 3.24 3.29 3.28 3.27 3.26 3.25 3.24
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

experimental simulado

Figura 21. Comparag&o entre os multipletos obtidosxperimentalmente para os
multipletos sobrepostos H3' e H5' e os simuladosratvés do software FOMSC3
(pico 4 isolado da fragdo alcaloidica dB. rhytidocarpg
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Os sinais dos carbonos nao hidrogenados foranutttab através
do espectro de correlacdo bidimensional HMBC (Apénd7) e
comparacdo com dados na literatura [158]. O sieratatbono endcs
128,84 ppm foi atribuido ao C8 por apresentar tagé® com 0s sinais
dos hidrogénios H10 e H12 cofi. O sinal emdciz 137,91 ppm foi
atribuido ao carbono C13 devido as correlacdes osnsinais dos
hidrogénios H9 e H11 corfd. O sinal emdc2 134,90 ppm apresentou
correlagcdes com os sinais dos hidrogénios H6a e ldam3J, por isso
foi atribuido ao C2. O sinal de carbono &g 110,46 ppm apresentou
correlacdo apenas com o sinal do hidrogénio H6b?daafoi atribuido
ao C7 completando a elucidag&o da porcao triptachinalcaloide. Os
sinais restantes, que devem pertencer a por¢calmganma do alcaloide,
foram os sinais de carbono ewus 109,39 ppm &c22 167,23 ppm. O
primeiro é atribuido ao carbono C16, apresentapdoas a correlagdo
com o H17 comJ, e o segundo é atribuido a carbonila C22 aprasdmta
as correlacdes com os sinais dos hidrogénios HBa.eHH17 todos com
3.

A Figura 22 e a Figura 23 mostram as representadass
correlagbes homonucleares H-H observadas no espg@@BY com os
respectivos valores de constante de acoplamentvéatrde setas
vermelhas assim como as correlacbes mutuas C2leHT1'-H21
observadas no espectro HMBC, confirmando a posiadgqual a glicose
esta ligada ao alcaloide.

Todas as informacdes espectrométricas acima dissutie
comparadas com dados da literatura [45, 158] n&amedUvidas de que
a estrutura do composto isolado como pico 4 sa ttatestrictosamida
(32.

Este alcaloide ja isolado anteriormente em espéeiBsychotria
Na literatura foram encontrados relados da presdest alcaloide, no
géneroPsychotria para as espéci€s bahiensig59], P. laciniata[46],
P. nuda[72], P. pilifera[73], P. prunifolia[74] eP. suterellg[46, 103].

Todos os dados obtidos através da andlise dostempemi e
bidimensionais de NMR d&H e 3C com o auxilio das simulacdes em
FOMSC3 supracitadas foram compilados e sdo mostnaddabela 9.
Os dados da literatura utilizados na comparac¢&io edisponiveis no
Anexo 1 para NMR dé&C e no Anexo 2 para NMR del. No Anexo 5
estd disponivel um diagrama que esquematiza 0s laatemOS
observados nos espectros de NMR bidimensionaigéatide setas para
este composto.
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HMBC

Figura 22. Representacao, através de setas vermedhaas correlages
homonucleares H-H observadas no espectro COSY com @spectivos valores
de constante de acoplamento e, através de setasigzdas correlagfes mituas

C21-H1' e C1'-H21 observadas no espectro HMBC para aglicona da

estrictosamida (32), pico 4 isolado da fracdo alazdica dePsychotria

rhytidocarpa

Figura 23. Representacao, através de setas vermedhaas correlages
homonucleares H-H observadas no espectro COSY com @spectivos valores
de constante de acoplamento parafglicosideo da estrictosamida (32), pico 4

isolado da fragdo alcaloidica d€sychotria rhytidocarpa
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Elucidagéo estrutural do pico 1

O pico 1 foi coletado no intervalo de 7,7 a 7,8.nMnespectro de
massas de alta resolugcdo apresentou um ion qubsittas emm/z
527,2050calculado para [M+H]Cy7H31N2Og* (527,2024 com erro de
4,8 ppm). O espectro de UV apresentou trés barmtascomprimentos
de onda maximos em 247, 303 e 370 nm. Os espeetidy e de massas
de alta resolugcdo sédo apresentados no Apéndice Apéedice 2,
respectivamente. Este pico, assim como os demadsfan isolado em
guantidade suficiente para se obter espectro de N®ARC, portanto os
valores de deslocamento quimico serdo obtidos dgsectros
bidimensionais HSQC e HMBC (Apéndice 9). Estes daddo
coincidentes com os reportados [159] para o aldaltinlosideo F4)
(Figura 24), ja isolado de espéciesRdychotria[46].

Figura 24. Estrutura do alcaloide monoterpeno inddto lialosideo (54), pico 1
isolado da fragcdo alcaloidica dé®. rhytidocarpa

O espectro de NMR d¢l do pico 1 apresenta o padrdo de sistema
de anel inddlico com dois dupletos centrado$gy8,16 edni2 7,59 ppm
(Jo-10 = 7,8 €J1112 = 7,9 Hz), atribuidos aos hidrogénios aromaticos
ligados aos carbonos C9 e C12, respectivamenteiseddplo-dupletos
duplos centrados edaio 7,26 3111 7,55 ppm, atribuidos aos hidrogénios
ligados aos C10 e C11 que, por sua vez, apresectastantes de
acoplamento do tiporto Ji1-12= 7,51 Hz e do tipo meta no valor die-

12 = Jo11 = 0,9 Hz (Apéndice 10). Esses acoplamentos fortailvuados
com base no espectro de correlagdo homonucleandsidional H-H,
COSY (Apéndice 11) e NOESY (Apéndice 12). Atravésedpectro de

128



correlagdo bidimensional HSQC foi possivel atribag sinais dos
carbonos hidrogenados C9 a C12 com os deslocameuiwscosdcy
121,2,6¢10119,3,6c11 128,4 edc12111,4 ppm, respectivamente.

Além do padréo de dois dupletos e dois duplo-dapefioram
observados mais dois dupletoscentrado$gr,21 edne 7,96 ppm com
acoplamento mutuo dis = 5,3 Hz, cujo valor da constante é coerente
com a esperada para este tipo de acoplamento eanelrpiridina [156],
apresentando correlacéo bidimensional no HSQC mosinais endcs
136,2 edcs 112,8 ppm, atribuidos aos hidrogénios ligadosGine C6,
respectivamente. A oxidacdo do anel heterocicliehl, a porcéo
triptamina, estende a aromaticidade de dois pésaatnéis promovendo
uma diminuicdo da blindagem eletrénica dos hidrax£H9, H10, H11
e H12 do anel inddlico em comparacdo com os dadodldR da
estrictosamidal2), pico 4.

Os sinais atribuidos aos hidrogénios ligados adsonas C17,
C18 e C19 da porcdo secologanina sédo faciimentetiidados no
espectro de NMR d¥#H onde se observa um simpleto &my 7,53 ppm
correlacionado ao carboie:7 152,4 ppm no HSQC e um grupo de sinais
coincidente com o esperado para um padrdo ABX uitlib aos
hidrogénios H18a, H18b e H19 do grupo alceno teamPara este grupo
alceno sdo observados os dupletos centradasigav,94 €6u1sn 5,04
ppm, com acoplamento do tipo vicirdd comJigs-19= 10,3 Hz e vicinal
transcomJiga-19= 17,4 Hz,e um duplo-dupleto duplo centrado éms
5,87 ppm. No espectro de correlacdo bidimensio84)E estes sinais de
hidrogénios estao correlacionados aos sinais temasdcis 118,0 cio
133,9 ppm, respectivamente.

O espectro de correlagdo COSY mostra que o sinaHT®
apresenta acoplamento com o duplo-dupleto duplmadbmenbuzo 2,61
ppm com constante dke-20 = 8,5 Hz atribuido ao hidrogénio metinico
H20. O COSY também mostra acoplamento do H20 codupmleto
centrado endrz1 5,73 ppm Jeo21 = 6,4 Hz), atribuido ao H21, e com o
duplo-dupleto centrado ebmis 3,61 ppm Jz0-15= 6,1 Hz), atribuido ao
H15. Para atribuir os sinais dos hidrogénios ligaatmcarbono metilénico
C14 foram observadas, no COSY, duas bandas ddag@mecom o sinal
do H15, um multipleto emM14a 3,29 ppm \6143.14b= 14,1 Hz eliaa15=
13,7 Hz) sobreposto com o sinal do solvente, métddhoe o duplo-
dupleto centrado emhiap 3,56 ppm J14p-15= 6,8 Hz). No HSQC foram
observados os sinais de carbadgs 32,9, 8c20 44,2 €dc21 96,1 ppm
atribuidos aos carbonos C15, C20 e C21, respedivnO sinal do
carbono C14 ndo pode ser atribuido devido a baikensidade do
espectro bidimensional HSQC.
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No espectro bidimensional HMBC, disponivel no Apéed.3, é
possivel observar uma banda de correlacdo entralode carbon@co.
167,6 ppm e o simpletdr2z 3,36 ppm, com integral relativa a trés
hidrogénios no espectro de NMR ¢ atribuidos ao carbono C22 e os
hidrogénios ligados ao C23 do grupo éster metllgado ao carbono
C16. O HSQC mostra que o sinal de hidrogénio HgBasrelacionado
com o sinal de carbonix2: 50,3 ppm. Os deslocamentos quimicos de
dc22167,6 e5c23 50,3 ppm estdo coerentes para o esperado pamupm g
éster metilico, uma vez que para um grupo acetiesgeraria os
deslocamentos quimicés=o ~ 195 ed¢chz ~ 25 ppm [156].

No espectro de NMR dé1 observa-se um dupleto centragig
4,75 ppm com constante de acoplamehte = 7,9 Hz, correlacionado
com 06cr 98,8 ppm no HSQC e com o sinal do H21 no NOESY. Os
deslocamentos quimicos de carbono e hidrogéniasimidos a CH
anomeérico, cuja constante de acoplamento correspantigacaop-
glicosidica e a correlacdo bidimensional mostra gsta glicose esta
ligada ao C21. Os demais sinais de hidrogéniolmoarreferentes a beta-
glicose foram obtidos do espectro de NMR & e do espectro
bidimensional HSQC, respectivamente, e atribuidos dase nos
acoplamentos encontrados no COSY e por comparagd@s dados de
NMR da estrictosamid&8p).

Devido a baixa intensidade dos sinais obtidos npeaso
bidimensional HMBC néo foi possivel atribuir todsssinais de carbonos
ndo hidrogenados. Apesar disto, os dados de NMdRfsuficientes para
confirmar a estrutura do alcaloide monoterpenolinddialosideo $4)
conforme dados da literatura [159].

Van de Santos e colaboradores (2001) ja haviamrteefm a
presenca deste alcaloide na espBcisuterella]103] e, em 2013, Passos
e colaboradores reportaram a presenca deste dicalas espécieR.
suterellae P. laciniata[46].

Todos os dados de NMR foram compilados e sao noustraa
Tabela 10. Os dados da literatura utilizados napeoatdo estao
disponiveis no Anexo 1 para NMR H#€ e no Anexo 2 para NMR dEl.

No Anexo 6 esta disponivel um diagrama que esquzsnais
acoplamentos observados nos espectros de NMR Iridiomais através
de setas para este composto.
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Elucidacgédo estrutural dos picos 6 e 7

O pico 6 foi coletado no intervalo de 36,6 a 37i0.r® espectro
de massas de alta resolugcdo apresentou um iormaksiular erm/z
351,1726¢calculado para [M+H] C1H23N-05" (351,1703 com erro de
6,4 ppm). O pico 7 foi coletado no intervalo del3d,37,4 min e o
espectro de massas de alta resolucdo apresenttmn uuasi-molecular
emm/z351,1716calculado para [M+H] C21H23N205" (351,1703 com
erro de 6,4 ppm). O espectro de UV de ambos apmsenas bandas
com comprimentos de onda maximos em 225 e 290 snes@ectros de
UV e de massas de alta resolugdo sdo apresentaddpémdice 1 e
Apéndice 2, respectivamente. Estes dados séo deirtes com 0s ja
reportados na literatura para os alcaloides mopeter inddlicos
isbmeros E-vallesiachotamina 1¢) e Z-vallesiachotamina 1),
respectivamente, ja isolados de espécidasgehotria[46] (Figura 25).

19%21 o
(o}

18

Figura 25. Estruturas dos alcaloides monoterpeno @6licos isomero<-
vallesiachotamina (12) &-vallesiachotamina (13), picos 6 e 7 isolados dafiéo
alcaloidica deP. rhytidocarpa

O padréo de sinais para um sistema de anel indd@ao dois
dupletos e dois duplo-dupletos duplos, foi obsesvath ambos os
espectros de NMR d#l dos isdmero&/Z-vallesiachotaminal@ e 13).

O espectro do NMR d#l do isdomerde apresentou os dupletos centrados
€Mdng 7,43 12 7,29 ppm Jo-10= 7,8 el11.12 = 8,0 Hz -orto), atribuidos
aos hidrogénios aromaticos ligados aos carbonos eC9C12,
respectivamente, e os duplo-dupletos duplos cergriibnio 7,01 &n11
7,08 ppm, atribuidos aos hidrogénios ligados adse3T11 que, por sua
vez, apresentam constantes de acoplamento muttipadorto Jii-12 =

7,0 Hz e do tipo meta no valor dg11 = 0,8 eJio-12= 0,9 Hz (Apéndice
14).
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Para o isbmer@ pbde-se observar apenas uma pequena diferenca
nos dados do espectro do NMR'Heem relagdo ao isomekn O espectro
mostrou os dupletos centrados &m 7,41 €dn12 7,28 ppm Jo-10=7,9 €
Ji1-12 = 8,0 Hz -orto), atribuidos aos hidrogénios aromaticos ligadas ao
carbonos C9 e C12, respectivamente, e os dupleshsplduplos
centrados enduio 7,00 edn11 7,07 ppm, atribuidos aos hidrogénios
ligados aos C10 e C11 que apresentam acoplamentm md tipoorto
com constantdii-12= 7,1 Hz e do tipo meta no valor dgi1 = Jip.12 =
0,8 Hz (Apéndice 15). Os acoplamentos supracitéatasn confirmados
através dos espectros de correlagdo homonucleendnisional H-H,
COSY e NOESY disponiveis, respectivamente, no Ajgénd6 e
Apéndice 18 para o isbmeEe no Apéndice 17 e Apéndice 19 para o
isbmeroZ.

Através dos espectros de correlacdo bidimensior&DQE de
ambos os isémeros foi possivel observar que osssites carbonos
hidrogenados C9 a C12 apresentaram 0S mesmos S/akbee
deslocamentos quimicos sendi® 117,1,8¢c10 118,4,6c11 120,9 €dc12
110,6 ppm para o para ambos os isbmeros, respaetina (Apéndice 20
e Apéndice 21).

No espectro HSQC de ambos os isdbmeros foram olokenaois
sinais de carbonos metilénicos &g 51,00 e3cs 21,80 ppm atribuidos,
respectivamente, aos C5 e C6 provenientes da pargdamina da
molécula, assim como seus respectivos pares degéitins. No espectro
de NMR de'H do isémercE foi identificado um duplo-dupleto duplo
centrado endxsa 3,73 ppm e um duplo-dupleto duplo centradodass
3,89 ppm, com acoplamento geminalJdgs, = 12,5 Hz atribuidos aos
hidrogénios ligados ao C5. Os hidrogénios do mmetile6 do isomer&
foram identificados como sendo um duplo-dupletolalgentrado em
dHea 2,82 ppm acoplado ao multipleto centradodgeg 2,93 ppm condea-
eb = 14,9 Hz. Estes hidrogénios metilénicos apresergaoplamentos
vicinaista.ea= 3,1, HZ,Jsa.6b= 12,0 HZ,Jsb.5b= 5,2 Hz eJsp6a= 1,3 Hz
confirmados no espectro COSY.

Para isdmerd foram observados, no espectro de NMRHieum
duplo-dupleto duplo centrado émta 3,61 ppm e um duplo-dupleto duplo
centrado enusp 3,83 ppm, com acoplamento geminalgles,= 12,6 Hz
atribuidos aos hidrogénios ligados ao C5. Tambéamfadentificados os
sinais dos hidrogénios do metileno C6 atribuidodwgmo-dupleto duplo
centrado endnea 2,80 ppm acoplado ao multipleto centradodass 2,90
ppm comJsa-sb = 15,0 Hz. Estes hidrogénios metilénicos apresenta
acoplamentos vicinai%a-ea= 3,2, Hz,Jsa-6b= 12,1 HZ,Jspsb= 5,1 Hz €
Jsb-6a= 1,3 Hz confirmados no espectro COSY.
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Os sinais destes hidrogénios metilénicos apresentam
comportamento coincidente com um padrédo de multijaides esperado
para um sistema AA’BB’ do tipo gauche estreladoesgntando alguma
semelhanca com os valores de acoplamentos enocositrach
estrictosamida 32), pico 4. Assim como observado no espectro do
estrictosamida3®), o sinal atribuido ao H6b apresenta quatro cotesa
de acoplamento, podendo a quarta constante sdyuidai a um
acoplamento entre o H3 e o H6b com valoreszde = 2,0 Hz, para o
isdmeroE, e Js.eb = 2,1 Hz, para o isbmeid A Figura 26 compara o
multipleto simulado através do FOMSC3 com o que dbiido
experimentalmente para o sinal atribuido ao H6la gar confirmar a
multiplicidade duplo-duplo-dupleto duplo para ocagido H6b da porcéo
triptamina do alcaloide.

He6b

isbmeroE
J1=148Hz
J2=115Hz
J3=53Hz
J4=22Hz
/ \
,/// \\‘—
2.950 2.925 2.900 2_9‘50 2_9‘25 2_9‘00
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
experimental simulado

Figura 26. Comparacao entre os multipletos obtidosxperimentalmente e o
simulado através do software FOMSC3 para o hidrogéa H6b dos isdmeros-
vallesiachotamina (12)pico 6 isolados da fragéo alcaloidica de. rhytidocarpa

No espectro de NMR d# do isémercE, o sinal do multipleto
centrado endyz 4,48 ppm, correlacionado condes 49,4 ppm, apresenta
multiplicidade como um dupleto bastante largo s andlise das
multiplicidades dos hidrogénios dos metilenos Gt4433,8 ppm) e C6,
pode-se chegar a sua real multiplicidade como séedo duplo-dupleto
duplo com acoplamentos vicinaksen = 2,0 Hz,J3.14a= 11,6 HZ €J3.14p
= 3,1 Hz. As demais constantes de acoplamento dpksidupletos
duplos centrados endnisa 1,83 € dn1a 2,38 ppm, atribuidos aos
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hidrogénios H14a e H14b, foram identificadas cooplamento geminal
de Jisa-140= 13,4 Hz e vicinais nos valores di@s.15= 1,6 Hz €Jiap-15=

6,0 Hz. Estas constantes auxiliaram na atribuighondltiplicidade ao
sinal centrado erdw1s 4,00 ppm, atribuido ao hidrogénio metinico ligado
ao C15 §ci1528,1 ppm), como sendo um duplo-dupleto.

O mesmo ocorre para o dupleto largo centrad®e,48 ppm
atribuido ao H3 no espectro de NMRtedo isdmerdZ, correlacionado
com 0dc3 49,4 ppm no HSQC, que apresenta como multiplieidadl a
de um duplo-dupleto duplo, cujos valores de comstda acoplamento
vicinais s&0:Jzeb = 2,1 Hz,J.14a = 11,9 Hz eJz.1ap = 3,2 Hz. Para o
metileno C14 do isbmerd também foram observados, no HSQC, que o
sinal de carbondci4 32,6 ppm estava correlacionado aos duplos-dupletos
duplos centrados endnisa 1,69 € dn1ap 2,37 ppm, atribuidos aos
hidrogénios H14a e H14b, respectivamente, aprasdmtaonstante de
acoplamento geminal desa-14v= 13,4 Hz e acoplamentos vicinaisle.-

15 = 1,7 Hz €Jiap15= 5,2 Hz. Da mesma forma que no isémer@stas
constantes auxiliaram na atribuicdo da multiplidelao sinal centrado
emdnis 3,98 ppm, atribuido ao hidrogénio metinico ligatoC15 §cis
30,4 ppm), como sendo um duplo-dupleto.

Os isbmero&/Z-vallesiachotaminal@ e 13) séo biossintetizados
a partir da estrictosidindl]) apos a ciclizacao resultante da reacdo de
substituicdo nucleofilica promovida pelo N4 no caitnC17. Neste caso,
diferente dos alcaloides lialoside®d) e estrictosamida3@), o carbono
C17 @ciz 140,3 ppm) encontra-se posicionado como vizinho do
nitrogénio proveniente do grupamento amino daanifa, confirmado
pela correlacdo encontrada no espectro bidimedNDASY entre sinal
do hidrogénio H5b e sinal do H17, os simpleéas; 7,78 ppm, no
espectro de NMR d&H do isdmercE, e 117 7,88 ppm, no espectro de
NMR de'H do isdbmerdz.

No espectro bidimensional NOESY de ambos os coropdsi
observado correlacdo entre o sinal do H17 com plsetmemdy2s 3,63
ppm com integral relativa a trés hidrogénios, dacienado a®c23 49,8
ppm no HSQC, atribuido ao carbono C23 do grupa ésttilico. Este
sinal de hidrogénio do H23 apresentou correlacém cosinal da
carbonila C22 no espectro HMBC, com sinal de carleamdc,, 169,0
ppm para o isbmerg (Apéndice 22) éc22 168,5 ppm para o isdmero
(Apéndice 23).

No espectro bidimensional HMBC do isémetdoi observada
uma correlacdo do sinal do H15 com o sinal de carbepo 142,5 ppm,
atribuido ao C20. O sinal do carbono C20, por sem wapresentou
correlacdo no HMBC com o simpleto die: 10,31 ppm, atribuido ao
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hidrogénio ligado a carbonila do aldeido C21. @lsile carbono edc21
190,1 ppm foi atribuido a carbonila C21 devido aelacdo, no HMBC,
com o sinal do hidrogénio H189 6,58 ppm). Devido a baixa
intensidade dos sinais no espectro bidimensionaB&Mo isbmerde
nao foi possivel observar estas correlacdes, pfmépossivel atribuir o
sinal do simpleto erd21 9,37 ppm, presente no espectro de NMRHJe
ao hidrogénio ligado a carbonila C21 pelo fato de dpresentado
correlagdo no espectro NOESY com o H&946,79 ppm).

Na regido de campo baixo do espectro de NMRHdde ambos os
isdbmeros é facilmente observavel um quarteto dttdbao hidrogénio
olefinico B-carbonilico H19. Para &-vallesiachotamina 1@) este
gquarteto esta centrado edpis 6,79 ppm, correlacionado ao sinal de
carbonodcig 152,8 ppm no HSQC, acoplando cdms.1 = 7,3 Hz ao
dupleto centrado ednis 2,10 ppm, atribuido aos hidrogénios da metila
C18 @c1s 13,8 ppm). Para A-vallesiachotaminal(d), sinal do quarteto
atribuido ao H19&c19 146,3 ppm) esta centrado ehmy 6,58 ppm,
acoplado ao dupleto do H1&(fs 11,6 ppm) centrado ebfmis 2,21 ppm
com valor delis-19= 7,5 Hz. Em ambos os casos, 0s acoplamentos entre
os hidrogénios H18 e H19 sdo confirmados pelosertises espectros
de correlagéo bidimensional COSY e NOESY.

Os valores de deslocamentos quimico dos hidrogéteéisicof-
carbonilico H19 e metilico H18 s&o as principaferéncas observadas
nos espectros de NMR déH dos alcaloides isémero£/z-
vallesiachotaminal@ e 13). O efeito da anisotropia diamagnética da
carbonila C21 promove uma desblindagem no hidrogéleifinico H19
do isdbmeroE da mesma forma que nos hidrogénios metilicos H18 d
isbmero Z [156, 160]. A Figura 27 mostra as regiéewpliadas dos
espectros de NMR d&H dos isdmero€ e Z, onde se encontram o
guarteto atribuido ao H19 e o dupleto atribuidéi&8.

Os sinais dos carbonos ndo hidrogenados restawigsn f
atribuidos através do espectro de correlacdo bidiimeal HMBC
(Apéndice 20 para o isbmei® e Apéndice 21 para o isbmen) e
comparacédo com dados na literatura [46, 160, 16d]espectro d&-
vallesiachotaminald), o sinal de carbono edas 126,3 ppm foi atribuido
ao C8 por apresentar correlacdo com os sinaisidiayBnios H10 e H12
com?3]J, o sinal enbci3 135,7 ppm foi atribuido ao carbono C13 devido
as correlagdes com os sinais dos hidrogénios HBlecbim®J, o sinal em
dc7 106,8 ppm foi atribuido ao C7, pois apresentouetagdo com 0s
sinais dos hidrogénios H9 e H5b cdire o sinal endcis 92,5 ppm foi
atribuido ao C16, pois apresentou correlacdo comsinais dos
hidrogénios H14b corfd e H15 contJ. N&o foi possivel atribuir sinal ao
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C2 do isdbmer& assim como da maioria dos carbonos ndo hidrogenado
do isdmercE devido a baixa intensidade dos sinais obtidosspedro.

o

isdbmeroE (12)

(E) H18

[T
7473727170696867 ppm 2.2 ppm
isbmeroZ (13) 1
H18
T T T T T T T T T ] [T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 ppm 2.2 ppm

Figura 27. Comparacao entre as regides de campo kaiampliadas dos
espectros dos alcaloides isdmer&Z-vallesiachotamina (12 e 13), picos 6 e 7
isolados da frac&o alcaloidica d. rhytidocarpa onde se encontram o quarteto
atribuido ao H19 e o dupleto atribuido ao H18

Os dados de NMR aqui apresentados para os pic@sestdo em
concordancia com os encontrados na literaturapaedlesiachotamina
(12) e Z-vallesiachotaminal@3), respectivamente [46, 160, 161].

Na literatura foram encontrados relados da preselgste
alcaloide para as espéci®s acuminata[57], P. bahiensis[59], P.
laciniata [46] eP. suterellg[46].

Todos os dados de NMR uni e bidimensionais adaqsrjzhra os
alcaloides isémeros foram compilados e sdo mostradoTabela 11 e
Tabela 12, respectivamente. Os dados da literatsitzados na
comparacéo estéo disponiveis no Anexo 1 para NMRQde no Anexo
3 para NMR déH. Também estdo disponiveis na parte dos anexos os
diagramas que esquematizam os acoplamentos obsgmasl espectros
de NMR bidimensionais através de setas para 0s GsiO¥PE-
vallesiachotaminal@) (Anexo 7) eZ-vallesiachotaminal@) (Anexo 8),
respectivamente.
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Elucidagéo estrutural do pico 2

O pico 2 foi coletado no intervalo de 13,8 a 14i8.r® espectro
de massas de alta resolugcdo apresentou um iormaksiular erm/z
725,292 1calculado para [M+H]CsHasN2015" (725,2916 com erro de
0,7 ppm). O espectro de UV apresentou duas baodasamprimentos
de onda maximos em 223 e 280 nm. Os espectros dedévmassas de
alta resolucdo sao apresentados no Apéndice 1 endigeé 2,
respectivamente. A busca na literatura atravéxifioder® por alguma
substancia com a formula molecular7lsN2O1z ndo encontrou
resultados, indicando que esta substancia podeézhia.

Analisando o espectro de NMR H¢, disponivel no Apéndice 24,
observou-se o padréo de sinais para um sistenreetimdolico, com dois
dupletos centrados ebng 7,56 €dn12 7,45 ppm Jo-10 = 8,1 €J11-12= 7,8
Hz —orto), atribuidos aos hidrogénios arométicos ligadas awbonos
C9 ©Bco 111,1 ppm) e C126¢12 117,3 ppm), respectivamente, e dois
duplo-dupletos duplos centrados &y 7,12 e3H11 7,03 ppm, atribuidos
aos hidrogénios ligados aos C$6:§121,0 ppm) e C15£11118,5 ppm)
gue, por sua vez, apresentam constantes de acoptam@étuo do tipo
orto Ji1-12= 7,2 Hz e do tipo meta no valor g1 = Jio-12= 0,8 Hz. Os
acoplamentos foram confirmados através dos esgebitimensionais
COSY (Apéndice 25) e NOESY (Apéndice 26) e os sim& carbono
foram atribuidos pelos espectros bidimensionais EI$&péndice 27) e
HMBC (Apéndice 28).

Através da analise do espectro HSQC e comparagadatins de
NMR do pico 2 com os dados da estrictosam®® foi possivel atribuir
0s sinais dos multipletos centrados &k 2,75 ppmpneb = OHsa = 2,94
ppm edusp 3,21 ppm aos hidrogénios ligados aos metileno&€:6L7,9
ppm) e C5 §cs 47,0 ppm), respectivamente. N&o foi possivel ifleat
a multiplicidade dos sinais, porém foram observadasorrelagfes H5a-
H5b e H6a-H6b no espectro COSY e NOESY e as irdadss negativas
no HSQC confirmaram que estes hidrogénios eraripdd,.

Observando o espectro bidimensional HMBC, o sieatarbono
emdcs 136,3 ppm foi atribuido ao C8 por apresentar tagé®3] com
os hidrogénios H10 e H12, o sinal de carbonoders 126,4 ppm foi
atribuido ao C13 por apresentar correlatfioom os hidrogénios H9 e
H11, j& para os carbonos ndo hidrogenados C7 end&2foi possivel
atribuir deslocamento quimico devido a baixa irttage dos sinais.

No espectro HSQC foi observado um sinal de carleoméxz 57,9
ppm ligado ao duplo-dupleto centrado &m 3,86 ppm atribuido ao C3.
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No espectro NOESY foi observada correlagdo entisrzss do H3 e o
H6b, da mesma forma que foi observado nos alcaa@derictosamida
(32), E-vallesiachotaminal@) e Z-vallesiachotaminal@), picos 4, 6 e 7,
respectivamente. Ainda no espectro NOESY, foi alaskx correlagdo do
sinal do H3 com um simpleto com integracéo relagiveés hidrogénios
emdy 2,57 ppm, correlacionado &g 40,9 ppm no HSQC, atribuido ao
grupo metilico ligado ao nitrogénio N4 heterocizlicda porgéo
triptamina. A posicdo desta metila ligada ao N4oéfionada pela
correlacdo déJ de seus hidrogénios com os carbonos C3 e C5 aluserv
no HMBC.

O espectro COSY mostrou as correlacdes do H3 casrddplos-
dupletos duplos centrados @ma4a 1,73 ppm Js-14a= 13,2) €5n14p 2,43
ppm Js140 = 8,9 Hz), hidrogénios metilénicos correlacionados o
sinal de carbonécis 31,4 ppm no HSQC, atribuido ao C14. Também
foram observadas no COSY as correlacdes destesgBiios com um
multipleto centrado erbnis 2,94 ppm Jisa-15= 4,6 €Jiap-15= 2,8 Hz),
correlacionado ao sinal de carbaigs 27,3 ppm no HSQC, atribuido ao
C15.

Os espectros bidimensionais COSY e NOESY apresentar
correlagdo do H15 com um dupleto centradodem 7,15 ppm Jis.17 =
1,2 Hz) que, por sua vez, apresentou correlacaoocsimal de carbono
emdci7 151,4 ppm no HSQC, atribuido ao C17. No especwmiBd, o
sinal do H17 apresentou correlagdo com os sinataid®nodcis 109,0
ppm, atribuido ao carbono n&do hidrogenado C16¢.¢ 95,7 ppm,
atribuido ao carbono acetal C21. No espectro HS®@i@Gab do C21 esta
correlacionado ao dupleto centrado &y 5,50 ppm J20-21 = 1,6 Hz),
cujo sinal apresenta correlagdo no COSY com o phedti centrado em
OH20 2,94 ppm §c20 43,4 ppm). Como € possivel observar, o multipleto
emdn 2,94 ppm foi resultado da sobreposicao dos sttwidrogénios
H5a, H6b, H15 e H20. Somente através da analiseegjmectro
bidimensional HSQC foi possivel distinguir os gaatinais sobrepostos
e através da analise dos espectros COSY, NOES)ésivel atribuir as
constantes de acoplamento observadas no especirodit@ensional de
H.

Na regido de campo baixo do espectro de NMRHdabservou-se
um padréo de sinais coincidente com o esperadoyparpadrédo ABX
caracteristico da porcdo secologanina nos alcaloitenoterpeno
indolicos, atribuido aos hidrogénios do grupo abcéerminal H18a,
H18b e H19. Para este grupo alceno foram obseryeskygectivamente,
0s duplo-dupletos centrados episa 5,29 € dnisy 5,36 ppm, com
acoplamento do tipo geminal dga-1so= 1,3 Hz e acoplamentos do tipo
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vicinal cis comJiga-19= 10,1 Hz e vicinatrans comJigr-10= 16,7 Hz,e
um duplo-dupleto duplo centrado ebais 5,61 ppm, apresentando
acoplamento déig20= 9,8 Hz com o hidrogénio metinico H20. Através
das correlagBes observadas no espectro HSQC fananidos os sinais
de carbono endcis 119,7 edcio 133,4 ppm aos carbonos C18 e C19,
respectivamente.

No espectro de NMR dél foi observado um dupleto centrado em
dnr 5,01 ppm, correlacionado no HSQC ao sinal de carbg:r 95,7
ppm, atribuido ao CH anomérico do acucar. Esteetiiplpresentou uma
constante de acoplamento #e» = 8,1 Hz, um valor esperado para um
B-glicosideo. Pela biossintese dos alcaloides mgyente indolicos, o
acucar estad sempre ligado ao carbono C21 [6] emslagdes matuas
C21-H1' e C1-H21, observadas no HMBC, corroborarmpogicdo do
acucar no alcaloide em questéo. O espectro COSYaonarrelacdo do
H1’ com um duplo-dupleto centrado e 5,09 ppm, atribuido ao C2’
(6c2' 73,6 ppm) que, por sua vez, também esta correladmwao sinal do
duplo-dupleto centrado ebus 3,82 ppm condz.z = 9,3 Hz, atribuido
ao C3’ fcz 74,1 ppm). O sinal do H3’ apresentou correlacdCosY
com o multipleto centrado erfn 3,48 ppm, que no HSQC esta
correlacionado aos sinais de carbéap 70,5 edcs 77,3 ppm, atribuidos
por compara¢do com os dados da estrictosarBija¢s carbonos C4' e
C5’ do acucar.

No espectro de NMR déH, foram observados os sinais dos
hidrogénios hidroximetilicos ligados ao Cécg 61,5 ppm) do acucar
como sendo um duplo-dupleto centradodesy 3,76 ppm apresentando
acoplamento geminal dea-sb = 11,8 Hz com o dupleto centrado &y
3,99 ppm, confirmadas pelo COSY. Ambos os sinaiesgmtaram
correlacdo no COSY como H5'.

Comparando os deslocamentos quimicos tanto derzadu@nto
de hidrogénio apresentados pelo aclcar no pico rd2 os da
estrictosamida32) é possivel perceber uma diferenca significaiNa.
Figura 28 é mostrada a sobreposicéo das regiddmdagpdos espectros
HSQC onde se encontram os sinais de aclcar do dim da
estrictosamida3?2). Todos os sinais do acgucar do pico 2 apresentam u
deslocamento quimico de hidrogénio maior que @sttactosamidal?),
com destaque para o sinal do H2' seguidos do H13’e Analisando o
espectro HMBC foi observada uma correlacdo do siodf2’ com um
sinal de carbono eft-0 166,1 ppm, um sinal tipico de carbonila de éster
[156] responsavel por causar uma desblindagem, péito da
anisotropia diamagnética da carbonila, mais proiadacno hidrogénio
H2’ e mais suave nos hidrogénios H1' e H3'.

145



ppm

o 6'a
6b ®© @
- 65
' -7
2 3 &4 o® > 0
(-1} ®

©L 75

(-] ‘005'
5 3 - 80
- 85
- 90
Py - 95
1 ° 100

T T T T T T T T

T T T
5.0 48 4.6 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm
mmE pico 2,mm estrictosamida

Figura 28. Sobreposicao das regides ampliadas dapectros HSQC na regido
onde se encontram os sinais de aglcar do compostorespondente ao pico 2 e
estrictosamida (32), pico 4 isolado da espédie rhytidocarpa

Para o sinal de carbono dp-0 166,1 ppm foi observado, no
espectro HMBC, uma correlacdo com um sinal na oed@hidrogénio
aromatico, o simpleto ez 7,19 ppm &c2ver 107,0 ppm) com
integral relativa a dois hidrogénios. A auséncia amplamento
caracteriza que esta carbonila esta ligada a umaam@atico do tipo
3,4,5-trissubstituido, sendo o sinal deste simplatdbuido aos
hidrogénios simétricos H2” e H6". Além disso, foiabservado no
espectro HMBC as correlacbes muatuas C2'-H6” e CB";H
corroborando esta atribuicao.

No espectro NOESY foi observada correlacdo do siodi2"/6”
com um simpleto com integral relativa a seis hi@rogs emdyz s'ome
3,58 ppm &czs'ome 55,2 ppm), atribuido aos hidrogénios ligados aos
substituintes metoxilas das posi¢cdes 3" e 5" dol. ahi@ambém foi
observado no NOESY a correlagéo do sinabgfsrome 3,58 ppm com
um simpleto endnarome 3,29 ppm eaome 50,0 ppm) atribuido & metoxila
ligada na posi¢éao 4” do anel.

No espectro HMBC foram observadas as correlacdsindbdos
hidrogénios das metoxilas 3 e 5 com o sinal deocerlemécs s 146,7
ppm atribuido aos carbonos C3" e C5” do anel arimmaPor fim, foi
observado a correlacdo do sinal do H2"/6” com umalsemdcs 119,2
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ppm, atribuido ao carbono C4” do anel aromaticaad8eassim, o
substituinte esterificado ao C2’ do aclUcar é o53dmetoxibenzoato
(proveniente do acido 3,4,5-trimetoxibenzdico).

No espectro de NMR d# foi observado um sinal largo e,
9,56 ppm que foi atribuido ao sinal o hidrogénio glopo &cido
carboxilico ligada no carbono C16, estando em aoldowia com a
massa encontrada no espectro de massas de altg@iesapesar de nao
ter sido observadas correlacées no HMBC com o®ddiios vizinhos
para atribuicdo do sinal de carbono. A presencagdgpo acido
carboxilico também pode ser confirmada pela auaé&tus sinaiéy ~ 3,6
ppm e dcrsqoc) = 52 ppm referentes a metila grupo éster metilico
proveniente da biossintese da porcdo secologarésarge nos alcaloides
monoterpeno inddlicos.

Todos os dados acima discutidos corroboraram pprapmsicdo
da estrutura do 4cido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzo&té)metil-
estrictosidinico 143), cuja estrutura quimica € mostrada na Figura 29,
sendo este o primeiro relato desta substancisenatiira. Todos os dados
de NMR uni e bidimensionais adquiridos para est@aide inédito foram
compilados e sao mostrados na Tabela 13. No Anesi&disponivel
um diagrama que esquematiza os acoplamentos otlssmas espectros
de NMR bidimensionais através de setas para estpasio.

Ny O

Figura 29. Estrutura do alcaloide monoterpeno inddto inédito acido 2'-(3,4,5-
trimetoxibenzoato)-N4-metil-estrictosidinico (143)pico 2 isolado da fracdo
alcaloidica deP. rhytidocarpa
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Elucidacéo estrutural do pico 5

O pico 5 foi coletado no intervalo de 23,2 a 23j6.1® espectro
de massas de alta resolugcdo apresentou um iormaksiular erm/z
679,2493calculado para [M+H] CssH3aN2015" (679,2498 com erro de
0,7 ppm). O espectro de UV apresentou trés barmtascomprimentos
de onda maximos em 224, 280 e 400 nm. Os espeEtidy e de massas
de alta resolugcdo sédo apresentados no Apéndice Apéedice 2,
respectivamente. A busca na literatura atravéxifioder® por alguma
substancia com a férmula molecularsizsN-.O12 ndo encontrou
resultados, indicando que esta substancia podeézhia.

Analisando o espectro de NMR H¢, disponivel no Apéndice 29,
observou-se o padréo de sinais para um sistemreetmdolico, com dois
dupletos centrados ebng 7,32 €dn12 7,26 ppm Jo-10= 7,9 €J11-12= 7,1
Hz —orto), atribuidos aos hidrogénios arométicos ligadas awbonos
C9 ©Bco 117,5 ppm) e C126¢12 110,6 ppm), respectivamente, e dois
duplo-dupletos duplos centrados &y 6,99 edH11 7,06 ppm, atribuidos
aos hidrogénios ligados aos C$6:6118,4 ppm) e C15£11 120,7 ppm)
gue, por sua vez, apresentam constantes de acoptam@étuo do tipo
orto Ji1.12= 8,0 Hz e do tipo meta nos valoresJgde, = 0,9 eJio-12= 0,8
Hz. Os acoplamentos foram confirmados através dgisectros
bidimensionais COSY (Apéndice 30) e NOESY (Apén@itke os sinais
de carbono foram atribuidos pelo espectro bidinosasi HSQC
(Apéndice 32) e HMBC (Apéndice 33).

No espectro HSQC foram observados os sinais ddsmomas
metilénicosdcs 42,9 edcs 20,5 ppm atribuidos aos C5 e C6 assim como
seus respectivos sinais de hidrogénios correlag@maDs sinais destes
hidrogénios metilénicos apresentaram um comporteomesincidente
com um padréo de multiplicidades esperado parasiensa AA'BB’ do
tipo gauche estrelado.

Observando o espectro bidimensional HMBC, o sieatatbono
emdcs 126,8 ppm foi atribuido ao C8 por apresentar tagé®3J com
os hidrogénios H10 e H12, o sinal de carbonodeis 136,0 ppm foi
atribuido ao C13 por apresentar correlatfioom os hidrogénios H9 e
H11, o sinal de endc; 108,8 ppm foi atribuido ao C7 por apresentar
correlacdcd’ com o sinal de hidrogénio H5b e o sinal &1n131,8 ppm
foi atribuido ao C2 por apresentar correlagficom os hidrogénios H6a
e Héb.

Os sinais dos hidrogénios metilénicos, observadasspectro de
NMR de!H, foram um duplo-dupleto duplo centrado &, 2,88 ppm e
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um duplo-dupleto centrado &ins, 4,74 ppm, com acoplamento geminal
de Jsasp = 12,5 Hz atribuidos aos hidrogénios H5a e H5b,
respectivamente. Os sinais dos hidrogénios H6abefétm atribuidos,
respectivamente, um duplo-duplo-dupleto duplo eslttremduesa 2,39
ppm com acoplamento geminal com o duplo-dupletdodegntrado em
Sueb 2,44 ppm comlsasb = 15,2 Hz. Estes hidrogénios metilénicos
apresentam acoplamentos vicindisea= 12,0 Hz,Jsa60= 5,1 Hz,Jsp-6a

= 5,5 Hz eJsp-6b = 1,0 Hz confirmados no espectro COSY. No espectro
de NMR de'H, também foi observada a diferenca de deslocamento
guimicos entre os hidrogénios H5a e H5b, atribainlefeito de doacéo
eletrénica do orbital Spndo ligante do nitrogénio N4 para o orbital
antiligante ¢*~LUMO) da ligacdo C5-H5a, que causa uma maior
blindagem.

As multiplicidades dos sinais atribuidos aos hiérogs
metilénicos H5b, H6a e HE6b foram obtidas com olauge simulacdes
no software FOMSC3 (Figura 30). O sinal do H5b spnéava-se
sobreposto com um duplo-dupleto, ambos com integdalzida devido
a proximidade com o sinal do solvente que foi sojgld através de
sequéncia de pulso com pré-saturacdo de sinalréFafla). Os sinais dos
hidrogénios H6a e H6b apresentavam alguma sobguosi devido a
proximidade de deslocamentos quimicos, apresentawardeformacéo
causada pelo chamado “efeito de telhadwdf effect conforme indicado
na Figura 30b com as linhas retas vermelhas.

O espectro bidimensional COSY mostrou uma correlagésinal
H6a com o multipleto centrado edns 4,89 ppm &cz 53,4 ppm), com
constante de acoplamenlgsa = 2,4 Hz, atribuido ao carbono C3 por
comparacdo com os dados espectrais dos compogtoss. Este sinal
também apresentou uma integral reduzida devidmxirpidade com o
sinal do solvente suprimido. A multiplicidade desteal foi atribuida
como duplo-dupleto duplo através da obtencdo dasstaotes de
acoplamento dos sinais de hidrogénio metilénicoa, Hil4a e H14b,
cujos sinais apresentaram correlacoes nos espesr8y e NOESY.

As constantes de acoplamento observadas no esgediIR de
IH entre o sinal do H3 e os hidrogénios metilénligezlos ao C143¢14
26,1 ppm) foram dész.14a= 4,6 Hz com o duplo-dupleto duplo centrado
€em dni14a 1,93 ppm e delz.aap = 2,4 Hz com o duplo-dupleto duplo
centrado endniap 2,32 ppm. Para estes hidrogénios do metileno Gi14 f
observado acoplamento muituo desa14v = 14,1 Hz além dos
acoplamentos vicinais com o duplo-duplo-dupletd@apntrado erfinis
2,58 ppm §cis 23,3 ppm) nos valores desa-15= 13,5 €Jap-15= 5,0 Hz.
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Figura 30. Comparacao entre os multipletos os obta experimentalmente para
0s pares de sinais de hidrogénios sobrepostos (§lifH2’ e (b) H6a/H6b e os
simulados através do software FOMSC3 (pico 5 isoladda fracdo alcaloidica de
P. rhytidocarpa

O sinal de hidrogénio do H15 apresentou correlagd@OSY com
um dupleto centrad@niz 7,24 ppm §ciz 146,5 ppm) com valor de
constante déis.17= 2,4 Hz e com o sinal do duplo-dupleto duplo et
€mdrzo 2,63 ppm §c20 42,9 ppm) com valor de constanteJgdero= 5,6
Hz. O sinal de hidrogénio H20 apresentou acoplam@@dz.19= 9,7 Hz
com o duplo-duplo dupleto centrado &g 5,63 ppm §cio 132,8 ppm),
gue compde um grupo de sinais coincidente com eradp para um
padrdo ABX juntamente com os sinais de hidrogémiblados aos H18a
e H18b do alceno terminal proveniente da porcadmlsganina do
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alcaloide. Neste grupo foram observadas no espeC@SY as
correlacbes do sinal do H19 com os dupletos cerdrathdnisa 5,30 e
dH18b 5,35 ppm, com valores de constantes de acoplardertipo vicinal

cis com Jiga-10 = 10,1 Hz e vicinatrans com Jigh-10 = 17,0 Hz. Estes
hidrogénios H18a e H18b também apresentaram aceptando tipo
geminal deJiga1sb = 1,6 Hz e, no espectro HSQC, apresentaram
correlagdo com o sinal de carbaiwgs 119,3 ppm.

No espectro COSY também foi observada correlacasirdd do
H20 com dupleto centrado ednz1 5,45 ppm &cz1 95,5 ppm), atribuido
ao hidrogénio ligado ao C21. No espectro NOESYofiservada uma
correlagdo do sinal do H21 com um dupleto centeadéns 4,99 ppm
(6c1' 95,6 ppm) atribuido ao hidrogénio ligado ao cadb@anomérico da
glicose evidenciando que este encontra-se ligadG2do0 No espectro
HMBC foram observadas as correlagbes mutuas C21-Ell-H21, que
corroboram para a posi¢ao da glicose.

O espectro COSY mostrou correlacdo do hidrogén@mngnico
H1' com um duplo-dupleto centrado & 4,74 ppm, atribuido ao C2’
(6c2 73,4 ppm) com uma constante de acoplamentd-de= 8,3 Hz,
caracteristica d@-glicosideo. Também foi observada, no COSY, uma
correlagdo do H2'com o sinal do duplo-dupleto cadireméns 3,59
ppm coml>-z = 9,4 Hz, atribuido ao C35¢z 74,8 ppm). O sinal do H3’
que apresentou acoplamento #er = 9,0 Hz com o duplo-dupleto
centrado endna 3,35 ppm atribuido ao C434+ 70,5 ppm) que, por sua
vez, apresentou acoplamentalde = 9,8 Hz com o duplo-dupleto duplo
centrado endys 3,40 ppm atribuido ao CRds 77,2 ppm) do acucar. O
espectro NOESY mostrou correlagéo do sinal do ldfi os sinais dos
hidrogénios H3' e H5’, devido ao fato destes trighdgénios estarem
ligados na posi¢éo axial do acucar em uma confdimede cadeira.

No espectro HSQC, foram observados os dois sinas d
hidrogénios hidroximetilicos ligados ao Cécé 61,5 ppm) do aclcar
como sendo um duplo-dupleto centradodesy 3,69 ppm apresentando
acoplamento geminal dea-sb = 11,9 Hz com o dupleto centrado &y
3,91 ppm, confirmadas pelo COSY. Ambos os sinaiesgmtaram
correlagdo no COSY como H5 com valores de constande
acoplamento dés.¢a = 5,74 eJs.e = 2,0 Hz, respectivamente.

Através da comparacéo dos dados de deslocameritogos de
carbono e de hidrogénio da regido do aglcar apgeekeEpelo pico 5 com
os dados do acido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoato)-Netirestrictosidinico
(143 e da estrictosamida3?) foi possivel perceber uma que maior
semelhanca com o alcaloide43 Na Figura 31 sdo mostradas as
sobreposicbes das regibes ampliadas dos espeetrbSQC onde se
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encontram os sinais de agucar, em (a), para copécalcaloidd43e, em
(b), para o pico 5 o alcaloi@®2. Assim como no alcaloidB43, o sinal do
H2’ do pico 5 apresenta uma desblindagem pronuaaadcomparacao
com o H2' da estrictosamida&3), supondo a presenca de um grupo
retirador de elétrons forte. Analisando o espedtdBC foi observada
uma correlagdo do sinal do H2' com um sinal de @aolemdc-o0 165,3
ppm, um sinal tipico de carbonila de éster [156¢ qustifica tal
desblindagem no sinal do H2'.

[ppm]

v2 [ppm)
b.mm pico 5,mm estrictosamida (32)

5 F2ippm
a.mm pico 5,mm alcaloide 143

T
3 35

Figura 31. Sobreposi¢éo das regifes ampliadas dapectros HSQC na regido
onde se encontram os sinais de aglcar dos picos &aealoide 143 (a) e do pico 5
e estrictosamida (32) (b)

No espectro HSQC foi observado um sinal de carb@noegido
de aromatico endc2er 106,5 ppm, correlacionado a um simpleto em
dnzve 6,90 ppm com integral relativa a dois hidrogémosespectro de
NMR delH, atribuido aos carbonos simétricos C2” e C6”".ilalsdos
hidrogénios H2"/6” apresentaram correlacdes, no KMBRom os
carbonos ndo hidrogenados ép1- 119,2 ppm, atribuido ao C13¢a-
140,0 ppm, atribuido ao C4” e também com o sinalathonila de éster
em dc-0 165,3 ppm. Para os sinais dos hidrogénios H2"fFarh
observadas correlacdes, no espectro NOESY, com innpleso em
dnzsrome 3,83 ppm &ezsome 55,5 ppm) com integral relativa de seis
hidrogénios, atribuidos as duas metoxilas simétrgabstituintes nas
posicBes 3" e 5" do anel aromético. No espectro MBI observada
uma correlacdo do sinal dos hidrogénios das masxibm o sinal de
carbono emicssr 146,9 ppm atribuido aos carbonos simétricos néo
hidrogenados C3"/C5". O valor de deslocamento quontiedcs: 140,0
ppm, atribuido ao sinal do carbono néo hidrogeaiosugere que este
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apresente um grupo hidroxila como substituinte.agEshformacdes
mostram que o substituinte esterificado ao C2'@dear se trata do 3,5-
dimetoxibenzoato ou siringato, proveniente do Acidh5-
dimetoxibenzoico ou &cido siringico.

Todos os dados acima discutidos corroboraram pprapmsicdo
da estrutura do alcaloide monoterpeno inddlico itné@'-siringil-
estrictosamidal(44), cuja estrutura € mostrada na Figura 32, sertdmes
primeiro relato desta substéncia na literatura.l@l@de 2’-siringil-
estrictosamida 144 €é um derivado da estrictosamida32)
provavelmente formado a partir de uma reagéo deifgsicdo com o
acido siringico em meio enzimatico.

Figura 32. Estrutura do alcaloide monoterpeno inddto inédito 2’-siringil-
estrictosamida (144), pico 5 isolado da fracao alleddica deP. rhytidocarpa

Todos os dados de NMR uni e bidimensionais admqsnmra este
alcaloide inédito foram compilados e sdo mostragndabela 14. No
Anexo 10 esta disponivel um diagrama que esquendiacoplamentos
observados nos espectros de NMR bidimensionaigéatide setas para
este composto.
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Elucidacéo estrutural do pico 3

O pico 3 foi coletado no intervalo de 18,5 a 18j8.r® espectro
de massas de alta resolugdo apresentou um iormaksiular erm/z
677,2934calculado para [M+H] CssHasN2013" (677,2916 com erro de
2,6 ppm). O espectro de UV apresentou duas bandasemprimentos
de onda maximos em 223 e 291 nm. Os espectros dedévmassas de
alta resolucdo sao apresentados no Apéndice 1 endigeé 2,
respectivamente. A busca na literatura atravéxifioder® por alguma
substancia com a férmula molecularsisN2O13 ndo encontrou
resultados, indicando que esta substancia sejaanéd

Através da andlise do espectro de NMR!de disponivel no
Apéndice 34, observou-se o padrdo de sinais dedédios aromaticos
de um sistema de anel indélico, com dois dupletosrados endng 7,62
€ on12 7,45 ppm Jo-10 = 7,8 €Ji112 = 7,5 Hz —orto), atribuidos aos
hidrogénios aromaticos ligados aos carbonoséc£1(15,8 ppm) e C12
(6c12 120,2 ppm), respectivamente, e dois duplo-dupletogrados em
dH1o 7,14 edn11 7,09 ppm, atribuidos aos hidrogénios ligados a3 C
(6c10 124,1 ppm) e C116¢11 122,3 ppm) que, por sua vez, apresentam
constantes de acoplamento muatuo do tptw Jio11 = 7,3 Hz. Os
acoplamentos foram confirmados através dos esgebitimensionais
COSY (Apéndice 35) e NOESY (Apéndice 36) e os sim carbono
foram atribuidos pelo espectro bidimensional HS@@éadice 37) e
HMBC (Apéndice 38).

No espectro HSQC foram observados os sinais ddsmomas
metilénicosdcs 54,0 edcs 24,8 ppm atribuidos aos C5 e C6 assim como
seus respectivos sinais de hidrogénios correlag@na0 sinal do C5
estava correlacionado com um multipleto centradéea3,54 ppm e o
duplo-dupleto centrado edusy, 3,77 ppm, apresentando acoplamento
geminal deJsa.sp= 12,0 Hz, atribuidos aos hidrogénios H5a e H5b. N
espectro HSQC, o sinal do C6 estava correlacionagdoum multipleto
centrado emduean 2,81 ppm, com integral relativa a dois hidrogénios
atribuidos aos hidrogénios H6a e H6b. O especttimbinsional COSY
confirma a correlagdo mutua entre os sinais dasgdhios H5a e H5b,
assim como de ambos com o sinal atribuido ao pafHb.

No espectro bidimensional HMBC o sinal de carborém n
hidrogenado endcs 138,0 ppm foi atribuido ao C8 por apresentar
correlagddJ com os hidrogénios H10 e H12, o sinal de carbomé®s
130,0 ppm foi atribuido ao C13 por apresentar tagé®3J com o0s
hidrogénios H9 e H11, o sinal de éay 112,9 ppm foi atribuido ao C7
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por apresentar correlacéibcom o sinal de hidrogénio H5b e correlacédo
2J com o sinal do par H6a/H6b. O sinal és 137,1 ppm foi atribuido
ao C2 por apresentar correlaéd@om o sinal do par H6a/H6b.

No espectro de NMR déH foi observado um par de sinais,
correlacionados entre si no COSY, atribuido aopihios do metileno
C14 @ci14 35,8 ppm), sendo um duplo-dupleto duplo centrad@®@4a
1,40 ppm e um multipleto centrado 4 3,21 ppm. NoO espectro
COSY foram observadas correlagcfes destes hidragm@tlénicos com
um sinal centrado erbnz 4,82 ppm, correlacionado com o sinal de
carbono endcz 50,9 ppm no espectro HSQC, atribuido ao H3. d dma
H3 apresentou deslocamento quimico coincidenteccsimal do solvente
gue foi eliminado por supressao durante a aquisiodéMR de'H.

O espectro NOESY mostrou correlagdo dos hidrogénios
metilénicos H1l4a/b com o multipleto centrado éms 3,04 ppm
atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono meti@d® Gcis 35,4 ppm)
atribuido ao carbono C15. No espectro COSY foi nlaska correlagcéo
entre o H15 e o multipleto centrado &mao 2,56 ppm ligado ao carbono
alilico C20 6c2053,3 ppm).

No espectro COSY foi observado acoplamento do sileal
hidrogénio H20 com o duplo-dupleto duplo centraodeis 5,90 ppm,
com acoplamento d&o-19 = 9,5 Hz, atribuido ao hidrogénio ligado ao
carbono vinilico C19c19 141,9 ppm). No espectro COSY também
foram observados acoplamentos do H19 com o dupgitettucentrado
em 61182 5,05 ppm e o dupleto largo centrado &, 5,13 ppm, com
valores de constantes de acoplamento do tipo VicisaomJiga-19= 9,9
Hz e vicinaltranscomJigp-19= 17,1 Hz. Estes hidrogénios H18a e H18b
também apresentaram acoplamento do tipo geminhégde,= 1,4 Hz e,
no espectro HSQC, apresentaram correlacdo conalodgircarbon@cis
117,8 ppm. Estes hidrogénios H18a/b e H19 comp&egrupo vinil
proveniente da porc¢ao secologanina do alcaloide.

No espectro de NMR d#l foi observado o sinal caracteristico do
hidrogénio olefinicd3-carbonila H17 como sendo um simpleto &y
7,74 ppm, correlacionado ao carbod®iy 150,0 ppm no HSQC. No
espectro HMBC foi observada correlacdo do H17 cainal de carbono
em dczz 173,0 ppm, atribuido a carbonila de éster C22. bEamfoi
observado, no HMBC, correlagdo do sinal da caraoB22 com um
simpleto com integral relativa a trés hidrogénios &3 3,67 ppm
atribuido aos hidrogénios ligados a metila do €883 $c23 52,3 ppm).

No espectro HSQC foi observada, na regido de agicaa
guantidade maior de sinais sugerindo a presendaideacucares, porém
a grande proximidade dos sinais de carbono e rédiogificultou as
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atribuicOes. Para facilitar as atribuicbes dosisjriaram sobrepostos os
espectros de HSQC adquiridos para o composto pordente ao pico
3 e 0 adquirido para o lialoside®, pico 1 isolado d@. rhytidocarpa
(Figura 33).

.‘...
70 F1 [ppm]

4.6 4.4 4.2 ‘ 4.‘0 o ‘3.3 36 ‘3!4 IFZ‘[p‘pn!l]
mm pico 3,mm lialosideo(54)

Figura 33. Sobreposi¢éo das regifes ampliadas dapectros HSQC na regido
onde se encontram os sinais de agUcar coincidenpEga 0 composto
correspondente ao pico 3 e o lialosideo (54), pitdsolado da espéciP.
rhytidocarpa

Na Figura 33 observa-se que ha um grupo de sinaisgrande
similaridade de deslocamentos quimicos de carbhidregénio entre os
dois alcaloides comparados. No espectro de NMRHddo composto
correspondente ao pico 3 foi observado que o dupkttrado endqy
4,39 ppm, ligado ao carbono anomérico Gt1(103,0 ppm), apresentou
constante de acoplamento no valor dle» = 8,1 Hz, um valor
correspondente a upaglicosideo.

No espectro HMBC foram observadas as correlacéesmdimno
anomérico C1” com os sinais de hidrogénio &@gw 3,73 €dnen 4,16
ppm, atribuidos aos hidrogénios ligados ao carb@®, cujo
deslocamento quimico de carbobgs 64,0 ppm, sugere que seja do tipo
éter. No HMBC também foi observada a correlacasial do C6’ com
0 H1". Estas informag0fes indicam que esta unidéidesidica esté ligada
no carbono C6’ de uma primeira unidade glicosiditavés de uma
ligacdo O-glicosidica. Isto explica a diferencaldslocamentos quimicos
entre o sinal do hidrogénio anomérico, H1”, do costp correspondente
ao pico 3 é mais blindado que o sinal observada pahidrogénio
anomeérico do alcaloide lialosidesd] observada na Figura 33.
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No espectro COSY foi observada correlacdo do Hfif oaluplo-
dupleto centrado e 3,29 ppm, ligado ao carbono CBcf 73,5
ppm) do aclcar. No espectro de NMRHe o duplo-dupleto centrado
emdnz 3,43 ppm, ligado ao carbono C3c§ 76,2 ppm) do aglcar,
apresentou acoplamentos no valodgle: = 8,4 Hz com o H2” e no valor
deJs.s» = 8,3 Hz com 0 H4". Os hidrogénios H4" e H5" amnetsram-se
como um multipleto centrado edns s+ 3,34 ppm e correlacionados no
HSQC com os sinais de carbos 70,1 edcs* 76,5 ppm. No espectro
de NMR detH, o multipleto centrado efiiea 3,73 ppm e o dupleto largo
centrado enduen 3,93 ppm, com acoplamento geminal no valodgde
&b = 12,0 Hz, foram atribuidos aos hidrogénios dobaap
hidroximetilico C6” 6ce* 61,5 ppm).

Devido a grande proximidade entre os sinais deobé&hio no
espectro de NMR déH, as multiplicidades de alguns hidrogénios da
primeira unidade glicosidica e seus deslocamentdmicps foram
atribuidos com o auxilio de simulacdo feita atraws software
ChemDraW. Os sinais dos hidrogénios H3' e H5' apresentasam-
sobrepostos entre si e foram atribuidos ao muitiptentrado endnz s
3,52 ppm. Os sinais dos hidrogénios H2' e H4’ taimisé apresentaram
sobrepostos entre si e foram atribuidos ao muitidentrado enduzya
3,69 ppm. No espectro HSQC os sinais dos carboBo€£a’ e C5’ desta
unidade glicosidica foram atribuidos, respectivameans sinais etz
70,4,8c4 62,0 €d¢cs 79,8 ppm.

No espectro de NMR déH foi observado um duplo-dupleto
centrado ey 4,52 ppm, atribuido ao hidrogénio ligado ao cao©h’
(6c1'70,8 ppm) da primeira unidade glicosidica. No espeCOSY foi
observada a correlacdo do H1’ com o dupleto cemeatbiy1 5,18 ppm,
comJzi-1 = 8,8 Hz, atribuido ao hidrogénio ligado ao cadh@21 6cz1
88,9 ppm). A atribuicdo do sinal do hidrogénio H@ilconfirmada pela
correlagdo com o sinal do hidrogénio H14b, obsexrvad espectro
NOESY. A auséncia de acoplamento entre os hidrog@dR0 e H21
pode ser explicado por um possivel angulo préxirmo9@°® entre as
ligacdes H-C(20)-C(21)-H, de acordo com o diagréendarplus [155].
Estas informacdes corroboram para a presenca dégagao do tipo C-
glicosidica desta primeira unidade glicosidica adoano C21 da porgéo
secologanina do alcaloide. A Figura 34 sinalizapwds de setas
coloridas, as correlacdes observadas nos espee®&Y, NOESY e
HMBC.
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OGlc

Figura 34. Demonstracdo das correlacdes observadass espectros COSY, em
vermelho, HMBC, em azul, e NOESY, em laranja, para porcao da

secologanina e da ligacdo C-glicosidica com a priiree unidade glicosidica do
alcaloide correspondente ao pico 2 isolado da espEB. rhytidocarpa

No espectro COSY o sinal do H1’ apresentou coré@apm o
H2’ com valor de constante de acoplamentd.de = 8,9 Hz, valor este
equivalente a uma ligacgeglicosidica. O sinal de carbono &gy 78,1
ppm foi atribuido ao C2’ devido a correlacdcddlebservada no espectro
HMBC com o sinal de hidrogénio H1'.

Todos os dados acima discutidos corroboraram pprapmsicdo
da estrutura do alcaloide monoterpeno indolit45(, um derivado da
estrictosidina 17) aglicona contendo um grupo 21-G0-
glicopiranosil-(1—6’)-B-D-glicopiranosideo) cuja estrutura numerada é
mostrada na Figura 35. Os dados encontrados reatlite [162] para a
estrictosidina 17) auxiliaram na elucidacdo da porcdo aglicona do
alcaloide.
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Figura 35. Proposta de estrutura para o alcaloide onoterpeno inddlico
derivado da estrictosidina (145), pico 3 isolado dimagao alcaloidica deP.
rhytidocarpa

Apesar dos dados experimentais corroborarem ptagegposta,
ndo foram encontrados na literatura relatos daréwcocia de ligacdo C-
glicosidica em compostos derivados do grupo seaanlog nem rotas
biossintéticas que demonstrassem a formacao dgestad C-glicosidica.
Todos os dados de NMR uni e bidimensionais adasrigara este
alcaloide inédito foram compilados e sdo mostragndabela 15. No
Anexo 13 esta disponivel um diagrama que esquendiacoplamentos
observados nos espectros de NMR bidimensionaigéatide setas para
este composto.
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5.2.2. Isolamento e elucidacéo estrutural dos alcaloidea d
fracdo alcaloidica da espécie Psychotria suteredravés de HPLC-
SPE-NMR

Foram utilizados 74,0 mg da frac&o rica em alca®ido extrato
bruto deP. suterella A amostra foi dissolvida em 1,0 mL de metanol e
filtrada utilizando microfiltro de nylon de 13 mne diametro e 0,4Am
de poro. O método foi aplicado em equipamento HRgllent serie
1200, utilizando uma coluna;§X{Phenomenex, 150 x 4,6 mm, 5um, 100
A) mantida a 40 °C. O solvente aquoso, A, consiii®5 % HO + 5 %
MeCN e o solvente organico, B, de 5 %CH+ 95 % MeCN, ambos
acidificados com 0,1 % de acido férmico. O fluxd rieantido em 0,5
mL.minuta?, volume de injecéo de 15 pL. Inicialmente foi e@dio um
método exploratério de 0-100 %B em 60 minutos. @odw otimizado
iniciou-se com 15 %B, gradiente de 15-30 %B de @8%, gradiente de
30-65 %B de 35-60 min., gradiente de 65-100 %B @0e5% min.,
mantendo-se por 5 minutos, reduzindo a 15 %B noitmié6 e mantém-
se por 10 minutos para recondicionamento da coluna.

O método otimizado foi reproduzido no equipameregdPLC-
SPE-NMR em uma andlisgre-trapping para serem programados 0s
picos a serem isolados através do méttldeshold aplicado ao
cromatograma a 254 nm ou 280 nm de acordo comessidade. Em
seguida foram executadas vinte sucessivas separaefieo 0s picos
concentrados nos respectivos cartuchos de SPE aprente
condicionados com 500 pL de acetonitrila seguidb@fepL de HO. A
Figura 36 apresenta o cromatograma da separacéaidextn 254nm
identificando os picos isolados através de niumeros.
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Figura 36. Cromatograma extraido a 280 nm da sepacéio executada na fracédo
rica em alcaloides do extrato bruto deéP. suterellaatravés da técnica hifenada
HPLC-SPE-NMR

O pico 1 foi coletado em torno do tempo de reter8E8 min. O
espectro de massas de alta resolucdo (ApéndicapB&entou um ion
quasi-molecular emn/z677,291 Tcalculado para [M+H]CssHasN2O13"
(677,2916 com erro 0,1 ppm). O espectro de UV (Am&n 40)
apresentou trés bandas com comprimentos de ondanogem 225 e
290 nm. O espectro MS/MS, disponivel no Apéndiceapptesentou um
fragmento em m/z 515,5, proveniente da perda deunade de glicose,
em m/z 483,2 proveniente da perda da metoxila dpayéster e em m/z
353,1 proveniente da fragmentacdo diferenciada paglicose com
guebra das ligagcdes C1'-C2’' e O-C5’ do agUcar. fizetso de NMR de
'H encontra-se disponivel no Apéndice 42. Estesslado coincidentes
com os obtidos para o alcaloide monoterpeno inddtiédito derivado
da estrictosidinal@d5), também isolado da espédte rhytidocarpae
sendo o primeiro relato deste composto na espécisuterella Os
espectros de massas de alta resolugcéo, UV e MSé\Bdads os picos
isolados da espécit suterellaencontram-se no Apéndice 39, Apéndice
40 e Apéndice 41, respectivamente.

O pico 2 foi coletado em torno do tempo de reter8&6 min, o
espectro de massas de alta resolucdo apresenttmn uuasi-molecular
emm/z 499,2083 calculado para [M+H{C26H31N2Og* (499,2075 com
erro de 1,6 ppm). O espectro de UV apresentou lisgglas com
comprimentos de onda maximos em 224, 280 e 350raspectro
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MS/MS apresentou os fragmentos eriz337,3, proveniente da perda da
glicose e emm/z 266,8 pela perda do fragmentaodicOs do ion
precursor, conforme ja reportado na literatura [163espectro de NMR
de H encontra-se disponivel no Apéndice 43. Estes glashin
coincidentes com os obtidos para o alcaloide #ssamida$2), também
isolado da espéciP. rhytidocarpae ja reportado para a espééile
suterella[46].

O pico 5 foi coletado em torno do tempo de reter§@@ min, o
espectro de massas de alta resolucdo apresentimn uasi-molecular
emm/z351,1726calculado para [M+H] C21H23N205" (351,1703 com
erro de 6,4 ppm). O pico 6 foi coletado em torndetapo de retencéo
61,4 min, o espectro de massas de alta resolug@sesgpou um ion quasi-
molecular emm/z 351,1716 calculado para [M+H] Cy1H23N2Os*
(351,1703 com erro de 6,4 ppm). O espectro de Ushutmos apresentou
duas bandas com comprimentos de onda maximos ep29@5m. O
espectro MS/MS apresentou os fragmentos principaism/z 319,2,
proveniente da perda da metoxila do grupo acef#,170,1, referente ao
fragmento 5,6-dihidr@-carbolina e enm/z 73,0, proveniente da perda
de um grupo 2-butenal do ion precursor, conformee@ortado na
literatura [164]. Os espectros de NMReencontram-se disponiveis no
Apéndice 44 e Apéndice 45, respectivamente. Estedosd sdo
coincidentes com o0s obtidos para os alcaloides esisnE/Z-
vallesiachotaminal@ e 13), também isolado da espéélerhytidocarpa
e ja reportados para a espéeiesuterellg[46].

Elucidacéo estrutural do pico 3

O pico 3 foi coletado em torno do tempo de reterigid4,2 min
no HPLC. O espectro de massas de alta resolu¢&segpou um ion
quasi-molecular em/z541,185Xalculado para [M+H]Cz7H29N2016
(541,1817 com erro de 6,8 ppm). O espectro de UNsaptou trés
bandas com comprimentos de onda maximos em 219% 285 nm. O
espectro MS/MS apresentou os fragmentosrén379,3, proveniente da
perda da glicose. Estes dados sédo coincidente®sogportados para o
alcaloide pauridiantoside®%) (Figura 37), um derivado do alcaloide
lialosideo 54), que ja foi reportado no géndPeychotrig emP. laciniata
[45]. Este € o primeiro relato desta substanciespécid®. suterella Este
alcaloide e seu epimero (C21 - isopauridiantogw@m reportados pela
primeira vez para a espé&auridiantha lyalli(Rubiaceae) [165, 166].
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Na regido de campo baixo do espectro de NMRHjelisponivel
no Apéndice 46, observou-se o padrdo de sinaisymarsistema de anel
indolico com dois dupletos e dois duplo-dupletos dOis dupletos foram
atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios ligads carbonos C8d
124,1 ppm) e C12€¢12 114,9 ppm) e apresentavam-se centrado8+gm
8,23 edn12 7,69 ppm Jo-10 = 7,92 eJi1.12 = 8,2 Hz —orto) e dois duplo-
dupletos duplos centrados @mo 7,32 edu11 7,59 ppm, atribuidos aos
hidrogénios ligados aos C18c(o 123,0 ppm) e C115€¢11 131,7 ppm)
gue, por sua vez, apresentam constantes de acoptamétuo do tipo
orto Ji1.12= 7,0 Hz e do tipo meta nos valoresJgde, = 1,2 eJio-12= 0,9
Hz. Os acoplamentos foram confirmados através dpecé®
bidimensional COSY disponivel no Apéndice 30 eipais de carbono
foram atribuidos pelo espectro bidimensional HSQ€pahivel no
Apéndice 47Apéndice 32.

Figura 37. Estrutura do alcaloide monoterpeno indato pauridiantosideo (55),
pico3 isolado da frac&o alcaloidica dB. suterella

No espectro de NMR déH foram observados dois dupletos
bastante desblindados apresentando “efeito de d@lhasugerindo
visualmente acoplamento mutuo. Estes dupletos astaentrados em
dns 8,52 edns 8,32 ppm, apresentavam acoplamentdste= 4,9 Hz e
foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbddb §cs 140,1
ppm) e C6dcs 121,7 ppm) da por¢ao triptamina. Estas atribuigesn
confirmadas através do espectro bidimensional HN#B&&ndice 48), no
qual foi observada uma correlacao do sinal do htb @ginal de carbono
dc7 134,4 ppm, con?), atribuido ao C7. Para o sinal do H6 néo foi
observada correlagdo com o C7.
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Comparando-se 0s espectros HSQC dos alcaloides
pauridiantosideos§), pico 3 isolado da espédte suterella e lialosideo
(54), pico 1 isolado da espéck. rhytidocarpa foi observada uma
pequena diferenga de deslocamento quimico de casblidrogénio para
0s sinais do nucleo inddlico, carbonos C9 a Clgufli 38). Por outro
lado, foi observada uma diferenca bastante sigiivia para os
deslocamentos de carbono e hidrogénio para C5 © @6upo carbonila
C14 ©c14 204,2 ppm) no alcaloide pauridiantosidéé) (promove uma
desblindagem acentuada na posigaa do anel, onde se encontra o C6,
explicada pelo efeito de ressonancia retiradongi$s).

|
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u L B e e B e LS B By B S B S E B B B B p— 2
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m pauridiantoside, m lialoside

Figura 38. Sobreposicéo dos espectros HSQC dos aiides pauridiantosideo
(55), pico 3 isolado da espéck. suterella e lialosideo (54), pico 1 isolado da
espécieP. rhytidocarpa

No espectro HMBC foi observado que o sinal da caladC14
(6c14 204,2 ppm) apresentava correlagdo com um mulbiglentrado em
dn 5,67 ppm, cuja integral no espectro de NMRHlera relativa a dois
hidrogénios. No espectro HSQC, este multipleto sgrava-se
correlacionado aos sinais de carb@iaes 45,8 edcig9 136,2 ppm que
foram atribuidos, respectivamente, aos carbonoseCC49 da porcao
secologanina do alcaloide. Através de simulacdizanido o FOMSC3,
foi possivel atribuir as multiplicidades aos sinale hidrogénio
sobrepostos como sendo duplo-dupleto para o Hiiple-dlupleto duplo
para o H19 (Figura 39).

No espectro COSY, disponivel no Apéndice 49, faarbbada uma
correlacdo do sinal do hidrogénio H15 com um doptentrado ez
7,65 ppm, com constante dig.17= 1,8 Hz atribuida ao acoplamento entre
o hidrogénio alilico H15 e o olefinico ligado aoC(Bc17 155,0 ppm).
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Também foram observadas, no espectro COSY, adagiies do sinal
dH19 5,67 ppm com os sinais dos hidrogénios ligadoS ¥ c1s 120,9
ppm), um par de duplos-dupletos centradosoersk 4,78 €dnisn 4,90
ppm, com valores de constantes de acoplament@adawitiinal cis com
Jisp-10 = 10,3 Hz e vicinatrans com Jiga-19 = 17,3 Hz. Os sinais dos
hidrogénios H18a e H18b também apresentaram aceptarmuituo do
tipo geminal deliga-1sp= 1,5 Hz compondo, juntamente com o sinal do
H19, um grupo de sinais coincidente com o espepata um padréo
ABX.

H15H19

J1=6,6 Hz J1=173Hz
J2=18Hz J2=10,3Hz
J3=10Hz

/ \J

‘ ‘5.6‘75‘ o ‘5.6‘50‘ o ‘5.6‘25‘ ‘ ‘5.6‘75‘ t ‘5.6‘50‘ t ‘5.6‘25‘
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
experimental simulado

Figura 39. Comparacao entre os multipletos sobreptess H19/H15 obtidos
experimentalmente para composto (55) e os simuladagavés do software
FOMSCS3 (pico 3 isolado da fragdo alcaloidica de. suterellg

No espectro de NMR dél, o sinal do multipleto centrado eieo
3,37 ppm foi atribuido ao hidrogénio ligado ao G&&o 41,8 ppm) por
apresentar correlagdes no espectro COSY com oeximd); 5,67 ppm
dos hidrogénios H15, H19 e com um dupleto centd@do 5,58 ppm,
atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono acetdl 6221 99,0 ppm), A
multiplicidade do H20 foi atribuida como sendo duglpleto duplo de
acordo com os valores de constantes de acoplarmestdidrogénios
vizinhos coletados no espectro de NMRideJdig.20= 10,0,J15.20= 6,7 €
Jo1-20= 2,9 Hz. A Figura 40 mostra a simulacéo feitdb@MSC3 para o
sinal do H20, em vermelho, sobreposto ao sinal dobti
experimentalmente.

Na Figura 40 também é mostrada, em azul, a simuldedum
duplo-dupleto centrado eba> 3,34 ppm sobreposto ao espectro obtido
experimentalmente. Este sinal foi atribuido ao dgénio ligado ao
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C2'(8c2 76,1 ppm) do agulcar por apresentar uma correlaga@spectro
COSY com o sinal do hidrogénio ligado ao carboranaérico C1’ §c1-
101,5 ppm), um dupleto centrado &m 4,73 ppm. A simulacdo através
do FOMSC3 auxiliou na obtengéo das constantes me sendaly.; =
7,8 elygy = 9,0 Hz.

H2'

J2=78Hz

LI o o AL A e I L o o o LA B
3.38 3.37 3.36 3.35 3.34 3.33 3.32
Chemical Shift (ppm)

Figura 40. Regido ampliada do espectro de NMR d#l do alcaloide
pauridiantosideo (55), onde se encontram o0s sina@sbrepostos para os
hidrogénios H20, H2’, H4’ e H5'. Em vermelho e azusdo apresentados os
multipletos simulados através do FOMSC3 para H20 B2’ e a regido em cinza
é atribuida aos hidrogénios H4’ e H5’ (pico 3 isoldo da fracdo alcaloidica deP.
suterellg

Conforme observado na Figura 40, a regido do espdetNMR
de'H, dy 3,34-3,36 ppm, destacada em cinza foi atribuidaradtipletos
sobrepostos dos hidrogénios H4' e H&4( 79,5 edcs 79,9 ppm). Para
0s sinais dos carbonos C4' e C5’ foram observadasspectro HMBC,
as correlacdes com o par de duplos-dupletos cestrachonesa 3,72 €
duen 3,93 ppm, atribuidos aos hidrogénios ligados adbored
hidroximetilico C6’ fce 64,2 ppm) do aclcar. Da mesma maneira foram
observadas, no HMBC, as correlacbes do carbono co&h os
hidrogénios H4’ e H5'.

No espectro de NMR dél, o duplo-dupleto centrado eins 3,41
ppm, apresentando constantes de acoplandeste 9,0 eJs3.4 = 8,9 Hz,
foi atribuido ao hidrogénio ligado ao C3c§ 73,0 ppm), por seu sinal
de hidrogénio apresentar correlagcao no espectroEibtBn os sinais do
C2’ e C4’ e seu sinal de carbono apresentar cgéelaom os hidrogénios
H4' e H5'.
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No espectro bidimensional HMBC foram observadas as
correlacdes do sinal de carbono da carbonila C22:er 70,9 ppm com
os sinais de hidrogénios do H15, H17 e com um sto@mdy.s 3,64
ppm, com integral relativa a trés hidrogéniospafdo aos hidrogénios
da metila C23dc23 53,3 ppm). Os carbonos C22 e C23 pertencem ao
grupo éster metilico ligado ao carbono Ca£4110,7 ppm). No espectro
HMBC o C16 apresenta correlacdo com os hidrogéiilds H17 e H20.

A comparacdo dos dados obtidos e discutidos aciom a
literatura [45] corroboram a elucidacdo do alcaoichonoterpeno
inddlico pauridiantosideo 56). Todos os dados de NMR uni e
bidimensionais adquiridos para este alcaloide focampilados e séo
mostrados na Tabela 16. Os dados da literatuizaatils na comparacao
estéo disponiveis no Anexo 1 para NMR:#2e no Anexo 4 para NMR
de H. No Anexo 12 esta disponivel um diagrama que ersqtiza 0s
acoplamentos observados nos espectros de NMR Irigiomais através
de setas para este composto.
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Elucidacéo estrutural do pico 4

O pico 4 foi coletado em torno do tempo de retemtgib7,3 min.
O espectro de massas de alta resolucao apresemtoioru quasi-
molecular emm/z 365,1497 calculado para [M+H] CxiH21N2O4*
(365,1496 com erro de 0,3 ppm). O espectro de Usaptou duas
bandas com comprimentos de onda maximos em 2190en2P O
espectro MS/MS apresentou os fragmentos principaism/z 279,2,
proveniente da perda dalactona da molécula-pai e em/z 170,1,
referente ao fragmento 5,6-dihidsecarbolina. Uma busca na literatura
através do scifind&rpor alguma substancia com a férmula molecular
C21H20N204 foram encontrados dados coincidentes com os eajust
para o alcaloide vallesiachotamina lactohf (Figura 41), um derivado
ciclico dos isémeroB/Z-vallesiachotaminal@ e 13) que ja foi reportado
nas espécib. suterellae P. laciniata[46].

Figura 41. Estrutura do alcaloide monoterpeno indato vallesiachotamina
lactona (11), pico 4 isolado da fragao alcaloidiade P. suterella

Na regido de campo baixo do espectro de NMRHjelisponivel
no Apéndice 50, observou-se o padrdo de sinaisymarsistema de anel
indolico com dois dupletos e dois duplo-dupletgsidst Os dois dupletos
foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogéigados aos carbonos
C9 (0c9 124,0 ppm) e C1D¢12117,3 ppm) e apresentavam-se centrados
€mdng 7,43 Dn12 7,29 ppm Jo-10= 7,9 edi1-12= 8,1 Hz -orto) e os dois
duplo-dupletos duplos apresentavam-se centrado8neny,01 edni1
7,08 ppm e foram atribuidos, respectivamente, @edénios ligados
a0s C10qc10125,2 ppm) e C115¢11127,8 ppm). Os hidrogénios H10 e
H11 apresentaram constantes de acoplamento mutipmdato no valor
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deJi1-12= 7,0 Hz e do tipo meta nos valoresJde: = 1,2 eJio-12= 1,0
Hz. Os acoplamentos foram confirmados através dpece®
bidimensional COSY disponivel no Apéndice 51 eipais de carbono
foram atribuidos pelo espectro bidimensional HSQ€pahivel no
Apéndice 52.

No espectro HSQC foram observados dois sinais dmowas
metilénicos endcs 57,5 edcs 28,3 ppm atribuidos, respectivamente, aos
C5 e C6 provenientes da por¢ao triptamina do dftmlassim como seus
respectivos pares de hidrogénios. No espectro ddk NM 'H, os
hidrogénios ligados ao C5 apresentaram-se como digifo-dupletos
duplos centrados ebasa 3,63 €51sp 3,86 ppm com acoplamento geminal
deJsasp= 12,6 Hz. Os sinais de hidrogénios ligados aaji?6sentaram-
se como um duplo-duplo-dupleto duplo centradodesa 2,82 ppm e 0
duplo-duplo-dupleto duplo centrado ém» 2,93 ppm, com acoplamento
do tipo geminal no valor de€sasp = 15,0 Hz. Estes hidrogénios
metilénicos apresentam acoplamentos vicinais nlosesadelsaea= 4,0
Hz, Jsaeb = 11,7 Hz,Jsp6a = 1,5 Hz eJspen = 5,5 Hz. Todos estes
acoplamentos foram confirmados no espectro COSYsifzss destes
hidrogénios metilénicos apresentam um comportamaitecidente com
um padréo de multiplicidades esperado para unmssfeA’'BB’ do tipo
gauche estrelado. As multiplicidades dos hidrogémetilénicos H6a e
H6b foram atribuidas com o auxilio de simulactétageno software
FOMSC3 as quais sao apresentadas na Figura 42.

No espectro bidimensional HMBC, disponivel no Apéad3, o
sinal de carbono néo hidrogenado &m#133,4 ppm foi atribuido ao C8
por apresentar correlagées3decom os hidrogénios H10 e H12, o sinal
de carbono endciz 143,3 ppm foi atribuido ao C13 por apresentar
correlacdes d&l com os hidrogénios H9 e H11. O sinal dedeml14,0
ppm foi atribuido ao C7 por apresentar correlagdesJ com os
hidrogénios H6a e H6b e correlacdesteom os hidrogénios H5a, H5b
e H9. O sinal enbcz 154,8 ppm foi atribuido ao C2 por apresentar
correlacdes d&l com os hidrogénios H6a e H6b.
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Figura 42. Comparagao entre os multipletos obtidosxperimentalmente e os
simulados através do software FOMSC3 para os hidr@mios metilénicos H6a e
H6b do alcaloide vallesiachotamina lactona (11), @b 4 isolado da espécie.
suterella

No espectro de NMR d#l foi observado um multipleto centrado
emdns 4,40 ppm, correlacionado ao sinal de carboné&rd4,7 ppm no
espectro HSQC. Este sinal apresentou correlacéspeztro COSY com
0s hidrogénios metilénicos H63d6.= 1,5 Hz) e H6bJs.6b = 2,2 HZ).
Também foram observadas, no COSY, as correlagGasdots duplo-
dupletos duplos centrados &miaa 1,79 (3-14a= 11,6 Hz) &Sniap 2,65
ppm {z-140 = 3,3 Hz) atribuidos aos hidrogénios metiléniégados ao
C14 @c14 37,9 ppm). Sendo assim, o sinal deste multipleitatfibuido
ao hidrogénio ligado ao C3. A multiplicidade doadido H3 foi atribuida
como sendo de duplo-duplo-dupleto duplo atravésirdalacdo feita no
software FOMSC3 utilizando as constantes obtidas lidrogénios
metilénicos vizinhos conforme mostrado na Figura 43
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Figura 43. Comparacao entre o multipleto obtido exprimentalmente e o
simulado através do software FOMSC3 para o hidrogéa H3 do alcaloide
vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado dapgécieP. suterella

No espectro de NMR dé&H foi observado que os hidrogénios
metilénicos H14a e H14b apresentavam uma constienseoplamento
do tipo geminal no valor d&sa.14v= 13,5 Hz, confirmado no espectro
COSY. Também foram observadas correlagcbes de ansbsimais com
um multipleto centrado eiduis 3,78 ppm, atribuido ao hidrogénio ligado
a0 C15 §c1534,9 ppm), com valores de constante de acoplaniediaa-

15 = 5,4 Hz eJiap15 = 1,8 Hz. No espectro COSY foram observadas
correlagbes do H15 com um duplo-dupleto duplo eeletemduig 7,25
ppm, atribuido ao hidrogénio ligado ao carbonoinied -carbonilico
C19 @ci9 155,4 ppm), apresentando acoplamento alilico har d& Jis-
19 = 1,8 Hz. No espectro COSY também se observowsguredrogénios
H15 e H19 apresentavam correlagdo com um sinatidegénio centrado
em dnisam 4,86 ppm, atribuido aos hidrogénios ligados adaaw
metilénicoy-carbonila C183c1s 77,2 ppm). No espectro de NMR H¢
os sinais dos hidrogénios H18a/b apresentaramizepmstos com o
sinal residual do solvente, o qual foi suprimidoathtie a aquisicdo do

espectro.

Através da analise das constantes de acoplamelgt@das do
espectro de NMR d¥#H para os sinais dos hidrogénios H15 e H19 foram
feitas simulagdes utlizando o software FOMSC3 patabuir as
respectivas multiplicidades e os valores de cotestatie acoplamento.
Para o H15 foi atribuida a multiplicidade de dugigslo-duplo-dupleto
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duplo com acoplamentos, além do ja citado):dsa= Jis.180= 1,7 Hz.
Para o sinal do H19 foi atribuida a multiplicida#eduplo-dupleto duplo
com acoplamentos, além do ja citadoJ@gi9= Jiss-10= 1,8 Hz. A Figura
44 mostra as regides ampliadas do espectro de NMRigpara 0s picos
H15 e H19 em comparacdo com 0s espectros simulaitiagés do
FOMSC3 juntamente com seus respectivos diagramasapdamento.

H15
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J5=1,7Hz
f \
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[
[
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\,"“ AN
/ \
,// ‘—\
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J3=1,83Hz
H19
\\J \\
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Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Figura 44. Comparacao entre os multipletos obtidosxperimentalmente e os
simulados através do software FOMSC3 para os hidr@mios H15 e H19 do
alcaloide vallesiachotamina lactona (11), pico 4akado da espéci®. suterella

No espectro bidimensional HMBC foram observadas as
correlacbes dos sinais dos hidrogénios H18a/b eddi® os sinais de
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carbono endczo 145,0 ppm, atribuido ao carbono olefinicgarbonila
C20, edc21180,8 ppm, atribuido a carbonila C21. Para o siaalarbono
C20 também foram observadas as correlac6é3 ciem os hidrogénios
H1l4a e H14b e d& com o hidrogénio H15. Os carbonos C18, C19, C20
e C21 compdem o grupelactonao-p-insaturada, ligada ao restante da
molécula através dos carbonos C15-C20.

No espectro HMBC foram observadas as correlacosssitais
dos hidrogénios H3 e H15 com o sinal de carbon@@ml54,6 ppm,
correlacionado no HSQC ao sinal de hidrogénio ®toptmdniz 7,87
ppm, atribuido ao carbono olefinico C17. Para al<lp hidrogénio H17
foi observada, no HMBC, uma correlacdc’dleom um sinal de carbono
emdc16 99,5 ppm atribuido ao carbono C16 e uma correlegéoo sinal
de carbono enicz2 175,6 ppm, atribuido & carbonila C22. Também foi
observada correlacéo entre o sinal de carbonod@2#J, a um simpleto
emdnz3 3,66 ppm, com integral relativa a trés hidrogémiasribuido aos
hidrogénios ligados ao carbono C3326 56,6 ppm). Os carbonos C22 e
C23 compdem o grupo acetil ligados através do carkxi6.

A comparacdo dos dados obtidos e discutidos aciom a
literatura [45] corroboram para a elucidacdo dalalde monoterpeno
inddlico vallesiachotamina lactonalj. Todos os dados de NMR uni e
bidimensionais adquiridos para este alcaloide focampilados e séo
mostrados na Tabela 17. Os dados da literatuizaatils na comparacao
estdo disponiveis no Anexo 1 para NMR:#ee no Anexo 4 para NMR
de H. No Anexo 13 esta disponivel um diagrama que exsqtiza 0s
acoplamentos observados nos espectros de NMR Irigiomais através
de setas para este composto.
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5.2.3. Estudo fitoquimico comparativo entre as fracoes
alcaloidicas das espécies P. rhytidocarpa, P. sltare P. stenocalyx
através de HPLC-ESI-TOF-MS

Neste trabalho foi feito o estudo fitoquimico apfido a técnica
hifenada de HPLC com espectrometro de massasadesitiucdo focado
na identificagcdo de alcaloides para as espéeieshytidocarpa P.
suterellae P. stenocalyxporém, para esta Ultima espécie, o estudo foi
feito através de comparacdo dos dados de tempoetdacéo no
cromatograma, comprimentos de onda maximos no sz UV/VIS
e do espectro de massas de alta resolucdo cordasidantificados para
os alcaloides nas duas espécies utilizando as mesmadicdes
operacionais.

As amostras das fracdes alcaloidicas Rierhytidocarpa P.
suterella e P. stenocalyxforam preparadas nas concentracdes de 71
mg.mL?1, 72 mg.mL! e 110 mg.mt, respectivamente, em metanol e
filtradas utilizando microfiltro de nylon de 13 nde diametro e 0,4Bm
de poro. As andlises foram executadas em equipani#PtC Agilent
serie 1200, utilizando uma colung@henomenex, 150 x 4,6 mm, 5um,
100 A) mantida a 40 °C. O solvente aquoso, A, stinsile 95 % KD +
5 % MeCN e o solvente organico, B, de 5 ¥%H 95 % MeCN, ambos
acidificados com 0,1 % de &cido formico (v/v). Oxth foi mantido em
0,5 mL.minutat, volume de injecdo de 5 pL. O método gradientadoi
se com 15 %B, aumentando para 30 %B no minutorBS%eguida para
65 %B no minuto 60, alcancando 100 %B no minutovémtendo-se por
10 minutos. As andlises de massas em tempo reahfexecutadas
através do detector de massas de alta resolucad@sSMS em modo
positivo. A Figura 45 apresenta os cromatogramasgaracéo a 280 nm
sobrepostos das trés espécies estudadas. Osqranosdentificados com
0s numeros correspondentes aos alcaloides isoladdsentificados
neste trabalho.

Conforme se pode observar na Figura 45, os aleadidlosideo
(59), (B)-O-(6")-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo  58),
derivado da estrictosidind45), estrictosamida3@), vallesiachotamina
lactona (1), E-vallesiachotamina 1) e Z-vallesiachotamina 1Q3)
encontram-se presentes nas trés especies.
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Os alcaloides inéditos &cido 2'-(3,4,5-trimetoximato)-N4-
metil-estrictosidinico 43 e 2’-siringil-estrictosamida 144) estdo
presentes apenas da espcidytidocarpaO alcaloide pauridiantosideo
(55) foi identificado nas espéci&s suterellae P. stenocalyx

Para a espécie. suterella ja havia sido reportada a presenca dos
alcaloides [)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo 58)

[46] e naucletinal42) [103], cujas massas moleculares sdo 732,73 e
329,12, respectivamente. Nao foi identificada asgmea do alcaloide
naucletina 142 em nenhuma das espécies estudadas através dispesq
no cromatograma de ions totais. Conforme mostradbBigura 45, foi
identificada a presenca do alcaloid®-Q-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-
dimetoxi-lialosideo §3) nas trés espécies. Foi executada a anéalise em
espectrdmetro de massas, cujo espectro apresemstofragmentos
principais enm/z527,3 referente a molécula do lialosideo aposdape
do derivado E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-cinamoil e emm/z 365,3
referente a perda da glicose pela porcédo lialosideoalcaloide,
confirmado sua identidade através de comparacaodddss obtidos
experimentalmente com os dados da literatura [1B@spectro MS/MS

do alcaloide)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialoside&8) €
mostrado na Figura 46.

6.8e 365.3
s |
o 5.0e
B
o 733.8
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Figura 46. Espectro de massas MS/MS executado paaanassa selecionada em
m/z733,3, referente ao alcaloideK)-O-(6')-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
lialosideo (53)

A Tabela 18 mostra, de forma mais simplificada,isjafcaloides
foram identificados em cada espécie apds o estumoparativo
utilizando a técnica HPLC-HRMS. Na tabela sdo aprmeslos apenas os
numeros dos compostos, 0s quais estdo dispostnesma sequéncia da
separacdo cromatografica e as espécies na mesmé&nsiq dos
cromatogramas expostos na Figura 45.
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Tabela 18. Relagédo dos compostos identificados aiés do estudo comparativo
utilizando a técnica HPLC-HRMS para cada uma das tés 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. Discusséo da biogénese dos alcaloides monoterpemibiicos
identificados nas espécies desychotriaestudadas

Dentre todos os alcaloides de plantas, os alcaaiEnoterpeno
indolicos representam o maior grupo ja tendo gi@atificados mais de
3000 diferentes estruturas ocorrendo, principalmemtas familias
Loganiaceae, Apocynaceae e Rubiaceae [6, 167].

Os alcaloides monoterpeno indélicos séo biosshatetis através
de uma reacdo de condensacdo estereoseletiva th-JRiengler,
semelhante & reacdo de Mannich, catalisada pelmamstrictosidina
sintetase, formando a estrictosidind7)( um sistema tetrahidife-
carbolineo apresentando configuragmo carbono quiral 3. De acordo
com o rearranjo apresentado pela secologaninanpedeidentificados
trés tipos principais de esqueletos para estebies, o tipo corinanto,

o tipo aspidosperma e o tipo lboga [6, 105] (Figdrpagina 67).

A estrictosidina17) € precursora dos alcaloides do tipo corinanto,
a qual pode ser submetida a diferentes reacfesclimagio entre o
nucledéfilo N4 e um dos carbonos eletrofilicos, CC19, C21 e C22
dando origem aos subtipos vincosan lactama, cildizéravés da ligacéo
N4-C22, e vallesiachotaman, ciclizado através dacho N4-C17. A
estrictosidina 17) e seus derivados nédo ciclizados também sé&o
classificados como o subtipo vincosan [168, 16&juia 47).
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Figura 47. Esquema da biossintese da estrictosidina precursor do esqueleto
tipo corinanto, e dos subtipos vincosan, vincosaadtama e vallesiachotaman

A porcao secologanina da estrictosidif) (sofre uma rotacéo,
posicionando a carbonila (C22) do seu grupo ésgtilioo proximo da
amina secundaria da porcéo triptamina (N4). O gaeldtrons do N4
promove um ataque nucleofilico a esta carbonilmémdo a lactama do
alcaloide estrictosamida3%), um representante do subtipo vincosan
lactama (Figura 48). Outros alcaloides podem dgimaidos a partir de
derivatizagcbes da estrictosamic@?)(como € o caso do alcaloide 2'-
siringil-estrictosamida 144), provavelmente formado a partir de uma
reacao de esterificacdo com o 4cido siringico e ereimatico (Figura
50).

A estrictosidina 17) também pode sofrer reacdo de hidrdlise
catalisada pela enzima estrictosidina glicosidasarglo sua aglicona,
que apresenta um hemiacetal reativo. Este hemiaéetadrolisado
formando um dialdeido intermediario a partir de wequilibrio
tautomérico aldo-endlico nos carbonos C17 e C2favés do ataque
nucleofilico do N4 ao C17, este dialdeido forma @mamina que, apos
reacbes de isomerizacdes, resultam nos alcaloisiémeros E/Z-
vallesiachotaminal@ e 13) ou vallesiachotamina lactond1j, todos
representantes do subtipo vallesiachotaman [6,.185Figura 48
sumariza as reacgdes de biossintese destes alsaloide
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Figura 48. Biossintese dos alcaloides estrictosaraid vallesiachotamina a
partir da reagdo da triptamina e secologanina tendeomo intermediario a
estrictosidina (17)

A enamina, formada na etapa anterior, sofre umadceale
oxidagéo do grupo aldeido (C21) para formar o gagdop-butendico.
O grupo acid@-butendico sofre uma ciclizacdo apds ataque nuititenf
promovido pelo oxigénio resultando no gruptactonaa-p-insaturado
do alcaloide vallesiachotamina lactotid)( conforme proposto na Figura
49.

H Enz
OH o]
—_— |J B / o
o \'}\H(“Enz o
Figura 49. Sequéncia de reacdes ocorrentes no grupdutenaldeido da

enamina proposta para a biossintese do alcaloidellasiachotamina lactona
(11)

O éacido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoato)-N4-metil-edimsidinico
(143 é um derivado do &cido estrictosidinids) ue, por sua vez, é
formado pela hidrélise do grupo éster metilico @nés na estrictosidina
(17). E possivel que este alcaloide inéditd3) tenha sido formado a
partr de uma reagdo metabdlica de transmetilac@o adido
estrictosidinico%) na presenca do cofator S-Adenosilmetionina (SAM)
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uma reacao de esterificacdo com o acido 3,4,54wixiiEenzéico em
meio enzimético (Figura 50).

O alcaloide lialosideo5d@), também representante do subtipo
vincosan, foi biossintetizado a partir da oxidadaayrupo tetrahidr@-
carbolina da estrictosidinal?) tornando-o umap-carbolina, cuja
principal diferenca é a aromatizacéo do anel pifeido. Os alcaloides
(E)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo 58) e
pauridiantosideo56) séo derivados do lialoside®4j sendo o primeiro
sintetizado a partir da esterificacdo do gruporoiba hidroxila ligada
ao C2’ da glicose e 0 segundo a partir da oxiddodgrupo metileno C14
(Figura 50).

O alcaloide inédito derivado de estrictosidifhids) pode ter sido
biossintetizado apdés uma reacao de C-glicosilagdoanbono C21 da
aglicona do alcaloide estrictosidirgry.

A Figura 50 mostra uma proposta para a biogénesaldaloides
identificados nas espécies Esychotriaestudadas neste trabalt®,
rhytidocarpa P. suterellae P. stenocalyx

Figura 50. Biogénese proposta para os alcaloideslados e/ou identificados nas
espécies d@sychotriaestudadas
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram avaliadas algumas atividaid§dicas dos
extratos brutos das folhas e fracdes das espé€ciesenocalyxe P.
suterella os quais foram submetidos aos ensaios antioxddant
alelopatico, antimicrobianos, acetilcolinesteragi@nti-inflamatério.

A fracdo acetato de etila de ambas as espécieseapoe maior
teor de fendlicos que as demais, sendo importaestachar a fracdo
acetato de etila de. stenocalyxjue apresentou contetdo de fendlicos e
flavonoides significativamente maior que as derfraigdes. As fracdes
acetato de etila e alcaloidicas também apresentasas atividades no
teste que avalia o poder redutor, com destaque gdiracdo rica em
alcaloides dé@. stenocalyxjue apresentaram maior potencial redutor.

O teste alelopatico mostrou que, de uma maneiia, ganbos os
extratos sdo fitotoxicos para todas as sementeadéss porém as
sementes de alface sdo mais sensiveis aos alelogsiipresentes nos
extratos testados do que as sementes de rabgregiee.

Os extratos brutos e fragcfes alcaloidicas das iesféstenocalyx
e P. suterellaforam avaliados quanto inibicdo da enzima AchE na
concentracédo de 1 mg.mMLEm relacdo as inibicdes apresentadas pelos
extratos brutos, a espédie stenocalyxnibiu em 52,63% e a espédie
apresentadas pelas fragcdes alcaloidicas, a eghétienocalyinibiu em
54,31 % e a espéck. suterellainibiu em 63,58 %, sendo esta Ultima
amostra a que apresentou maior inibicdo na atieidadenzima AchE.

Nos testes antimicrobianos, que avaliaram inibichos
crescimentos bacteriano e fingico, ambos os estfatam considerados
inativos ou pouco ativos contra os micro-organistaetados.

Os extratos brutos das espédiesstenocalyxe P. suterellase
mostraram bons inibidores do processo inflamatéras modelos
estudados. O extrato &e stenocalyxapresentou melhor inibicdo na dose
200 mg.kgt com reducéo de 57,1 % na migracdo de leucécitestrato
de P. suterellaapresentou melhor inibicdo na dose 400 mg.&gm
reducdo na migracdo de leucdcitos de 64,7 %. Adoam de exsudato
foi significativamente reduzida pelo extrato Blestenocalyxapenas na
dose de 400 mg.Kgcom inibicéo foi de 30,1 %. O extrato lesuterella
néo reduziu significativamente a formacao de exsuda

Foi desenvolvido um estudo fitoquimico envolvendofracdes
ricas em alcaloides das espécigs/chotria rhytidocarpaPsychotria
suterellae Psychotria stenocalyfRubiaceae) das quais foram isolados e
elucidados alguns alcaloides através da aplicagfdétnicas hifenadas
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de HPLC com espectrdbmetro de massas de alta résolitRMS),
extracdo em fase sdlida (SPE) e ressonancia megméttlear (NMR).

Através da técnica hifenada HPLC-HRMS-SfNVIR na fracao
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpaforam isolados e elucidados
quatro alcaloides conhecidosE/Z-vallesiachotamina 1 e 13),
estrictosamida3®), lialosideo $4) e os trés alcaloides inéditos: acido 2'-
(3,4,5-trimetoxibenzoato-N4-metil-estrictosidinicg143), 2'-siringil-
estrictosamida 144) e uma proposta de estrutura para o derivado de
estrictosidinal45).

Através da aplicacéo das técnicas hifenadas HPLESMNIAR e
HPLC-HRMS na fracdo alcaloidica desychotria suterellaforam
isolados e elucidados cinco alcaloides conhecle@svallesiachotamina
(12 e13), estrictosamida3@), pauridiantosidedbg) e vallesiachotamina
lactona (1) e o alcaloide derivado de estrictosidiriald). Este € o
primeiro relato da presenca do alcaloide pauridigideo $5) na espécie
Psychotria suterella

Através da aplicacdo da técnica hifenada HPLC-HRMIS
efetuado um estudo fitoquimico comparativo envadleeras fracdes
alcaloidicas das espéciBs stenocalyxP. suterellae P. rhytidocarpa
Para a espécl. stenocalyforam identificadas a presenca dos alcaloides
E/Z-vallesiachotamina 12 e 13), estrictosamida 3@), (E)-O-(6)-
cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo 58), lialosideo %4),
pauridiantosideo5§), vallesiachotamina lactond 1) e o derivado de
estrictosidina 145). Para a espécie. suterellaforam identificados os
alcaloides [)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo 58),
lialosideo §4), vallesiachotamina lacton&l) e o alcaloide derivado de
estrictosidine 145, além dos alcaloides ja mencionados. Finalmente,
para a espéciB. rhytidocarpaforam identificados os alcaloideg){O-
(6)-cinamoil-4-hidroxy-3,5-dimetoxi-lialoside&3) e vallesiachotamina
lactona (1), além dos alcaloides ja mencionados. Apdés o estud
comparativo foi possivel identificar a presencandee alcaloides na
espécieP. rhytidocarpa oito alcaloides nas espécigésstenocalyse P.
suterella

Através do estudo da biossintese foi possivel ceemgler que a
estrictosidina 17), precursora de todos os alcaloides monoterpeno
inddlicos do tipo corinanto, apresenta configura8&m carbono quiral
3. Este alcaloide, por sua vez, é formado por wagao de condensacéo
estereoseletiva entre a triptamina e a secolonga®@is corinantos podem
ser submetidos a diferentes reagBes de ciclizagidodorigem aos
subtipos vincosan lactama e vallesiachotaman, mashitilos alcaloides
identificados no presente estudo. Também foranutiiks propostas de
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rotas biossintéticas para os alcaloides inéditotades no presente
trabalho como a formacdo dos ésteres nos compésids 2'-(3,4,5-
trimetoxibenzoateo-N4-metil-estrictosidinico 149 e  2'-siringil-
estrictosamidal44) e para a formacdo do grupo lactona do alcaloide
vallesiachotamina lactonal).
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APENDICE 1. Espectros de massas de alta resolucabtidlos em
equipamento ESI-HRMS e extraidos do cromatograma diens totais
da fracdo alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 2. Espectros de ultravioleta obtidos em agipamento
HPLC-DAD Agilent e extraidos do cromatograma da frgdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 3. Espectro de NMR de!*C da estrictosamida (32),
pico 4 isolado da fragcdo alcaloidica dBsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 4. Espectro de NMR de correlag&o bidimensinal C-
H HSQC da estrictosamida (32), pico 4 isolado dadcéo alcaloidica
de Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 5. Espectro de NMR de!H da estrictosamida (32),
pico 4 isolado da fragdo alcaloidica dBsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 6. Espectro de NMR de correlagéo bidimensnal H-
H COSY da estrictosamida (32), pico 4 isolado dadcéo alcaloidica
de Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 7. Espectro de NMR de correlag&o bidimensinal C-

H HMBC da estrictosamida (32), pico 4 isolado da &céo alcaloidica
de Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 8. Espectro de NMR de correlagéo bidimensnal H-
H NOESY da estrictosamida (32), pico 4 isolado dadcéo alcaloidica
de Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 9. Espectro de NMR de correlag&o bidimensinal C-
H HSQC do lialosideo (54), pico 1 isolado da fracaalcaloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 10. Espectro de NMR de*H do lialosideo (54), pico 1
isolado da fragdo alcaloidica d€sychotria rhytidocarpa
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APENDICE 11. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H COSY do lialosideo (54), pico 1 isolado da frac&aicaloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 12. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H NOESY do lialosideo (54), pico 1 isolado da fragdalcaloidica de
Psychotria rhytidocarpa

£ ppm

2.5 ppm

227



APENDICE 13. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HMBC do lialosideo (54), pico 1 isolado da fracdalcaloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 14. Espectros de NMR déH da E-vallesiachotamina
(12), pico 6 isolados da fracao alcaloidica d&sychotria rhytidocarpa
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APENDICE 15. Espectros de NMR déH da Z-vallesiachotamina
(13), pico 7 isolados da fracao alcaloidica d&sychotria rhytidocarpa
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APENDICE 16. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H COSY da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 17. Espectros de NMR de correlacdo bidimesional
H-H COSY da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 18. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H NOESY da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fracéo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 19. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H NOESY da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fracéo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 20. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HSQC da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fracéo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 21. Espectro de NMR de correlacéo bidimensnal C-
H HSQC da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 22. Espectro de NMR de correlacéo bidimersnal C-
H HMBC da E-vallesiachotamina (12), pico 6 isolado da fracéo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 23. Espectro de NMR de correlacéo bidimersnal C-
H HMBC da Z-vallesiachotamina (13), pico 7 isolado da fracéo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 24. Espectro de NMR de!H do &cido 2'-(3,4,5-
trimetoxibenzoateo-N4-metil-estrictosidinico (143)pico 2 isolado da
fracdo alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 25. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H COSY do acido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-mit
estrictosidinico (143), pico 2 isolado da fracdo dloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 26. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H NOESY do &cido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-ntit-
estrictosidinico (143), pico 2 isolado da fracdo dloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 27. Espectro de NMR de correlacéo bidimersnal C-
H HSQC do acido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-mit
estrictosidinico (143), pico 2 isolado da fracdo dloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 28. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HMBC do é&cido 2'-(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-meit
estrictosidinico (143), pico 2 isolado da fracdo dloidica de
Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 29. Espectro de NMR
estrictosamida (144), pico 5 isolado

Psychotria rhytidocarpa
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APENDICE 30. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H COSY do 2'-siringil-estrictosamida (144), pico Ssolado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 31. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H NOESY do 2'-siringil-estrictosamida (144), pico 5isolado da
fracdo alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 32. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HSQC do 2'-siringil-estrictosamida (144), pico 5solado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 33. Espectro de NMR de correlagéo bidimensnal C-
H HMBC do 2'-siringil-estrictosamida (144), pico 5isolado da fracao
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 34. Espectro de NMR de 'H do derivado de
estrictosidina (145), pico 3 isolado da fragdo alt@idica dePsychotria

rhytidocarpa
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APENDICE 35. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H COSY do derivado de estrictosidina (145), pico Bolado da fracéo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 36. Espectro de NMR de correlacdo bidimensnal H-
H NOESY do derivado de estrictosidina (145), pico &olado da
fracdo alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 37. Espectro de NMR de correlacéo bidimersnal C-
H HSQC do derivado de estrictosidina (145), pico 3olado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 38. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HMBC do derivado de estrictosidina (145), pico &olado da fracdo
alcaloidica dePsychotria rhytidocarpa
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APENDICE 39. Espectros de massas de alta resolucgébtidos em
equipamento ESI-HRMS e extraidos do cromatograma diens totais
da fracdo alcaloidica dePsychotria suterella

Acquisition Parameter
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APENDICE 40. Espectros de ultravioleta obtidos emauipamento

HPLC-DAD Agilent e extraidos do cromatograma da frgdo
alcaloidica dePsychotria suterella
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APENDICE 41. Espectros de massas obtidos em equipanio LC-
MS/MS da fracdo alcaloidica déPsychotria suterella
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APENDICE 42. Espectro Espectro de NMR déH do derivado de
estrictosidina (145), pico 1 isolado da fragdo alt@idica dePsychotria
suterella
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APENDICE 43. Espectro de NMR de'H da estrictosamida (32),
pico 2 isolado da fragdo alcaloidica dBsychotria suterella
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APENDICE 44. Espectro de NMR de'H da E-vallesiachotamina
(12), pico 5 isolado da fracéo alcaloidica desychotria suterella
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APENDICE 45. Espectro de NMR de'H da Z-vallesiachotamina
(13), pico 6 isolado da fracéo alcaloidica desychotria suterella
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APENDICE 46. Espectro de NMR de*H do pauridiantosideo (55),
pico 3 isolado da fragdo alcaloidica dBsychotria suterella
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APENDICE 47. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HSQC do pauridiantosideo (55), pico 3 isolado ddracao
alcaloidica dePsychotria suterella
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APENDICE 48. Espectro de NMR de correlagéo bidimersnal C-
H HMBC do pauridiantosideo (55), pico 3 isolado dafracao
alcaloidica dePsychotria suterella
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APENDICE 49. Espectros de NMR de correlacdo bidimesional
H-H COSY do pauridiantosideo (55), pico 3 isolado a fracéo
alcaloidica dePsychotria suterella
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APENDICE 50. Espectro de NMR de!H da vallesiachotamina
lactona (11), pico 4 isolado da fracdo alcaloidicale Psychotria
suterella
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APENDICE 51. Espectros de NMR de correlacdo bidimesional
H-H COSY da vallesiachotamina lactona (11), pico 4solado da
fracdo alcaloidica dePsychotria suterella
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APENDICE 52. Espectro de NMR de correlacéo bidimersnal C-
H HSQC da vallesiachotamina lactona (11), pico 4atado da fracdo
alcaloidica dePsychotria suterella
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APENDICE 53. Espectro de NMR de correlagéo bidimensnal C-
H HMBC da vallesiachotamina lactona (11), pico 4 @ado da fracdo
alcaloidica dePsychotria suterella
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9. ANEXOS
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ANEXO 5. Diagrama de acoplamentos para o alcaloide
estrictosamida (32), pico 4 isolado desychotria rhytidocarpa
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ANEXO 6. Diagrama de acoplamentos para o alcaloidg4), pico 1
isolado dePsychotria rhytidocarpa
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ANEXO 7. Diagrama de acoplamentos para o alcaloideE-
vallesiachotamina (12), pico 6 isolado desychotria rhytidocarpa
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ANEXO 8. Diagrama de acoplamentos para o alcaloideZ-
vallesiachotamina (13), pico 7 isolado desychotria rhytidocarpa
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ANEXO 9. Diagrama de acoplamentos para o alcaloidécido 2'-
(3,4,5-trimetoxibenzoateo-N4-metil-estrictosidinico (143), pico 2
isolado dePsychotria rhytidocarpa
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ANEXO 10. Diagrama de acoplamentos para o alcaloid2-siringil-
estrictosamida (144), pico 5 isolado desychotria rhytidocarpa
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ANEXO 11. Diagrama de acoplamentos para o alcaloidderivado de
estrictosidina (145), pico 3 isolado dBsychotria rhytidocarpa
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ANEXO 12. Diagrama de acoplamentos para o0 alcaloide
pauridiantoside (55), pico 3 isolado d@sychotria suterella
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ANEXO 13. Diagrama de acoplamentos para o0 alcaloide
vallesiachotamina lactona (11), pico 4 isolado desychotria suterella
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ANEXO 14. Artigo intitulado “Phytochemical study and anti-
inflammatory effect of Psychotria stenocalyx(Rubiaceae)” aceito
para publicacdo no periddicoJournal of Applied Pharmaceutical
Science

Journal of Applied Pharmaceutical Science Vol. 7 (xx), pp. Xxx-xxx, 2017

Available online at http://www.japsonline.com
DOI: 10.7324/JAPS.2017 XXXXX

ISSN 2231-3354 ()

Phytochemical study and anti-inflammatory effect of Psychotria

stenocalyx (Rubiaceae)

Gustavo Silva Queiroz', Ana Beatriz Gobbo Luz’, Marcus Vinicius Pereira dos Santos Nascimento®, Sergio Scherrer
Thomasi®, Antonio Gilberto Ferreira®, Eduardo Monguilhott Dalmarco®, Ines Maria Costa Brighente'*

! Department of Chemistry,Federal University of Santa Catarina, Florianopolis — SC, Brazil.
" Department of Clinical Analysis, Federal University of Santa Catarina, Florianépolis — SC, Brazil.

* Department of Chemistry, Federal University of Lavras, Lavras — MG, Brazil.

4 Department of Chemistry, Federal University of Sdo Carlos, Sdo Carlos — SP, Brazil.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

In this study, an in vivo anti-infl

Received on: XX/XX/XXXX
Revised on: XX/XX/XXXX

'y assay was d on Psychotria stenocalyx ethanol extract of

leaves, evaluating this effect on cell migration and exudate formation in a murine carrageenan-induced model of
pleurlsy The extract sho“cd the nphmum dose, at 400 mg/kg, inhibiting cellular and vascular parameters: total

Accepted on: XX/XX/XXXX
Available online:

due to polymorp

and exudate formation (p < 0.01). A phytochemical study was
hni HPLC-DAD-SPE/NMR and HPLC-DAD-ESI-TOF-HRMS, in

1 using the b

XX/XX/XXXX

which seven monoterpene mdolc alkaloids were |dcmlﬁcd lyalos|dc 1, (E)-O-(6")-cinnamoyl-4"- hydroxy 3 5"
5 | 6

dimethoxy-lyaloside 2, stri
Key words:

Psychotria stenocalyx, anti-
inflammatory, monoterpene
indole alkaloids, HPLC-
DAD-SPE/NMR

de 3, pauridiantt 4, ine lactone 5, E:
and Z-vallesiachotamine 7, in the aIkalond fraction, obtained by an acid-base extraction on P. stenocalyx crude
extract. This is the first study developed with this species.

INTRODUCTION

Psychotria L. is the largest genus in the tribe
Psychotricae (Rubiaceae) and is comprised of around 2000
species worldwide, distributed in tropical regions (Nepokroeffer
al., 1999).

Many biological and pharmacological investigations of
the genus Psychotria have shown a significant number of
activities, such as antioxidant (Formagioer al., 2014),
antibacterial (Moraeser al., 2011), anti-parasitic (Kato et al.,
2012), antitumor (Gerlacher al, 2010), anti-inflammatory
(Iniyavaner al., 2012), anxiolytic and anti-depressive (Farias et
al, 2012), and anti-epileptic (Awader al, 2009) activities.
Studies have also reported the efficacy of P. poeppigiana against
heart disease, cough, asthma and bronchitis (Guerrero er al.,
2010). Species of Psychotriawas also evaluated for their ability
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to protect against intracellular amyloid toxicity and induced cell
differentiation (Curraiser al, 2014). Chemical studies on
Psychotria species have reported the presence of alkaloids as the
main secondary metabolites, particularly monoterpene indole
alkaloids (Calixtoet al., 2016). Themonoterpene indole alkaloids
lyaloside 1, (E)-O-(6")-cinnamoyl-4”-hydroxy-3”,5"-dimethoxy-
lyaloside 2, strictosamide 3, pauridianthoside 4, vallesiachotamine
lactone 5, E-vallesiachotamine 6, and Z-vallesiachotamine 7have
previously been reported in Psychotria species (Berger et al.,
2015; Farias ef al., 2009; Passos, et al., 2013a-b; Paul ef al., 2003).
The genus Psychotria can also be characterized as an abundant
source of indoles (Gerlacher al, 2010), pyrrolidinoindole
(Henriqueser al., 2004), quinolin and isoquinolin (Bernhard ef al.,
2011), and p-carboline (Murillo and Castro, 1998) alkaloids. Some
of these alkaloids inhibited monoamine oxidase A and B
(Passoser al., 2013a), and exhibited potential inhibition of the
enzymes  acetylcholinesterase ~ and  butyrylcholinesterase
(Passoset al., 2013b).

© 2017 Gustavo Silva Queiroz et al. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License -NonCommercial-

ShareAlikeUnported License (http:/creati .org/li y-nc-sa/3.0/).

287



