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RESUMO

Psychotria prunifolia € uma planta da familia Rubiaceae com ocorréncia no
cerrado goiano. O NCI (Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos - EUA)
apontou o género Psychotria como “hot” género referindo-se ao potencial citotoxico
de seus extratos e fragbes. Em estudos quimicos do género foram encontrados

principalmente alcaléides inddlicos responséaveis por diversas atividades bioldgicas.

O presente estudo tem por objetivo a investigagao fitoquimica de P. prunifolia,
a avaliacdo citotdxica, antibacteriana, antioxidante e antifingica dos extratos brutos
e fracdes das folhas. A partir do fracionamento acido-base do extrato bruto das
folhas foi possivel o isolamento de quatro novos alcaléides indol-monoterpenos e a
estrictosamida, ja isolada em outras espécies do género. Os alcaldides inéditos
foram chamados de prunifolina, prunifoliona, EPP26.2 e EPP28.1. Os alcaldides
indol-monoterpenos tem importancia quimiotaxiondmica na familia Rubiaceae e

podem auxiliar na melhor classificacao das espécies do subgénero heteropsychotria.

Os testes in vitro com quatro tipos de cultura de células (S-180-sarcoma de
camundongo, Ab49-carcinoma de pulmdo humano, K562- leucemia mieldide
crbnica humana e HFF-1-células normais humanas-fibroblastos) mostraram
promissora atividade citotoxica da espécie P. prunifolia. No teste de atividade
antibacteriana, os extratos das folhas foram considerados pouco ativos. O extrato
bruto das folhas mostrou-se pouco promissor quanto ao potencial antioxidante. A

atividade antifingica in vitro mostrou-se razoavel.

Xi



ABSTRACT

Psychotria prunifolia is a Rubiaceae family specimen found in the Goiés
“cerrado”, which is a huge ecosystem in the Brazilian Mid-West Mainland. The NCI
(National Cancer Institute) highly referred to Psychotria as a “hot” genera with a
cytotoxic potential from its extracts and fractions. Several related chemical studies
have mostly indicated findings of indole alkaloid, which are “keys” to various
biological activities.

Current ongoing studies are focusing on phytochemical investigation of P.
prunifolia, and its cytotoxic, antibacterial, antioxidant, and antifungal findings from its
leaves’ extracts and fractions. It was feasible to isolate four new indole-monoterpene
alkaloids and estrictosamida upon fractioning the leaves’ gross extracts.
Estrictosamida has been found in and isolated from other specimens from the same
genera. Recently-found alkaloids have been named prunifolina, prunifoliona,
EPP26.2 e EPP28.1. Indole-monoterpene alkaloid is of greater chemotaxonomic
importance for the Rubiaceae family, and it may assist with better classifying
heteropsychotria sub-genera specimens.

In vitro analysis of four cultures of cellular kinds, (S-180- Mice Sarcoma,
A549- Human-Lung Carcinoma, K562 — Chronic Human Myeloid Leukemia e HFF-
1-Regular Human Cells — fibroblasts), has demonstrated successful cytotoxic
activity of the P. prunifolia specimen. As a result of the antibacterial analysis, the
leaves’ extracts were deemed to be less active. Extracts of leaves have shown little
efficacy with its antioxidant potential, and in vitro antifungal analysis has indicated
mild or little response.

xii



1. INTRODUCAO



1.1 CERRADO

O Cerrado constitui 0 segundo maior bioma brasileiro, ocupando
uma area de aproximadamente dois milhdes de quildmetros quadrados, o
que corresponde aproximadamente a 24% do territério nacional (KLINK;
MACHADO, 2005). Em portugués, Cerrado significa “fechado”, “denso” e,
provavelmente, foi aplicada a essa regiao devido a dificuldade de atravessa-
la a cavalo (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002). E constituido por arvores
relativamente baixas (até vinte metros), esparsas, disseminadas em meio a
arbustos, subarbustos e uma vegetacdo baixa constituida, em geral, por
gramineas.

Considerado o “ber¢co das aguas”, por abrigar nascentes de
importantes bacias da América do Sul e reconhecido como a savana mais
rica do mundo em biodiversidade com a presenca de diversos ecossistemas,
possui riquissima flora, com mais de 10.000 espécies de plantas, com 4.400
endémicas (exclusivas) dessa area (IBAMA, 2009). Ha, também, 837
espécies de aves (3,4 % endémicas); 161 de mamiferos (11% endémicas);
120 de répteis (20% endémicas); e 150 espécies de anfibios (30%
endémicas). Porém, sua diversidade biolégica é ainda pouco conhecida e
estudada, principalmente quando comparada ao que se dispfe sobre a
Amazonia e a Mata Atlantica (BRASIL, 1999; MAURY, 2002)

Apesar da riqueza, o bioma estd sendo rapidamente convertido
em pastagem e cultivo agricola. Por isso, foi identificado como um dos mais
ricos e ameacados biomas mundiais. A excepcional concentracdo de
espécies endémicas esta vivenciando grande perda de habitat, situacao
conhecida como hotspots (MYERS et al, 2000; RATTER et al.,, 1997). A
expansao agricola tem por base desmatamentos, queimadas, uso de
fertilizantes quimicos e agrotéxicos, que resulta em 67% de é&reas do
Cerrado “altamente modificadas”, com vocorocas, assoreamento e
envenenamento dos ecossistemas, restando apenas 20% de area em
estado conservado (IBAMA, 2009) (Fig. 1).



Fonte: MAURY, 2002

Figura 1: Representacdo da estimativa de cobertura vegetal nativa do

Cerrado.

Entre 1970 e 1975, a velocidade média anual de desmatamento
no Cerrado era de 40.600 km? por ano, cerca de 1,8 vezes mais do que 0
desflorestamento da Amazonia (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002; SANO et al.,
2002).

Além de ser o “celeiro do mundo” ou “area de expansdo da
fronteira agricola” (EMBRAPA CERRADOS, 1999), apenas 1,5% de seu
territério € protegido nas diversas categorias de unidade de conservacao
(BRASIL, 1999; MAURY, 2002).

A alta taxa de destruicdo do Cerrado, frente & sua grande
diversidade de espécies vegetais (44% endémicas), leva a uma urgente
necessidade de estudos cientificos para a valorizagdo do bioma.

Muitas plantas do Cerrado sédo usadas por pessoas que vivem
nessa area, para tratar diversas doencas tropicais, incluindo
esquistossomose, leishmaniose, maléaria, infeccbes fungicas e bacterianas,
entre outras (DUARTE et al., 2005).



A diversidade de substancias encontradas nas plantas do cerrado
pode estar relacionada a aridez e acidez do solo, além do clima seco e
guente da regido, uma vez que a tentativa de adaptacdo das plantas a um
ecossistema de caracteristicas tdo peculiares resultaria numa maior
variedade estrutural de seus constituintes quimicos (GOODLAND e FERRI,
1979 apud OLIVEIRA, 2009).

O potencial do Cerrado Brasileiro, como fonte de substéancias, é
interessante, sob o ponto de vista quimico e farmacologico, o qual vem
estimulando diversas pesquisas, visando a descoberta de principios ativos e
o desenvolvimento de novos farmacos (LEWIS, 2005), destacando-se, entre
estes, os alcaldides que sdo um vasto grupo de metabdlitos secundarios,
possuindo diferentes formas comparaveis as dos terpendides. Representam
cerca de 20% das substancias naturais e sdo extremamente importantes nas

areas da industria quimica e farmacéutica (BRUNETON, 1993).

1.2 ALCALOIDES

Alcaldides ocorrem em muitas plantas e possuem uma longa e
importante historia na medicina tradicional (ROBERTS e STRACK, 1999). O
uso de extratos de plantas contendo alcaléides como pocdes, remédios e
venenos, acontece desde o inicio da civilizagdo. Cerca de 13000 plantas sédo
conhecidas por terem sido usadas como drogas e aproximadamente 25%
dos remédios contemporaneos sao derivados de metabdlitos de diversas
classes, isolados e purificados de plantas, tais como o alcaldide morfina, um
analgésico narcético, 0s agentes quimioterapéuticos vincristina e
vimblastina, a quinina e o taxol (Fig.2) (KUTCHAN, 1995; BOLZANI, 2000).
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Figura 2: Algumas estruturas de alcaldides isolados de plantas de interesse

da indUstria farmacéutica.

O termo alcaldéide € derivado da palavra arabe “al-gali”,
denominacédo vulgar da planta da qual a soda(que tem propriedades
alcalinas) foi originalmente obtida. Alcaldides possuem variadas definices e
sdo majoritariamente compostos organicos nitrogenados, de baixo peso
molecular, geralmente com estrutura heterociclica (MEMELINK, et al., 2001).

Embora sendo classificados como metabdlitos secundérios, eles
apresentam papel relevante para a existéncia dos vegetais. Varias sdo as
funcdes dos alcaldides nas plantas, principalmente na protecdo contra
estresses ambientais. Alguns alcaloides protegem a planta contra a radiacéo
UV, devido ao fato de que, sua maior parte, ser composta com nucleos
aromaticos altamente absorventes desta radiacdo (JANSEN et al., 1998), e
estdo envolvidos nos mecanismos de defesa, podendo atuar em resposta a
herbivoria e ataques patogénicos (WITTSTOCK e GERSHENZON, 2002).

Cerca de 2.000 alcalb6ides conhecidos sao do tipo inddlicos, ou
seja, possuem um anel inddlico em sua estrutura, uma versatil estrutura
heterociclica descoberta em 1866, e encontrada em um consideravel

namero de produtos medicinais derivados de plantas (WILLIAMS, 2001).
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Figura 3: Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos (grupo indol-C,;N

em destaque).

Esta classe de compostos pode ser subdividida em dois grupos:

um grupo maior conhecido como alcaldides indélicos monoterpénicos e outro

com os demais alcaloides inddlicos (SCHRIPSEMA et al., 2001).

A condensacéao do iridéide secologanina (a) com um aminoacido,

ou sua amina correspondente, gera uma variedade de alcaldides (Fig. 4).

Na familia Rubiaceae encontra-se alcaldides originados da condensacao da

secologanina com:

- tiramina (b) produzindo alcalbides isoquinolinicos do tipo emetina

(c);



- L-triptofano (d), formando alcaléides indol-carboxilicos como a
carboxi-corinantina (e);

- triptamina (Fig.5), formando alcaléides indol-monoterpénicos
(BOTH, 2005).

COOH
N
NH /N

H H

(d)

(€

FIGURA 4: Estruturas de alcaloides formados a partir da condensacéo do

iridoide secologanina com a amina correspondente.

A principal caracteristica dos alcal6ides indol-monoterpénicos é
sua origem biossintética comum. Todos os compostos conhecidos provém

de um precursor unico: a estrictosidina produzida pela condensacgéo de uma



molécula de triptamina (fig.5) com a secologanina, elaborada via geraniol, a

partir das moléculas do &cido mevalénico (BRUNETON, 1991).
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COH
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Secologanina

"\ Alcaléides indol -

monoterpénicos

Figura 5:

monoterpénicos (DEWICK, 1997).

Rota biossintética que da origem aos alcaldides indol-

O grupo de alcaldides derivados do triptofano comecou a ser

estudado, com mais atencéo, a partir do isolamento da reserpina (Fig. 3), um

composto anti-hipertensivo e tranquilizante, de Rauwolfia serpentina Benth.

(Apocinaceae) e pelas propriedades antitumorais de alcaldides isolados de

C. roseus (fig. 2) (BRUNETON, 1991).




1.3 FAMILIA RUBIACEAE

Dentre as Angiospermas, segundo Robbers et al. (1996) os taxons
Apocynaceae, Papaveraceae, Ranuculaceae, Rubiaceae, Solanaceae e
Berberidaceae sdo conhecidos pela presenca de grande numero de
espécies produtoras de alcalbides.

A familia Rubiaceae possui, aproximadamente, 650 géneros e
cerca de 13.000 espécies, sendo representada por arvores, arbustos e
ervas, com distribuicdo geografica concentrada em regides mais quentes,
principalmente nos trépicos. Na Ameérica do Sul, encontra-se 30% do total
das espécies da familia, o que supera em numero de espécies todas as
regibes da Terra, estando, em seguida, respectivamente a regido sul da
Asia, o continente africano e o Pacifico. No Brasil, as rubiaceas s&o
representadas por aproximadamente 2.000 espécies distribuidas em 110
géneros (DELPRETE, 1998 e 2004).

A familia subdivide-se em trés subfamilias: Cinchonoideae,
Ixoroideae e Rubioideae, correspondente a cerca de 50 tribos (BREMER et
al., 1995; ROVA et al., 2002). Estudos de levantamento bibliogréafico, quanto
a distribuicdo de classes destes compostos em termos das subfamilias,
mostram que a subfamilia Rubioideae é caracterizada pela segunda maior
concentracao de alcaléides (fig.6) (DELPRETE, et al. 2006).

Rubioideae Ixoroideae Cinchonoideae

Figura 6: Distribuicdo dos principias metabdlitos secundarios nas trés
subfamilias da familia Rubiaceae.



1.4 GENERO PSYCHOTRIA

A subfamilia Rubioideae € distribuida em 15 tribos, sendo que a
Psychotrieae € a maior delas, com aproximadamente 50 géneros e ampla
distribuicdo em toda a zona tropical (LIBOT et al., 1987). Pertencente a tribo
Psychotrieae, o género Psychotria engloba cerca de 1.650 espécies a
maioria de habito arbustivo, embora arvores, ervas, lianas e epifitas sejam
também conhecidas (NEPOKROEFF et al., 1999).

O género Psychotria possui complexa taxonomia devido as
dificuldades de delimitacfes de suas fronteiras. A classificagdo do género é
motivo de controvérsias entre autores por apresentar grandes similaridades
com Palicourea e Cephaelis. InUmeros estudos buscam caracteristicas
adequadas para auxiliar na separacdo entre as espécies incluidas nesses
géneros, ja que sao morfologicamente muito semelhantes (FARIAS, 2006). A
guimiotaxonomia € uma area de estudo que auxilia na classificacdo tendo
por base as classes dos constituintes quimicos isolados. Com isso, 0
conhecimento das rotas metabdlicas de marcadores quimiotaxonémicos
torna-se ferramenta importante para a diferenciacédo das espécies.

O género Cephaelis produz alcaléides isoquinolinicos,
especialmente os tetraidroisoquinolinicos-monoterpénicos, cujo aminoacido
de origem é atirosina (BOTH, 2005, FARIAS, 2006).

Ja, em Palicourea, foi relatada a presenca de alcaloides
polinddlicos, isolados em P. fendleri Standl., P. domingensis Jacq.
(KERBER, 1999). Estudo quimico realizado por nosso grupo de pesquisa de
duas espécies P. coriacea, “douradinha”, e P. rigida, “douraddo”, ambas
encontradas no cerrado goiano, revelou a presenca de alcaldides inddl-
monoterpénicos e quinolinicos (VENCATO, et.al., 2004; LIAO, et.al., 2006).
Alcaldides derivados da estrictosidina também foram isolados em Palicourea
marcgravii Muell. Arg. e Palicourea alpina Sw. (KERBER, 1999).

O género Psychotria também pode ser dividido em trés
subgéneros baseados em caracteristicas morfolégicas e distribuicdo
geografica: Psychotria (pantropical), Heteropsychotria (inclui as espécies de
Psychotria neotropicais) e Tetramerae (inclui espécies da Africa e
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Madagascar), os quais tém sido combinados, pois a diferenciacdo das
numerosas espécies é complexa (BOTH, 2005; FARIAS, 2006).

Este género € caracterizado pela presenca de alcaldides cujo
aminoéacido de origem € o triptofano, sendo estes, na maior parte, indol ndo
iridéidicos (monoterpénicos), com destaque para 0s polinddlicos, os
derivados triptaminicos e [(-carbolinicos. No entanto, alcaléides indol-
monoterpénicos foram isolados de espécies do subgénero Heteropsychotria.
Os alcal6ides inddlicos-monoterpénicos isolados em espécies do género tém
importancia biogenética e taxonémica por serem Uteis como marcadores
guimiotaxondémicos (BOTH, 2005; KERBER, 2008).

A presenca de alcaldides indol-monoterpénicos em espécies de
Psychotria sugere que esta classe possa ser caracteristica das espécies do
sub-genéro hetereopsychotria, aproximando-se, ainda mais, ao género
Palicourea (KERBER, 2008).

Espécies de Psychotria coletadas, no sul do Brasil, mostram a
presenca de alcalodides indol-monoterpénicos que possuem rota metabdlica
tipica de Psychotria de regides neotropicais, enquanto alcaloides
polinddlicos sdo encontrados em Psychotria de regibes pantropicais
(KONRATH, 2009).

Estudos com o isolamento de alcaldides em outras espécies
ajudardo a diferenciar e classificar, taxonomicamente, contribuindo na
deciséo de fusédo ou separagéo destes géneros.

As pesquisas etnofarmacoldgicas abrangem 10% das espécies de
Psychotria conhecidas e foram realizadas com plantas de diferentes origens
geograficas, mostrando que elas sdo utilizadas, na medicina tradicional, para
uma grande variedade de indicacbes terapéuticas (ADJIBADE, 1989; LEAL;
ELISABETSKY, 1996, LAGIS et al., 1993; PERRY, 1980). Os mais
frequentes usos internos referem-se a afeccdes do aparelho reprodutor
feminino, além do emprego auxiliar no pré- e pos-parto, doencas dos
brénquios e disturbios gastrointestinais. Quanto ao uso externo, € relatada a
utilizacdo em afecgbes cutaneas, “tumores”, Ulceras, disturbios oculares,
como cataplasmas e banhos no tratamento de febre e em casos de dores de

cabeca e dores de ouvido.
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Investiga¢cBes fitoquimicas do género levaram a identificacdo de
varios alcaléides com ampla variedade de atividades farmacoldgicas, tais
como analgésicas, antidepressivas e antiinflamatérias (AMADOR et al.,
2001; LEAL e ELISABETSKY 1996).

No Brasil, a pesquisa desse género foi motivada principalmente
pelo uso de duas espécies, P. viridis e P. carthagenensis, junto com o
decocto de Banisteriopsis caapi, ha preparacdo da “ayahuasca”’, uma bebida
alucinégena utilizada para fins religiosos e medicinais pelos caboclos da
Amazobnia (MCKENNA et al., 1984; LIWSYZ et al., 1992); De P. viridis isolou-
se o alcal6ide N,N-dimetiltriptamina (I) que possui semelhanca estrutural
com a serotonina (fig. 7), que o torna uma droga potente no tratamento de
disttrbios do sistema nervoso central (SERPICO e CAMURCA, 2001).

HO. NH, N—
[: [ |
NH

NH
serotonina [

Figura 7: Estruturas da serotonina e N, N-dimetiltriptamina.

De P. umbelata isolou-se a umbelatina ou psicolatina (I1) (fig. 8)
que apresenta atividade ansiolitica e anticonvulsivante (BOTH, 2006). Dos
estudos com P. myriantha Mull. Arg. foram isoladas as myrianthoisinas A
(111) e B (1V) e o acido estrictosidinico (V).

Da espécie P. brachyceras isolou brachycerina (VI), e em P.
leiocarpa foram encontrados o alcaldide N,B-d-Glucopiranosila vincosamida
(VII) e os iridoides asperulosideo (VIII) e deacetilasperulosideo (IX).
Lialosideo (X) e estrictosamida (XI) foram isolados de P. suterella
(HENRIQUES, 2004; SANTOS, 2001; KERBER, 2001). A investigacéo
fitoquimica de P. nuda resultou, também, no isolamento da estrictosamida
(KONRATH, 2009).
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Figura 8: Estruturas de alcaldides e iridoides isolados de Psychotria.

Além da presenca de alcaloides e outras substancias bioativas no
género Psychotria que despertam grande interesse, recentemente trabalho
publicado por pesquisadores do NCI (CRAGG et al.,, 2006) sobre ensaios
com um numero significativo de extratos de plantas apontou o género
Palicourea e Psychotria como “hot” género, referindo-se ao potencial

citotoxico de seus extratos e fracdes.
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1.5 Psychotria prunifolia (Kunth) Steyerm

A espécie é representada por arbustos e é encontrada em estratos
vegetais tipo cerradao, onde, geralmente, possui sombra e solo imido.
A espécie é classificada da seguinte forma:

Taxonomia:
+ Reino Plantae
o Superdivisdo Spermatophyta
= Divisdo Magnoliophyta
= Classe Magnoliopsida
= Subclasse Asteridae
= Ordem Rubiales
= Familia Rubiaceae
= Género Psychotria

= Espécie P. prunifolia

e
1
t
£

Figura 9: Exemplar de Psychotria prunifolia (Kunth) Steyerm.

Essa espécie ocorre nos estados de Goias e Tocantins, e ndo possui
estudos fitoquimicos descritos na literatura cientifica.
14



1.6 Atividade Biologica

Uma planta medicinal pode ser definida como qualquer vegetal
produtor de drogas ou de substancias biologicamente ativas utilizadas direta
ou indiretamente como medicamento. Os compostos quimicos ou grupos de
compostos quimicos que constituem os principios biologicamente ativos das
drogas séao, em geral, produtos ou subprodutos do metabolismo secundario
das plantas que os produzem e os constituem respostas dos mecanismos da
interacéo planta ambiente (PIRES e GRIPP, 1988).

Um grande niumero de medicamentos atualmente comercializados
teve origem no uso popular ou nas praticas tradicionais que tiveram
atividade medicinal comprovada (UNANDER, et al.1994).

Porém, ainda € grande o desconhecimento sob o ponto de vista
cientifico das plantas existentes no planeta, onde de 250 a 500 mil espécies,
somente cerca de 5% tém sido estudadas, fitoquimicamente, e uma
porcentagem menor avaliadas sob o0s aspectos biolégicos (CECHINEL
FILHO e YUNES, 1998).

A elucidagcédo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
como seus mecanismos de acdo, sdo um dos maiores desafios para a
quimica farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. As plantas contém
inUmeros constituintes e seus extratos, quando testados, podem apresentar
efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos, por causa da
presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes, contribuindo,
assim, para a mesma atividade. No estudo da atividade biol6gica de extratos
vegetais, € importante a selecdo de bioensaios para a deteccdo do efeito
especifico. Por isso, os sistemas de ensaio devem ser simples, sensiveis e
reprodutiveis (MACIEL, 2002).

Os bioensaios podem envolver organismos inferiores
(microorganismos e microcrustaceos, entre outros), ensaios bioquimicos,
visando pontos moleculares (enzimas e receptores) e cultura de células
animais ou humanas. Contudo, o teste adequado dependera da doencga-alvo
(MACIEL, 2002).
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1.6.1 Bioensaios:

Bioautografia

E uma técnica usada para varredura de atividade antibacteriana.
O método comum baseia-se na técnica por comparagdo ao didmetro do halo
inibitério do padrao clorofenicol, em placa de agar, frente ao microorganismo
testado. Os resultados obtidos sdo qualitativos. Dados sobre a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais e fitofarmacos, avaliada frente a micro-
organismos sensiveis e resistentes a antibioticos sdo relevantes, permitindo
concluir que estudos mais detalhados sobre o uso terapéutico das plantas
devem ser intensificados. (CORDEIRO, et. al., 2006; NASCIMENTO
et.al.2000)

Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e /ou diminuindo
os efeitos desencadeados pelos radicais livres e compostos antioxidantes.
Sao importantes, porque com o combate aos processos oxidativos, tem-se
menores danos ao DNA e as macromoléculas, amenizando, assim, os danos
cumulativos que podem desencadear doengas como o cancer, cardiopatias
e cataratas (MAIA, 2007 apud SANTOS, 2008). Varios sdo os meétodos
usados para obter a diferenciacéo, seja de forma qualitativa ou quantitativa,
da atividade antioxidante de compostos, 0 mais comum é o teste
colorimétrico que mede a habilidade de compostos organicos em reduzir o

radical livre de fenilpicrihidrazila (DPPH).

Atividade in vitro sobre dermatofitos

Dermatofitoses sao infec¢cdes causadas por fungos denominados
dermatofitos, que envolvem as camadas superficiais da pele, pelo e unhas.
Os dermatdfitos sdo capazes de utilizar a queratina existente nestes locais
produzindo lesbes que variam de brandas a graves. (FERNANDES et al.,

2001; LIU et al., 2002). Para o tratamento dessas infec¢cbes, podem ser
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utilizados antifangicos tGpicos ou sistémicos, sendo que os medicamentos
de via oral a exemplo dos derivados azélicos: cetoconazol, econazol e
miconazol sdo os mais eficazes. Tais fungicidas podem ser aplicados,
diariamente, permanecendo por periodos prolongados na superficie da pele
(WEINSTEIN e BERMAN, 2002). Esses farmacos, entretanto, podem
apresentar efeitos adversos como alteracdes gastrintestinais e cefaléia. A
busca de novas substéncias que possam atuar como antifungico é de
notavel necessidade. Novas moléculas que apresentem bom poder fungicida
e menos efeitos colaterais tém sido encontradas em vegetais. Estudos, com
extratos de plantas, podem representar uma nova estratégia, para sair dos
meios convencionais de tratamento (LUCENA, et. al., 2007).

Avaliacdo da atividade citotoxica  in vitro

A neoplasia, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2006),
€ um conjunto com mais de 100 doengas que tem em comum 0O crescimento
desordenado (maligno) de células que invadem Orgaos e tecidos, podendo
se espalhar por todo o corpo (metéstase). A busca por solugdes ou meios de
converter os quadros de morbidade e mortalidade causados pelas
neoplasias sao de extrema importancia. Dessa forma, estudos com esse
enfoque baseiam-se em experimentos com nNOvVOS  COMpPOStOs
antineoplasicos de origem organica e inorganica (PEREIRA, et. al., 2006).

A atividade citotoxica das drogas pode ser estabelecida em cultura
de células tumorais de varias linhagens através de métodos semelhantes a
inibicdo do metabolismo celular, sendo comum 0 uso da técnica que se
baseia na medida do dano induzido pela droga no metabolismo celular de
glicideos usualmente no decorrer da atividade de desidrogenases (método
MTT) (MACIEL, et.al., 2002).

Neste trabalho foi utilizado também o teste de exclusdo com o azul
de Trypan, que é um corante que s6 penetra nas células mortas, cujas
membranas ndo podem mais exclui-lo. Este fendmeno de permeabilidade da
membrana celular permite estimar indiretamente o grau de integridade da
mesma onde percentual de células ndo coradas representa o indice de
viabilidade celular (WALUM, 1990 apud FROHNER, 2003).
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS:

O estudo de Psychotria prunifolia visa contribuir para o conhecimento
quimico e biolégico dessa espécie presente no Cerrado goiano.
Especificamente foram tragcados os seguintes objetivos:

« [Estudar quimicamente Psychotria prunifolia visando o isolamento, a
elucidacdo estrutural e a identificagdo dos metabdlitos especiais
presentes nas suas folhas;

e Avaliar o potencial biolégico da espécie através de bioensaios que
julguem a atividade antibiotica, antioxidante, antifingica e citotoxica

dos extratos e fracGes obtidas.
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3. PARTE
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1-MATERIAL E METODOS UTILIZADOS PARA O ESTUDO
FITOQUIMICO.

O material coletado foi seco em estufa de ventilacdo forcada e moido
em moinho de facas. Para eliminacdo dos solventes utilizou-se evaporador
rotativo, modelo MA 120 da marca MARCONI.

As cromatografias em coluna(CC) foram feitas utilizando-se silica gel
60 [0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM)] da Merck, e SEPHADEX LH-20,
em colunas de vidro cujo diametro e altura variaram conforme a massa dos
extratos. O acompanhamento das colunas foi feito através de cromatografia
em camada delgada(CCD).

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) e camada delgada
preparativa (CCDP) empregou-se placas de aluminio (silica gel 60 Foss-
Merck), ou placas de vidro. As placas de vidro para CCD e CCDP foram
confeccionadas com camada de silica gel 60 Pfys4+355— Merck de 0,25 mm e
1,00 mm de espessura respectivamente. As placas para CCD em suporte de
vidro foram de dimensdes de 3x10 e 5x10 cm, e para CCDP de 10x20 cm.

Os solventes utilizados na CC, CCDP, CCD e recristalizacbes
apresentavam grau de pureza P.A.

As técnicas unidimensionais de RMN empregadas para elucidacéo
estrutural das substancias obtidas foram RMN *H, RMN *C e DEPT e as
técnicas bidimensionais utilizadas foram COSY, HMQC, HMBC e NOESY.
Os espectros de RMN 'H e **C foram obtidos em espectrémetro Varian,
Gemini 2000 BB, 300 MHz (300,6 MHz para 'H e 75,4 MHz para *3C). Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como padrdo de
referéncia interna o TMS ( & 0,0). Os solventes deuterados utilizados para
diluicdo das amostras foram CDCI3, CD3;0D.

Como agentes reveladores para CCD e CCDP formam empregados:

* Luz UV (254 e 365 nm);
* Reagente de Dragendorff: Reagente especifico para alcalbides e
compostos  nitrogenados. Resposta  positiva:  Coloracao

alaranjada.

21



Preparo: 85g de subnitrato de bismuto, 10 mL de &acido acético
glacial, 40 mL de agua destilada (Solucdo A); 8,0 g de iodeto de
potassio, 20 mL de agua destilada (Solucéo B). As solucbes A e B
foram misturadas, sendo 20 mL desta solucdo diluidos com 60 mL
de agua destilada e 20 mL e acido acético glacial (UGAZ, 1988)

Aplicacgéo: pulverizagao.

e MeOH/H,SO, (1:1 v/v), seguido de aquecimento até
carbonizagéo.

* Anisaldeido/H,SO,: Reagente especifico para terpenoides e
acucares. Resposta positiva: coloragdo roxa e outras.

Preparo: Solucéo recém preparada de 0,5 mL de anisaldeido, 50
mL de CH3COH glacial, 1 mL de HSOaconc) (UGAZ, 1988).

Aplicacéo: pulverizacdo seguida de aquecimento.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram
registrados em equipamento FTIR BOMEM, modelo MB-100, em
filme com acetona destilada, utilizando celas de NaCl.

A analise de rotacdo Optica foi realizada em polarimetro 343,
Perkin Elmer com diametro da cubeta igual a 10 mm e temperatura
de 20°C. O experimento foi realizado no Departamento de Quimica
da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

3.2- COLETA.

O material vegetal foi coletado e identificado sob a supervisdao do
botanico Dr. Piero G. Delprete. Foram realizadas duas coletas, em
novembro/2006 e setembro/2007, no bosque St. Hilaire da UFG,
Goiania/GO.

FIGURA 9.1: Psychotria prunifolia.
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3.3- EXTRACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS.

Material vegetal coletado em novembro de 2006:

As folhas (282,61 g) de P. prunifolia coletadas em novembro/2006
foram secas, moidas e submetidas a percolacdo com etanol a temperatura
ambiente. A evaporacdo do solvente em evaporador rotativo resultou em
33,1g de extrato etandlico bruto que foi solubilizado em 250 mL de
MeOH/H,0O (1:1). A solucédo hidrometandlica (EHM) foi particionada com o0s
solventes hexano, cloroformio e acetato de etila, em ordem crescente de
polaridade (fig. 10). A fracdo hidrometanodlica remanescente foi liofilizada e

armazenada.
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3.09

Clorofémic

Extrato
Ext.Clorof. Hidrometandlico
3.21
Acetato de Etil

Ext.Acet. Et. Ext. Hidrometanoélico
0.30 (26,549)

FIGURA 10: Esquema do fracionamento com solventes organicos das folhas
de P. prunifolia.

Extrato Cloroférmico

O extrato cloroformico (1g) foi submetido a CC em silica gel 60 tendo
como eluente misturas que variaram de CHCIl3; 100% a CHCIls/MeOH/NH,OH
(20:75:5) fornecendo 515 fragbes (Tabela 1).
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Tabela 1. Fracdes da coluna cromatogréafica do extrato cloroférmico.

FragGes Eluente Proporgao
1-57 CHCl; 100
58-78 CHCl3/MeOH 99:1
79-175 CHCls/MeOH 98:2
176-219 CHCI3/MeOH 97:3
220-294 CHCls/MeOH 96:4
295-315 CHCI3/MeOH 95:5
316-361 CHCls/MeOH 94:6
362-396 CHCls/MeOH 93:7
397-430 CHCls/MeOH 90:10
431-439 CHCI3/MeOH/NH,OH 89:10:1
440-474 CHCl3/MeOH/NH40H 84:15:1
475-484 CHCI3/MeOH/NH,OH 83,5:15:1,5
485-499 CHCl3/MeOH/NH40H 78,5:20:1,5
500-507 CHCI3/MeOH/NH,OH 73,5:25:1,5
508-511 CHCl3/MeOH/NH40OH 68,5:30:1,5
512-515 CHCl3/MeOH/NH40OH 63:35:2 a20:75:5

Volume médio das fracdes: 10mL

Todas as fracdes foram analisadas por CCD e reunidas segundo as

semelhancas do perfil cromatogréfico (tabela 2).
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Tabela 2: Fracdes reunidas por andlise de CCD e respectivas massas.

Mistura Fracdo  Massa(g) |Mistura Fracéo Massa(g)
1 1-3 0,0034 28 187-189  0,0031
2 4-10 0,0213 29 190-224  0,0175
3 11-13 0,0138 30 225-229  0,0163
4 14-17 0,0031 31 230-244  0,0083
5 18-21 0,0021 32 245-249  0,0046
6 22-24 0,0011 33 250-252  0,0080
7 25-28 0,0034 34 253-256  0,0133
8 29-31 0,0038 35 257-269  0,0269
9 32-42 0,0079 36 270-283 0,0471
10 43-57 0,0030 37 284-306  0,0546
11 58-63 0,0022 38 307-318  0,0200
12 64-69 0,0031 39 319-328 0,0181
13 70-78 0,0001 40 329-337 0,0242
14 79-88 0,0088 41 338-351 0,0126
15 89-92 0,0088 42 352-362 0,0279
16 93-98 0,0068 43 363-391 0,0064
17 99-102  0,0033 44 392-400 0,0385
18 103-106 0,0043 45 401-419  0,0086
19 107-112 0,0034 46 420-422  0,0051
20 113-124 0,0067 47 423-428 0,0411
21 125-132 0,0044 48 429-442  0,0330
22 133-147 0,0075 49 443-450 0,0257
23 148-152 0,0017 50 451-457 0,016
24 153-162 0,0024 51 458-463  0,0305
25 163-174 0,0040 52 464-487  0,0077
26 175-179 0,0018 53 488-494  0,0390
27 180-186 0,0039 54 495-507  0,0058
55 508-515 0,0033

Massa total das fracdes: 0,6846 g
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A mistura 37 (fracdo 284-306, 47,1 mg) foi purificada por CCD
preparativa em silica gel 60 resultando em sete outras fracdes, onde a
terceira em ordem crescente de polaridade foi chamada de EPP7 (21,0 mg)
e mostrando-se pura por CCD esta foi submetida a analise espectroscoépica.

As demais fragOes da coluna apresentaram complexa mistura de compostos.

Material vegetal coletado em setembro de 2007:

As folhas (543,32 g) de P. prunifolia coletadas em setembro de 2007
foram secas, moidas e submetidas a percolagdo a frio com etanol. A
evaporacao do solvente em evaporador rotativo resultou 55,32g de extrato
etandlico bruto que foi submetido ao fracionamento acido-base (fig.11), que
€ um procedimento padréo para o isolamento de alcaloides.

O extrato etandlico foi solubilizado em solucdo aquosa de acido
acético 10% (v/v), e deixado sob agitacdo em banho de gelo por 24h. A
solucdo formada foi filtrada em funil de Bichner para a separacdo dos
residuos formados, fornecendo a solucdo aquosa acida 1.

A solugdo aquosa éacida 1 foi extraida com CHCI; fornecendo o
extrato cloroformico acido.que em seguida foi lavado com solugcédo aquosa de
NaCl saturada e seco sob Na,SO,4. O solvente organico foi eliminado em
evaporador rotativo

A solucdo aquosa acida 2 foi neutralizada com NH,OH e extraida com
CHCl3, que em seguida foi lavada com solucdo aquosa de NaCl saturada, e
seca sob Na,SO4. O solvente organico foi eliminado, fornecendo o extrato
cloroférmico neutro e solucdo aquosa neutra 2.

A solucao aquosa neutra 2 teve o pH elevado pela adicdo de NH,OH
até pH= 8, sendo chamada de solucdo aquosa basica 1 e extraida com
CHCl3, que apos seco sob Na,SO,4 e a evaporacdo do solvente forneceu o
extrato cloroformico basico e solu¢cdo aquosa basica 2.

A solucdo aquosa basica 2 foi extraida com AcOEt, que apoés
secagem com Na,SO, e evaporado o solvente, em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida, forneceu o extrato acetato etilico basico. A solucéo
aguosa basica 2 foi liofilizada e armazenada. Os extratos assim obtidos

estao descritos na tabela 3.
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Tabela 3: Extratos obtidos das folhas através do fracionamento acido base.

Material Massa(g)
Folhas secas 543,32
Extrato Etandlico 55,32
Residuos 13,01
Extrato Clorofémico Acido 0,809
Extrato Clorofébmico Neutro 0,866
Extrato Clorofébmico Bésico 0,184
Extrato Acetato Etilico Basico 1,353
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[ Ext.Etandlico (17%)

Ac.Acético 10% (v/v)
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Sol. aquosa acida 2
| NH,OH 'E).(t. CHCE
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Sol. aquosa neutra 1
CHCl,
Sol. aquosa neutra 2 Ext. CHCh
NH,OH Neutro (0,869)
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Sol. aquosa bésica 1

CHCl

Béasico (0,180)

Sol. aquosa bésica 2 [ Ext. CHCE }

Acetato de Etila

Sol. aquosa basica 3

Ext. ACOET
Basico (1,359)

FIGURA 11: Esquema do fracionamento acido-base do extrato bruto das

folhas de P. prunifolia.
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Extrato cloroférmico &cido:

O extrato cloroféormico acido (0,5g) foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel 60, sendo eluido com misturas de diferentes
propor¢cdes em ordem crescente de polaridade dos solventes: CHCIs/
CH30H/ NH,OH, fornecendo 143 fracoes.

Tabela 4: Fracdes reunidas da coluna cromatogréafica do extrato cloroférmico
acido.

Fracdes Eluente Proporcéo
1-7 CHCl3
8-11 CHCl3MeOH 99:1
12-19 CHCI3MeOH 98:2
20-24 CHCl3MeOH 96:4
25-31 CHCl3MeOH 94:6
32-43 CHCl3MeOH 90:10
44-47 CHClyMeOH 88:12
48-69 CHCl3MeOH 85:15
70-81 CHCl3MeOH/NH,OH 83:17
82-91 CHCIl3MeOH/NH4OH 79:20:1
92-103 CHCl3MeOH/NH4,OH 67,5:30:2,5
104-108 CHCIl3MeOH/NH,OH 62,5:35:2,5
109-110 CHCl3MeOH/NH4,OH 57,5:40:2,5
111-115 CHCIyMeOH/NH,OH 52,5:45:2,5
116-119 CHCIl3MeOH/NH4OH 47:50:3
120 CHCIl3MeOH/NH,OH 36:60:4
121-138 CHCIl3MeOH/NH4,OH 26:70:4
139-142 CHCI3MeOH/NH4,OH 25:70:5
143 CHCIl3MeOH/NH4,OH 10:83:7

Volume médio das fragdes: 16mL

As fragbes foram analisadas por CCD e reunidas segundo as
semelhancas do perfil cromatografico (tabela 5).
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Tabela 5: Fracdes reunidas por semelhancas do perfil cromatografico.

Mistura FracOes Massa (g)
1 1-15 0,0040
2 16-18 0,0452
3 19-22 0,0246
4 23-33 0,0824
5 35-38 0,0557
6 39-51 0,0545
7 52-72 0,0159
8 73-82 0,0140
9 83-92 0,0105
10 94-96 0,0072
11 97-99 0,0232
12 100-102 0,0082
13 103-115 0,0122
14 116-121 0,0048
15 122-126 0,0062
16 130-136 0,0150
17 140-143 0,0026

Massa total das fracdes= 0,3862 g

A mistura 6 (30,8 mg) foi purificada através de CCD preparativa ( fig.

12) em silica gel 60 resultando em mais 4 fracbes, onde duas dessas,

EPP20.2 e EPP20.3, se mostraram puras por CCD sendo entdo submetidas

a andlise espectroscédpica.

Mistura 6
(30,8mg)

CCDP
MeOH/ CHC (25:75)

1
(10mg) I

EPP20.2
(13mg)

EPP20.3 I 4 }
(6mg) (Img)

FIGURA 12: Esquema de purificacdo dos compostos EP20.2 e

EPP20.3.
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Extrato cloroférmico neutro.

O extrato cloroférmico neutro (0,97g) foi submetido a CC em silica gel
60 (tabela 6) que resultou em 55 fracdes. Através de analises por CCD de
todas a fragOes, verificou-se que a fracdo 37 encontrava-se pura e com
resposta positiva para o0 reagente de Dragendorff, sendo entéo,
encaminhada para analise por RMN. O composto recebeu o codigo EPP39-
37. As demais fracOes fornecidas através da CC foram reunidas levando-se
em consideracdo as semelhancas do perfil cromatografico analisado por
CCD (tabela 6).

Tabela 6: Fracdes reunidas da coluna cromatografica do extrato

cloroférmico neutro.

Mistura Fracao Massa(g) Eluente

1 1-3 0,0020 CHCl3

2 4-7 0,0030 CHCI3/MeOH(95:5)

3 8-9 0,0150 CHCl3/MeOH(1:1)

4 10 0,0230 CHCl3/MeOH(1:1)

5 11 0,0189 CHCI3/MeOH(1:1)

6 12-13 0,2054 CHCI3/MeOH (1:1)

7 14-18 0,1163 CHCI3/MeOH (45:55)

8 19-26 0,1205 CHCI3/MeOH/NH4OH (40:55:5)
9 27-33 0,1177 CHCI3/MeOH/NH4OH (23:70:7)
10 34-36 0,1125 CHCI3/MeOH/NH4OH (23:70:7)
11 37 0,0172 CHCI3/MeOH/NH4OH (23:70:7)
12 38-41 0,0089 CHCIl3/MeOH/NH40OH (23:70:7)
13 42-43 0,0036 CHCI3/MeOH/NH4OH (23:70:7)
14 44-56 0,0025 CHCI3/MeOH/NH4OH (23:70:7)

Volume médio das fragdes: 20mL; Massa total das fracdes= 0,7665g
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Extrato CHC}
Neutro (0,97 g)

CC - Silica gel 60

FM: CHCl/MeOH/NH,0OH
Ordem decrescente de polaridade
56 fracdes

fr. 37
EPP 39-37

FIGURA 13: Esquema para purificacao do extrato cloroférmico neutro.

Extrato cloroférmico béasico
Em andlise prévia por CCD deste extrato verificou-se a grande
semelhanca do perfil cromatografico com o extrato cloroférmico neutro.

Preferiu-se assim priorizar o trabalho com outros extratos.

Extrato acetato etilico basico

O extrato acetato etilico basico foi submetido a CC em silica gel 60,
na qual o eluente usado constituiu-se das misturas de CHCIl;, MeOH e
NH,OH em ordem crescente de polaridade, fornecendo 143 fracdes (tabela
7).
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Tabela 7: Fragbes resultantes da coluna cromatografica do extrato acetato

etilico basico.
Mistura  Fracao Massa (g) Eluente
1 2-4 0,0126 Acet. Et/CH,Cl, (1:1) e (8:2)
2 5-8 0,0102 Acet. Etila
3 9-13 0,0014 Acet. Etila/MeOH/NH4OH (96:4)
4 14-17 0,0058 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (93:7)
5 18-23 0,0167 Acet. Etila/MeOH/NH40OH (93:7) e (88:12)
6 24-28 0,1887 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (88:12)
7 29-33 0,0543 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (88:12) e (85:15)
8 34-54 0,1206 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (85:15) e (74:25:1)
9 55 0,005 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (68:30:2)
10 56-60 0,0152 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (63:35:2)
11 61-65 0,2235 Acet. Etila/MeOH/NH4OH (57:40:3)
12 66-72 0,0498 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (52:45:3)
13 73-76 0,0105 Acet. Etila/MeOH/NH4OH (47:50:3)
14 77-80 0,0064 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (47:50:3)
15 81-87 0,0035 Acet. Etila/MeOH/NH4OH (36,5:60:3,5)
16 88 0,0029 Acet. Etila/MeOH/NH,OH (26:70:4)

Volume médio das fragdes: 20mL ; Massa total das fragcdes= 0,7271 g

A mistura 6 (55,6mg) foi purificada por CCD preparativa em silica gel
60, tendo como fase movel a mistura AcCOEt/MeOH/NH4OH ( 77:20:3).

O procedimento forneceu a fracdo EPP 26.2 pura, que foi separada
para andlises espectroscopicas, e a fragdo 3 (26.3) que foi novamente
purificada por CCD preparativa (fig. 14) fornecendo o composto EPP27.

A mistura 8 (70 mg) foi purificada por CCD preparativa em silica gel
60 sendo usada como fase moével a mistura AcCOEt/MeOH/NH,OH ( 77:20:3)
fornecendo assim o composto EPP28.1 que mostrou-se puro em analises de
CCD.
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Ext. Acetato
etilico basico (19)

CC - Silica gel 60
FM: CHCl/MeOH/NH,0OH
Ordem crescente de polaridade

143 fracbes
Mistura 6 Mistura 8
(55mg) [ ;70m
CCDP CCDP
FM = Acet.Et/ MeOH/NHOH FM = Acet.Et/ MeOH/ NHOH
(77:20:3) (77:20:3)
3 fracdes
Epp 28.1
Epp 26.2 Epp 26.3 (18mg)
(4mg) (40mg)
CCDP
FM = Acet.ET/ MeOH/ NHOH
(78:20:2)
Epp 26.1 2 fracbes
(Amg) Epp 27.1
(12mg)

FIGURA 14: Etapas de processos cromatograficos para a purificacdo de

compostos do extrato acetato etilico basico.
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3.4 BIOENSAIOS
Bioautografia

O estudo da atividade antibacteriana de P. prunifolia foi realizado
utiizando as técnicas de bioautografia e CIM dos extratos e fragbes
resultantes da extracao etanolica das folhas frente as bactérias Escherichia
coli, E. coli resistente a sulfonamida, Pseudomonas aeruginosa (gram
negativas) e Staphyloccus aureus (gram positiva), tendo como controle o
antibiotico clorofenicol. O teste foi realizado para o extrato etandlico bruto
das folhas e para os extratos resultantes da particdo deste: extrato hexanico
(EH), cloroférmico (EC) e acetato etilico (AE); e comparado ao resultado do
extrato etandlico do caule (EEC). Os extratos nas concentracdes de
1mg/uL,1,5mg/puL e 3mg/uL e clorofenicol 50g/L (1 pL) foram aplicados em
discos e imersos no meio de cultura pré-inoculado em placa Petri de vidro.
ApoOs 24hs de incubacdo em estufa bacteriolégica foram verificados e
medidos os halos de inibicdo (tabela 18, pag. 69). O teste foi realizado em
triplicata.

Posteriormente, foi realizada a quantificacdo das atividades pelo
meétodo CIM (concentracdo inibitéria minima) em placa de 96 pocos para 0s
extratos hexanico, cloroformico, que apresentaram maior halo de inibicao,
frente as bactérias E. coli (res.) e P. aeruginosa (tabelal9).

Os bioensaios foram realizados no laboratorio de produtos naturais do

Instituto de Quimica/UFG e supervisionados pela Prof. Dra. Lucilia Kato.

Avaliacéo da atividade antioxidante.

O extrato etandlico das folhas foi submetido para a avaliacdo da
capacidade antioxidante, ao teste colorimétrico que mede a habilidade de
compostos organicos em reduzir o radical livre de fenilpicrihidrazila (DPPH).
A reacao provoca descoloramento da solucdo de DPPH, que inicialmente
apresenta coloracdo violeta, torna-se amarela. O grau de descoloracéo
indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre. Foram
realizados também bioensaios com o extrato etandlico dos caules e raizes

para comparacao do potencial antioxidante de partes da planta.
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Preparou-se uma solucdo de trabalho de DPPH 40 yg/mL em MeOH
e fez-se a leitura em espectrofotometro (A=515nm). Foram realizadas
diluicdes, misturando-se 2,7 mL de solucdo de DPPH com quantidades
apropriadas dos extratos (concentracbes variando entre 30-180 pg/mL).
Apds 30 min, a descoloracdo dos radicais de DPPH foi registrada em UV-Vis
no comprimento de onda 515 nm. O teste foi realizado em triplicata. O BHT
foi usado como controle positivo. Os resultados foram expressos através do
valor da CEso, que representa a concentracdo da amostra necessaria para
sequestrar 50% dos radicais de DPPH (tabela 20).

Os bioensaios foram realizados no Instituto de Quimica/UFG.

Avaliacdo da atividade frente a dermatofitos.

Para avaliar a atividade fungicida do extrato bruto das folhas
(etandlico) foram utilizados 30 isolados de dermatofitos, sendo 10 de
Trichophyton rubrum, 10 de Trichophyton mentogrophytes e 10 de
Microsporum rubrum. Foram utilizadas placas de microdiluicdo contendo 96
pocos, nos quais os extratos de Psychotria prunifolia foram diluidos para
uma concentracao de 2048mg/mL. A cada poco, contendo 100uL do agente
antifangico, foram adicionadas aliquotas de 100uL do in6culo. As
concentracfes do extrato da planta variaram de 1024 a 1 mg/mL. Houve
ainda um controle do agente antifingico e do inéculo. As placas de
microdiluicdo foram incubadas a 28T durante quatro a cinco dias para a
leitura da CIM. O procedimento segue a metodologia descrita por Lucena,
et.al. (2007). Os bioensaios foram realizados no IPTSP/UFG (Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica sob a coordenacéo da Prof. Dr.(a) Maria
do Rosario Rodriguez (LUCENA, 2007).

Avaliacao da atividade citotoxica ( in vitro).

A avaliacédo citotoxica de Psychotria prunifolia foi realizada frente as
células normais humanas HFF-1 (fibroblastos) e células tumorais K562
(leucemia mieldide crbnica), S-180 (sarcoma de camundongo) e A549
(carcinoma de pulmdo humano). A quantificacdo da inibicdo enzimatica é
realizada por medidas espectrofotométricas permitindo a obtencdo dos
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valores de IC5p (concentracdo das drogas que inibem 50% da atividade

enzimatica).

AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO METODO DE
COLORIMETRICO MTT:

Para realizacdo do teste foi diluido em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino os extratos da Psychotria
prunifolia. Em seguida as células foram tratadas com o extrato nas
concentragcbes 1 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,01 mg/mL e 0,001 mg/mL, e
incubadas por 24h em estufa a 37C. Ao fim da incubacdo, foram
adicionados aos pocos de cultivo celular, 10 yL de MTT na concentracao de
5mg/mL. A placa foi novamente incubada e apds 3 horas foram adicionados
50 uL SDS 10%/HCI 0,01 N. A quantificacdo da densidade Optica foi medida

em espectrofotdbmetro apds 24h do tratamento com SDS.

AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO METODO DE
EXCLUSAO DO CORANTE AZUL DE TRYPAN

Obteve-se uma suspenséo de células contendo 2742,5x10* células
para cada 1000uL através da tripsinizacdo de um frasco de cultura celular.
Foi usado como controle positivo Paclitaxel. Definida a utilizagdo de 10*
células por poco, foi pipetado em cada poco 200uL de Meio DMEM, estéril,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). Posteriormente, foram
adicionados a cada poco 0,36uL de células. Apés 24 h de incubacao, a 37°
C, em estufa de CO,, foram adicionadas as diferentes concentragbes de
extrato da planta e diluidos em 3mL de Meio DMEM suplementado com 10%
de SFB, por 40 minutos em ultra-som. O tapete celular foi dissociado por
tripsinizacdo. A tripsina foi, entdo, inativada através da adicdo 100uL de
meio DMEM suplementado com 10% SFB .A suspenséo celular foi recolhida
e centrifugada a 4400rpm por 5minutos, o sobrenadante foi retirado e
adicionado-se 200uL de Meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Para

a quantificacdo das células, foi adicionado 40uL de Azul de Tripano. As
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contagens foram realizadas em camara de Neubauer, estabelecendo-se os
percentuais de células viaveis em relacdo aos controles celulares.
O extrato bruto das folhas de P. prunifolia foi avaliado frente as
células S-180 (sarcoma de camundongo), o alcal6ide (2) foi testado frente a
linhagem de células A549 (carcinoma de pulm&o humano) e o extrato bruto
do caule frente as células normais humanas HFF-1 (fibroblastos), células
tumorais K562 (leucemia miel6ide crbnica), S-180 (sarcoma de
camundongo) e A549 (carcinoma de pulméo humano).
Os bioensaios foram realizados no ICB/UFG (Instituto de Ciéncias
Biolégicas) sob a coordenacdo da Prof. Dr.(a) Elisdngela de Paula Silveira

Lacerda.
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4. DISCUSSAO
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4- Discussao

Visando-se a obtencdo de diferentes classes de metabdlitos foi
realizada a extracdo por particdo com solventes de diferentes polaridades.
Paralelamente, adotou-se o fracionamento &cido-base do extrato etanolico
das folhas de P. prunifolia, direcionando o estudo fitoquimico para o
isolamento de alcaldides, visto carater basico destes compostos e seus

diferentes pKbs.
4.1 Rendimento das Fracgdes Isoladas

O fracionamento acido-base (fig.11) seguido de etapas de purificacéo
por cromatografia levou a obtencdo de cinco compostos isolados. O
rendimento das fragdes isoladas foi calculado em relacdo as folhas secas

(543,3 g) e é apresentado na tabela 8 .

Tabela 8: Rendimento dos alcaldides isolados das folhas de Psychotria

prunifolia.
FracOes Alcaloide (Cadigo) Extrato de Origem Massa (mg) Rendimento (%)
Alcaléide 1 (EPP 20.2) L 0,002
Cloroférmico Acido 13
Alcaléide 2 (EPP20.3) o 0,001
Cloroformico Acido 6
EPP 26.2 . _ 0,0007
Acet. Etilico Basico 4
Estrictosamida (EPP 0,002
27) Acet. Etilico Basico 12
EPP 28.1 Acet. Etilico Basico 18 0,003
EPP 39-37 Clorofémico Neutro 17 0,003
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4.2- ANALISE ESPECTROSCOPICA

4.2.1 Alcaloide 1

O alcaldide (1) foi isolada na forma de um o6leo amarelado, com
fluorescéncia azul sob luz ultravioleta (A= 360 e 254 nm) e reagao positiva
frente ao reagente Dragendorff.

A proposta estrutural de (1) foi realizada a partir das analises de 1V,
RMN (1D e 2D), EMAR, assim como compara¢cao com os dados da literatura
de compostos da mesma classe (CARVALHO, et.al 2002) ( tabela 10).

O espectro de massas de alta resolucdo (EMAR) (anexo B fig.85)
mostra ion molecular m/z = 291.1458 concordante com a formula molecular
[C1oH17N>O]" (massa calculada: m/z = 291.1497).

O espectro de infravermelho (IV) (fig. 79, pagina 127) apresenta
bandas de absorcéo referentes: a deformacdo angular da ligacdo N-H
em1641cm™, estiramento da ligacdo C=C de arométicos em 1476 e 1579
cm™, deformac&o da ligagéo C-O de éter de cadeia ciclica 1079 cm™.

O espectro de RMN *H mostra sinais de seis hidrogénios aromaticos
em & 8,33 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-5), 6 8,41(1H;d; 6,6 Hz; H-6) & 8.28(1H, d, J
= 8,1 Hz, H-9), 6 7,48 (1H, t, J = 7,81 Hz, H-10) e 1 multipleto em & 7,76-
7,91com integracao para dois hidrogénios (H-11 e H-12) correlacionados a
carbonos sp® em: 5132,5 (C-5), 132,4 (C-11), 122,8 (C-9), 122,4 (C-10),
116,0 (C-6), 113,3 (C-12) sugerindo a unidade B-carbolina ndo substituida
(fig. 15).

Figura 15: Estrutura da unidade B-carbolina.
Sinais de trés hidrogénios em 6 5,79 (1H, ddd, 17.4 Hz, 10,8 Hz e 5,1

Hz, H-19), & 5,08 (1H, d, 17,4 Hz, H-18a - trans) e & 5,28 (1H, d, 10,8 Hz,H-
18b - cis) com correlacdes, observadas no experimento de HMQC, aos
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carbonos 0 134,9 (CH, C-19) e 6 117,8 (CH,, C-18) sugerem a presenca de
uma ligacéo dupla terminal ( fig.16).

H 18a ‘—LLLL'“
117,8 134,9

H H

18b 19

Figura 16: Deslocamento quimico (5 **C), em ppm, dos carbonos do

grupo vinilico.

Além disso, no espectro *C e DEPT s&o vistos sinais de cinco
carbonos quaternérios, dez metinicos e quatro metilénicos. O sinal em &
86,7 (CH, C-17) diretamente correlacionado ao hidrogénio desblindado em &
6,33(1H, sl) sugerem a presenca de ligac&o nitrogénio-carbono-oxigénio.

O grupo metilénico em & 29,7 (C-16) com sinais de hidrogénio em &
2,51 (1H, d, 14,1, H-16a) e 6 2,62 (1H, d, 14,1, H16-b) apresenta correlacdes
homonucleares H-H (COSY, fig.17) com H-17 e H-15, por sua vez H-15

apresenta correlacbes com H-14 e H-20 e este com H-21 e H-19.

FIGURA 17: Correlacbes observadas pelo experimento de COSY.
Corroborando com o anel secologaninico observa-se a correlagdo de

um carbono carbindlico em & 61,9 (CH,, C-21; 6 3,91 e 6 3,01) com o sinal
de H-17 (& 6,33;sl) no mapa de contornos do HMBC (fig. 18).
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5,28 5,09

Figura 18 : Correlacdes observadas no HMBC de (1) com destaque
para as correlagdes da juncéo do anel secologaninico.

Correlacdes importantes para a proposta da segunda unidade foram
observadas no HMBC para o hidrogénio & 3,89 (H-14) com os carbonos 6
139,6 (C-3), & 29,7 (C-16) e d 25,6 (C-15), e correlacdo dos hidrogénios
vinilicos com o carbono 6 41,2 (CH, C-20).

No experimento de NOESY observa-se, entre outras, a correlacédo do
hidrogénio H-17 com & 8,33 (H-5) (fig.19 e 20), H-18 e H10 e correlagéo de
H-14 com H-15 e H-19

Figura 19: Correlacdes em NOESY do alcal6ide (1).
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H-15 = 2,82 (1H;m)

H-16 = 2,51(1H;d; 14,1)
2,62 (1H;d; 14,1)

H-17 = 6,33 (1H;sl)

H- 20= 2,97(1H;dl;12,3)
H-21a= 3,91(1H;dd;12,3;6,9)
H-21b= 3,01(1H;t;12,3)

Figura 20: Correlagdes observadas com o experimento de NOESY,

desdobramentos e constantes de acoplamento dos hidrogénios de (1).

Os hidrogénios H-15, H-14 mostraram-se em forma de multipletos e
H-17 em singleto largo ndo apresentando constantes de acoplamentos
definidos, os protons diasterotopicos H-16a e H-16b desdobraram em
dubletos com J= 14 Hz (constante de acoplamento de H-H geminais).

O mapa de contornos de NOESY mostra correlagbes entre H-20 e os
hidrogénios H-21a e H-21b, porém os deslocamentos quimico de H-21b e H-
20 sdo muito proximos dificultando a clareza dos dados néo auxiliando na
discriminacao das disposi¢des espaciais equatorial-axial destes, ou seja, ndo
foi possivel a determinacao da configuracéo relativa deste alcaloide.

(1) é um alcaléide inédito, com esqueleto do tipo indol-monoterpénico,
cujos dados espectroscopicos comparados a literatura sustentam a proposta

da estrutura semelhante a da ofiorina (tabela 10).

N7 16

(1) 21

Figura 21 : Estruturas do alcaldide (1) e ofiorina B.
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Tabela 9: Dados de RMN *H (300 MHz, CDs;OD/CDCls;), RMN *C, e correlagdes de
HMQC, COSY, HMBC e NOESY do alcaldide (1).

Alcaléide (1)
N DEPT 6C O6H (JHz) COSY HMBC NOESY
2 C 1322 - - - -
3 C 1395 - - - -
5 CH 1325 8,33(1H;d; 6,6) H-6 Cs; Cy7; Cs H-17
6 CH 116,0 8,41(1H;d; 6,6) H-5 C, -
7 C 1329 - - - -
8 C 1197 - - - -
9 CH 122,8 8,28(1H;d; 8,1) H-10 Ci3 Cpy H-10
10 C 1224 7,48(1H; t; 7,81) H-9; H-11e 12 Cs Cypo H-9, H-11, H-
12
11 CH 1324 7,76-7,91 (2H; m) H-10 Ci3. Co H-10
12 CH 1133 7,76-7,91 (2H; m) H-10 Cis. Co H-10
13 C 1446 - - - -
14 CH, 24,8 3,93-3,80 (2H; m) H-15 Ci17; C3.Cys; H-15
Ci15Cx
15 CH 25,6 2,82(1H; m) H-16a e b; H-20; - H-14
H-14 -
16 CH, 29,7 a 2,51(1H;d; 14,1) H-16b; H-17; H- - -
b 2,62(1H;d; 14,1) 15 - H-17
17 CH 86,7 6,33(1H;sl) H-16b Ci5.Co H-5; H-16b
18 CH, 117,8 a 5,08(1H;d; 17,4) H-19 Cao H-19; H-20, H-
b. 5,28(1H;d; 10,8) H-19 Cao 21
19 CH 134,9 5,79(1H;ddd;17,4;10,8;5,1) H-18b e a; H-20 Co0.Co1 H-18; H-20
20 CH 41,2 2,97(1H;dl;12,3) H-18,H 21;
H-19; H-15; H-21a -
H-19
21 CH, 61,9 a 3,91 (1H;,dd;12,3;6,9)H-21 b e 2 O- - H-20
b 3,01 (1H;t;12,3) Coo H-18; H-20;H-
19
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Tabela 10: Dados de RMN de *H e *3C de (1) e ofiorina B.

Ofiorina B (CARVALHO, et.al., 2002)? Alcaléide (1)°
N &C 5H (JH2) 5C 5H (JH2)
2 135,9 - 132,2 -
3 138,8 - 139,5 -
5 1333 8,6 (d: 6,8) 1325 8,33 (d: 6,6)
6 1180 8,3 (d; 6.,8) 116,0 8,41 (d; 6,6)
7 130,2 - 132,9 -
8 119,2 - 119,7 -
9 1234  8,1(d: 8,0) 122.8 8,28 (d: 8,1)
10 1227  7,1(t; 8,0) 122.4 7,48 (t; 7,81)
11 1326  7,4(t 8,0) 132,4 7,76 -7,91 (m)
12 1133 7,6 (d: 8,0) 1133 7,76 -7,91 (M)
13 144,1 - 144.6 -
14 24,0 3,5 24,8 3,93-3,80 (m)
15 31,0 3,0 (M) 25,6 2,82 (m)
16 46,6 3,3 29,7 a 2,51 (d; 14,1)
b 2,62 (d; 14,1)
17 89,0 6,6 (sl) 86,7 6,33 (sl)
18 1209 5,2 (d: 10,8) 117,8 a 5,08 (d: 17,4)
5.3 (d: 17,2) b 5,28 (d; 10,8)
19 134,7 5,7(dd;17,4;10,8;6,4) 134,9 5,79 (ddd;17,4;10,8;5,1)
20 47,6 2,8 (M) 41,2 2,97(1H:dl:12,3)
21 942 4,6 (d: 9,6) 61,9 a 3,91 (1H:dd:12,3:6,9)
b 3,01 (1H;t;12,3)
22 175,6 -
1 997 4,4 (d: 8,8)
> 735 2.9 (t: 8,8)
3 766 3,1 (m)
4 69,8 3,0 (m)
5 77,0 2,8 (M)
6 60,6 3,5 (m) e 3,2 (m)

2 RMN de *H e **C (D,0,400 e 100 MHz)
PRMN de *H e *C (CDClsy/ CDs0D, 300 e 75 MHz).
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4.2.2 Alcalbide 2

O alcaldide (2) foi isolado como um so6lido amorfo amarelo, nao visivel
sob luz ultravioleta (A=254 e 360 nm) e reacao positiva frente ao reagente
Dragendorff, com rotacéo éptica especifica de [a]p*° = -2,18.

O espectro de massa de alta resolucdao (EMAR) (anexo B, fig.86)
mostra ion molecular (m/z) = 305,1396 concordante com a férmula molecular
[C19H17N20,]" (massa calculada m/z = 305,1290).

O espectro de infravermelho mostra bandas de absorgéo referentes a:
estiramento da ligacdo C-H de alquenos em 2922 cm™, estiramento da
ligacdo C=C de aromaticos em 1452 cm™, estiramento da ligacdo C-O de
éter em 1103 cm™, deformacédo angular de N-H em 1627 cm™, deformacéo
estiramento de ligacdo C-N em 1250 cm™ , estiramento de C=0 de cetona
aril-alquila em 1695 cm™.

Com a andlise dos dados de RMN 'H e '3C (tabela 11) foram
observadas semelhancas nos padrbes dos deslocamentos quimicos do
grupo indélico do alcaléide (1). Observa-se a auséncia do sinal do carbono
metilénico em & 24,8 e a presenca do sinal de um carbono quaternario em &
191,6 atribuido a carbonila de cetona a-B-insaturada que garante a
diferenciacéo da estrutura do alcaloide (2).

A andlise dos experimentos de HMBC permitiu identificar os carbonos
quaternarios 6 C: 146,9 (C-13), 139,7 (C-3), 134,4 (C-2), 124,6 (C-7) da
unidade aromatica. Foi observada a sobreposicao dos sinais de C8 e C18
com deslocamento quimico em & 118,9. No espectro de RMN **C
(CDClI3/MeOD, 75 MHz) deste mesmo composto quando isolado da casca de
P. prunifolia (trabalho de PIBIC da aluna Brenda G. Carvalho ainda néo
publicado).mostra a sobreposicao parcial destes dois carbonos evidenciando

a grande proximidade dos deslocamentos quimicos de C8 e C18 (fig. 22)
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180 160 140 120 100 80 50 a0 20 ppm

Figura 22: Espectro de RMN 'C (CDCly/MeOD, 75 MHz) do

alacaldide (2) isolado das cascas de P. prunifolia.

Além disso, a sobreposicado dos sinais de C-18 e C-8 é evidenciada
pela correlagcéo de H-5 (8,89; 1H; d; 6) e com & 118,9 observado no mapa de
contornos de HMBC (fig. 23).

FIGURA 23: Correlagdo em HMBC do alcaloide (2).

Os sinais em 0 2,82 (1H; d, 14 Hz, H-16a) e 3,05 (1H; d, 14 Hz, H-
16b) assim como os sinais em & 3,22 (1H; d; 1,8 Hz, H-21a) e 4,01 (1H; d,
7,5 Hz, H-21b) foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos diasterotopicos

H-16 e H-21. Através do experimento de HMQC foram observadas
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correlagdes entre os hidrogénios H-16 e o carbono em & 29,7 (C-16), vizinho
ao carbono carbindlico ligado ao nitrogénio (O-C-N), e entre hidrogénios H-
21 e o carbono em & 63,4 (C-21).

Os deslocamentos referentes ao grupo vinilico foram observados em
5,22 (1H; d; 17 Hz, H-18a, trans), 5,25 (1H; d; 10 Hz, H-18b, cis) e 5,65 (1H;
ddd; 6.6 Hz; 10 Hz; 17 Hz, H-19) com correlacbes em HMQC aos carbonos
em 6118,9 (C-18) e 132,8 (C-19).

A andlise dos dados obtidos com os experimentos de HMQC, HMBC,
Dept, COSY e NOESY confirmou as semelhancgas estruturais e mostram a
proximidade da carbonila a unidade secologaninica principalmente pela
correlacdo de H-16 com C-14 (fig. 24).

HMBC

COSY <

Figura 24: Correlacdes em HMBC e COSY do alcaloide (2).

A analise dos espectros de RMN de (2), comparacdo com o alcal6ide
(1) e buscas na literatura levaram a proposta estrutural para o alcaldide (2)

também inédito .
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Tabela 11: Dados de RMN 'H (300 MHz, CD;OD/CDCl;), RMN *3C, e
correlacdes de HMQC,COSY, HMBC e NOESY do alcaloide (2).

Alcaléide 2
N DEPT &%C 5 'H (J Hz) COSY HMBC NOESY

2 C 134,4 -
3 C 139,7 -
5 CH 1341 8,89 (1H; d; 6) He Cs; Cs; C17:9e7
6 CH 1209 8,92 (1H; d; 6) Hs Cs; Co
7 C 124,6 -
8 - 118,9 -
9 CH 1236 8,43 (1H; d; 8) Hio Cs; Ci3; Co Hio
10 CH 1234 7,57 (1H; ddd; 3,6,8) Hi1g Co; Cr Ho
11 CH 1344 7,94-7,88 (2H; m)  Hip Ci3; Co Hio
12 CH 113,7 7,94-7,88 (2H; m) Ci3; Co Hio
13 C 146,9 -
14 C 191,6 -
15 CH 428 3,36 (1H; sl) Hieb
16 CH, 29,7 a 2,82(1H;d,14) HiepHiz Cua Hieb

b  3,05(1H;d, 14) Hiea 1s Hiea
17 CH 87,9 6,76 (1H; s) Hiea. Co1; Cy
18 CH, 1189 a  5,22(1H;d;17) Hy Czo H19:20

b 5,25(1H; d; 10) Hyg H1ga; 20
19 CH 1328 5,65(1H; ddd; 6.6; 10; 17) Higa: 18p Hagab Hzo
20 CH 42,03 3,20 (1H; d; 7.8) Ha1p Hisa:21a; 19
21 CH, 634 a 3,22(1H;d; 1.8) Cao

b  4,01(1H;d,7.5) Hyp Ci7. C1s Hao
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4.2.3 EPP 26.2

O alcal6ide EPP26.2 (3) foi isolado como um éleo amarelo, nao visivel
em luz UV (A=365 e 254 nm) e com reac¢ao positiva frente ao reagente de
Dragendorff.

A proposta estrutural foi realizada a partir dos dados espectroscépicos
de IV, RMN 'H e °C e 2 D e comparacédo com os dados da literatura
(CARVALHO, et.al., 2002; VALVERDE, et.al.,1999) (tabela 13).

O espectro de infravermelho mostra banda de absorcédo em, em 1060
cm™, deformacéo da ligacdo C-O de éter de cadeia fechada, em 902 e 820
cm’™ caracteristica de deformac&o angular da ligacdo C-H de anel aromatico
1,2,4 trissubstituido, 1580 cm™ e 1475 cm™ caracteristicas de estiramento da
ligacdo C=C de aromaticos, em 1657 cm™ referente a estiramento da ligacdo
C=C de alceno.

O espectro de RMN *H mostra sinais de trés hidrogénios aromaticos
em o 7,51 (d, 2,4Hz, H-9), & 7,44 (d, 9 Hz, H-12), & 7,14 (dd, 9 Hz, 2,4 Hz,
H-11), atribuidos ao anel aromatico do grupo inddlico, cujos desdobramentos

(fig.25) caracterizam um anel trissubstituido.

H-11

Al
v’ {22

Fim

Figura 25: Espectro de RMN de 'H do alcaléide EPP 26.2 e ampliacdo dos

sinais aromaticos.
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Os sinais em & 8,15 (d, 5,4 Hz, H-5) e & 7,93 (d, 5,4 Hz, H-6)
correlacionados em HMQC aos carbonos em 0 135,6 (C-5) e 114,6 (C-6)
indicam a presenca da insaturacao do grupo indol caracterizando a estrutura
B-carbolina deste alcaloide.

No espectro de RMN **C foram observados outros trés sinais de
carbonos sp? em 3¢y 120,6 (C-11), 113,6 (C-12), 106,6 (C-9), assim como
cinco quaternarios em & 145,5 (C-3), 137,5 (C-7), 136,9(C-13), 130,5(C-2),
123,1(C-8) atribuidos a unidade B-carbolina. O carbono com deslocamento
quimico (RMN *3C) em & 152,6 (C-10) correlacionado no mapa de contorno
HMBC ao hidrogénio H-12 sugere a substituicdo de um hidrogénio aromatico

por um grupo hidroxila (fig.26).

Figura 26: Correlagbes em HMBC da unidade B-carbolina.

O grupo vinilico foi novamente observado com sinais de hidrogénios
em 6 5,10 (1H, dd,10,2 Hz; 1,6 Hz; H-184a; cis) e 5,20 (1H, dd, 17,1 Hz; 1,6
Hz; H-18b; trans) correlacionados em HMBC com o carbono 6118,6 (C-18) e
o sinal em 5,83 (1H, ddd, 17,1 Hz; 10,2 Hz; 1,6Hz; H-19) que se correlaciona
com o carbono C-19 em 6138,1( fig. 27).
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Figura 27 : Espectro de RMN *H do alcaléide Epp26 e ampliacdo dos sinais

vinilicos

A auséncia do carbono em & 80-87 e a observacéo de dois sinais de
carbonos carbinolicos 6 64,3 (CH,, C-21) e 6 61,4 (CH,, C-17) mostram uma
disposicéo do anel secologaninico diferenciada dos alcalbides (1) e (2).

Os dados do experimento de COSY permitiram a atribuicdo do
sistema de spins H-14/H-15, H-15/H-16/H-17, H-15/H-20/H-21, H-18/H-19/H-
20. As correlagcbes observadas em HMBC entre H-5/C-3 e H-14/C-3

orientam quanto a posi¢cao da condensacdo da unidade B-carbolina ao anel

monoterpénico saturado.

Figura 28: Conectividades entre os nucleos de hidrogénio obtidas por COSY

(<) e correlagbes em HMBC(— ) da unidade monoterpénica do alcalbide

EPP26.2.
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A configuragdo relativa do composto foi proposta com base na
correlacdo observada no experimento de NOESY entre os hidrogénios H-15

e H-20 indicando a configuracao ‘cis’ entre eles.

Lialosideo

Figura 29: Correlagcdo observada pelo experimento de NOESY entre os
ndcleos H-15 e H-20 do alcaléide EPP26.2 e estrutura do alcaldide

lialosideo.

A andlise dos dados espectroscopicos, comparacdo e buscas na
literatura levaram a proposta estrutural para o alcal6ide indol-monotrepénico
EPP26.2 também inédito.
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Tabela 12: Dados de RMN 'H (300 MHz, CDsOD), RMN *3C, RMN *3C, e
correlagcdes de HMQC,COSY, HMBC e NOESY do alcaldide EPP 26.2.

Epp26.2
N DEPT 5 'H (U Hz) COSY HMBC NOESY
dC
2 C 130,6 -
3 C 145,5 -
5 CH 135,6 8,15(1H,d, 5,4) H-6 C,,C3Cs H-6
6 CH 114,6 7,93(1H,d, 5,4) H-5 Cs,C13,Cs H-5,H-9
7 C 137,5 -
8 C 123,1 -
9 CH 106,6 7,51(1H,d, 2,4) C2,C7,C1n H-6
10 C 152,6 -
11 CH 120,3 7,14(1H, dd, 9; 2,4) H-12 C7Co H-12
12 CH 113,6 7,44(1H, d, 9) H-11 Cio H-11
13 C 136,9 -
14 CH, 36,9 a 3,19(2H,d, 6,9) H-15 C20,C15
15 CH 36,4 b 25-24(1H, m) H-14,H-16a,H- H-17,H-20,H-
20 21
16 CH, 33,9 a 1,5-1,4(1H,m) H-17 Ci7 H-17
b 1,8-1,7(1H, m) H-17 Ci7 H-21
17 CH, 61,4 3,5-3,4(2H, m) H-16a,b H-15,16a
18 CH, 1186 a 5,10(1H,dd,10,2;1,6) H-19 H-20,19
b 5,20(1H,dd,17,1;1,6) H-19 H-19
19 CH 138,1 5,83(1H,ddd,17,1;10,2;1,6) H-20,H-18a,b H-21,H-18a,b
20 CH 50,9 2,3-2,1(1H, m) H-15, H-19, H- H-15,H-18a,
21 H-21
21 CH, 64,4 3,60(2H,d, 6,6) H-20 C19,C15,  H-20,H-15,H-
C20 19,16b
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Tabela 13: Dados de RMN de H e *C de EPP 26.2 e lialosideo.

Lialosideo (VALVERDE, et.al., 1999)% Epp26.2 °

N 6C 6 H (JHz) 6C 6 H (JHz)

2 133,2 - 130,6 -

3 143,6 - 145,5 -

5 134,5 8,26 (d; 5) 135,6 8,15(d, 5,4)

6 112,5 7,92 (d; 5) 114,6 7,93(d, 5,4)

7 126,0 - 137,5 -

8 120,6 - 123,1 -

9 121,6 8,17 (dl; 8) 106,6 7,51(d, 2,4)

10 119.0 7,21( tl; 8) 152,6 -

11 127.7 7,5 (tl; 8) 120,3 7,14(dd, 9; 2,4)

12 111.8 7,55 (dI; 8) 113,6 7,44(d, 9)

13 140,2 - 136,9 -

14 32,5 3,13 (m) e 3,55(m) 36,9 3,19(d, 6,9)

15 30,1 3,71 (m) 36,4 2,5-2,4( m)

16 109.8 - 33,9 1,5-1,4(m) e 1,8-1,7(m)

17 151.7 7,47(d;1.5) 61,4 3,5-3,4(m)

18 118,7 4,75(dl;17) 118,6 5,10(dd,10,2;1,6)
4,94(m) 5,20(dd,17,1;1,6)

19 134,0 5,66(m) 138,1 5,83(ddd,17,1;10,2;1,6)

20 42,9 2,73 (m) 50,9 2,3-2,1 (m)

21 95,8 5,37(d; 5,0) 64,4 3,60 (d, 6,6)

22 175,6 -

22-OMe 50,8 3,28(s)

1 98,7 4,56(d;8)

2’ 73,0 3,02(m)

3 77,3 3,18(m)

4 70,0 3,07(m)

5 76,8 3,18(m)

6’ 61,0 3,45(m) e 3,60(m)

2 RMN de *H e **C (DMSO-ds, 300 e 75 MHz)
® RMN de *H e *3C (CD;0D, 300 e 75 MHz).



4.2.4 Estrictosamida

Estrictosamida (4) foi isolado como um Oleo amarelo, com
fluorescéncia azul sob luz UV (A=360 nm) e com reacao positiva frente ao
reagente de Dragendorff. A proposta estrutural foi realizada a partir dos
dados espectroscépicos de IV, e RMN *H, *C e 2 D e a comparagdo com os
dados da literatura ( HENRIQUES, 2003).

O espectro de infravermelho mostra bandas de absorcdo em, em
3005 cm™ caracteristico de deformacéo axial de ligacdo C-H, em 1650 cm™
de deformacdo axial da ligacdo C=C de alceno, 1583 cm™ e 1470 cm™
referentes a deformacéo axial C=C de aromaticos, 1074 cm™ caracteristicos
de deformacéo da ligacdo C-O de éter de cadeia ciclica.

Os espectros de RMN '°C e DEPT apresentam sinais de dez
carbonos metinicos, quatro metilénicos, seis quaternarios e carbonos
glicosidicos. Os deslocamentos quimicos de oito carbonos sp® em & 137,8
(C, C-13), 6 134,8 (C, C-2), 128,7 (CH, C-8), 122,5 (CH, C-11), 120,2 (CH,
C-10), 112,3 (CH, C-12), 110,3 (C, C-7), de dois metilénicos em & 44,8 (C-5)
e 6 22,1 (C-6) e o metinico em & 55,1 (C-3) caracterizam a unidade
tetrahidro-B-carbolinica.

Sinais de carbonos vinilicos foram observados 6 120,5 (CH,, C-18) e
134.3 (CH, C-13) correlacionados (HMQC) aos hidrogénios & 5,64 (1H, ddd,
17,7 Hz, 10,2 Hz, 10 Hz, H-19), 5,36 (1H, dd, 17,7 Hz, 1,8Hz, H-18b, trans),
5,31 (1H, dd, 10,2 Hz, 1,8Hz, H-18a, cis), sugerindo, como visto nos
alcaldides discutidos anteriormente, a presenca de um anel secologaninico.

A presenca de um uma carbonila de amida 6 167,1 (C-22), de sinais
de dois carbonos anoméricos, carbonos glicosidicos, a analise de
experimentos de RMN 2D e comparagdo com a literatura permitiram a
identificacdo deste alcaldide como sendo a conhecida estrictosamida (
tabela 14).
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A configuracéo relativa do alcal6ide (fig. 30) foi estabelecida a partir
dos valores das constantes de acoplamento e analises dos mapas de
contornos de COSY e NOESY (anexo A pag. 109 e 111).

J Ha-H140= 4,5 HZ (ax-eq)
J hispi4a= 13Hz (ax-ax) — —  NA e -

J H15-H20— 5,4Hz (ax-eq)

NOESY «

Figura 30: Constantes de acoplamento para os H-3, H-14 e H-15 da

estrictosamida.

A comparacao na literatura dos dados da estrictosamida e seu
epimero, vincosamida, sustenta a configuracao relativa na posicao a de H-3
ligado ao carbono C-3 em & 55,1. A correlacdo observada em NOESY entre
H-1' e H-3' evidencia a configuracdo axial-axial destes hidrogénios o que

confirma a ligacao do tipo B-glicosidica do carbono C-1'.

18 OGlu
OGlu OGlu
Estrictosamida Alcaléide isolado N,B-o -glucopiranosil
(Zhang, et.al,2001) (estrictosamida) vincosamida

Figura 31: Configuracdo relativa do alcal6ide isolado, estrictosamida e do

alcaldide N,B-p -glucopiranosil vincosamida.
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Tabela 14: Dados de RMN *H (300 MHz, CD3;OD), RMN *3C, e correlacées
de HMQC, COSY e NOESY do alcaloide estrictosamida.

Estrictosamida

N° BC DEPT HMQC H* COSY NOESY

2 1348 C

3 551 CH 5,06 (1H; dl; 4,5) H-14a

5 448 CH, 2,64—2,69 (2H;m) H-21,6b
3,10 (2H; m)

6 221 CH, 2,64-2,69(2H;m)
2,88 — 2,96 (2H, m) H-52

7 1103 C

8 1287 C

9 1187 CH 7,38 (1H;d; 6,6) H-10 H-10

10 120,2 CH 6,98 (1H; ddd; 7,8; 6,6; 1) H-9 H-9,H-11

11 1225 CH 7,07 (1H; ddd; 7,8; 7,2; 1) H-12 H-12

12 1123 CH  7,31(1H:;d;7,2) H-11 H-11

13 1378 C

14 27,3 CH, 2,02 (1H;ddd; 13,5;13,0;5,6) H-15; H-3 H-14b
2,45 (1H; ddd; 13,5; 4,5; 1,8) H-15 H-14a,15

15 249 CH 2,74-2,80 (1H; m) H-14a; H-14b H-14b

16 1092 C

17 149,2 CH 7,37 (1H; d; 2,4)

18 120,5 CH, 5,31 (1H;dd; 10,2; 1,8) H-19 H-19
5,36 (1H; dd; 17,7; 1,8) H-19 H-18a

19 109,2 CH 5,64 (1H;ddd; 17,7;10,2; 10) H-18 a,b; H-21

20 44,7 CH 4,9 (1H;dd; 11; 5,4)* H-4’

21 981 CH 5,40 (1H;d; 1,8) H-19 H-1',5a

22 167,1 C

1’ 1005 CH 4,56 (1H;d; 8,1) H-2' H-21, 3’

2" 743 CH 2,88-296(2H, m) H-1"; H-5'

3 779 CH 3,24-3,17 (2H; m) H-1’

4 71,3 CH 3,10 (2H; m) H-20

5 782 CH 3,24-3,17 (2H; m) H-2'

6 626 CH, 3,60 (1H;dd;9,1;7,3) H-6'b H-6'b
3,84 (1H; dd; 11,7; 1,8) H-6'a H-6'a,5'

* Observado em RMN *H 500 MHz.
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Tabela 15: Dados de 2 RMN de *H e 3C de estrictosamida e vincosamida.

Estrictosamida
(Zhang, et.al,2001)

NO
2
3

10
11
12
13

14

15
16
17
18

19
20
21
22

6C
134,2
55,2
42,5

22,2

110,4
128,8
118,8
120,3
122,6
112,4
137,8

27,4

25,0

109,3
149,3
120,8

134,4
44,8
98,2
167,2
100,6
74,3
78,2
71,4
78,0
62,7

6C
136,1
54,4
41,63

22,3

1115
129,6
119,3
121,3
122,8
114,7
137,7

355

27,9

109,1
149,2
120,7

133,4
44,1
97,5
166,3
99,6
74,8
77,9
71,6
78,4
62,7

87,6
71,9
79,1
71,6
81,24
62,9

Vincosamida

(HENRIQUES, et.al., 2004)

6H (JH2)
5,12 (dl; 11)
2,84(ddd;12,4;11,8;3,3)
5,05 (ddd;12,4;4,5;1,5)
2,65(ddd;16;11,8;4,5)
2,78(ddd;16;3,3;1,5)
7,44 (d; 7,8)
7,06(ddd;7,8;7,1;1.1)
7,12(ddd; 8,2;7,1;1.1)
7,63(d; 8,2)
1,38(dddd;13,5;13,5;11,3;2,5)
2,30(dl;13,5)
3,40(m)
7,48(d;2,7)
5,14(dd;10,2;2,0)
5,26(dd;17,2;2,0)
5,48(ddd;17,2;10,2;9,9)
2,75(m)
5,51(d; 1,9)
4,71(d;8)
3,24(m)
3,37(m)
3,54(m)
3,50(m)
3,3,68(m) e 3,90(m)

5,12 (dI; 8,9)
4,13 (dd; 8,9; 9,0)
3,54 (m)

3,63 (m)

3,54 (m)

3,79 (dd;12,1; 5,9) e 3,97 (dd;12,1; 2,0)

6C
134,8
55,1
44,8

22,1

110,3
128,7
118,7
120,2
122,5
1123
137,8
27,3

24,9

109,2
149,2
120,5

134,7
44,7
98,1
167,1
100,5
74,3
77,9
71,3
78,2
62,6

Estrictosamida isolada

b

&H (JHz)

5,06 (dl; 4,5)
2,64 — 2,69 (m)
3,10 (m)

2,64 — 2,69 (M)
2,88 — 2,96 (m)

7,38 (d; 6,6)
6,98 (ddd; 7,8; 6,6; 1)
7,07 (ddd; 7,8; 7,2; 1)
7,31 (d; 7,8)

2,02 (ddd; 13,5; 13,0; 5,6)
2,45 (ddd; 13,5; 4,5; 1,8)

2,74 — 2,80 (m)

7,37 (d; 2,4)

5,31 (dd; 10,2; 1,8)
5,36 (dd; 17,7; 1,8)
5,64 (ddd; 17,7; 10,2; 9,9)
4,9 (dd; 12,6; 5,4)*
5,40 (d; 1,8)

4,56 (d; 8,1)

2,88 2,96 (m)
3,24 - 3,17 (m)
3,10 (m)

3,24 - 3,17 (m)

3,60 (dd; 9,1;7,3)/3,84(dd; 11,7;
1,8)

2RMN de ™H e ©*C (CDsOD, 600 e 150MHz) "RMN de 'H e °C (CD;OD, 300 e 75MHz).
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4.2.5-EPP28.1

O composto EPP28.1 (5) foi isolado como soélido amorfo
amarelo,solivel em metanol, com fluorescéncia sob luz ultravioleta (A=365
nm) e com reacgao positiva frente ao reagente Dragendorff.

O espectro de absorcédo na regidao do IV para o composto EPP 28
mostrou bandas de absorcao referentes a&: defoemacéo axial de ligagdo C-H
de alqueno em 2927 cm™, deformagcéo axial de ligacdo C=C aromética em
1454 e 1593 cm™, deformacdo axial de ligacdo C-O-C em 1153 cm™,
deformacdo axial de ligagdo C-N(amina aromatica) em 1373 cm?,
deformac&o axial de ligacdo C-N em 1207 cm™ de amina alifatica.

Pelo espectro de COSY aliado as informacdes dos experimentos de
RMN *H (CDs;0OD, 300 MHz) e TOCSY (CDs;0OD, 500 MHz) pode-se observar
as correlagcdes dos hidrogénios diasterétépicos H-6 em & 2,73 (dd;4,6;17) e
2,9-2,8(1H;m) com o hidrogénio em & 3,31(dd;4,6;12; H-5a) e correlagéo do
hidrogénio aroméatico em & 6,58 (dd;8,7;2,4;H-11) com os hidrogénios em &
6,70(d;2,4;H-9) e 7,07(d;8,7;H-12), que correspondem as conectividades da
unidade tetrahidrocarbolina sugerido ao composto EPP28.1. Ainda pelo
espectro de COSY, pode-se observar correlacdo entre os hidrogénios em &
3,53 (2H;m;H-17) e os protons em & 2,19 (sl;H-16b) e 2,07 (s;H-16a) e
correlagcdes de hidrogénios metilénicos em & 5,07 (d;10;H-18a) e & 5,05
(d;17;H-18b; trans) com sinal em & 5,57 (ddd;17;10;6,6;H-19) sugerem a
presenca de grupo vinilico.

Através do experimento de TOCSY (CD30D; 500 MHz) do composto
foram observadas correlacdes adicionais entre os hidrogénios H- 14b e H-15
e correlacdo entre os hidrogénios H-15 e H-17. O sinal de H-3 observado em
0 4,63 (1H;sl) (CDCI3/ CD3z0OD, 300MHz) foi suprimido no experimento RMN
'H (CD;0D; 500 MHz) adquirido para a realizacdo do TOCSY.
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(a) (b)
Figura 32: Correlacdes observadas nos experimentos de COSY (a) e
TOCSY (b).

Com a andlise do espectro de RMN *3C (CDCly/ CDs;OD, 75 MHz,
(pag. 113) foi possivel observar quatro sinais referentes a carbonos
aromaticos quaternarios em 6 133,1 (C-2),130,7 (C-13),128,6 (C-8) e 105,8
(C-7), outros sinais de trés carbonos sp® aromaticos em dcy 112,9 (C-
11),112,8 (C-12) e 103,2 (C-9), um sinal caracteristico de carbono
carbindlico aromatico em & 151,8 (C-10), dois sinais de carbonos vinilicos
em 0 118,5(CH,, C-18) e 138,7 (CH,C-19) e cinco carbonos metilénicos em
dsp” 64,0 (C-17), 52,4 (C-5), 31,6 (C-16), 27,2 (C-14), 18,1 (C-6).

Foram observadas correlagcdes no experimento de HMBC entre o
hidrogénio H-15 e C-3, H-17 e o carbono vinilico C-19, H-15 e C-14 entre

outras (fig. 33). HO g\9

Figura 33: Correlacbes em HMBC de EPP28.1

Através da andlise dos espectros de RMN *3C, 'H e
experimentos bidimensionais de RMN chegou-se a proposta estrutural
para o composto EPP 28.1 como o alcaldide indolico do tipo

tetrahidro-B-carbolina inédito.
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Tabela 16: Dados de RMN 'H (300 MHz, CD3;OD), RMN *3C, e correlacées de

HMQC,COSY e NOESY do alcal6ide EPP28.1

Epp28.1
N DEPT &2C &'H (JHz) COSY HMBC NOESY
2 C 133,1 -
3 CH 570 4,63(sl
5 CH, 524 a 3,31(1H;dd;4,6;12) H-6a,H-6b H-6
b 3,42 (1H;dd;12;5,8) Cs Cs
6 CH, 181 a 2,73 (1H;dd;4,6:17) H-5a Cy H-5,H-9
b 2,9-2,8 (1H:m) H-5a
C 105,8 -
8 C 128,6 -
CH 103,2 6,70 (1H:d;2,4) H-11 C10,C2 H-6
10 C 151,8 -
11 CH 112,9 6,58 (1H;dd;8,7;2,4) H-12, H-10 Cy,C,  H-12
12 CH 112,8 7,07 (1H;d;8,7) H-11 Ci0;Cg H-11
13 C 130,7 -
14 CH, 27,2 a 1,74 (1H:d;12)
b 1,50 (1H;sl)
15 CH 47,1 3,03 (1H;sl) Cs; Cia
16 CH, 31,6 a 2,07 (1H:s) H-17 Ci7 H-17
b 2,19 (1H;sl) H-17, H-19 Cyy H-21
17 CH, 64,0 3,53 (2H;m) H-16a,b C1o H-15,16a
18 CH, 1185 a 5,07 (1H:d;10) H-19 H-19
b 5,05 (1H;d;17) H-19
19 CH 138,7 5,57 (1H;ddd;17;10;6,6) H-18, H-16 H-18a,b
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4.2.6. EPP39-37
O composto EPP39-37 foi isolado como um sdlido amorfo
vermelho.

O espectro de infravermelho (IV) apresenta bandas de absorcéo
referente & deformacdo axial de C=C de aromaéticos 1447 e 1500 cm™,
caracteristico de deformacéo axial de ligacdo C=C isolada em 1623 cm™,
referente a deformacéo axial C-H de alqueno em 2918 cm™, caracteristico
de deformacé&o axial de ligacdo C-O de éter de cadeia ciclica 1107 cm™.

Na andlise do espectro de RMN de *H para o composto Epp39-37
observou-se o0 aparecimento de seis sinais na regido dos aromaticos, sendo
dois dubletos em &4: 8,8 ppm (1H; d; J= 6 Hz) e d4: 8,6 ppm (1H; d; J=6 Hz)
e quatro hidrogénios que se correlacionam (COSY) indicando a presenca de
um anel aromatico dissubstituido.

Os dados de RMN de *H revelam ainda, dois multipletos, em 8y: 5,7-
5,6 ppm (1H), e em dy: 5,2-5,1 (2H), que estdo diretamente correlacionados
(HMQC) aos carbonos em &¢: 118,8 (CHy) e 135,6 (CH) tipicos de dupla
terminal.

O espectro de RMN de **C apresenta um sinal tipico de grupo
carbonila de cetonas. A andlise de RMN de *C apresenta também, sinais de
carbonos quaternarios em &¢: 142,0; 138,4; 126,7; 121,2 e 121,7, sendo este
ultimo deslocado para a direita em relacdo a sinais tipicos de carbonos -
carbolinicos.

A analise dos dados de RMN mostra também o sinal do carbono
carbindlico em &c¢: 89,3 diretamente correlacionado (HMQC) ao sinal em
RMN *H &y: 6,6 (sl) e um CH, carbindlico em d¢: 64,6 (Su: 3,9-3,2) que
apresentam correlagbes a longa distancia (HMBC) entre si, caracteristicos
do anel da ofiorina (CARVALHO, 2002) como na proposta estrutural do
alcaldide (1) e (2).
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(b)
Figura 34: Correlacbes em HMBC (a) e em COSY (b) do alcaldide 5.

A andlise destes dados contribuiram para a proposta estrutural
semelhante ao alcaldide (2), porém com a diferenciacdo de um sinal de
carbono em &¢: 153.4 que se correlaciona com 3 protons aromaticos ( Hg.1o,
Hi2). Sinais de carbonos ligeiramente deslocados em relagéo aos carbonos
atribuidos na molécula e com o aparecimento de novos sinais mantendo-se
a intensidade e a integragcdo dos sinais primeiramente observados (e
atribuidos) deste e outros compostos isolados de P.prunifolia quando
submetidos a repetidas andlises de RMN chamou a atencdo para a
possibilidade da observacdo de tautomerismo ocorrido quando a amostra

encontrava-se em solugao.

Figura 35: Proposta de tautomerismo ceto-endlico sugerido para o
composto EPP39-37.

A estrutura de Epp39-37, igual a estrutura do alcaléide 3, em possivel
equilibrio ceto-endlico ainda ndo é definitiva estudos mais detalhados estéo
sendo realizados pelo grupo de pesquisa para explicar o equilibrio por dados
de RMN.
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Tabela 17: Dados de RMN *H (300 MHz, CDsOD) e RMN *3C do alcaléide

EPP39-37.
EPP39-37
N DEPT 53C 5 'H (J Hz)
2 C 134,2 -
3 C 138,4 -
5 CH 132,8 8,59 (d, 6)
6 CH 120,8 8,81(d, 6)
7 C 121,7 -
8 C 121,2 -
9 CH 124,58 8,39 (d, 8,1)
10  CH 123,1 7,42 (td, 7,5; 0,9)
11  CH 126,7 7,7-7,8(m)
12 CH 116,6 7,7-7,8 (m)
13 C 142,1 -
14 C 192,7 -
15  CH 43,6 3,20-3,28 (m)
16  CH, 31,1 2,7-2,6 (m)
2,9-3,0 (M)
17  CH 89,3 6,58 ()
18  CH, 118,8 5,211-5,23(m)
5,1(m)
19 CH 135,6 5,7-5,6 (M)
20 CH 44.9 3,20-3,28 (m)
21  CH; 64,6 3,9-3,8(m)
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3
EPP 26.2

5 6
EPP 28.1 EPP39.37

Figura 36: Compostos isolados das folhas de P. prunifolia.
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4.3 — Bioensaios

4.3.1 Bioautografia

Todas as fracdes e o extrato bruto das folhas apresentaram inibicao
frente as bactérias testadas. Comparado ao resultado dos testes para o
extrato bruto do caule, as folhas mostram maior acdo antibacteriana frente a

todos os microorganismos testados.

Tabela 18: Atividade antibiética dos extratos de Psychotria prunifolia.

Extratos E.coli E.coli (res) P. aeuriginoso S.aureus
Etandlico Positivo Positivo Positivo Positivo
Hexanico Positivo Positivo Positivo Positivo
Cloroférmico Positivo Positivo Positivo Positivo
Acetato de N N N N
_ Positivo Positivo Positivo Positivo
Etila
Etandlico do ) ) _ )
Negativo Negativo Negativo Negativo
Caule

As fragcdes que apresentaram maior halo de inibicdo foram
selecionadas para o teste de determinagdo da concentragdo minima
inibitéria  (CMI). Os resultados apresentados na tabela 19 mostram

concentracfes = 500 ug/mL, sendo considerado pouco ativo.

Tabela 19: Resultados da avaliacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)
em ppm, extratos de Psychotria prunifolia.

Extratos E.coli (res) P. aeruginosa
EC 1000 500
EH 1000 1000
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4.3.2 Antioxidante

Os resultados mostram que concentragdes 162, 144, 231ug/mL dos
extratos permitiram reduzir a concentragdo inicial de DPPH em 50%. O
extrato bruto das folhas mostrou-se menos promissor quanto ao potencial

antioxidante comparado aos caules e raizes.

Tabela 20: Avaliacdo de atividade antioxidante dos extratos de P. prunifolia

expressa em CEsqp.

Extratos CEso (ug/mL)
Caule 162
Raiz 144
Folha 231

O BHT, usado como controle positivo, € um antioxidante comercial

que apresenta CEsp = 12ug/mL.

4.3.3 Dermatofitos

O extrato bruto das folhas foi capaz de inibir cerca de 50% dos
isolados testados em concentragbfes <256mg/mL este valor segundo

LUCENA, et. al. (2007) demonstra razoavel atividade antifungica in vitro .

4.3.4 Citotoxica

O extrato bruto das folhas de P. prunifolia foi testado frente a
linhagem de células S-180 (sarcoma de camundongo). O valor de CEsg

encontrado foi 19,6 pg/ mL.
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Figura 37: Viabilidade celular do extrato etandlico de P. prunifolia em

diferentes concentragoes.

O alcaldide (2) teve a atividade citotoxica avaliada frente a linhagem
de células A 549 (carcinoma de pulmdo humano) onde o CEs calculado foi
de 13,4 pg / mL. As concentracdes testados ndo abrageram a concentracao

de CEso , por este motivo o teste estd sendo repetido.

A 549 B prunifoliona

% viabilidade celular

0.000060 0.000030 0.000015 0.000007 0.000004 0.000002 meio
concentracao

Figura 38: Viabilidade celular do alcal6ide (2) em diferentes concentracdes.

O extrato etandlico do caule mostrou resultados bons frente as

quatro linhagens de células.
Os testes mostraram atividade citotoxica promissoras para extratos
das folhas e caules de P. prunifolia e para o alcaldide (2) isolado. Novos

estudos devem ser realizados a fim de analisar a acdo das amostras.
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CONCLUSAO
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Neste trabalho, realizamos o estudo fitoquimico das folhas de
Psychotria prunifolia (Kunth) Steyerm (Rubiaceae) onde apresentamos o
isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural dos alcaldides (1), (2),
EPP26.2 e EPP 28.1 e estrictosamida, além de um estudo em andamento
sobre tautomerismo de EPP39-37. Os alcaldides (1) e (2) EPP 28.1 e
EPP26.2 sdo inéditos

O isolamento de alcaldides indol-monoterpenos em Psychotria
prunifolia contribui para os estudos taxondmicos do género e reforcam a
estreita semelhanca dos géneros Palicoureae e Psychotria de regides
pantropicais.

Os testes in vitro do extrato etandlico da planta com quatro tipos de
cultura de células (S-180-sarcoma de camundongo, A549-carcinoma de
pulmdo humano, K562- leucemia mieldide cronica humana e HFF-1-células
normais humanas —fibroblastos) mostraram promissora atividade citotoxica
e antitumoral . Sendo necessarios ensaios in vivo € com 0S compostos
isolados para correlacionar a atividade com os alcaldides.

Os extratos das folhas apresentaram no teste de atividade
antibacteriana Concentracao Inibitoria Minima = 500 ug/ mL frente a E. coli e
E. coli res. sendo considerado pouco ativo. O extrato bruto das folhas
mostrou-se pouco promissor quanto ao potencial antioxidante com CEsg de
231 pg/mL. A atividade antifungica in vitro mostrou-se razoavel
apresentando CEsg de <256mg/mL, porém fica necessario mais estudos

comprobatérios, provavelmente partindo de testes in vivo.
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EPP20-2-H1
Puise Sequence: s2pul

Solvent: CD30D

Ambient temperature

Mercury-300BB “"uem-dgi-rmn 1
|

Relax. delay 1.3539 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 2_.641 sec
Width 4488.4 H=z

!

64 repetitions
OBSERVE Hi, 300.0577844 MH=z
DATA PROCESSING
Line broadening 0.3 Hz f
i

FT size 65536
Total time 5 min, 30 sec
I
|

I
ks 4 Kepand oot Kol S gl
T T = T T = T T T T T T G e T T T T T ¥ I T
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Figura 39: Espectro de RMN de *H (CD;OD/ CDCls, 300 MHz) do alcaléide (1).



EPPZ20-2-C13

Pulse Sequence: sS2pul

Solvent: CDCT3
Ambient temperature
Mercury-300BB “"uem-dgi-rmn'

Relax. delay 1.132 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 0.B8B68 sec

Width 18867 .9 Hz

22528 repetitions
OBSERVE c13, 75.449Z8591 MH=z
DECOUPLE H1i, 300.0581721 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768
Total time 13 hr, 33 min, 12 sec

N 5 J.J ‘ " J B 5 WS W o _jlk__,v_r " J

100 a0 60 40 20 ppm

Figura 40: Espectro de RMN de **C (CDsOD/ CDCl; 75 MHz) do alcaléide (1).
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EPP20-2-DEPT

Pulse Sequence: dept

Solvent: cdclz
Ambient temperature
Mercury-300BB ‘“uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 90.0 degrees

Acg. time 0.B68 sec

Width 1B867.9 Hz

4096 repetitions
OBSERVE cC13, 75.4492803 MH=z
DECOUPLE H1l, 300.0581721 MH=z
Low power 1023 dB atten.

on during acguisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 H=z

FT size 32768

Total time 4 hr, 40 min, 11 sec

-
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Figura 41: Experimento de DEPT (1357909 do alcaloide (1).
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EPP20-2-COSY

Pulse Sequence: COSY

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300BE ‘“uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.153 sec
Width 3351.2 Hz

2D Width 3351.2 Hz

4 repetitions

128 incremgntgﬂa L — iﬂ ILU f hk\ﬁwJ | ' /

DBSERVE - 0565561 MHz A | ] ks

DATA PROCESSING e oA o ! L e LU S JL
Sg. 5ine bell 0.076 sec o = <

F1 DATA ?Ruclissmn J Fz _] ]
Sg. sine bell 0.038 sec Sl ﬁ
FT size 2048 x 2048 1 (ppm}

Total time 11 min, 42 sec i -

\A#Ji_ﬁhmw‘ﬁ e J i

4 Qe

s
l

Figura 42: Experimento de COSY do alcaloide (1). 88



EPPZ20-2Z-HMQC

Pulse Seguence: HMQC

Soivent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300868B “uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.153 sec

Width 3351.2 Hz

2D Width 12820.5 H=z

8 repetitions

2 % 128 increments
OBSERVE Hl1, 30D0.0565561 MHz
DECOUPLE C13, 75.4548374 MH=z
Low power 10232 dB atten.

on during acguisition |
off during delay |
GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.071 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec

FT size 1024 x 2p48

Total time S5 min, 19 sec | “ "

L J o 1 4 J
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Figura 43: Experimento de HMQC do alcaléide (1).




EPPZD-2-HMBC

Pulse Sequence: HMBC

Solvent: CDCi3

Ambient temperature
Mercury-300B8

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.152 sec
Widih 3375.0 Hz

2D width 18115.8 Hz

128 repetitions

2 ® 128 tncrements
OBSERVE H1, 300.
DATA PROCESSING
Sine bell 0.076 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.007 sec
FT size 1024 x 2048

Total time 11 hr, 47 min,

Figura 44:

“yem-dgi-rmn®
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Experimento de HMBC do alcal6ide (1).
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EPP20-2-NOESY l

Pulse Seguence: NOESY

Solvent: CDCI3 ‘
Ambient temperature i
Mercury-300BB “uem-dqi-rmn" ‘

Relax. delay 1.500 sec |

Mixing 1.000 sec |

Acg. time 0.152 sec I

Width 3375.0 Hz I !

2D Width 3375.0 Hz m i v | i |

8 repetitions JJi kL | ! A f 4 | |
2 % 128 increments ;___,ALW_Jﬁ | e S N O et N |
OBSERVE H1, 200.0565523 MHz = P e — i e S ﬁj“——-kj“

DATA PROCESSING J ===
Gauss apodization 0.070 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.055 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 35 min, 5 seq

F1 (ppm)

Figura 45: Experimento de NOESY do alcaldide (1).
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EPP20-3-H1

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BEB "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.359 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 3.641 sec

Width 4488.4 Hz

64 repetitions
OBSERVE H1, 3060.0577848 MHz

DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz
FT size 65536

Total time 5 min, 30 sec

r o _—
| J ‘| [
i iff i'~| e
ﬁ /ll
i
| N
- i Mil"l \"\ﬁ[ l“.«-'\MW
v . Y . - 8 e 3

7

Figura 46: Espectro de RMN *H (CD;0OD/ CDCl3,300 MHz) do alcaléide (2)..
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EPP20-3-C13 “
Pulse Sequence: s2pul I

|
|
Solvent: CDC13
Ambient temperature

Mercury-300BB "uem-dgi-rmn® |

Relax. delay 1.132 sec )
Pulse 45.0 degrees il
Acy. time 0.86B sec |
Width 18867.9 Hz |
15248 repetitions
OBSERVE (13, 75.4492881 MHz
DECOUPLE H1, 300.0581721 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 12 hr, 19 min, 16 sec

[ e iy i o e S I A g S (I A e = L2522 B 2 S W s R o S S T T Bt S G s Y Bt O Lo | Al O Y D 251 B o |

180 1ey 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Figura 47: Espectro de RMN *3C (CDsOD/ CDCls, 75 MHz) do alcaléide (2)
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EPPZ0-3-DEPT

Pulse Sequence: dept

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Mercury~-200BB "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 80.0 degrees

Acg. time 0.868 sec

wWidth 18867.9 Hz

40896 repetitions
OBSERVE (C13, 75.4492891 MHz
DECOUPLE H1, 300.0581721 MHz
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

of f during delay

WaLTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 4 hr, 40 min, 11 sec

T T———————— 7T 1 s Tu o
=T =X

180 160

140

T B

T ¥

Figura 48: Experimento de DEPT (1357909. do alcaléide (2)
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EPP20-3-COSY

Pulse Segquence: COSY

Solvent: CDC13 ||
Ambient temperature
Mercury-300BE "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.151 sec |
Width 3380.7 Hz |
2D Width 3380.7 Hz |
B repetitions i

128 increments k 1 I | i
OBSERVE H1, 300.05654966 MH=z PR L A |
DATA PROCESSING ,K___l___zk,_kgﬁ_i__A_________,1J.AL___J‘ e SR ¥ SV S . Y %
Sq. sine bell 0.076 sec —_— -~ = 7ﬁ
F1 DATA PROCFSSING 1Fz B |
3q. sine bell 0.038 sec = |
FT size 2048 % 2048 J (ppm)
Total time 21 min, 56 sec J |

b1 : |

—_— -
=

o b4
%,

2 &
1 . |
| 1
j 34 . aa
. 1 P @
= L Y 5
—ii i sJ‘;!- |
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1 1 8
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< ’ ]
|7 , |
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J ﬂ a a !
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9 8 7 & 5 q 3 2 1
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Figura 49: Experimento de COSY do alcaldide (2).



Figura 50:

EPPZ20~-3-HMOC

Pulse Sequence: HMOC

Solvent: COC13
Ambient temperature
Mercury-30088 "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.151 sec

Width 3380.7 Hz

2D Width 12820.5 Hz

16 repetitions

2 % 128 increments
OBSERVE H1, 300.0565466 MHz
DECOUPLE €13, 75.4549374 MHZ
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.070 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec
FT size 1024 % 2048

Total time 1 hr, 44 min, 50 sec
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EPP20-3-HMBC

Pulse Seguence: HMBC

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300BB “"uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.148 sec

wWidth 3445.9 Hz

2D Width 18115.9 Hz

128 repetitions

2 % 128 increments
OBSERVE H1, 300.0565368 MHz
DATA PROCESSING

Sine bell 0.074 sec

F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.007 sec

FT size 1024 x 2048
Total time 11 hr, 46 min, 9 sec

Figura 51: Experimento de HMBC do alcaldide (2)
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FRPEO-3=NDESY

Pulse Seguence: NRESY

SoTwventi CBLI1R
Ambient temperature
Mercury=300BE Tuem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.500 sec
Mixing 1.000 sec

Acg. time 0.14% sec

Width 3445 .9 Hz

2D Width 3445.93 Hz

16 repetitions

2 % 128 increments

OBSERVE H1, 300.0565431 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.0689 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.053 sec
FT size 2048 = 2048
Total time 3 hr, ? min, 5 se&c

| | ﬂ !

; l P il 1
‘ﬁt“—’gf“—JLvvﬂk-_ﬁ_val____‘ggg,Jﬁﬁ“;l,ﬁwﬂ/ \‘JAVM“A_/Q1ﬂljk~__gmm,x_~,~_J kﬂ*ﬁ\k___,bﬁ\

— hEr | - . "_7
: (ppm}
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2

4 4
B 3—
o d
____c;t:i =
4 4
ot s
;:——_;T;i_h\ il { LAl
5|
{ ]
| .
i B
| 7- J/"
j &
= :f a -3 |
— 8 -
== " '
= g B
9 8 74 6 5 4 3 2 1

F1 (ppm)

Figura 51.1: Experimento de NOESY do alcaldide (2)
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EPP26-2-H1
Pulse Seguence: s2pul

Solvent: CD30D

Ambient temperature
File: EPP26~2-H1
Mercury-30088 “uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.359 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 3.641 sec

Width 4498.4 Hz

64 repetitions

DBSERVE H1, 300.0578019 MHz

DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT si1ze 65536

Total time 5 min, 30 sec 1
i

T T T T T S T T 7
a8 7 6 5 4 3
b S R S| . eyt A | Ll e ey
0.93 3.89 4.09 7.36 8.97
3.88 8.15 4.340 B.82 9.60

Figura 52: Espectro de RMN de *H (CD;0D,300 MHz) de EPP 26.2



EPP26-2-C13

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: CTDI0D
Ambient temperature
Mercury—-200BB "uwem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.13Z sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 0.868 sec

Width 18867.9 Hz

18912 repetitions
OBSERVE €13, 75.4494856 MH=z
DECOUPLE H1, 300.0583543 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuocusly on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768

Total time 13 hr, 33 min, 12 sec

Figura 53: Espectro de RMN de **C (CD50D, 75 MHz) de EPP 26.2
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EPP26-2-DEPT

Pulise Sequence: dept

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 30.0 degrees

Acqg. time 0.868 sec

Width 18867 .9 Hz

4086 repetitions

OBSERVE ©€12, 75.4494856 MH=z
DECOUPLE H1, 300.0593543 MHz
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

of f during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768

Total time 4 hr, 40 min, 11 sec

180 160 140 120

Figura 54: Experimento de DEPT (1357909 de EPP 26.2
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+ EPP26-2-COSY

Pulse Sequence: COSY

Solvent: CD30D
Ambient temperature
HMercury-300BB ‘“uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.173 sec
Width 2961.2 Hz

2D Width 2961.2 Hz

16 repetitions

aé§§R¢Ecrements
H1, 300.0578017 MHz
AT SRBGECE Tin P I BN, . s
Sg. sine bell 0.086 sec | I = e :
F1 DATA PROCESSING tFZz
Sq. sine bell 0.043 sec 1
FT size 2048 x 2048 (ppm)
Total time 43 min, 17 sec

Figura 55: Experimento de COSY de EPP 26.2.
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EPP26-

Pulse

Solve
Ambie
Mercur

Relax

2D Wi
32 re
e x 1
OBSERVY
DECOUP
Low p
on du
off d
GARP-
DATA P
Gauss
F1 DAT
Gauss
FT siz
Total

Figura 56:

2-HMQC

Seguence: HMQC

nt: CD30D
nt temperature
¥=~300BB ‘“uem-dqi-rmn'"

. delay 1.000 sec
time 0.173 sec
2961.2 Hz

dth 12820.5 H=z
petitions

28 increments

E H1, 300.0578017 MH=z
LE C13, 75.4552347 MHz
ower 1023 dB atten.
ring acquisition

uring delay

1 modulated

ROCESSING

apodization 0.080 sec
A PROCESSING
apodization 0.018 sec
e 1024 x 2048

time 3 hr, 33 min, 2 sec

]
i
3
|

.- o - =

o S T e o o i e g v —Tr—
T I

140 130 120 liD 100 90 80 70 60 50
F1 (ppm)

Experimento de HMQC de EPP 26.2.

40 30 20 10
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EPP26-2~HMBC

Pulse Sequence: HMBC

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB ‘“uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.173 sec

Width 2861.2 Hz

2D Width 1B115.9 Hz

128 repetitions

2 % 128 increments
OBSERVE H1, 300.0578017 MH=z
DATA PROCESSING

Sine bell 0.086 sec
F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.007 sec
FT size 1024 x 2048
Total time 11 hr, 59 min, 38 sec

PEs = = ] o
J[ppm}
| 1-
e s et e e
i 2{
& = =
] - - o g -_— -
ii T - s m— —- - — - - S, Soucel | JenemewetiE N L
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j i )
]
I i .
'- --aﬁ
8; = -
- - - - |
7|-r.|1|'|_‘<—r'|-| | .0 S e, LI 0 2 B o e e e ) i 0 i o i B o e e e 2 B L o i
160 140 120 100 80 60 40 20
F1 (ppm)

Figura 57: Experimento de HMBC de EPP 26.2.
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EPP26-2-NDESY

Pulse Segquence: NOESY

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB “uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.500 sec
Mixing 1.000 sec

Acg. time 0.173 sec

Width 2961.2 Hz

2D Width 2861.2 Hz

16 repetitions

2 % 128 increments

OBSERVE Hi, 300.0578017 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.080 sec | F2 =
F1 DATA PROCESSING |
Gauss apodization 0.062 sec | (pPpm}
FT size 2048 x 2048 | =
Total time 3 hr, 8 min, 57 sec =
17
o |
i v
44—
E
B—

Figura 58: Experimento de NOESY de EPP 26.2.
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EPP27-1-H1

Pulse Sequence:
3olvent: CD30D
Ambient temperature
File: EPP27-F-H1

Mercury-300BB "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.359 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 3.641 sec

Width 4498.4 H=z

32 repetitions

OBSERVE H1, 300.0578019 MHz

DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 65536

Total time 2 min, 45 sec

sZput

i

~ —|

: |
.“(’J | J[// / //

MR A

S T
3 2

=
5 4

6

ppm

Figura 59: Espectro de RMN de *H (CD;0D, 300 MHz) de Estrictosamida.
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EPP27-1-C13

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BBE "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.132 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 0.B68 sec

Width 18867.9 Hz

2656 repetitions

OBSERVE C13, 75.4484867 MHz

DECOUPLE H1, 2300.0593543 MHz

Low power 1023 dB atten.

continuously on

WALTZ2-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768

Total time 2 hr, 27 min, S1 sec |
|

A P e ey e i
Wi " "

Figura 60: Espectro de RMN de **C (CDsOD, 75 MHz) de Estrictosamida.
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EPP27-1-DEPT

Pulse Segquence: dept

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse S0.0 degrees

Acg. time 0.868 sec

Width 18867.9 Hz

768 repetitions
OBSERVE C13, 75.4494867 MHz
DECOUPLE H1, 300.0593543 MHz
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768
Total time 52 min, 5B sec

Figura 61: Experimento de DEPT (1357909 de Estrictosamida.
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EPP27-1-COSY

Pulse Sequence: CO3Y

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.183 sec
Width 26853.9 Hz

2D Width 2653.9 Hz

8 repetitions

128 increments
OBSERVE H1i, 300.0578016 MH=zZ
DATA PROCESSING

Sg. sine bell 0.086 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.048 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 22 min, 45 sec

Figura 62: Experimento de COSY de Estrictosamida.

-

F1 (ppm)
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EPP27-1-HMOC

Pulse Sequence: HMQC

Solvent: CD30D
Aambient temperature
Mercury-30088 “"yem—dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.188 sec

Width 2653.9 H=z

2D Width 12820.5 Hz

16 repetitions

2 ®x 128 increments
OBSERVE Hi, 300.0578016 MHz
DECOUPLE C13, 75.4552347 MHz
Low power 1022 dB atten.

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.089 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization D.018 sec
FT size 1024 x 2048
Total time 1 hr, 47 min, 41 sec

A 1 Lall | Y| I | R | L 1 o A
Fz
(ppm3
1—|
2 -
i . °
] ]
= L ]
] s |
. °
= L 2
a4—
E °
_— 5_—-.-—'-- - e - - - - = — - - e, e R --.'—-’ =t ‘- - . e et i ™
4 E ] L3
i ?
S_
7 o ®
: - e - -
T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 a0 30 20 10
F1 (ppm)

Figura 63: Experimento de HMQC de Estrictosamida.
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EPP27~1-NOESY

Pulse Seguence: NOESY

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-30088B "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.500 sec
Mixing 1.000 sec

Acg. time 0.193 sec
Width 2653.9 Hz

2D width 2653.9 Hz

16 repetitions

2 w 128 increments ] M
OBSERVE H1i, 300.0578016 MHz = — - —

DATA PROCESSING -

Gauss apodization 0.089 sec | F2 4

F1 DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.069 sec (ppm)

FT size 2048 % 2048
Total time 3 hr, 10 min, 30 sec 1
1— //
2 " .
2 ~ .
3+ b
— ] S | .
a4
] 8 idp’ - -
_ 5__ v = g L - g I
i <. : = . &
] LE]
5_
%
i - 5
T T T T T T |_ T T T I T T T T | T T T T | T T T l T oL 8 T ] T T T T
7 6 5 4 3 2 1

F1 (ppm)

Figura 64: Experimento de NOESY de Estrictosamida.
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—EPP2B-1-H1
Pulse Seguence: s2pul

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB “uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.359 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 3.641 sec

Width 44838.4 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 300.0578295 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 65536

Total time 2 min, 45 sec

| T T _r T T T T T T I T T T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
— TN — [} [E——" L — '} S—' . s L L
1.07 17 4.23 15.60 3.890 16 .87 4.29
4.03 4.04 7.84 1 &89 12.49 8.46 i.02

Figura 65: Espectro de RMN de *H (CDs;0OD, 300 MHz) de EPP 28. ,
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EPP28-1-C13

TTPuTse Sequence: szpul

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB *“uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.132 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 0.B68 sec
Width 18867.9 Hz
2912 repetitions
OBSERVE C13, 75.4484867 MH=z
DECOUPLE H1l, 300.0583543 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 2 hr, 27 min, 51 sec

I B . SR A A L i B LA S e M L AN T e R e N (G R (R ER N SN il . S T
180 160 140 120 100 80

Figura 66: Espectro de RMN de *3C (CDsOD, 75 MHz) de EPP 28.
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EPPZB-1-DEPT

Pulse Sequence: dept

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB Yuem—dgi-—rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 830.0 degrees

Acg. time D.B68 sec

Width 18867.9 H=z

1280 repetitions

OBSERVE <C123, 75.44894867 MH=z
DECOUPLE H1l, 300.0593543 MH=z
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768
Total time 1 hr, 27 min, 55 sec

180 160 140 120 io00 - 80 60 40 20 PPpm

Figura 67: Experimento de DEPT (1357909 de EPP 28
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EPPZB-1-COSY

»Pulse Sequence: COSY

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-200BB "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.170 sec
Width 3008.4 H=z

2D Width 3008.4 H=z

16 repetitions

128 increments

OBSERVE H1i, 300.0578017 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.085 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.043 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 43 min, 10 sec

Figura 68: Experimento de COSY de EPP 28.
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EPPZB8-1-HMQC

Pulse Sequence: HMQC

Solvent: CD20D
Ambient temperature
Mercury-300BE “uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.170 sec

Width 3008 .4 Hz .
2D Width 12820.5 Hz £
16 repetitions

2 % 128 increments
OBSERVE H1, 300.057B017 MHz
DECOUPLE C13, 75.4552347 MHz

Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated
DATA PROCESSING

Gauss apodization D.078 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization D.018 sec
FT size 1024 x 2048
Total time 1 hr, 45 min, 26 sec
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Figura 69: Experimento de HMQC de EPP 28.
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EPP2B-1-HMBC

Pulse Sequence: HMBC

= Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300B8B “uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.170 sec

Width 3008.4 Hz

2D wWidth 18115.9 Hz

128 repetitions

2 x 128 increments
O0BSERVE H1, 300.0578017 MHz
DATA PROCESSING

Sine bell 0.085 sec
F1 DATA PROCESSING

Sine bell
FT size 1024 » 2048
Total time 11 hr, 58 min, 8 sec

1 ) 1 | ] w1
Fz . _
(ppm)
j g
e i e _— e - = S —— S
| ]
i s
a4
.——JJ :
T si
] - = - =
7i
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' _- T LI S T L I T LE i | i e T L o e i T T T T Ty T L
140 120 100 80 60 40 20
F1 (ppm)

Figura 70: Experimento de HMBC de EPP 28.
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EPP28-1-NOESY

Pulse Sequence: NODESY

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB "uem-dgi-rmn"

Relax. delay 1.500 sec

Mixing 1.000 sec

Acq. time 0.170 sec

Width 2008.4 Hz

2D Width 3008.4 Hz

8 repetitions

2 ®x 128 increments | il
OBSERVE H1, 300.0578017 MHz
DATA PROCESSING =4 =

Gauss apodization 0.078 sec F2 i}
F1 DATA PROCESSING m
Gauss apodization 0.061 sec [ij )
FT size 2048 x 2048 -
Total time 1 hr, 35 min, 49 sec =
1—
— 2_ a - -
B
. 3
3

5 [+ ] % ° o
66—
1 e .
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Figura 71: Experimento de NOESY de EPP 28.
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Figura 72: Experimento de TOCSY (CD3;OD, 500 MHz) de EPP 28.1.
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EPP39-37-H1

Pulse Sequence: s2pul |

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB “"uem-dqi-rmn'

Relax. delay 1.359 sec
Pulse 45.0 degrees |
Acq. time 3.641 sec I
Width 4498.4 H=z
32 repetitions
OBSERVE H1, 300.0578019 MHz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.3 Hz
FT size 65536
Total time 2 min, 45 sec

_JMN

T T T ¥ T T T T T T | T T T T T f=——f T T T T T T T = S T T T T T T e = T T

TR I [ — 1 1 - . . i L S >
3.17 1p0.12 2.93% 3.48 6.10 5.94 10.08
3.82 10.09 6.64 2.67 12 .31 13.04 9.54

Figura 73: Espectro de RMN de *H (CDs;0OD, 300 MHz) de EPP 39-37.
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EPP38-37-C13
e ——

Pulise Sequence: s2pul

Solvent: CD30D il
Ambient temperature :|
Mercury-300BB “uem-dgqi-rmn" i§:|

||
Relax. delay 1.132 sec '|||
Pulse 45.0 degrees |
Acg. time 0.B68 sec
Width 18867.9 H=z ‘

5120 repetitions

OBSERVE C13, 75.4495760 MHz
DECOUPLE H1, 300.0593543 MH=z
Low power 1023 dB atten. il
cont inuously on i
WALTZ-16 modulated il
DATA PROCESSING i
Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768 il
Total time 3 hr, 4 min, 49 sec !

Figura 74: Espectro de RMN de *3C (CDs;0OD, 75 MHz) de EPP 39-37.
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EPP39-37-DEPT

Pulse Sequence: dept

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB “uem-dgqi-rmn™

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 90.0 degrees

Acg. time 0.868 sec

Width 18867.9 Hz

2048 repetitions
OBSERVE C13, 75.4495074 MHz
DECOUPLE H1, 300.0583543 MHz
Low power 1023 dB atten.

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768

Total time 2 hr, 20 min, 21 sec

180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

Figura 75: Experimento de DEPT (1357909 de EPP 39-37.
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EPP33-37-COSY

Pulse Sequence: COSY

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300BB “uem-dgi-rmn*

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.168 sec
wﬂu. 3054.4 Hz
2D Width 2054.4 Hz
8 rs?etittan:
128 increments
OBSERVE H1, 300.0578018 MHz ||'. J
DATA PROCESSING A M A e ks TEN Mo
Sq. sine bell 0.084 sec
F1 DATI: vnocﬁs%ngu F2 g
Sq. sine be . sec
FT size 2048 x 2048 (ppm}
Total time 22 min, 15 sec .
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Figura 76: Experimento de COSY de EPP 39-37.
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EPP39-37=-HMQC

Pulse Sequence: HNQC

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-30088 "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0,168 sec
Width 3054.4 Hz
2D Width 12820.5 Hz
8 repetitions
2 x 128 increments
OBSERVE  H1, 300.0578018 WHz
DECOUPLE C13, 75.4552347 MKz
Low power 1023 dB atten.
on during acquisition
off during delay
GARP-1 modulated
DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.084 sec =
Shifted by -0.084 sec
F1 DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.010 sec
Shifted by -0.010 sec
FT size 2048 x 2048 il i i
Total time 56 min, 52 sec .

F2
(ppm
£
2]
1 J
] , a
s = g &, . T
4 8
5 Ps
18
o
k |
- -
E a8 - i - I
£
- 9. -
B - T L S A [P i o R o R R N LR R S T R R A 1 N o I RO T 1 I (R SR Y L B L TR I ST LT B |
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

F1 (ppm)

Figura 77: Experimento de HMQC de EPP 39-37.
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EPP38-37-HMBC

Pulse Sequence: HMBC

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-300B "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.168 sec

width 3054.4 Hz

2D Width 18115.8% Hz

128 repetitions

2 ® 128 increments
OBSERVE H1, 300.0578018 MHz
DATA PROCESSING

Sine bell 0.084 sec

F1 DATA PROCESSING

Sine bell 0.007 sec
FT size 1024 x 2048
Total time 11 hr, 56 min, 43 sec

_--——"—-"—-_ — - S -

.
-::L L —4 -
E=SSiit it

SR RS

-

||Tl||r|||r|r|r||1r||||Ir-|r||>|r|rv[l|l|||||T l[|ar‘rq||[lr||i|11|!|ll[1|l|r||||lr|l|r|li

180 160 140 120 100 80 60 40 20
F1 (ppm)

Figura 78: Experimento de HMBC de EPP 39-37.
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ANEXO B
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Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

— EPP20.2
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Figura 79: Espectro de absorcéo na regido de infravermelho de (1).

EPP20.3
60
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40 -
30 . , — . , . , . — ,
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

-1
cm

Figura 80: Espectro de absorcédo na regido de infravermelho do alcaldide

).
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Transmitancia (%)

Transmitancia (%)
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Figura 81: Espectro de absorcéo na regido de infravermelho de EPP 26.2

—— EPP 27
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Figura 82: Espectro de absorcdo na regido de infravermelho de

Estrictosamida.
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Figura 83: Espectro de absorcéo na regido de infravermelho de
EPP28.1.
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Figura 84: Espectro de absor¢ao na regido de infravermelho de
EPP39-37.
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15-DEC-2008 N ' Sl
15DEZ08_AMOSTRA CA2421 (0.020) Cu (0.10); Is (1.00,1.00) C19H19N20

TOF MS ES+
100- 291.1497 8.00e12
m %%
292.1497
0 .
15DEZ08_AMOSTRA CA2421 185 (3.784) Cm (184:227) TOF MS ES+
. 291.1458 6.71e4
100 |
erro=13ppm
OA,_
I 292.1674
| | 293.1707
0 ~ - A ! - — -
282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297

' miz
298 299 300 301 302 303

Figura 85 : Espectro de massas de alta resolucdo do alcaloide 1
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15-DEC-2008

15DEZ08_AMOSTRA CA2420 (0.020) Cu (0.10); Is (1.00,1.00) C19H17N202 TOF MS ES+
. 305.1290 7.9%e12
100 |
Yo
306.1290
0 . f——— : ; :
15DEZ08_AMOSTRA CA2420 93 (1.913) Cm (93:126) TOF MS ES+
305.1396 9.64e3|
100 |
1 erro=34ppm
|
| %
|| 306.1444
| | |
316.3250
298.9630 301 .:‘.1369 304.2797 | | | 307.:? 509 -
ol \ ¥ ! = mfz

296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317

Figura 86 : Espectro de massas de alta resolucdo do alcaldide 2
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