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RESUMO

O uso de produtos naturais e seus derivados smgétiem sido uma relevante
estratégia no desenvolvimento de novos medicameriistudos fitoquimicos e
derivatizacdo de produtos naturais sdo fundamemtaisousca por protétipos de
farmacos. Estudos fitoquimicos anteriores do géRsychotria (Rubiaceae) resultaram
na identificacdo de alcaloides inddlicos monoteiqg@En e pirroloinddlicos. Essas
classes de compostos sdo associadas a um ampbresjmeatividades bioldgicas, tais
como antifingica e de inibicAo de enzimas monoaxmages A e B (MAOSs)
relacionadas a doencas neurodegenerativas. Assse, teabalho teve como objetivo
realizar o estudo fitoquimico das partes aéreaBsgehotria sp., presente no cerrado
goiano. O fracionamento do extrato bruto por cragafia em coluna em silica gel e
Sephadex resultou no isolamento de trés alcalomtksicos conhecidos: bahienosida
A, desoxicordifolina e &cido desoxicordifolinico.ede trabalho, tiohidantoinas e
tioureias derivadas d&-(+)-limoneno e de aminoacidos, tais como o trigmof, foram
sintetizadas, com o intuito de avaliar o efeitopmrativo do nucleo inddlico combinado
com as unidades terpénica, tioureia e tiohidantoénacdo antifingica e de inibicdo das
enzimas MAOs. Testes preliminares mostraram quexdesdifolina, hidantoina2Q) e
tiohidantoina necrostatina-114) inibem a enzima MAO-A acima de 80% nas
concentracdes de 17@M, 100 uM, 386 uM, respectivamente. Ainda, 0s extratos
polares das folhas desychotria sp mostraram atividade antioxidante comsdGt 50
ng.mL? pelo método de captura dos radicais DPPH.



ABSTRACT

The use of natural products and their syntheticvdBves has been a relevant
strategy in the development of novel medicines.t&themical studies and synthesis of
natural-product-based libraries are primordial e tsearch for therapeutic agents.
Previous phytochemical studies of germsgychotria (Rubiaceae) have resulted in the
identification of polypyrrolidine indole and mongbenoid indole alkaloids, which
present a broad range of biological activities,hsas antifungal and inhibition of
monoamine oxidases (MAOs) A e B, that are relatechéurodegenerative diseases.
This study aims to evaluate the phytochemical catjpm of the aerial parts of
Psychotria sp. collected in Brazilian Cerrado. Fractionation bk tcrude extract by
column chromatography on silica gel and Sephaddxtdeisolation of three known
indole alkaloids: bahienoside A, desoxycordifolimad desoxycordifolinic acid.
Additionally, thiohydantoins and thioureas were thgsized from amino acids afd
(+)-limonene, in order to assess the cooperatitexedf indole nucleus combined with
terpene, thiourea and thiohydantoin units. Prelanin tests showed that
desoxycordifoline, hydantoin2() and thiohydantoin necrostatin-1L4j inhibit the
enzyme MAO-A higher than 80% at concentrations ©5 uM, 100 uM, 386 uM,
respectively. Also, the polar extracts of the lesagéPsychotria sp. showed antioxidant
activity with 1Cso < 50pug.mL™* measured by DPPH free radical scavenging assay.
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1.1. Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é a quarta maior familia das dicotiledoneas, apos
Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae, possuindo, aproximadamente 650
géneros e cerca de 13.000 espécies. A mesma € representada por arvores,
arbustos e ervas (DELPRETE, 2004). Segundo recentes estudos filogenéticos,
a familia subdivide-se em trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e
Rubioideae, correspondentes a cerca de 50 tribos (BREMER, 1995; ROVA,
2002).

Estudos fitoquimicos de Rubiaceae revelaram uma grande diversidade
de metabdlitos secundarios, tais como iridoides (MOURA, 2006), alcaloides
(HENRIQUES et al., 2004), antraquinonas (LING et al., 2002), lignanas (SILVA
et al., 2006), flavonoides, derivados fendlicos, triterpenos, diterpenos,
cumarinas (LUCIANO et al., 2004), etc., sendo que 0S mesmos possuem alto
potencial bioldégico. Como consequéncia, as espécies dessa familia séo
amplamente utilizadas na medicina popular e na fabricacdo de fitoterapicos.
Um exemplo é a unha de gato, fitoterapico formulado a base da raiz de Uncaria

tomentosa e indicado no tratamento de reumatismo e artrite.

1.2. Género Psychotria L.

Psychotria, pertencente a subfamilia Rubioideae e tribo Psychotrieae, é

um dos maiores géneros da familia Rubiaceae com cerca de 1000-1650



espécies (NEPOKROEFF et al, 1999), que se encontram amplamente
distribuidas nos estratos arbustivos de matas tropicais (LOPES et al., 2004).

Baseado em caracteres morfolégicos e na distribuicdo geografica, as
espécies do género estdo divididas em trés subgéneros: Psychotria (espécies
pantropicais), Tetramera (espécies da Africa e Madagascar) e Heteropsychotria
(espécies restantes de Psychotria neotropical) (LOPES et al., 2004). Além
dessa complexidade dentro do proprio género, Psychotria tem sido
estreitamente relacionado a outros géneros como Palicourea, Cephaelis
(TAYLOR, 1996), Calycodendron e Calycosia (LIBOT et al., 1987). No entanto,
devido ao grande nimero de espécies e a falta de caracteres morfolo6gicos para
estabelecer claras delimitagcbes, ndo ha uma classificacdo precisa desse
género considerado taxonomicamente complexo (NEPOKROEFF et al., 1999;
TAYLOR, 1996).

Uma importante ferramenta usada na diferenciacdo de espécies € a
quimiotaxonomia, area de estudo baseada nas classes de constituintes
quimicos presentes nas espécies similares. Estudos fitoquimicos de espécies
de Psychotria reportados da literatura tem mostrado que as classes de
alcaloides sao caracteristicas de certos subgéneros, tais como os alcaloides
poli-indolicos, que séo isolados de espécies do subgénero Psychotria, e os
alcaloides indol-monoterpénicos, isolados principalmente do subgénero
Heteropsychotria. Estudos de filogenética molecular (NEPOKROEFF et al.,
1999) evidenciaram a semelhanca entre Palicourea com o subgénero
Heteropsychotria e a fusdo de ambos em um Unico género foi proposta. Assim,
o estudo sistematico que alie quimiotaxonomia as caracteristicas morfologicas
dessas espécies pode contribuir para uma melhor classificacdo taxonémica

desse e de outros géneros relacionados.
1.2.1. Psychotria: metabdlitos secundarios

Um levantamento bibliografico sobre os metabdlitos secundarios
isolados de Psychotria foi realizado no portal de pesquisa Chemical Abstract
(SciFinder Scholar), no portal da CAPES (http://periodicos.capes.gov.br) e
Science Direct (http://www.sciencedirect.com) utilizando como palavra-chave

“psychotria” no periodo de 1974-2012.



Desde o levantamento bibliografico realizado por Pimenta (2009) no
periodo de 1974-2008, houve um aumento significativo de 25 para 40 no
namero de espécies de Psychotria estudadas do ponto de vista fitoquimico, o
que representa um aumento de 60% em apenas quatro anos. No entanto, esse
namero ainda é considerado baixo, levando-se em conta a quantidade de 1500
espécies de Psychotria existentes e a vasta presenca de alcaloides
farmacologicamente ativos nestas espécies.

Este estudo revelou também um aumento de 87 para 130 no numero de
compostos isolados de Psychotria e caracterizados estruturalmente, o que
representa um aumento de 49% desde 2008. Considerados como marcadores
taxondmicos, os alcaloides sédo a principal classe de metabdlitos secundarios
(60%) isolados de espécies de Psychotria, sendo que 40% séao relacionados a

outras classes como triterpenos, ciclotideos e flavonoides (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Numeros de compostos isolados de Psychotria distribuidos em
classes de metabdlitos secundarios em 1974-2012.
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Figura 2. Classes de metabdlitos secundarios isolados de Psychotria em 1974-
2012 em porcentagem.



Dentro das classes de alcaloides isolados de Psychotria no periodo de
1974-2012, foi relatada uma maior incidéncia de alcaloides indolicos (87%)
(Figura 3) em relacdo aos isoquinolinicos (13%). A figura 3 mostra ainda o
percentual relativo dos tipos de alcaloides inddlicos, dos quais destacam-se o0s
indolicos monoterpénicos (47%) e os pirroloinddlicos (21%).

Nos ultimos quatro anos, a literatura também relata principalmente o
isolamento e a identificacdo de alcaloides do tipo indolicos monoterpénicos. Do
total de 37 alcaloides isolados de Psychotria pertencentes a essa classe no
periodo de 2008-2012, 21 foram relatados no género pela primeira vez.

De acordo com o levantamento bibliografico realizado, os alcaloides
isolados de Psychotria estdo listados e as respectivas estruturas quimicas

estdo apresentadas no Apéndice (p. 143).

_ \_\\ Quinolinicos

indolicos
6%
monoterpénicos
47%

Figura 3. Distribuicdo relativa de alcaloides isolados de espécies do género
Psychotria.

Os alcaloides inddlicos monoterpénicos possuem como principal
caracteristica a origem biossintética comum. A maioria dos compostos
conhecidos provém de um precursor unico: a estrictosidina, produzida pela
condensacao da triptamina com a secologanina (Figura 4) (DEWICK, 2009),
esta Ultima elaborada via geraniol a partir do acido meval6nico (DEWICK,
2009) (Figura 5).
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Figura 4. Rota biossintética geral dos alcaloides inddlicos monoterpénicos.

T/\ E1 T/\OH 0, NADPH omdagoes \o
' \

geranil difosfato geraniol

( N\

1O-h|drOX|-geran|ol 10- oxogeramol

NADPHl E4
: S S
“WOH formagéo o
) do hemicetal CHO
o S H\\ - \\‘
CHO 3
OHC <
acido desoxiloganico iridotrial (forma hemicetal) iridotrial (forma ceto) iridodial (forma ceto)

NADPH 5

WGlc  sAM 0, NADPH WGle
—_— —_—
(o] Eg E;
HOOC MeOOC MeOOC
acido loganico loganina secologanina

\\

Figura 5. Biossintese da secologanina a partir do geranil-difosfato. Enzimas E;:
geraniol sintase; E,: geraniol 10-hidroxilase; Es: 10-hidroxigeraniol oxido-
redutase; E4. monoterpeno ciclase; Es: 7-desoxiloganina 7-hidroxilase; Ee:

acido loganico metiltransferase; E;: secologanina sintase.



1.3. Atividade bioldgica de extratos e compostos is olados de Psychotria

O género Psychotria possui uma longa histoéria de uso indigena como
componente da bebida alucindbgena ayahuasca, mais conhecida como “ch& de
Santo Daime”, e também na medicina tradicional no tratamento de infec¢des
microbianas, doencas inflamatorias e complicacdes da gravidez (KATO et al.,
2012).

Estudos farmacolégicos de espécies de Psychotria mostraram que
seus extratos brutos e compostos isolados apresentam propriedades
analgésicas, alelopaticas (CORREA et al., 2008), antifungicas (SILVA NETO et
al., 2012), citotéxicas (GERLACH et al., 2010) bem como depresséo do sistema
nervoso central e diminuicdo da acdo anti-inflamatéria da ciclo-oxigenase
(GERLACH et al., 2010).

Estudos realizados de Psychotria prunifolia (Kunth) Steyerm (FARIAS
et al., 2009; 2012) resultaram no isolamento de varios alcaloides inddlicos
monoterpénicos, dentre os quais se destacam 1 e 2 (Figura 6), por
apresentarem efeito inibitorio das enzimas acetilcolinesterase,
butirilcolinesterase e monoamina oxidases A e B, relacionadas a doencas
neurodegenerativas, tais como Alzheimer e Parkinson (PASSOS et al., 2013).
Os alcaloides 14-oxoprunifoleina (2) e estrictosamida (3) (Figura 6 ) inibiram as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, com valores de Clsy de
16,0 e 40,7 ug per mL, respectivamente (KATO et al., 2012).

Resultados recentes da literatura (SILVA NETO et al., 2012) mostram
ainda que os alcaloides do tipo inddlicos apresentam também atividade
antifingica, tais como os alcaloides [-carbolinicos (4) e (5) (Figura 6), que
apresentaram potencial efeito inibitério da enzima malato sintase do fungo

Paracoccidioides lutzzi.
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Figura 6 . Alcaloides inddlicos bioativos isolados de espécies de Rubiaceae: 1,
2 e 3: Psychotria prunifolia (Kunth) Steyerm; 4 e 5, Galianthe ramosa E. L.
Cabral.

1.4. Atividade antioxidante

Radicais livres (RLs) e espécies reativas de oxigénio (EROS)
desempenham papel fundamental no metabolismo celular, tais como nos
processos de sinalizacdo celular, na homeostase e na defesa contra patégenos
(DEVASAGAYAM et al, 2004). No entanto, o desequilibrio entre a
manifestacdo sistémica de EROs e a habilidade do sistema biolégico de
rapidamente detoxificar os intermediarios reativos, processo conhecido como
estresse oxidativo, pode levar a doencas como cancer, infarto, doencas
degenerativas e sanguineas (DROGE, 2002). A literatura apresenta diversos
produtos naturais, principalmente, oriundos de plantas, que possuem a
habilidade de reduzir o estresse oxidativo agindo como antioxidantes, tais como
a rutina (BOYLE et al., 2000) e o acido ascoérbico (ARRIGONI e TULLIO, 2002).

A capacidade antioxidante de matrizes vegetais € um importante
indicativo na investigacdo de outras atividades bioldgicas (Figura 8) como
diabetes, capacidade anti-inflamatoria, antitumoral, entre outras. A capacidade
antioxidante pode ser atribuida a essas doencas atraves de varios

mecanismos, tais como a captura de radicais livres, complexadores de metais
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pro-oxidantes, retiradores de oxigénio singleto e estimulantes de atividades de
enzimas de defesa antioxidativa (BENHAMMOU et al., 2009).

O método do radical estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH, figura 7))
tem sido amplamente utilizado como parametro rapido, confiavel e reprodutivel
para pesquisar a atividade antioxidante in vitro de compostos puros, assim

como extratos de plantas (KOLEVA et al., 2002).

©/N\N NO2

O,N

DPPH
2,2-difenil-1-picril-hidrazila

Figura 7. Estrutura quimica do radical estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH).

Dada a importancia da atividade antioxidante no tratamento e prevencao
de varias doencas, um campo crescente de investigacao cientifica tem sido em
busca de antioxidantes de origem natural que possam ser eficientes como

auxiliares no tratamento destas patologias.
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Figura 8. Bioensaios que podem ser correlacionados com a atividade
antioxidante. MPO: enzima mieloperoxidase; AChE: enzima acetilcolinesterase.
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1.5. Atividade inibitéria das enzimas relacionadas a doencas
neurogenerativas

As monoaminoxidases A e B (MAOs) sdo enzimas responsaveis pelo
metabolismo de aminas ingeridas na dieta, hormonios e neurotransmissores.
Elas exercem funcdes importantes no cérebro, entre elas, a degradacéo rapida
de aminas, que € um processo essencial para o funcionamento adequado da
neurotransmissao sinaptica. Além disso, elas participam dos mecanismos
modulares do humor, das emoc¢Oes e controle das funcdes motoras e
cognitivas (BORTOLATO et al., 2008). No entanto, os subprodutos das reagdes
mediadas por MAOs sdo potencialmente neurotoxicos, tais como H,O, e
amonia. Especula-se que a alta atividade dessas enzimas possa provocar

doencas neurodegenerativas, tais como Alzheimer e Parkinson.

As enzimas monoaminoxidases A e B possuem seletividade de
substrato e sua inibicdo estd associada com diferentes tipos de doencas
neurodegenerativas. A enzima MAO A é responsavel pelo metabolismo da
noradrenalina e serotonina, e os seus inibidores s&o usados no tratamento de
ansiedade e depressdo. J& a MAO B metaboliza principalmente dopamina e
sua inibicdo é usada clinicamente no tratamento da doenca de Parkinson.
(YOUDIM e WEINSTOCK, 2004; YOUDIM e BAKHLE, 2006). No entanto,
evidéncias mostram que a inibicio de MAO A também afeta os niveis de
dopamina no cérebro. A inibicdo reversivel dual MAO A/B ou a inibicdo
irreversivel seletiva pode ser uma interessante caracteristica no tratamento da
doenca de Parkinson, diminuindo os efeitos cardiovasculares causados pela
tiramina, resultado da cheese reaction (YOUDIM e BAKHLE, 2006). Por esse
motivo, a busca por farmacos naturais ou sintéticos que interajam com as
enzimas MAO, de forma seletiva ou ndo, € uma importante area de estudo para
o tratamento das doencas associadas ao sistema nervoso central (PASSOS et
al., 2013).
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2. OBJETIVOS

O estudo de Psychotria sp. visa contribuir para 0 conhecimento quimico
e biologico dessa espécie presente no Cerrado goiano e, em especial, na
busca de metabdlitos secundarios bioativos. Os objetivos especificos desse
trabalho séo:

* Realizar o estudo fitoquimico das folhas, dos galhos e dos frutos de
Psychotria sp. visando o isolamento e a identificagdo dos metabdlitos
secundarios presentes nessa espécie;

* Avaliar o potencial antioxidante dos extratos e fracbes das folhas e

galhos de Psychotria sp.

12



3. Reallados e discussdo
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico das folhas, dos galhos e dos frutos de Psychotria
sp. resultou até o momento no isolamento e identificagdo dos alcaloides
inddlicos bahienosida A (6), desoxicordifolina (7) e acido desoxicordifolinico (8)
e da mistura de esteroides 3(3-O-B-D-glucopiranosil-sitosterol (9) e 33-O-B-D-
glucopiranosil-estigmasterol  (10) (Figura 9). Os compostos foram
caracterizados por analise dos espectros de absorcdo na regido do
infravermelho (IV), de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e
bidimensionais (apresentados no Anexo A, p. 97) e dados de rotacdo

especifica.
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(6) bahienosida A (7) R= Me (desoxicordifolina)
Folhas (8) R= H (&cido desoxicordifolinico)
Folhas e galhos

22

OH
HO (0]

OH - 6

(9) 22,23-diidro: 3 B-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol
(10) A22: 3B-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol
Folhas e frutos

Figura 9. Metabdlitos secundarios isolados de Psychotria sp.

3.1.1. Bahienosida A

O composto 6 ([a]p -113°, ¢ 0,5, MeOH), soluvel em metanol, isolado
na forma de um sélido marrom, da fragdo diclorometano e acetato de etila das
folnas apresentou coloracdo escura sob luz UV (254 nm) e reacdo positiva
frente ao reagente de Dragendorff. O espectro de ultravioleta apresentou duas
bandas de absor¢cdo em 230 e 280 nm, consistentes com a presenca das
unidades tetrahidro-B-carbolinica e [-alcoxi-acrilato. No espectro de
infravermelho foram observadas bandas de absorcéo tipicas de deformacao
axial de ligacdo O-H e N-H (3484, 3416 cm™), de deformac&o axial de ligacdo
C-H (2930, 2871 cm™), de estiramento de ligagdo C=0 (1696 cm™) e de
deformac&o angular de ligacdo C-O (1302 cm™).
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A andlise dos espectros de RMN de *3C (CD3;OD, 500 MHz), HSQC e
HMBC permitiu a identificacdo de 44 carbonos, os quais foram atribuidos a oito
carbonos quaternarios, incluindo dois carbonos carbonilicos de éster em
169,8, quatro carbonos arométicos em & 107,7, 128,7, 136,8 e 138,0 e dois
olefinicos em & 112,5 e 113,6; 25 carbonos metinicos, incluindo quatro
carbonos olefinicos em & 153,1, 153,8, 136,3 e 136,0 e dez carbonos
oximetinicos atribuidos a duas moléculas de glicose; nove carbonos
metilénicos, com dois carbonos olefinicos terminais em & 119,8 e quatro
carbonos saturados em & 51,5, 43,6, 36,9, 17,9; e por fim, dois sinais de
carbonos metoxilicos em & 52,0. O espectro de RMN de *H (CDsOD, 500 MHz)
(Figura 10) mostrou trés regides tipicas de sinais de hidrogénios aromaticos,
olefinicos e saturados.

No espectro de RMN de 'H, na regido de hidrogénios aromaticos,
foram observados sinais caracteristicos de anel indolico ndo-substituido em &
7,01 (ddd, J= 8,0, 7,1, 1,0 Hz, H-11), % 6,94 (ddd, J= 7,8, 7,1, 0,9 Hz, H-10),
67,36 (dt, J=7,8, 1,0 Hz, H-9) e em & 7,26 (dt, J= 8,0, 0,9 Hz, H-12). Os sinais
de grupos metilénicos em 63,08 (H-5 e em & 2,81 e & 2,44 (H-6)
correlacionados pelo espectro de HSQC aos carbonos em 643,6 e & 17,9,

respectivamente, séo indicativos da unidade tetrahidro-p-carbolinica.
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Figura 10. Espectro de RMN de *H (CDs;0D, 500 MHz) do composto (6).
A presenca de duas unidades secologaninas foi evidenciada pelos
sinais de hidrogénios olefinicos em 6 7,49 (sl, H-17a) e em 6 7,39 (d, J= 1,2 Hz,
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H-17b) correlacionados aos carbonos & 153,7 e  153,1, respectivamente, pelo
espectro de HSQC. Outros sinais indicativos de duas unidades secologaninas,
atribuidos aos respectivos grupos vinilicos terminais H-18, foram observados
em 65,39 (dd, J= 17,9, 1,3 Hz, 1H, H18a) e 65,28 (dd, J= 10,6, 1,3 Hz, 1H,
H18a), correlacionados ao sinal de carbono em 6119,8 pelo espectro de
HSQC, e em 55,36 (dd, J= 16,5, 1,1 Hz, 1H, H18b) e 85,23 (dd, J= 10,0, 1,1
Hz, 1H, H18Db) correlacionados ao carbono em $119,8.

Os sinais de hidrogénios anoméricos em 64,73 (d, J=8,0 Hz, H-1) e &
4,66 (d, J= 8,0 Hz, H-1") indicaram a presenc¢a de duas unidades glicosidicas.
As constantes de acoplamento com valor de 8,0 Hz indicaram a configuracéo 3
para os dois acucares. A posicdo das unidades glicosidicas na molécula foi
determinada pelo espectro de HMBC, que apresentou a correlagdo entre o
hidrogénio anomeérico H-1’ em & 4,46 (d, J= 7.8 Hz) e o carbono 4 98, 6 (C-21a)
e entre H-1" (6 4,74, d, J= 7,8 Hz, 1H) e o carbono 6 98,8 (C-21b) (Figura 11).

A conexdo das unidades secologaninas a unidade tetrahidro-p3-
carbolinica foi determinada com base na analise dos espectros de COSY e
HMBC. A correlagdo observada no espectro de COSY entre os sinais de
hidrogénio metinico em & 3,94 (dd, J= 9,2, 5,5 Hz, 1H, H-3a) e de hidrogénios
metilénicos em & 1,95-2,03 (m, 1H, H-14a) indica que uma das unidades
secologanina foi incorporada de maneira comum aos alcaloides inddlicos
monoterpénicos (pelo carbono C-3). Ja a conexdo da segunda unidade com o
anel tetrahidro-f3-carbolinico foi estabelecida com base no espectro de HMBC,
gue mostrou a correlacdo de um dos hidrogénios 3b, em & 2,72-2,77 (m, 1H),
com os carbonos em & 43,6 (C-5) e & 28,8 (C-14b) indicando que a segunda
unidade secologanina esta ligada ao anel tetrahidro-3-carbolinico pelo N-4.
Essas e outras correlacées estdo apresentadas na Figura 11. Os dados de
RMN de *3C, *H e HMBC est&o apresentados na tabela 1.
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Figura 11. Principais correlacdes observadas no espectro de HMBC do
composto 6.

A estereoquimica relativa do carbono 3a foi atribuida como 3af3, com
base nos dados de rotacao especifica ([a]p -113°, ¢ 0,5, MeOH), cujo sinal esta
de acordo com os dados da literatura ([a]p -128°, ¢ 0,003, MeOH) (PAUL et al.,

2003).
Assim, através de andlise dos dados de RMN uni e bidimensionais e
comparacao com a literatura (PAUL et al., 2003), o composto 6 foi identificado

como bahienosida A.
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Tabela 1. Dados espectrais de RMN de 'H, *C e HMBC do composto 6

3a
3b

2]

© 0 N

11
12
13
1l4a
15a

16a

17a
18a

19a

20a

2la

22a
23a

QR WNR

14b
15b
16b
17b
18b

19b

CDsOD, 500MHz e 125MHz,

136,8
58,8
51,5

43,6
17,9

107,7
128,7
118,6
119,8

122,0
112,5
138,0
36,9
31,6

113,6

153,1
119,8

136,3

45,9

98,6

169,8
52,0
100,6
74,9
78,3
71,9
78,5
63,1

28,8
31,0
112,5
153,7
119,8

136,0

3,94 (dd, J= 9,2, 5,5 Hz, 1H)
2,57-2,64 (m, 1H)

2,72-2,77 (m, 1H)

3,04-3,16 (m, 2H)

2, 41-2,47 (m, 1H)

2,78-2,81 (m, 1H)

7,36 (dt, J= 7,8, 1,0, 1H)

6,94 (ddd, J= 7,8, 7,1, 0,9 Hz,
1H)

7,01 (ddd, J=8,0, 7,1, 1,0 Hz,
1H)

7,26 (dt, J= 8,0, 0,9 Hz, 1H)
1,86-1,92 (m, 1H)

1,95-2,03 (m, 1H)

3,23-3,28 (m, 1H)

7,49 (sl, 1H)

5,39 (dd, J= 17,9, 1,3Hz, 1H)
5,28 (dd, J= 10,6, 1,3Hz, 1H)
5,82 (ddd, J=17,9, 10,6, 7,4
Hz, 1H)

2,82-2,86 (M, 1H)

5,53 (d, J= 6,9 Hz, 1H)

3,69 (s, 3H)

4,66 (d, J= 7,8 Hz, 1H)
3,17-3,29 (m)

3,27-3,42 (m)

3,25-3,34 (m)

3,27-3,42 (m)

3,87 (dd, J= 12,0, 6,5 Hz, 1H)
3,66-3,69 (M, 1H)

1,56-1,65 (m, 1H)

2,13-2,21 (m, 1H)

2,89-2,94 (dt, J= 9,5, 4,2 Hz,
1H)

7,39 (d, J= 1,1 Hz, 1H)

5,36 (dd, J= 16,5, 1,1 Hz, 1H)
5,23 (dd, J= 10,0, 1,1 Hz, 1H)
5,76 (ddd, J= 16,5, 10,0, 7,8
Hz, 1H)

H3a, H14a, H6

H3b, H15a, H5, H14a

H3a, H5

H3a, H3b, H6

H5, H9, H3a, H6
H9, H12, H10
H11

H12, H6

H9, H10

H10
H9, H11
H3a, H15a, H20a

H3a, H20a, H14a,
H21la, H19a, H17a
H17a, H23a, H15a
H20a, H14a
H21la, H15a

H21la, H18a, H15a
H20a

H18a, H19a, H15a
H1l4a

H17a, H19a, H18a
H1', H15a, H20a
H17a, H23a

H21la

H3b, H15b
H17b, H21b
H15b, H17b, H23a

H21b

H21b

135,0
58,8
52,0

44,8
17,6

107,3
128,4
120,6
119,7

122,0
112,0
137,8
36,9
315

112,1

154,0
119,8

136,2

45,5

98,2

169,7
52,1
100,4
74,6
78,0
71,6
78,4
62,9

28,0
30,3
112,0
153,2
120,1

135,7

3,95 (sl, 1H)

2,65 (m, 1H)

2,75 (m, 1H)

3,13 (m, 2H)

2,45 (d, J= 14,5 Hz, 1H)
2,80 (m, 1H)

7,35 (d, J= 8,0 Hz, 1H)
6,95 (t, J=8,0 Hz, 1H)

7,05 (t, J=8,0 Hz, 1H)

7,25 (d, J= 8,0 Hz, 1H)
1,85 (sl, 1H)
2,05 (sl, 1H)
3,25 (m, 1H)

7,55 (s, 1H)

5,41 (d, J= 18,0 Hz, 1H)
5,29 (d, J= 10,0 Hz, 1H)
5,82 (ddd, J= 18,0, 10,0, 2,0
Hz, 1H)

2,85 (m, 1H)

5,55 (d, J= 7,1 Hz, 1H)

3,71 (s, 3H)
4,65 (d, J= 8,6 Hz, 1H)
3,20 (m, 1H)
3,25 (m, 1H)
3,31 (m, 1H)
3,40 (m, 1H)
3,90 (m, 1H)
3,70 (m, 1H)
1,55 (m, 1H)
2,25 (m, 1H)
2,95 (m, 1H)

7,40 (s, 1H)

5,38 (d, J= 18,0 Hz, 1H)
5,22 (d, J= 10,0 Hz, 1H)
5,70 (dd, J= 18,0, 10,0 Hz,
1H)
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20b 452  2,82-2,86 (m, 1H) H18b, H19b, H15b 44,8 2,80 (m, 1H)

21b 98,8 5,45 (d, J= 5,1 Hz, 1H) H17b, H19b, H18b, 985 5,45 (d, J= 8,0 Hz, 1H)
H1”

22b 1698 - H17a, H23b 169,5 -

23b 52,0  3,65(s, 3H) 52,1 3,65 (s, 3H)

1" 100,5 4,74 (d, J= 7,8 Hz, 1H) H21b 100,3 4,75 (d, J= 7,1 Hz, 1H)

2" 749  3,17-3,29 (m) H1” 748 3,25 (m, 1H)

3" 78,3  3,27-3,42 (m) 78,1 3,30 (m, 1H)

47 71,9  3,25-3,34 (m) 71,6 3,35 (m, 1H)

5" 785  3,27-3,42 (m) 78,3 3,45 (m, 1H)

6" 63,1 3,87 (dd, J= 12,0, 6,5 Hz, 1H) 62,8 3,90 (m, 1H)
3,66-3,69 (m, 1H) 3,68 (m, 1H)

O alcaloide bahienosida A, também conhecido como neonaucleosida A,
foi isolado pela primeira vez de Neonauclea sessilifolia (ITOH et al., 2003) e
Psychotria bahiensis (PAUL et al., 2003) e posteriormente, de Uncaria hirsuta
(XIN et al., 2011). A atividade citotoxica in vitro do alcaloide bahienosida A foi
testada por Xin e colaboradores (2011) contra linhas de células tumorais
humanas de mama, de figado, do cdlon e pulm&o e o composto foi inativo na

dose de 10 pg/mL.

3.1.2. Desoxicordifolina

O composto 7 foi isolado da fracdo acetato de etila das folhas e da
fracdo diclorometano dos galhos. Isolado na forma de um sélido marrom, este
composto apresentou coloracdo azul intensa sob luz UV (254 nm), reacéo
positiva frente ao reagente de Dragendorff e [a]*° = - 36,5° (c 0,755; MeOH). O
espectro de ultravioleta evidenciou a presenc¢a da unidade B-carbolinica pelas
bandas de absorcdo maxima em 236, 266, 331 e 346 nm. No espectro de
infravermelho, foram observadas bandas de absorcéo tipicas de estiramento de
ligacdo O-H e N-H (3484, 3434 e 3224 cm™) e de C-H (2930, 2855 cm™), de
estiramento de ligagdo C=0 (1705 cm’'l) e deformacédo angular de ligagdo C-O
(1386 cm™).

No espectro de RMN *H (CDs;OD, 500 MHz) do composto 7 (Figura
12), foram observados sinais muito semelhantes aos sinais de hidrogénios do
composto 6 na regido de aromaticos, caracteristicos de anel inddlico néo-
substituido em 6 7,54 (ddd, J= 7,9, 7,0, 1,0 Hz, H-11), 67,26 (ddd, J= 7,9, 7,0,
1,1Hz, H-10), 58,17 (d, J= 7,9 Hz, H-9) e em 57,59 (d, J= 8,2, 0,9 Hz, H-12).

No entanto, a auséncia dos sinais de grupos metilénicos em & 3,08 (H-5) e em
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02,81 e o 2,44 (H-6) do composto 6, caracteristico da unidade tetrahidro-3-
carbolinica, e um sinal adicional observado em & 8,68 (s, H-6), correlacionado
com um sinal de carbono em 6172,8 (C-24) pelo espectro de HMBC,
evidenciaram a presencga da unidade [-carbolinica substituida no carbono C-5

pelo grupo carboxila.

A7 H-12

JLM

H-6

JJ«M LAJ bl

L e e e L R AR R R R R RaREE Ry
85 8.0 75 70 65 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15

Chemical Shift (ppm)

Figura 12 . Espectro de RMN de *H (CDs;0D, 500 MHz) do composto (7).

Outra diferenca observada foi a presenca de apenas uma unidade

secologanina, cujo sinal caracteristico € um sinal de hidrogénio olefinico em &
7,64 (sl, H-17) correlacionado ao carbono 6153,1, no espectro de HSQC.
Outros sinais indicativos da unidade secologanina, atribuidos ao grupo vinilico
terminal, s&o um par de duplos dubletos em 6 4,88 (dd, J= 17,2, 2,0 Hz) e &
4,47 (dd, J= 10,2, 2,0 Hz), correlacionados ao carbono em 6117,2 pelo
espectro de HSQC.

O sinal de hidrogénio anomérico em & 4,81 (d, J= 8 Hz, H-1") indicou a
presenca de uma unidade glicosidica e o valor da constante de acoplamento é
indicativo da configuracdo 3 para o agucar. A posi¢cao da unidade glicosidica na
molécula foi determinada pelo espectro de HMBC, que apresentou a correlacdo
entre o hidrogénio anomeérico H-1" e o carbono 6 98,6 (C-21a) (Figura 13).

A conexdo da unidade secologanina a unidade [-carbolinica foi
determinada com base na andlise do espectro de HMBC, que mostrou a
correlacao entre os hidrogénios metilénicos H-14 em 6 3,43 (m) e 6 3,23 (m) e O
carbono C-3 em § 142,9 (Figura 13). Os dados de RMN de *C, 'H e HMBC

estdo apresentados na tabela 2.
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Figura 13. Principais correlacdes observadas no espectro de HMBC do
composto 7.

Tabela 2. Dados espectrais de RMN de 'H, *C e HMBC do composto 7
(CD30OD, 500MHz e 125MHz, ppm) e comparac¢ao com a literatura.

2 136,7 - H14 1356 -

3 1444 - H6, H14, H15 142,9 -

5 136,7 - H6 1356 -

6 1154 8,68 (s, 1H) 114,2 8,69 (s, 1H)

7 129,8 - H6, H9 1284 -

8 1231 - H6, H9, H10, H12 | 121,7 -

9 122,5 8,17 (d, J= 7,9 Hz, 1H) 121,4 8,19 (d, J= 7,8 Hz, 1H)

10  120,8 7,26 (ddd, J=7,9,7,0,1,1 Hz, H12 119,9 7,28 (t, J= 7,8, 7,3 Hz, 1H)
1H)

11 129,1 7,54 (ddd, J=8,2,7,0,1,1 Hz, H9, H10 128,4 7,56 (t, J= 7,7, 7,3 Hz, 1H)
1H)

12 1128 7,59 (d, J= 8,2 Hz, 1H) H11 111,6 7,59 (d, J= 7,7 Hz, 1H)

13 1424 - HY, H11 1416 -

14 359 3,39-3,46 (m, 1H) 340 3,43 (m, 1H)
3,18-3,25 (m, 1H) 3,27 (m, 1H)

15 36,9 3,65-3,72 (m, 1H) H17 345 3,67 (m, 1H)

16 1110 - H17, H15 108,7 -

17 1545 7,64 (sl, 1H) 153,2 7,59 (s, 1H)

18 1187 4,47 (dd, J= 10,2, 2,0 Hz, 1H) 117,6 4,67 (d, J= 17,3 Hz, 1H)
4,88 (dd, J= 17,2, 2,0 Hz, 1H) 4,93 (d, J= 10,7 Hz, 1H)

19 1346 5,55 (ddd, J=17,2,10,2, 85 Hz, H18 133,8 5,67 (ddd, J= 17,3, 10,7, 7,2 Hz,
1H) 1H)

20 457 259 (ddd, J=134,80,53Hz, H18 444 2,62 (dd, J=7,3, 7,2 Hz, 1H)
1H)

21 974 593(d, J=8,4Hz, 1H) H17, H1' 96,1 5,86 (d, J= 7,3 Hz, 1H)

22 1700 - H 17, H23 1713 -

23 523 3,69(s, 3H) 50,6 3,54 (s, 3H)

24 1742 - H6 168,4 11,5 (s, 1H)?

1’ 100,2 4,81 (d, J=8,0 Hz, 1H) H21 99,0 4,78 (d, J= 7,8 Hz, 1H)

2 743 3,20-3,33 (m, 1H) 73,2 3,19(d, J= 7,8 Hz, 1H)

3 77,7 3,37-3,58 (m, 1H) 76,6 3,39 (m, 1H)

& 716  3,28-3,40 (m, 1H) 704 3,22 (m, 1H)

5 77,7 3,37-3,58 (m, 1H) 76,6 3,39 (m, 1H)
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63,0 3,60-3,65 (m, 1H) 61,8 3,67 (d, J= 10,7 Hz, 1H)
4,04 (dd, J= 11,7, 1,9 Hz, 1H) 3,99 (d, J= 10,7 Hz, 1H)

20bservado em DMSO-ds.

Com base na analise dos dados dos dados de RMN uni e
bidimensionais e comparagcdo com a literatura (BRANDT et al.,, 1999), o
composto 7 foi identificado como desoxicordifolina, relatado pela primeira vez
no género Psychotria.

A desoxicordifolina ja foi isolada de outras espécies da familia
Rubiaceae, tais como Uncaria glabrata DC (ARBAIN et al., 1993) e Chimarrhis
turbinata (BOLZANI et al., 2008) e foi isolada pela primeira vez de espécies do
género Adina (BROWN e WARAMBWA, 1978) da familia Naucleaceae.
Recentemente, esse composto foi isolado de Palicourea acuminata (BERGER
et al.,, 2012) , juntamente com outros alcaloides inddlicos, entre eles, o raro
bahienosida B (epimero em C-3 de bahienosida A). Esses resultados
comparados com o0s compostos isolados neste trabalho confirmam a
semelhanca entre os géneros Palicourea e Psychotria e sua possivel fusao.

Ensaios biologicos anteriores realizados com a desoxicordifolina
mostraram que o0 alcaloide € um moderado inibidor da enzima
acetilcolinesterase (relacionada a doenca de Alzheimer) na concentracdo de
1,0 uM pelo método de rastreamento preliminar em cromatografia de camada
delgada (BOLZANI et al., 2004).

3.1.2.1. Estudo da estereoquimica relativa da unidade secologanina do
composto 7.

No estudo da estereoquimica relativa do composto 7 foi inicialmente
utilizada a técnica de NOE com irradiacdo nos sinais de H-15, H-20 e H-21,
com intuito de estabelecer uma provavel relacdo espacial entre eles. No
entanto, nos espectros obtidos nao foi observado nenhum acoplamento
espacial, o que pode ser consequéncia do composto 7 ser uma molécula
relativamente grande (possui mais de 30 carbonos). Nesse caso, uma técnica
mais adequada de RMN para analise da estereoquimica relativa € o ROE
(Rotating frame Overhauser Enhancement), a qual foi realizada com irradiacéo
também nos sinais de H-15, H-20 e H-21. O espectro de diferenga de ROE com

irradiacdo no sinal de H-21 (Figura 14 ) mostrou um fraco acoplamento espacial
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entre H-21 (3 5,93) e H-1’ (0 4,81). O espectro de ROE com irradiagcdo no sinal
em O 3,69 mostrou acoplamento espacial com os sinais dos hidrogénios da
glicose em 0 4,04 e 6 3,52-3,59. Esse acoplamento provavelmente refere-se a
um dos hidrogénios H-6’' da glicose e ndo ao sinal de H-15, uma vez que

ambos possuem mesmo deslocamento quimico.

T T T T T T
6.5 6.0 5.0 45

Chemical Shift (ppm)

Figura 14. Espectro de diferenca de ROE com irradiacdo no sinal de H-21 (256
scans).

H-15
53,69

L B A L D B R L S B ) L B S AR AN L LA LA A N AN LA R
32 37 36 35 34 33 3.2 31 3.0 29 28 27 i 25 24 23 22
Chemical Shift (ppm)

Figura 15. Espectro de diferenca de ROE com irradiacdo no sinal de H-20 (512
scans).

O espectro de diferenca de ROE com irradiacdo em H-20 (o 2,59)
(Figura 15) mostrou um fraco acoplamento espacial com o sinal de H-15 (o
3,69), observado com 256 e 512 scans.

Esse resultado sugere que a estereoquimica relativa do composto 7 é
cis para os hidrogénios H-15 e H-20, uma vez que foi observado o acoplamento
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espacial entre eles. Além disso, propde-se que ambos estejam em
configuracdo trans ao H-21, ja que ndo foi observado correlacdo desse
hidrogénio com H-15 e H-20. Essa proposta confirma a configuracdo descrita
na literatura.

Uma vez que os acoplamentos apresentaram baixa intensidade e a
presenca dos mesmos ndo exclui a possibilidade de outra configuracdo
relativa, € necessario o uso de outras ferramentas para confirmar essa
hipotese, tais como a comparacdo de deslocamentos quimicos experimentais
como teoricos de diferentes configuragbes. Assim, posteriormente serdo
realizados em colaborag¢éo com o professor Luiz Keng os célculos teoricos das
possiveis configuracbes do alcaloide 7 para correta atribuicio da sua
estereoquimica relativa.

E importante destacar que ndo ha relato na literatura de estudo da
estereoquimica relativa da unidade secologanina em alcaloides inddlicos. A
configuragéo cis entre H-15 e H-20 foi atribuida inicialmente considerando a
formacéo biossintética de apenas um estereoisdmero. A correta atribuicdo da
estereoquimica relativa dos compostos € de fundamental importancia
principalmente na busca de protétipos de farmacos, uma vez que a mudanca
na estereoquimica pode mudar também a forma de acgdo biologica do

medicamento.
3.1.3. Acido desoxicordifolinico

O composto 8, isolado da fracdo diclorometano das folhas como um
sélido incolor, apresentou coloracdo azul intensa sob luz UV (254 nm), reacao
positiva frente ao reagente de Dragendorff e [a]**p - 83,0° (c 0,265; MeOH)
{[alo -45,7° (MeOH, c 0,126) (ADEOYE; WAIGH, 1983)}. O espectro de
ultravioleta evidenciou a presenca da unidade B-carbolinica pelas bandas de
absorcdo em 247, 295, 350 e 378 nm.

A anélise dos dados de RMN *H, HSQC e HMBC mostrou a presenca
das unidades [3-carbolinica, secologaninica e glicosidica, com deslocamentos
quimicos semelhantes aos observados para o composto 8. O sinal de singleto

em 9§ 8,65 (1H) (Figura 16 ), correlacionado ao sinal de carbono carbonilico em
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0 170,0 foi indicativo da presenca do anel C substituido em C-5 da unidade 3-
carbolinica. Os sinais atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-9 a H-12
(Tabela 3) mostram que o anel A da unidade B-carbolinica esta nao
substituido. A unidade secologanina foi identificada pela presenca do singleto
em & 7,53 (1H) (Figura 16), atribuido ao hidrogénio olefinico H-17,
correlacionado com o carbono em & 154,9 pelo espectro de HSQC. A unidade
glicosidica foi identificada pelo sinal em & 4,78 (d, J= 7,4 Hz, 1H), cuja
constante é indicativo da configuragcdo [3 para o acucar, além do complexo

conjunto de sinais entre & 3,0-4,0, referentes aos hidrogénios oximetinicos.

No entanto, algumas diferencas entre os sinais de RMN de *H de 2 e 3
foram observadas, tais como a auséncia do sinal de metila em 03,69,
sugerindo que o composto 8 é o derivado acido do alcaloide desoxicordifolina.
Outras diferencas observadas foram os deslocamentos quimicos dos sinais dos
hidrogénios aromaticos do anel A (Figura 16), e dos hidrogénios olefinicos H-
18 e H-19 (Figura 17).

( o.oas M
a)

H-17

H-12
H-11 H-10

H-6 H-17, H-12, H-11

Figura 16. Expansao na regido de aromaticos dos espectros de RMN de *H
(CD30OD, 500 MHz) dos compostos: a) 7 e b) 8.
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Figura 17. Expanséo da regiéo entre 3,0-6,0 ppm dos espectros de RMN de *H
(CD30D, 500 MHz) dos compostos: a) 7 e b) 8.
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Tabela 3. Dados espectrais de RMN de 'H, *C e HMBC do composto 8
(CD30OD, 125MHz e 500MHz, ppm) e comparacao com a literatura (DMSO-dsg,
20,1 MHz e 300 MHz, ppm).

© 00 ~NOoO o wN Bk

B R R R R R R R R
W ~NOoO U WNRO

19

20
21
22
23

135,6
143,6
135,6
116,2
128,7

121,9

123,3
120,1
130,6
113,5
143,6
35,4

35,6

110,9
154,9
119,6

135,6

46,5
97,7
170,0
170,0
100,6

74,8

79,0

72,0

78,3
63,3

8,65 (s, 1H)

8,15 (d, J= 8,6Hz, 1H)
7,22 (t, J= 7.6, 1H)
7,42-7,57 (m, 1H)
7,42-7,57 (m, 1H)
3,36-3,42 (m, 2H)
3,52-3,56 (m, 1H)

7,53 (s, 1H)

5,01 (d, J= 16,8 Hz, 1H)
4,90-4,94 (m, 1H)
5,67-5,79 (m, 1H)

2,52-2,61 (m, 1H)
5,75 (d, J= 6,7 Hz, 1H)

4,78 (d, J= 7,4 Hz, 1H)

3,13 (dd, J=9,2, 7,9 Hz,
1H)

3,17 (dd, J= 18,7, 9,6
Hz, 1H)

3,17 (dd, J= 18,7, 9,6

Hz, 1H)

3,26-3,35 (m, 1H)

3,59 (dd, J= 12,0, 6,1

Hz, 1H)

3,90 (d, J= 11,5 Hz, 1H)

H6
H6
H6

H9

H6, H9,
H10, H12
H10

H6, H9, H10

H10
H9, H12

H18
H1’, H20
H6

H21
H1

H4’

H6’
H2'

H4’ ou H3’

136,0
143,4
135,7
114,8
127,0

121,0

121,7
119,8
128,0
112,0
140,4
32,8

30,4

110,1
151,1
118,2

134,1

43,3
95,4
167, 6
167, 6
98,3

72,9

76,5

69,0
77,1

60,9

11,93 (s, 1H, NH)

8,77 (s, 1H)

8,36 (d, J = 8 Hz, 1H)
7,30 (t, J =7 Hz, 1H)
7,58 (m, 1H)

7,62 (m, 1H)
3,07-3,25 (m, 2H)
3,45 (m, 1H)

7,50 (s, 1H)

4,90 (d, J= 10 Hz, 1H)
4,79 (d, J= 17 Hz, 1H)
5,7 (dt, J= 17, 10 Hz,
1H)

2,64 (m, 1H)

5,56 (d, J= 5 Hz, 1H)

4,59 (d, J= 8 Hz, 1H)
3,07-3,25 (m, 1H)

3,07-3,25 (m, 1H)

3,07-3,25 (m, 1H)
3,07-3,25 (m, 1H)

3,69 (m, 2H)

A comparacéao dos dados de RMN uni e bidimensionais do composto 8

com a literatura (ADEOYE; WAIGH, 1983) permitiu a identificacdo do composto

8 como o alcaloide &cido desoxicordifolinico, que foi isolado de Nauclea

28



diderrichi (Rubiaceae) em 1983 e é relatado pela primeira vez no género

Psychotria.

3.1.4. 3-Sitosterol e estigmasterol glicosilados

A mistura de compostos 9 e 10, isolada da fracéo diclorometano das
folhas, galhos e frutos, apresentou-se como um sélido incolor amorfo soltvel
em diclorometano/metanol. O espectro de infravermelho exibiu uma banda
larga de absorcdo em 3417 cm™, caracteristica de estiramento O-H, e em
2958, 2928, 2846 cm™, caracteristicas de deformacdo axial de C-H. O
estiramento relativo a ligacdo C=C é responsavel pela banda de absor¢cdo em
1645 cm™.

O espectro de RMN *H (CDCIs/CD;0OD, 500MHz) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto esteroidal em 6 5,38 (d, J= 5,2 Hz, H-6) de
hidrogénio olefinico, um hidrogénio hidroximetinico (H-3) em & 3,53 (m, H-3) e
de grupos metilicos em & 0,61-1,10. A presenca da unidade glicosidica foi
evidenciada pelos sinais em & 4,41 (d, J=7.8 Hz, H-1") do hidrogénio anomérico
da glicose e em & 3,00-4,00 (m), referentes aos hidrogénios da glicose e do
hidrogénio carbindlico (H-3). A configuracdo B de H-1' da porcao glicosidica foi
estabelecida através da constante de acoplamento diaxial (J= 7,8 Hz)
observada entre H-1' e H-2', de acordo com a literatura (CORREIA et al., 2003).
A presenca de dois duplos dubletos em & 5,15 (J = 15,3, 8,7 Hz) e 5,02 (J =
15,3, 8,7 Hz), atribuidos aos hidrogénios vinilicos H-22 e H-23,
respectivamente, permitiram identificar a presenca de estigmasterol, cuja
ligacdo dupla da cadeia alquilica possui isomeria trans pelas constantes de
acoplamento de 15.3 Hz. A integracao dos sinais 6 5,38 (H-6) e os dois duplos
dubletos em 8 5,15 (H-22) e 8 5,02 (H-23) apresentou uma razao de 3:1:1, o
que significa uma razdo entre B-sitosterol (4) e estigmasterol (5) de 2:1. Por
comparacao dos dados espectrais de IV e de RMN uni e bidimensionais com
dados da literatura (SUBHADHIRASAKUL et al., 2005; FALCAO, 2003; PAULO
et al., 2000; CORREIA et al., 2003) e perfil cromatografico em CCDA com
padrao de referéncia, a mistura de compostos 9 e 10 foi identificada como 3[3-
O-B-D-glicopiranosil-sitosterol e 3[B-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol,

respectivamente.
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4. INTRODUCAO

4.1. Produtos naturais e a sintese organica

Moléculas de origem natural € uma importante fonte de farmacos ou
protétipos de farmacos no desenvolvimento de novos medicamentos
(NEWMAN; CRAGG, 2012; WILSON; DANISHEFSKY, 2006). O sucesso desta
estratégia reside na especializacdo inerente a evolugdo bioquimica dos
metabdlitos secundarios, resultado de um longo processo de selecdo natural
para fins biolégicos (KOEHN; CARTER, 2005). Assim, caracteristicas como
poténcia, seletividade e farmacocinética, entre outros, colocam os produtos
naturais e seus derivados em posicdo de vantagem na sintese de agentes
terapéuticos (WILSON; DANISHEFSKY, 2006). Entretanto, para que um
farmaco derivado de bioproduto seja inserido no mercado, o produto natural
deve ser facilmente extraido ou preparado. Neste contexto, os terpenos, tais
como o limoneno (11) e o canfeno (12) (Figura 18), assumem papel de
destaque devido a disponibilidade no mercado nacional. Além disso, eles s&o
conhecidos por apresentarem diversos tipos de atividade biol6dgica. Por
exemplo, o R-(+)-limoneno possui atividades quimioterapica e quimiopreventiva
(CROWELL et al., 1991) e antimalarica (MOURA et al., 2001) e o (-)-canfeno
possui relevante atividade inseticida (VIEGAS JUNIOR, 2003).
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(11 (12)

Figura 18. Terpenos abundantes com propriedades farmacolégicas.

Devido aos seus grupos funcionais, esses terpenos sdo utilizados como
auxiliares quirais em sintese assimétrica ou como “blocos construtores” na
busca de novas substéncias biologicamente ativas (FERRARINI et al., 2008).
Por exemplo, derivados sintéticos do R-(+)-limoneno, tais como endoperéxidos
sulfonados (13), apresentaram relevante atividade antimalarica (Tabela 4).
Estas substancias exibiram atividade antimalérica in vitro comparavel a droga

comercial utilizada artemisinina (BACHI et al., 1998).

Tabela 4. Atividade antimaléarica de derivados endoperdxidos sulfonados do R-
(+)-limoneno contra P. falciparum (NF 54) in vitro.

R

(13)
R Y z ICs0 (NM)
13a OCH,C¢H,OMe-p PhSO, H 14
13b OAc PhSO, H 17
13c OAc H PhSO, 17
13d OC(O)C(O)NBn, PhSO, H 21
artemisina 9,3

4.2. Tiohidantoinas e tioureias

4.2.1. Hidantoinas e tiohidantoinas
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Dentro do grupo dos anéis heretociclicos sintéticos, as hidantoinas, ou
imidazolidina-2,4-dionas, e seus analogos de enxofre em C-2 (Figura 19) sao
uma classe de compostos de especial interesse devido ao seu potencial como
protétipos de farmacos. Além disso, este pequeno e rigido heterociclo ilustra
um interessante esqueleto em quimica combinatéria, uma vez que ele possui
uma estrutura que permite a substituicdo em trés pontos do anel (C-5, N-1 e N-
3) (LAMOTHE et al., 2002).

X=0 hidantoina
X=S

2-tiohidantoina

Figura 19. Sistema de numeracdo em anéis hidantoinicos e 2-tiohidantoinicos.
Uma das primeiras metodologias de sintese de tiohidantoinas,
substituidas em C-5, foi desenvolvida por Johnson e Nicolet (1911). Segundo
essa metodologia, as tiohidantoinas sao sintetizadas a partir de aminoacidos e
KSCN em anidrido acético, sob refluxo, seguida de hidrdlise em solucéo de HCI

diluido (Esquema 1).

Ve

o)
R COOH  KSCN R HCl(ag) R
Y > NH #——> NH

NH anidrido acético N«
2
\\< S \

40-67%

Esquema 1. Rota sintética de tiohidantoinas derivadas de aminoacidos a partir
de KSCN em anidrido acético.

Posteriormente, variagcbes da metodologia de Johnson e Nicolet foram
descritas na literatura usando outros sais de tiocianato, tais como de amonio
(CROMWELL e STARK, 1969) e de sédio (SWAN*, 1951 e YAMASHITA" 1971

*

Swan, J. M. Nature, v. 169, p. 826-828, 1951.
DYamashita, S. Biochim. Biophys. Acta, v. 229, n. 2, p. 301-309, 1971.
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apud MO et al..,, 1997). A baixa solubilidade de alguns aminoacidos, a
reatividade da cadeia lateral e a natureza relativamente instavel do anel
tiohidantoinico séo limitagcdes de uma sintese satisfatoria dos 20 aminoacidos
existentes segundo essa metodologia. Mo e colaboradores (1997) propuseram
um novo método de sintese de tiohidantoinas derivadas de aminoacidos a
partir de cloreto de acetila como reagente ativador da carboxila e isotiocianato
de trimetilsilano (TMS-NCS).

Nesse mesmo ano, Sim e Ganesan relataram uma metodologia one-pot
de sintese de tiohidantoinas totalmente substituidas (Esquema 2) por meio da
reacdo de ésteres de aminodcidos, aldeidos aromaticos e isotiocianatos na
presenca de NaBH(O,CCHj3)3 (agente redutor) (SIM e GANESAN, 1997).

( — —

(o) O
R,-CHO Rs-NCX R
R Ry ——— Ry R, BT R<o 1 —>R3\N R;
Na(OAc)BH EN
NHZ HN-_ R2 P \ﬂ/ N RZ

Esquema 2. Metodologia de sintese de hidantoinas e tiohidantoinas totalmente

substituidas.

Posteriormente, metodologias de reagdes com irradiagdo em micro-
ondas foram testadas na sintese de tiohidantoinas (LIN e SUN, 2003).
Aminoacidos protegidos com o grupo fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) foram
acoplados ao polimero polietilenoglicol (PEG) e depois desprotegidos, reagindo
com isotiocianatos. A ligacdo dos compostos de tioureia e PEG passou pelo
passo de ciclizacdo/clivagem mediada por base em aquecimento com
irradiacdo em micro-ondas resultando nos produtos em solucdo em alta pureza
e bons rendimentos.

Metodologias de sintese de hidantoinas e tiohidantoinas em suporte
sélido também foram relatadas na literatura (DREESMAN et al., 1996; WU e
JANUSZ, 2000) e apresentaram bons rendimentos e facil purificagdo. Segundo
essa metodologia, é possivel sintetizar hidantoinas e tiohidantoinas (LAMOTHE

et al., 2002) totalmente substituidas.
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HN NH HN NH
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N N o) )
H H
(14) (15) (16) a7)

\\

Figura 20 . Tiohidantoinas e hidantoinas bioativas.

A literatura apresenta para as hidantoinas e tiohidantoinas um largo
espectro de atividades bioldgicas, tais como acao antifungica (MARTON et al.,
1993), antiviral (EL-BARBARY et al., 1994), antibacteriana (FROELICH et al.,
1954), anticonvulsiva (CORTES et al., 1985) e antitumoral (AL-OBAID et al.,
1996). Dentro do grupo de compostos hidantoinicos ainda em estudo,
destacam-se as tiohidantoinas derivadas do triptofano, tais como necrostatina-
1 (14) e (15) (Figura 20), que apresentaram atividades antinecrética e
antimutagénica, respectivamente (TENG et al., 2005; TAKAHASHI et al., 1998).
De fato, o nucleo hidantoinico tem causado um grande impacto na industria
farmacéutica, visto que varios farmacos contendo esse anel heterociclico sao
utilizados na clinica. Alguns exemplos sdo a fenitoina (16) (Figura 20)
(Dilantin® EUA) amplamente utilizado no mundo como anticonvulsivo no
tratamento de crises epilépticas, e a alantoina ou 5-ureido-hidantoina (17)
(Figura 20), que possui atividade cicatrizante (nomes comerciais: Alantan® e
Septalan® Polbnia; Egopsoryl® Australia) (OLIVEIRA et al., 2008).

4.2.2. Tioureias

Outra classe de compostos sintéticos, importante em quimica medicinal
e precursora sintética de tiohidantoinas, sdo as tioureias, que se destacam
principalmente pelas atividades antifangica (RAMADAS et al., 1998) e
antitumoral (MANJULA et al., 2009). Derivados do R-(+)-limoneno contendo
uma unidade tioureia apresentaram atividades antiproliferativa frente a nove
linhagens de células tumorais, com valores de Glsp na faixa de 0,41 a 3,0
umolL™, sendo que o composto (18) (Figura 21) mostrou-se mais ativo (Glso
0,41 pmolL™) para células do tipo K-562 (FIGUEIREDO et al., 2006).
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S/CH;O
//1§§
ll\l N
H
(18)

Figura 21. Tioureia metilada derivada do limoneno, ativa contra células
leucémicas do tipo K-562.

4.2.3. Nucleo indolico

Como descrito em recente revisdo (SHARMA et al.,, 2010), o nucleo
inddlico é um importante grupo farmacoférico em quimica medicinal e também
apresenta um largo espectro de atividades biolégicas. Entre elas, destacam-se
as atividades antifungica, anti-inflamatéria, analgésica e anticancerigena.
Dentre os compostos inddlicos com acgédo antifungica, destaca-se 0 composto
(19) (Figura 22) e derivados com diferentes grupos substituintes nos anéis
aromaticos (PRZHEVAL'SKII et al., 1997).

S

A

S N(C,H5s),
\ O
N
H

(19)

Figura 22 . Ditiocarbamato indolico (19) com acéo antifungica.

A fonte natural do nucleo indolico é o aminoéacido triptofano, que é o
principal precursor de derivados naturais tais como os alcaloides. Como
mencionado na introdu¢&o do capitulo anterior, estudos realizados no grupo de
pesquisa em Quimica de Produtos Naturais em colaboracdo com o grupo de

Biologia Molecular do ICB/UFG mostraram que alcaloides do tipo inddlicos
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apresentam atividade antifungica (SILVA NETO et al., 2012) e sé&o inibidores de
enzimas relacionadas a doencas neurodegenerativas (PASSOS et al., 2013).

Assim, em funcéo do reconhecido potencial antifingico e antitumoral das
tiohidantoinas, das tioureias e do nucleo indolico, este estudo prevé a
associacdo destes importantes grupos com o0 monoterpeno bioativo R-(+)-
limoneno (Figura 23) com o objetivo de estudar o efeito cooperativo destes
farmacoéforos na atividade antifungica frente a Paracoccidioides brasiliensis e
suas enzimas patdégeno-especificas. Com intuito de ampliar o estudo,
utilizaram-se também outros aminoécidos, tais como a tirosina, a fenilalanina,
como reagente de partida das tioureias e tiohidantoinas terpénicas.

A acdo antifungica dos compostos gerados neste estudo sera avaliada
dentro da colaboracédo do IQ/UFG com o Departamento de Biologia Molecular
do ICB/UFG.

Tioureia Tiohidantoina

Figura 23. Grupos farmacoféricos com potencial atividade antifungica e
antitumoral.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral sintetizar tiohidantoinas e tioureias
derivadas de aminoacidos e do R-(+)-limoneno, com potencial atividade
antifangica e antitumoral.

5.2. Objetivos Especificos

» Sintetizar a hidantoina derivada do triptofano;
* Sintetizar tiohidantoinas com diferentes grupos substituintes em N-3;
» Sintetizar as tioureias derivadas de aminoacidos e do R-(+)-limoneno.
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6. Reallados e discussiio
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

NH

N S
\ H
N (21) 58%
H
l KSCN anidrido acéticdy O,
R NCH3
N S
N o _Lkocn s OH 3. 1. SOC}, MeOH.A N
H
AN 2. HCI (ag)A 2 CH,NCS, EtN
N
N N (23a) N
H
1. SOCh, MeOH,A (14) 40%
(20) 64% scw

Qﬁg QA

(22a) 43%

(@] Q o
o
1. SOC}, MeOH,A M N
/©/\‘):\ HNTI’:‘@/"""» Rmp/
JEtN I «

23bR =0OH 22bR =0OH 21%
23cR=H 22cR=H 17%

Esquema 3. Rota sintética de tiohidantoinas e tioureias derivadas de
aminoacidos (rendimento em porcentagem).

No desenvolvimento desse trabalho, inicialmente foram sintetizadas a
hidantoina (20) e as tiohidantoinas (21) e (14), derivadas do triptofano
(Esquema 3), segundo as metodologias de Patching (2011) (Esquema 4),
Johnson e Nicolet (1911) (Esquema 5) e de Teng e colaboradores (2005)
(Esquema 6), respectivamente, com o intuito da avaliacdo da atividade
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antifingica e antiproliferativa dos compostos em colaboragdo com o
Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal de Goiés, bem
como da avaliagdo da inibicho de enzimas relacionadas a desordens
neurodegenerativas.

Posteriormente, foi realizada a sintese das novas tioureias (22a-c),
precursoras das tiohidantoinas terpénicas derivadas dos aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalanina, respectivamente, por meio da metodologia de
Teng e colaboradores, usada na sintese da tiohidantoina (14) (Esquema 7).
Para isso, 0 isotiocianato do limoneno (26) foi sintetizado segundo a
metodologia descrita na literatura por Silva e colaboradores (Esquema 8)
(SILVA et al.,, 2010). Os compostos sintetizados foram caracterizados por
analise dos espectros de absorcdo na regidao do infravermelho (IV), de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e **C (apresentados no Anexo B,

p. 114) e dados de rotacao especifica.

6.1. Sintese da hidantoina (20).

0
1 KOCN (aa), 70 °C, 30 i on HCI@) ,
\ A "N ha (aq), 100 °C, 30 min refluo
N 2
H

64%
(23a) (20)

Esquema 4 . Rota de sintese da hidantoina (20).

A sintese da 5-indolmetil-L-hidantoina (L-IMH) (20) foi baseada na
metodologia de Patching (2011). O L-triptofano (23a) foi aquecido com um
excesso de tiocianato de potassio. A solugdo entdo foi acidificada para dar um
precipitado fino incolor de N-carbamoil-L-triptofano. O refluxo do precipitado em
HCIl seguido de resfriamento produziu cristais incolores de L-IMH. Os cristais
foram lavados até pH neutro para remoc¢do de residuo de N-carbamoil-L-
triptofano. Apds esse tratamento foi obtido o sélido cristalino incolor ([a] p** = -
72,0° (c 1,0, MeOH/DMSO), p.f. 240-242 °C) com 64% de rendimento.

Na etapa de remocao do intermediario N-carbamoil-L-triptofano, o pH foi
mantido entre 7-8, para evitar a racemizacdo de hidantoinas derivadas de

aminoacidos, que ocorre em pH = 9, segundo descrito por Patching (2011).
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A caracterizacao estrutural da hidantoina (20) foi realizada por meio das
técnicas de Espectroscopia no Infravermelho (V) e de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de *H

O espectro de infravermelho apresentou duas bandas de absor¢cdo em
1772 e 1713 cm™, atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico das
carbonilas quasi-simétricas, respectivamente (KLEINPETER et al., 2003),
sendo a primeira banda duas vezes menos intensa que a segunda,
caracteristico de esqueleto hidantoinico. As bandas observadas em 3401,
3317, 3216 cm™ foram atribuidas ao estiramento das ligagdes N-H.

O espectro de RMN de 'H da hidantoina (20) apresentou os sinais
atribuidos aos hidrogénios aromaticos em & 7,54 (dl, J= 7,9 Hz, H-6"), & 7,32
(dt, J=7,9, 1,0 Hz, H-9"), 47,05 (ddd, J=7,9, 7,0, 0,8 Hz, H-8") e 4 6,95 (ddd, J=
7,9, 7,0, 1,0 Hz, H-7), caracteristicos da unidade inddlica. Os sinais em & 4,30
(tl, J=4,9 Hz, 1H) e & 3,06 (d, J= 4,9 Hz, 2H) foram atribuidos ao hidrogénio H-
5 do anel hidantoinico e aos hidrogénios metilénicos H-1’, respectivamente.
Além disso, sdo observados singletos atribuidos aos hidrogénios ligados a
nitrogénio em & 7,89 (NH-4’), 10,89 (NH-3) e 10,36 (NH-1). Por comparacéo
com dados da literatura (Patching, 2011), o conjunto de sinais apresentados é
compativel com a 5-indolmetil-L-hidantoina (20).

6.2. Sintese da tiohidantoina (21).

p
Q 0
KSCN, anidrido acetlco HCl (aq o 1. ]
\ OH 2 NH
90 °C, 30 min & refluxo
N~ NH, I, HN_Q
H

S 58% "N ts

(23) (24) 1)

Esquema 5. Rota de sintese da tiohidantoina (21).

A sintese da 5-indolmetil-tiohidantoina (21) foi realizada com base na
metodologia em duas etapas de Johnson e Nicolet (1911). Segundo essa
metodologia, o triptofano (23a) € inicialmente macerado com KSCN e em
seguida, colocado sob refluxo com anidrido acético por 30 minutos, gerando o
intermediario (24) com 62% de rendimento.

O intermediario 1l-acetil-5-indolmetil-tiohidantoina (24) foi caracterizado
por espectro de RMN 'H sem prévia purificacdo. No espectro, foram
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observados os sinais dos hidrogénios aromaticos caracteristicos de anel
inddlico em 6 7,42 (d, J= 8,0 Hz), 7,29 (d, J= 8,0 Hz), 7,05 (t, J= 8,0 Hz) e 6,97
(t, J= 8,0 Hz). O sinal observado em & 6,92 (s, 1H) foi atribuido ao hidrogénio
H-3' do anel inddlico. O sinal do hidrogénio H-5 do hidantoinico foi observado
em & 4,87 (dd, J= 5,7, 2,3 Hz) e dos hidrogénios diastereotépicos H-1' foram
observados em 6 3,69 (dd, J= 15,0, 5,7 Hz) e em 0 3,38 (dd, J= 15,0, 2,3 Hz). A
metila do grupo acetil foi observada em 6 2,63 (s, 3H). Esse conjunto de sinais
observados é compativel com o intermediario 1-acetil-5-indolmetil-tiohidantoina
(26).

O intermediario foi submetido a etapa de hidrolise em HCI sob refluxo. A
purificacdo da reacdo por cromatografia em coluna de silica gel resultou no
isolamento de um sélido amorfo marrom alaranjado, com rendimento total de
58%.

O espectro de infravermelho do composto (21) apresentou bandas de
absorcdo em 3601-3210 cm™, correspondente ao estiramento de ligacdo N-H:;
em 1748 cm™, atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 do anel tiohidantoinico;
em 1525 cm™, atribuida, provavelmente, ao estiramento da ligacdo N-C=S; e
em 744 cm™, correspondente & deformacdo angular fora do plano de C-H de
anel aromético orto-substituido.

Por comparacado do espectro de RMN de *H da tiohidantoina (21) com o
espectro do intermediario, observou-se o desaparecimento do sinal em 2,63,
correspondente ao grupo acetil ligado a hidantoina. Destacam-se 0s sinais em
04,47 (dd, J= 5,7, 4,6 Hz, H-5), atribuido ao hidrogénio H-5 do anel
tiohidantoinico, e em 9 3,28 (ddd, J= 15,0, 4,6, 0,8 Hz, H-1'a) e 6 3,22 (ddd, J=
15,0, 5,7, 0,5 Hz, H-1'b) atribuidos aos hidrogénios diastereotdpicos. No
espectro de RMN de *3C foram observados 12 sinais de carbono, dentre os
quais se destacam os sinais atribuidos a carbonila C-4 em o 176,3 e a
tiocarbonila C-2 em 5184,0. Os dados de RMN de 'H e **C encontram-se na

tabela 5.
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Tabela 5. Dados de RMN de **C e *H do composto 21 (MeOD, 500 e 125 MHz).

Ne ®C 'H

1 - n.o.

2 184,0 -

3 - n.o.

4 176,3 -

5 62,9 4,47 (dd, J=5,7, 4,6 Hz, 1H)

1 27,5 3,28 (ddd, J=15,0, 4,6, 0,8 Hz, 1H)
3,22 (ddd, J= 15,0, 5,7, 0,5 Hz, 1H)

2" 109,3 -

3 1250 7,11 (s, 1H)

4 - n.o.

5 1375

6 112,2 7,31 (dt, J= 8,0, 1,0 Hz, 1H)
7 122,2 7,08 (ddd, J=8,0, 7,0, 1,0 Hz, 1H)
8 119,8 7,00 (ddd,J=7,7,7,0,1,0 Hz, 1H)
9 1194 7,57 (dt, 3= 7,7, 1,0 Hz, 1H)
100 128,6 -
CH;
n.o.. ndo observado.

O valor de rotacéo especifica de [a]p** = 0° (c 0,51, MeOH) é indicativo
da racemizagdo em C-5 segundo a metodologia utilizada. Um estudo cinético
recente de tiohidantoinas (CABORDERY et al., 2011) mostrou que a
racemizacdo provavelmente ocorre através do tautomerismo ceto-endlico via

mecanismo de substituicdo eletrofilica bimolecular (Sg2).

6.3. Sintese da tiohidantoina (14).

Vs

(0] (0] 9 . Q
3
SOCh, MeOH CHgNCS, EgN 7 2~ “NCH
OH ————> OCHy——> I, =

\ NH refluxo, 16h \ NH t.a., 48h s T ¢ 1 g

2
N 100 % N ’ 40% H
(25a)

Esquema 6 . Rota de sintese da tiohidantoina (14).

A sintese da tiohidantoina (14) foi realizada com base na metodologia de
Teng e colabores (2005). De acordo com essa metodologia, inicialmente foi
feita a esterificacdo do L-triptofano (23a), com o intuito de aumentar a
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reatividade do grupo carbonila e assim favorecer a ciclizacdo do anel
hidantoinico pela amina do grupo tioureia na segunda etapa. Para isso, uma
metodologia classica de esterificacdo que utiliza H,SO4/MeOH sob refluxo por
24 horas foi testada. No entanto, apds tratamento da reacdo com solucao de
bicarbonato de so6dio saturada para consumir excesso de H,SO, e extracdo
com acetato de etila, ndo foi observada a recuperacdo do produto. Apds
analises por RMN da fracdo aquosa da reacdo, observou-se que o produto
(25a) foi formado com baixos rendimentos.

Assim, a metodologia adaptada de Tang e colaboradores (2008), que
utiliza SOCI, recém-destilado em MeOH seco, foi utilizada para obtencdo do
aminoacido esterificado. A reacdo foi mantida sob refluxo por 16 horas e a
mistura de reacdo foi lavada com éter etilico. O produto (25a) foi obtido na
forma de um soélido amorfo em excelente rendimento (99%) e rotacao
especifica de [o]p** +11,8° (c 2,0, MeOH) {[a]p*®® +18,0° (c 3,0, MeOH)
GROSELJ et al., 2004}.

Segundo essa metodologia, o SOCI, reage com o grupo acido do
triptofano, formando o cloreto de acila correspondente ao aminoacido in situ,
que prontamente reage com MeOH para formacao do éster.

O espectro de infravermelho do produto (25a) apresentou bandas de
absorcdo em 3292 e 3265 cm™, referentes aos estiramentos da ligacdo N-H e
uma banda em 1750 cm™, caracteristico de estiramento da ligacdo C=0 de
cloridrato de éster de aminoacido. Além disso, foi observada também uma
banda larga de 3130-2550 cm™, resultado da sobreposicdo de bandas
referentes aos estiramentos de ligacdo NHs", C-H de aromatico, CHz e CH,. No
espectro de RMN de *H do composto (25a) destaca-se a presenca do sinal em
0 3,79 (s, 3H), atribuido ao grupo metoxila do éster.

ApoOs a identificacdo do intermediario (25a), foi realizada a sintese da
tiohidantoina (14) através da reacdo de (25a) com isotiocianato de metila em
diclorometano e EtsN por 48h em temperatura ambiente. Apos purificacdo por
cromatografia em coluna e recristalizagdo com hexano:CH,Cl,:MeOH, o
produto (14) foi obtido na forma de cristais alaranjados {p.f. 155-157°C;
lit.(MORODER, 2010): 152-154°C} e rendimento de 40%.
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A trietilamina foi adicionada com o intuito de tornar o nitrogénio do grupo
amino mais nucleofilico para ataque no carbono do grupo isotiocianato do
CH3NCS. Segundo o mecanismo proposto para essa reacao (Figura 24), o
grupo amino do aminoacido ataca o carbono eletrofilico do grupo isotiocianato,
gerando um intermediario iminico, que apds trocas protbnicas, forma a unidade
de tioureia. Em seguida, ocorre o ataque do nitrogénio N-3 a carbonila do éster
por uma adicao-eliminacdo nucleofilica, formando um intermediario tetraédrico.
ApoOs a regeneracdo da carbonila e liberacdo de metanol obtém-se o anel

tiohidantoinico.

\\

Figura 24. Mecanismo de formacé&o de tiohidantoinas.

O espectro de infravermelho da tiohidantoina (14) apresentou bandas de
absorcado na regido de 3387-3220 cm™, atribuidas ao estiramento das ligacdes
N-H; em 1729 cm™, correspondente ao estiramento da ligagdo C=0O do anel
tiohidantoinico; em 1515 cm™, atribuido ao estiramento da ligagcdo C=S; e em
1281 e 1232 cm™, provavelmente atribuido ao acoplamento vibracional de
bandas de deformacéo axial da ligacdo N-C=S.

No espectro de RMN de *H da tiohidantoina (14), destacam-se 0s sinais
em 0 3,20 (s, 3H) atribuido a metila ligada ao nitrogénio N-3 e em 9 4,35 (ddd,
J=9,9, 3,8, 1,3 Hz, 1H) atribuido ao hidrogénio metinico a-carbonilico H-5. Os
sinais dos hidrogénios diastereotépicos H-1' foram observados em & 3,49 (ddd,
J= 14,7, 3,8, 0,8 Hz, 1H) e & 2,98 (ddd, J= 14,7, 9,9, 0,4 Hz, 1H). O espectro
apresenta ainda os sinais caracteristicos da unidade inddlica em & 7,58 (H-9"),
6 7,15 (H-8"), 6 7,22 (H-7"), 6 7,38 (H-6") e & 7,08 (H-3’). No espectro de RMN
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de *C, destacam-se os sinais em & 27,1, atribuido & metila ligada a nitrogénio
N-3, e os sinais da carbonila (C-4) em & 174,6 e da tiocarbonila (C-2) em &
183,7. Os dados de RMN de 'H e **C encontram-se na tabela 6.

7

Tabela 6. Dados de RMN de **C e 'H do composto 14 (CDCls, 500 e 125
MHz).

13C 1H
- 3,46 (sl, 1H)
183,7 -
174,6

60,0 4,35 (ddd, J=9,9, 3,8, 1,3 Hz, 1H)
27,1 3,49 (ddd, J= 14,7, 3,8, 0,8 Hz, 1H)
3,22 (ddd, J= 14,7, 9,9, 0,4 Hz, 1H)

107,7 -
123,4 7,08 (d, J= 2,4 Hz, 1H)

- 8,15 (sl, 1H)
136,1 -

111,1 7,38 (dt, J= 8,0, 1,1 Hz, 1H)
121,5 7,22 (ddd, J=8,0, 7,1, 0,8 Hz, 1H)
118,9 7,15 (ddd, J=7,9, 7,1, 1,1 Hz, 1H)
117,8 7,58 (dt, J=7,9, 0,8 Hz, 1H)
126,6 -

26,7 3,20 (s, 3H)

Os dados de rotacdo especifica do composto (14) de [a]p** = 0° (c 1,74,
CH.Cl,) é indicativo da racemizacdo em C-5, de acordo com a literatura
(EDMAN, 1950).

6.4. Sintese das tioureias (22a-c).

Na sintese de tioureias derivadas de aminoacidos e do terpeno R-(+)-
limoneno, utilizou-se a metodologia de Teng e colaboradores (2005). Os
ésteres dos aminoacidos L-tirosina e L-triptofano foram preparados segundo a
metodologia adaptada de Tang e colaboradores (2008) (Esquema 7, etapa 1) e
o isotiocianato de R-(+)-limoneno (26) foi preparado segundo a metodologia de

Silva e colaboradores (2010) (Esquema 8).
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A literatura apresenta diversas metodologias de sintese das
tiohidantoinas com a introducdo de diferentes grupos substituintes nas
posicbes N-1, N-3 e C-5. Dentre as que se referem a introducdo de
substituintes em N-3, destaca-se a de Teng e colaboradores (2005), devido ao
pequeno numero de etapas, a facil disponibilidade dos reagentes e
principalmente, a formacgéo de tioureias como precursores sintéticos. Segundo
essa metodologia, as tioureias e, em seguida, as tiohidantoinas sdo geradas
através da reacao de ésteres de aminoacidos com diferentes isotiocianatos em

presenca de trietilamina a temperatura ambiente (Esquema 7, etapa 2).

0 o} o] o
SOCh, MeOH 28 ELN g R
R OH > OCH3 12 721 OCH3 SR
refluxo, 16h 3 ta.,72h H HN\‘(N
NH, HN\n,N

S S
25a-c 22a-c

-

23aR=

af
23bR= ,©/\
@/\

23c R=

Esquema 7 . Proposta de sintese de tiohidantoinas derivadas de aminoacidos e
R-(+)-Iimoneno

o

KHSO4, KSCN, CHC} 3
t.a., 24 hrs

g

(11)

Esquema 8 : Sinteses do isotiocianato (26) e tiocianato (27) do R-(+)-limoneno.

6.4.1. Esterificacdo dos aminoécidos L-tirosina e L-fenilalanina.

O aminoacido L-tirosina (23b) foi esterificado utilizando as metodologias
de H,SO4/MeOH e de SOCI,/MeOH. Ao contrario do L-triptofano (23a), ambas
as metodologias resultaram na esterificacdo do aminoacido L-tirosina, em baixo
(25%) e moderado (58%) rendimentos, respectivamente.

Segundo a metodologia de SOCI,/MeOH, o aminoacido L-tirosina foi

suspendido em 30 mL de MeOH seco e 1,6 mL de SOCI, previamente
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destilado foi adicionado gota a gota. O sistema foi mantido sob refluxo por 16h.
Apés solubilizacdo da mistura com solucdo saturada de NaHCOg; e extracdo
com acetato de etila, o produto foi obtido na forma de cristais incolores com
ponto de fusdo de 133-135°C {134-135 °C (Yamada et al., 2007)} e rotacdo
especifica de [o]p** +23,0° (c 2,0, MeOH) {[a]s7s*° +30,1° (c 3,1, MeOH)
Ganbaatar et al., 2002}.

O espectro no infravermelho do produto (25b) apresentou bandas de
absorcdo em 3445 cm™, caracteristica de deformacéo axial de ligacdo N-H de
aminas; 1745 cm™, caracteristica do estiramento da ligacdo C=0 de éster; em
1389 e 1448 cm™, correspondentes as deformacdes angulares simétrica e
assimétrica da ligacdo C-H do grupo metila; em 1180 cm™, caracteristica do
estiramento da ligacdo C-O de éster.

No espectro de RMN de *H (CDCls/MeOD, 500 MHz) do produto (25b)
destaca-se a presenca de um sinal de metila em 9 3,75 (s, 3H) correlacionado
ao sinal de carbono em & 51,4 pelo espectro de HSQC. Outros sinais
observados no espectro foram um par de sinais em 9 6,69 (m, 2H) e 6,95 (m,
2H) com um padrdo de acoplamento AA'BB’ de anel aromético para-
substituido; em 6 2,92 (dd, J=13,7; 5,5 Hz, 1H) e 2,74 (dd, J=13,7; 7,4 Hz, 1H),
atribuidos ao grupo de hidrogénios diastereotépicos; e, por fim, o sinal em &
3,60 (dd, J=7,4; 5,5 Hz, 1H), atribuido ao hidrogénio metinico a-carbonilico.

O aminoacido L-fenilalanina também foi esterificado utlizando a
metodologia de SOCI,/MeOH nas mesmas condi¢bes da esterificacdo da L-
tirosina e o produto (25c¢) foi obtido na forma de cloridrato, com rendimento de
50%.

No espectro de RMN de *H (DO, 500 MHz) do composto (25c) destaca-
se a presenca de um sinal de metila em 0 3,85 (s, 3H) correlacionado ao sinal
de carbono carbonilico em o 169,8 pelo espectro de HMBC. Outros sinais
observados foram os sinais dos hidrogénios diastereotopicos em & 3,25 (dd,
J=14,7, 7,8 Hz, 1H) e 4 3,34 (dd, J=14,7, 5,5 Hz, 1H), do hidrogénio metinico a-
carbonilico em & 4,32 (dd, J=7,8, 5,5 Hz, 1H) e os hidrogénios aromaticos em &
7,29-7,37 (m, 4H) e 5 7,38-7,41 (m, 1H).

6.4.2. Preparacao do isotiocianato de  R-(+)-limoneno (26).
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Para a sintese do isotiocianato (26), o0 monoterpeno foi submetido a uma
reagdo com o acido isotiocianico em CHCI; a temperatura ambiente, para gerar
0 isotiocianato (26), produto majoritario (70%), e o tiocianato (30%) (27)
(Esquema 8).

A proposta mecanistica para essa reacdo estd apresentada na figura 25.
Inicialmente ocorre a protonacdo da dupla ligacdo levando ao carbocétion
terciario. O solvente da reacdo é pouco polar e aprotico e, desta forma, a
reacao ocorre por formacdo de par ibnico intimo. Em seguida, o nucledfilo
ambidentado (SCN), considerado um grupo mole, ataca o carbocation terciario,
formando o tiocianato como produto cinético da reacdo. A partir de uma reacao
de isomerizacdo que ocorre provavelmente através de par idnico intimo, ha a
formacéo, como produtos finais o isotiocianato (26) (produto majoritario por ser

termodinamicamente mais estavel) e o tiocianato (27) (produto minoritario).

4 )\

~
H—S—C=N e
N “’\/9' S—C=N SCN
Par iénico intimo llsomerizagéo
+ _—
® S—C=N

: Y
NCS SCN L o _
(26) (27) \/

Par ibnico intimo

Figura 25. Proposta mecanistica de formacao do isotiocianato e tiocianato de
R-(+)-limoneno.

No espectro de infravermelho do composto (26) foi observada uma
banda intensa entre 1957-2301 cm™ referente as deformacdes axiais do grupo
NCS, uma banda na regido de 2802-3054 cm™ referente as deformacées do
grupo C-H (C1' e C4’) e em 1463 cm™ referente as deformacdes angulares

assimétricas dos grupos metilas (C8’, C9’ e C10).
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Os espectros de HSQC e HMBC evidenciaram sinais para dez carbonos,
sendo trés metilénicos (6 24,5; 26,8 e 30,8), dois metinicos (& 120,0 e 44,6),
trés metilicos (5 26,4; 27,4 e 23,0) e um carbono quaternario sp® (3 64,2). O
sinal do carbono C2 néao foi observado no espectro, provavelmente, devido ao
seu alto tempo de relaxagao.

O surgimento de um sinal de metila em 6 23,0 e de um sinal de carbono
quaternario ligado a heteroatomo em & 64,2 evidenciou a substituicdo do grupo
vinilico pelo grupo isotiocianico. Outros sinais que evidenciaram a adicdo a
dupla exociclica sdo o desaparecimento do sinal dos hidrogénios olefinicos
terminais em & 4,68-4,71 (m, 2H) e o surgimento de um sinal de metila em &
1,65 (s, 3H) no espectro de RMN de *H do composto (26). Os dados de RMN

de H e ¥C encontram-se na tabela 7.

Tabela 7. Dados espectrais de RMN de *H, HSQC e HMBC do composto 26.

N° HSQC H HMBC
2 n.o. -

1 1341 - H10', H5’
2’ 120,0 5,35-5,38 (m, 1H) H10’
3 245 1,30-1,37 (m, 1H) H2’

1,86-1,93 (m, 1H)

& 446 1,62-1,65(m, 1H) H8, HY', H2’
5 268 1,79-1,88(m, 1H)  H4', H5’
2,06-2,13 (m, 1H)

6 30,8 2,00-2,06 (M, 2H) H2’

7 64,2 - H8', HY’
8 264 1,37 (s, 3H) HY’

9 274 1,40 (s, 3H) Hg’

100 23,0 1,65 (s, 3H) H2’

6.4.3. Sintese das tioureias (22a-c).

Na sintese das tioureias terpénicas, foi utilizada a metodologia de
sintese da tiohidantoina (14) (TENG et al., 2005). Seguindo o procedimento
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apresentado, o isotiocianato de R-(+)-limoneno foi adicionado a uma
suspensao de éster de cada aminoacido em CH,Cl, e a mistura foi agitada por
72 h. Apds purificacdo por cromatografia em coluna, os produtos (22a-c) foram
obtidos na forma de um solido amarelo com um rendimento de 43%, 21% e
17%, respectivamente. As rotacdes especificas dos compostos (22a) e (22b)
foram, respectivamente, [0]p?° +235,8° (c 0,4, CHCls) e [a]p?® +52,0° (c 0,8,
CHCly).

Por andlise dos espectros na regido do Infravermelho e Ressonancia
Magnética Nuclear uni (*H e *3C) e bidimensionais (HSQC e HMBC), os
compostos obtidos foram caracterizados como as tioureias (22a-c) (Esquema
7). A proposta de mecanismo passa pelos passos iniciais do mecanismo de
formacao da tiohidantoina (14), como apresentado na figura 24, parando antes
da formacé&o do anel tiohidantoinico.

Os espectros no infravermelho dos compostos (22a) e (22b)
apresentaram grande semelhanca. As principais bandas observadas foram na
regido de 3400-3200 cm™ atribuida aos estiramentos de ligacdo N-H; em 1734
e 1735 cm™, atribuidas ao estiramento da ligacdo C=0 de éster dos compostos
(22a) e (22b), respectivamente; e em 1207 e 1215 cm-1, atribuidas ao
estiramento da ligagdo C-O dos compostos (22a) e (22b), respectivamente. Os
movimentos vibracionais das ligacbes do grupo tioureia (NCSN) d&o origem a
quatro bandas com contribuicdo de v(C-N) + d(NH) (1), v(C-N) + v(C=S) (Il e IlI)
e v(C=S) (IV), em que v = estiramento e & = deformacgéo angular (ESTEVEZ-
HERNANDEZ et al., 2005). Uma vez que essas bandas s&o observadas em
uma regido com absor¢des caracteristicas de outros grupos (tais como
estiramentos das ligagbes C=C de anel aromatico e C-0O), € dificil a
identificacdo do grupo tioureia. No entanto, uma provavel atribuicdo das quatro
bandas de absorcdo dos compostos (22a) e (22b) relacionadas ao grupo

tioureia esta apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8. Bandas de absor¢cdo observadas no espectro de IV referentes aos
movimentos vibracionais do grupo tioureia na regido de 1600-700 cm™.

Bandas de absor¢éo

Compostos I T m ™,
22a 1534 (F) 1373 (m) 1178 (m) 744 (m)
22b 1515 (F) 1370 (m) 1179 (m) 733 (f)

Intensidade: (F): forte; (m): média; (f): fraco.

Os espectros de RMN *H dos compostos (22a-c) apresentaram grande
semelhanca nos sinais referentes a unidade terpénica e a unidade formadora
do anel tiohidantoinico, diferenciando-se apenas nos sinais referentes a
unidade derivada de aminoacido. Em relagdo a unidade terpénica, em ambos
0s espectros foi observado um sinal em & 5,30-5,40 (m, 1H) referente ao
hidrogénio olefinico da dupla endociclica. Outros sinais caracteristicos dessa
unidade sdo os sinais de metila H8”, H9” e H10” (Tabela 9).

A presenca do sinal de metila em torno de 9 3,70 (s, 3H) correlacionado
ao sinal de carbono carbonilico em & 172,6 pelo espectro de HMBC evidenciou
o ndo fechamento do anel tiohidantoinico. A formacédo da unidade tioureia foi
evidenciada pela presenca do sinal de carbono carbonilico em torno de 6 180
no espectro de RMN *3C dos compostos. Outra evidéncia da formacdo dessa
unidade sao as correlagcdes de HMBC entre os sinais de hidrogénio NH-1 com
os carbonos carbonilico de éster em & 172 e da tioureia em & 180, aléem da

correlacédo do sinal de NH-3 e o carbono quaternario C-1" e a metila C-9”.
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22b R=OH

L 228 22c R=H
Tabela 9. Dados espectrais de RMN de 'H, "*C e HMBC dos compostos (22a-c) (CDCl;, 500MHz e 125MHz, ppm).
22a 22b 22¢
N ®c H HMBC =c H HMBC “c H HMBC
T - 6,17 (d, J= 7,2 Hz, 1H) — 6,10 (d, 9= 7,4 Hz, 1H) - 6,15 (d, J= 7,2 Hz, 1H)
2 1804 - HS5 1800 - 1798 - H5
3 - 6,06 (s, 1H) - 6,09(s, 1H) - 6,19 (s, 1H)
4 1728 - HS, H1', H1" 1726 - H5, HL', H1", 1723 - H1, HL, HL",
H1 H5
5 587 541(m, 1H) HL” 50,0  5,40-5,42 (m, 1H) 50,2 550 (ddd, J= 7,3, 5,8, 43 Hz, H1, H1™, HY'
1H)
1" 524  3.74(s, 3H) 52,7 3,78 (s, 3H) 523 3,82 (s, 3H)
" 584 - H8", HO" 582 - H8" HO", H3 585 - H3, H8", HO"
2" 424 1,61-1,80 (m, 2H) H3", H6", H8", 426 1,76-1,82(m, 1H) H8", Ho" 423 1,79-1,83 (m, 1H) H6", H8", HO"
Ho"
g 3 232  114-121(m, 1H) He" 26,5 1,76-1,82 (m, 1H) 26,7 1,83-1,90 (m, 1H) H6"
2 1,93-1,98 (m, 1H) 2,00-2,07 (m, 1H)
€ 4 308 181-194(m, 3H) H6" H3" H10" 30,7 1,93-1,98 (m, 2H) 31,0  1,95-2,00 (m, 2H) H6", H10"
$ 5 1340 - H10" 1342 - H6" 1335 - H10"
L 6 1199 530-5,32 (m, 1H) H10" 1202  5,36-5,39 (m, 1H) 1199 5,42 (m, 1H) H10"
S 77 265 1,61-1,80 (m, 2H) H6" 240  1,24-1,26 (m, 2H) 240  1,25-1,31(m, 1H)
< 1,81-1,94 (m, 3H)
8" 246 1,07 (s 3H) 252 1,19 (s, 3H) 250 1,23 (s, 3H) H3, Ho"
9" 247 1,13(s 3H) 249 1,29 (s, 3H) H3 250 1,33 (s, 3H) H3, H8"
10" 232 1,66 (s, 3H) 230 1,68 (s, 3H) H6" 233 1,73 (s, 3H) H6"
T 272 362 (dd, J= 14,9, 5,5 Hz, 1H) 36,9 3,36 (dd, J= 14,1, 5,7 Hz, H5, H3' 376 342(dd, J=1309,58 Hz, IH) _ H3, H7, H5
5. 3,39 (dd, J= 14,9, 4,2 Hz, 1H) 1H) 3,16 (dd, J= 13,9, 4,3 Hz, 1H)
g < 3,16 (dd, J= 14,1, 4,2 Hz,
= C
55 1H)
SE 2 1098 - 1270 - H5 1359 - H4, H6', Hs,
gk HL'
S0 3 1229 695(d J=23Hz, 1H) 1305 6,69-6,72 (m, 2H)
ST g . n.o. 1158  6,91-6,95 (m, 2H);
5 1366 - 1551 - H3', H4'
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9

10’

1111
122,2

119,7

118,8
127,6

7,33 (dt, J= 8,0, 0,9 Hz, 1H)
7,17 (ddd, J= 8,0, 7,0, 0,9 Hz,
1H)

7,09 (ddd, J= 8,0, 7,0, 0,9 Hz,
1H)

7,54 (dt, J= 8,0, 0,9 Hz, 1H)

59



6.4.4. Testes de ciclizac&o da tioureia (22a)

Os testes iniciais de formacdo do anel tiohidantoinico foram feitos
utilizando a tioureia derivada do triptofano (22a), avaliando-se a condicdo de
reacao de temperatura. Assim, inicialmente, a reacdo de formacao da tioureia
foi repetida nas condi¢cdes experimentais anteriores, que sao temperatura
ambiente, trietilamina como catalisador e diclorometano como solvente para
pré-formacédo da tioureia. Ap0s 72h de reacdo em temperatura ambiente, o
sistema foi mantido sob refluxo a 40-50°C por 10h, sendo acompanhada por
CCDA. Apés separacado dos produtos por cromatografia de coluna em silica gel
e caracterizacdo dos produtos isolados, nédo foi verificada a formagédo da
tiohidantoina; apenas a tioureia (22a) foi formada, com maior rendimento
(aumentou de 36 para 43%). Assim, é necessario um estudo da metodologia de
formacdo da tiohidantoina, variando condicdes como temperatura (testar
temperaturas mais altas), tempo de reacgdo, solvente e meio acido usando
acido trifluoracético (SIM e GANESAN, 1997).

Uma provavel explicacdo para a nédo-ciclizacdo do anel tiohidantoinico
na sintese dos derivados terpénicos € o impedimento estérico no carbono
terciério ligado ao nitrogénio N-3, dificultando o ataque a carbonila do éster e
aumentando a energia do estado de transicdo de formacdo do anel
tiohidantoinico. Trabalhos relatados na literatura (SIM e GANESAN, 1997,
ELOKDAH et al., 2004) mostram que provavelmente hd uma correlacdo entre
padrao de substituicdo e ciclizagdo da tioureia, umas vez que a ciclizacao de
tioureias a tiohidantoinas com grupos volumosos em N-3 apresentou baixos

rendimentos ou nao foram formadas.
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7. Atividades biolégicas
7.1. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato bruto e das fracdes das folhas de
Psychotria sp. foi avaliada através da percentagem de reducdo inicial do radical
estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) pelas amostras em diferentes
concentracfes. Na presenca de um antioxidante que possa doar um elétron
para o DPPH, a cor roxa tipica do radical estavel muda para cor amarela e a
mudanca de absorbancia a 515 nm é monitorada por espectrofotometria. Os
valores de Clsp (concentracdo da amostra necessaria para diminuir 50% de
radicais livres) das amostras analisadas (Tabela 10) foram obtidos a partir da
andlise de regressdao linear e mostraram bons valores de correlagéo (r > 0.99).

Quanto menor o valor de Clsp, maior a capacidade antioxidante da amostra.

Tabela 10. Atividade antioxidante do extrato bruto e fracdes das folhas e
galhos de Psychotria sp.

Clso (g.mL ™)?

Extrato/Fracéo

Folhas Galhos
Bruto 105,42 + 2,43a 204,17 £ 3,74a
F. CH,Cl, 186,50 + 5,23b 101,44 £ 5,67*b
F. AcOEt 47,99 + 3,59c -
F. n-BuOH 46,25 + 2,18c 198,37 + 8,83a
F. MeOH/H,0O 44,29 + 2,88¢ 148,02 £ 2,07c

Acido ascorbico® 1,70 £ 0,01d
BHT® 7,40 +0,23e

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey-Kramer. * Média *
desvio-padréo (n=3). ®Controle positivo; dados de ICso reportados de Staden e colaboradores (2011); * valor referente a

mistura das fracdes CH,Cl, e AcOEt.
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Figura 26. Atividade antioxidante do extrato bruto e fracoes das folhas e galhos
de Psychotria sp. Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem a nivel de
5% pelo teste de Tukey-Kramer.

O extrato bruto e a fracdo diclorometano das folhas e todas as fracbes
dos galhos de Psychotria sp. apresentaram fraca atividade antioxidante (>100
pug/mL), cujos valores de Clsp foram estatisticamente superiores (p < 0,05) aos
das fracdes acetato de etila, butandlica e hidrometandlica das folhas, que
apresentaram moderada atividade antioxidante (em torno de 40 pg/mL). A
moderada atividade antioxidante das fracdes mais polares das folhas pode ser
atribuida a presenca majoritaria dos alcaloides indélicos monoterpénicos, cuja
atividade sequestradora moderada de radicais livres foi reportada em literatura
(BOLZANI et al., 2004).

Na literatura, ha duas propostas de mecanismo radicalar que explicam
a acdo antioxidante dos alcaloides inddlicos. Segundo Herraiz e Galisteo
(2003), um possivel mecanismo da a¢édo antioxidante dos alcaloides indolicos
envolve a formacgao do cation indolil (28) ou do radical neutro (29) (Figura 27,
mecanismo I) por meio da transferéncia de um elétron para o radical livre como
um primeiro passo em sua acdo como antioxidantes. Outra proposta de
mecanismo envolve a formacdo do radical intermediario (30) (Figura 27,
mecanismo Il) estabilizado pela delocalizacdo do elétron desemparelhado (30a-
30b) (BOOTH et al., 1989). Esta proposta € consistente com observacdes de
que a ligacdo dupla alilica é necessaria para atividade de substratos cuja a¢ao
ocorre através de mecanismos radicalares, tais como frente a enzima

monoaminaoxidase B (BOOTH et al., 1989) e que somente a posicdo alilica
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Figura 27. Possiveis espécies formadas na reacdo dos alcaloides inddlicos
com radicais livres que explicam a atividade antioxidante dessa classe.

7.2. Atividade inibitéria das enzimas monoaminoxida  ses, relacionadas a
doencas neurodegenerativas

Os alcaloides inddlicos de Psychotria sp. 6 e 7 e a hidantoina 20 e a
tiohidantoina 14 foram submetidos a uma triagem preliminar para avaliagdo de
seu efeito sobre as enzimas monoaminoxidase A (MAO A) e B (MAO B). Os
resultados (Tabela 11) mostram que dentre os compostos avaliados, a
hidantoina (20) apresentou maior inibicdo da MAO A na concentracdo de 100
MM. Levando em consideracdo que o grupamento comum a esses compostos €
o inddlico, esses dados sugerem que essa unidade contribui para a resposta de
inibicdo das enzimas MAO. Ensaios complementares para determinacdo do

Clso dos compostos estdo sendo realizados.

Tabela 11. Porcentagem de inibicdo das enzimas enzimas monoaminoxidase
A (MAO A) e monoaminoxidase B (MAO B).

MAO-A MAO-B
(% Inibig&o) (% Inibicao)
Bahi?ffosm )A (6) 56,93 + 1,82 N.I.
Deso?‘f;’gdm')i”a O 85,99 + 0,83 68,04 + 2,43
Hid?lnotgiﬂi/l §2°) 98,35+ 2,15 N.I.
Tiohi(dgasrgcma)l (14) 98,35+ 1,13 46,72 + 16,48

N.l.: No inhibition (inibicdo menor que 10%).
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8. MATERIAIS E METODOS

8.1. Instrumentagao e procedimentos gerais

O material vegetal coletado foi pulverizado em moinho de facas
Marconi. Para concentrar as solucdes utilizou-se evaporador rotatorio, modelo
MA 120 da marca MARCONI®.

As reagOes foram realizadas em solventes destilados e reagentes das
marcas Synth, Fluka, Aldrich, Vetec, Acros Organic e Merck. O metanol
utilizado como solvente nas reacfes foi seco segundo a metodologia de
Friedman e colaboradores (1961).

As colunas cromatograficas (CC) foram realizadas em coluna de vidro,
utilizando silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) Merck. O didmetro interno e a altura
das colunas variaram de acordo com a quantidade de material a ser
cromatografado. Os eluentes foram ajustados de acordo com cada amostra. As
analises de cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram feitas
em placas de silica gel 60 GFzs4 suportada em placa de vidro. Os métodos de
revelacao utilizados em procedimentos de CCDA foram os de irradiagdo com
luz UV (254 e 366 nm), exposicdo a vapores de iodo e/ou acido sulfarico
seguido de aquecimento. Os agentes reveladores empregados na deteccéo
das amostras em CCDA e CCDP foram luz UV (254 e 365 nm), reagente de
Dragendorff (especifico para deteccdo de compostos nitrogenados),
anisaldeido e solucéo de acido sulfuarico (MeOH/H,SO,4 1:1 v/v, seguido de
aguecimento).
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Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram obtidos
em espectrometro Bruker Avance 11I-500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para
13C) no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do IQ/UFG. Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como padrdo de
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou o préprio solvente deuterado. Os
solventes utilizados para diluicdo das amostras foram CDClz;, CD3;0OD, DMSO-
ds e acetona-ds (Cambridge Laboratories Isotopes).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrofometro PerkinElmer, modelo Spectrum 400, na regido de 4000 a 400
cm™ em pastilhas de KBr. Os espectros na regido do ultravioleta foram no
espectrofotometro Lambda 45 da PerkinElmer entre 200-500 nm.

Os pontos de fuséo (PF) foram determinados em aparelho Karl Kolb, da
Scientific Technical Supplies. As medidas de desvio da luz plano-polarizada
foram obtidas no polarimetro ADP 440 Polarimeter BS em um tubo de

comprimento de 0,5 dm.

8.2. Extracdo dos constituintes quimicos

Partes aéreas de Psychotria sp. (Figura 28) foram coletadas em abril
de 2011 na fazenda de vida silvestre Vaga Fogo, Pirendpolis-GO. O género foi
identificado pelo Prof. Dr. Piero Giuseppe Delprete e a identificacdo da espécie

ainda esta sob investigacéo.

Figura 28. Psychotria sp.
As partes aéreas coletadas foram separadas em trés grupos: frutos,
galhos e folhas, os quais foram secos ao ar livre, moidos em moinho de facas e

submetidos a extracdo a frio com etanol 95% por percolacdo. A evaporagdo do
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solvente em evaporador rotatorio resultou no extrato bruto etandlico. A tabela
12 mostra o rendimento percentual de extragcdo do material vegetal.

Tabela 12. Rendimento das extracdes por percolacdo das partes aéreas de
Psychotria sp.

Material vegetal seco e

Extrato (g) Rendimento (%)
moido (g)
Folhas 405,76 29,83 7,4
Galhos 522,66 9,06 1,7
Frutos 165,91 9,94 6,0

Na particdo liquido-liquido dos extratos etandlicos das partes aéreas,
cada extrato foi solubilizado em uma mistura de MeOH/H,O (3:1). A solugéo
resultante foi transferida para um funil de separagéo e, em seguida, extraida
com hexano (3 x 200 mL), CH,ClI; (3 x 200 mL), acetato de etila (3 x 200 mL) e
n-butanol (3 x 200 mL). Devido a menor massa do extrato etandlico dos frutos,
este foi particionado apenas em hexano e diclorometano. As respectivas
fragcbes organicas foram secas com Nap;SO, anidro e concentradas em
evaporador rotatorio. A tabela 13 apresenta o valor das massas das fracdes
obtidas na particdo de todos os extratos.

Tabela 13. Particdo dos extratos brutos etandlicos das folhas, galhos e frutos.

Folhas Galhos Frutos
Fracdes Massa (g) Massa (g) Massa (g)
Hexanica 11,2 53 1,3
DCM 3,0 2,2 2,0
AcOEt 4,4 1,1 -
n-BuOH 3,3 7,1 -
Hidrometandlica 4,1 - 1,0
Total 26,0 15,7 4,3

8.2.1. Fracéo acetato de etila das folhas (FAF0)

A fracdo acetato de etila (2,6 g) das folhas (FAFo) foi submetida a
cromatografia em coluna de Diaion HP-20 (& = 4,0 cm e h = 26,5 cm) e eluida
em H,0, gradientes de MeOH:H,O (70, 40 e 20%) e MeOH, obtendo-se 43
fracOes, de aproximadamente 20 mL cada. As fracdes apds analisadas por
CCDA foram reunidas em 10 novas fracdes de acordo com os perfis
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cromatograficos apresentados (Tabela 14).
Tabela 14. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fracao

acetato de etila das folhas (FAFo0).

FracOes reunidas  Massa (mg) Eluente

1-4 73,5 H,O, MeOH: H,0O 70%

5-7 174,2 MeOH: H,O 40%

8 57,8 MeOH: H,O 40%

9-11 124.,8 MeOH: H,O 40%

12-21 157,4 MeOH: H,O 40%

22-25 189,5 MeOH: H,O 20%

26-36 1160,2 MeOH: H,O 20%

37-43 381,3 MeOH: H,O 20%

Massa total: 2,3 g

A fracdo 26-36 de FAFo (1,16 g) foi submetida a cromatografia em
coluna de florisil eluida em gradiente de diclorometano: metanol (80-100%),
obtendo-se 60 fracdes (Tabela 15), reunidas de acordo com perfil
cromatografico observado em CCDA.
Tabela 15. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo
26-36 de FAFo.

Fracdes reunidas  Massa (mg) Eluente
1-2 73,5 CH,Cl,:MeOH 80%
3-5 174,2 CH,Cl,:MeOH 80%
6-44 57,8 CH,Cl,:MeOH 80% e 90%
45-48 1248 MeOH 100%
49-60 157,4 MeOH 100%

Massa total: 587,7 mg

A fracdo 49-60 foi submetida a filtracdo com metanol e a parte soltuvel
foi identificada como o alcaloide desoxicordifolina (10 mg).

A fracdo 37-43 de FAFo (360 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna de florisil (@ = 2,0 cm e h = 11,5 cm) e eluida em diclorometano e
metanol em ordem crescente de polaridade. Um total de 77 fracGes foi coletado
(Tabela 16) e as fracdes foram reunidas de acordo com perfil cromatografico
(Tabela 17).
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Tabela 16. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo

37-43 de FAFo.

Fracdes

Eluente

Fracdes

Eluente

1-8
9-16
17-21
22-25
26-30
31-39
40-43

CH,Cl,:MeOH 4%
CH,Cl,:MeOH 10%
CH,Cl,:MeOH 14%
CH,Cl,:MeOH 18%
CH,Cl,:MeOH 22%
CH,Cl,:MeOH 28%
CH,Cl,:MeOH 32%

44-47
48-52
53-59
60-64
65-67
68-75
76-77

CH,Cl,:MeOH 36%
CH,Cl,:MeOH 40%
CH,Cl,:MeOH 46%
CH,Cl,:MeOH 50%
CH,Cl,:MeOH 60%
CH,Cl,:MeOH 70%
CH,Cl,:MeOH 86%

Tabela 17. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo

37-43 de FAFo.

Fracdes reunidas  Massa (mg)
1-10 73,5
11-44 174,2
45-77 57,8

Massa total: 305,5 mg

A fracédo 11-44 (174 mg) foi identificada como o alcaloide bahienosida

A.

8.2.2. Fracao butandlica das folhas (FBFo)

A fracdo butandlica das folhas (2,6 g) também foi submetida a

cromatografia em coluna de Diaion HP-20 (& = 4,0 cm e h = 26,5 cm) e eluida

em MeOH:H,O (1:1) e MeOH, obtendo-se 31 fracbes, de aproximadamente 20

mL cada. As fracdes ap0s analisadas por CCDA foram reunidas em 7 novas

fraces de acordo com os perfis cromatograficos apresentados (Tabela 18).
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Tabela 18. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo
butandlica das folhas (FBFo0).

Fracbes Massa (mg) Eluent e
1-10 2194 MeOH: H,O 50%
11-12 54,3 MeOH: H,O 50%
13-20 54,3 MeOH: H,0 50%
21-22 653,4 MeOH
23-24 293,6 MeOH
25-31 12,5 MeOH

Massa total: 1,3 g

A fracdo 25-31(12,5 mg), eluida em MeOH 100%, foi identificada como
o alcaloide bahienosida A .

8.2.3. Fracao diclorometano das folhas (FDFo)

A fracdo diclorometano das folhas (2,66 g) foi submetida a
cromatografia liquida sob vacuo (@ = 5,0 cm e h = 4,0 cm) usando como fase
estacionaria silica gel 60 para CCDA, eluida com hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 10

fracOes reunidas de acordo com perfil cromatografico (Tabela 19).

Tabela 19. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo
diclorometano das folhas (FDFo).

Fracbes Massa (mg) Eluente
1 57,3 Hexano: CH,Cl, 50%
2 7,6 Hexano: CH,Cl, 70%
3-5 316,7 CH,Cl,: AcOEt 20%
6-7 1258,6 AcOEt:MeOH 10 e 20%
8 273,6 AcOEt:MeOH 40%
9 53,9 AcOEt:MeOH 60%
10 43,6 AcOEt:MeOH 80%

Massa total: 2,0 g

A fracdo 6-7 da FDFo (1,2 g) foi submetida a cromatografia em coluna
de silica gel 60 (@ = 2,5 cm e h = 16,5 cm), utilizando acetato de etila e

gradiente de acetato de etila/metanol. Um total de 112 fracGes foi coletado e
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monitorado por CCDA de acordo com o perfil cromatografico (Tabela 20).

Tabela 20. FragOes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo 6-
7 (FDFo).

Fragbes Massa (mg) Eluente
1-5 26,7 AcOEt
6-10 31,5 AcOEt
11-51 166,9 AcOEt
52-68 635,1 AcOEt: MeOH 5, 10, 20%
69-112 252,3 AcOEt: MeOH 30, 40, 50, 65, 80%

Massa total: 1,1 g

A fracdo 6-51, eluida em acetato de etila: metanol 1-3%, foi lavada com
etanol fornecendo um solido branco identificado como sitosterol glicosilado (6
mg).

A fracdo 69-112 (6-7 FDFo) foi submetida a uma nova coluna
cromatografica de silica gel 60 (& = 1,5 cm e h = 13 cm), utilizando CH,Cl, e
gradiente de CH,Cl,/metanol. As fracdes foram reunidas de acordo com perfil
cromatografico por CDDA (Tabela 21).

Tabela 21. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo
69-112 (6-7 FDFo).

Fracdbes Massa (mg) Eluente
1-14 10,1 CH,Cl,:MeOH 1%
15-26 4,6 CH,Cl,:MeOH 5%
27-29 15 CH,Cl>:MeOH 10%
30-34 1,4 CH,Cl,:MeOH 15%
35-45 5,0 CH,CIl,:MeOH 15%
46-52 7,2 CH,Cl;:MeOH:NH,4OH (85:14:1)
53-60 23,8 CH,Cl,:MeOH:NH,OH (85:14:1)
61-74 39,4 CH,Cl,:MeOH:NH,OH (80:19:1)
75-92 17,4 CH,Cl,:MeOH:NH,OH (70:28:2)
93-99 9,8 CH,Cl,:MeOH:NH,OH (60:37:3)
100-102 7,3 CH,Cl,:MeOH:NH,4OH (60:37:3)
103-110 8,1 CH,Cl;:MeOH:NH,4OH (50:46:4)

Massa total: 135,6 mg

A fracdo 61-74 (61-112) (6-7 FDFo) foi submetida a uma nova coluna
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cromatografica de silica gel 60 (& = 0,75 cm e h = 12,5 cm), utilizando CH,Cl, e
gradiente de CH,Cl,/metanol (Tabela 22). As fracdes foram reunidas de acordo

com perfil cromatografico por CDDA.

Tabela 22. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fracéo
61-74 (69-112) (6-7 FDFo).

Fracdes Massa (mg) Eluente
1-14 7,8 CH,CIl;:MeOH 5, 10%
15-18 4,7 CH,Cl;:MeOH 20%
19-22 4,1 CH,Cl,:MeOH 25%
23-36 6,0 CH,Cl,:MeOH 30, 40, 50, 60%
37-46 2,8 CH,Cl,:MeOH 60, 70, 80, 90%
47 6,3 MeOH

Massa total: 31,7 mg

A fracdo 23-36 (6,0 mg) foi identificada como o acido

desoxicordifolinico
8.2.4. Fracao diclorometano e acetato de etila dos galhos (FDAG)

As fracdes diclorometano e acetato de etila dos galhos (2,1 g) foram
reunidas antes de serem cromatografadas por apresentarem o mesmo perfil
cromatografico em cromatografia em camada delgada (eluida em CH,Cly:
MeOH 15%). A fracao reunida foi submetida a uma coluna de Sephadex (@ = 4
cm e h = 40 cm), usando gradiente em ordem crescente de polaridade de
CH.Cl, e MeOH, resultando em um total de 80 fracfes (Tabela 23).

73



Tabela 23. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo

FDAG.
Fracbes  Massa (mg) Eluente Fracdes Massa (mg) Eluente
1-8 379,9 CH,Cl, 39 2,2 CH,Cl,:MeOH 10%
9-10 402,7 CH,CI, 40-47 12,0 CH,Cl,:MeOH 10%
11-13 255,0 CH,CI, 48-59 390,4 CH,Cl,:MeOH 10%
14-18 66,4 CH,Cl, 60-69 88,6 CH,Cl,:MeOH 20%
19-21 63,6 CH,Cl, 70-72 58,9 CH,Cl,:MeOH 50%
22-34 48,3 CH,CI, 73-80 151,2 MeOH
35-38 54 CHaClL:MeOH 81 67,7 MeOH
10%

identificada como a mistura de esteroides sitosterol

Massa total: 2,0 g

A fragdo 10-23, eluida em CH,CI, 100%, foi lavado com etanol e

glicosilados (5,6 mg).

e estigmasterol

A fracdo 60-69 foi submetida a cromatografia em coluna de florisil

usando gradiente de CH,Cl, e MeOH (Tabela 24) e as fra¢gOes coletadas foram

reunidas de acordo com perfil cromatogréafico (Tabela 25).

Tabela 24. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fracéo
60-69 (FAFo).

Fracoes

Eluente

Fracoes

Eluente

1

o N o O b~ W0DN

©
=
~

CH,Cl,:MeOH 2%
CH,Cl,:MeOH 4%
CH,Cl,:MeOH 8%
CH,Cl,:MeOH 10%
CH,Cl,:MeOH 12%
CH,Cl,:MeOH 16%
CH,Cl,:MeOH 18%
CH,Cl,:MeOH 20%
CH,Cl,:MeOH 26%

18-19
20-24
25-28
29-33
34-37
38-42
43-45
46-50

CH,Cl,:MeOH 30%
CH,Cl,:MeOH 34%
CH,Cl,:MeOH 40%
CH,Cl,:MeOH 50%
CH,Cl,:MeOH 60%
CH,Cl,:MeOH 70%
CH,Cl,:MeOH 80%
CH,Cl,:MeOH 90%
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Tabela 25. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragcéo
60-69 (FDAG).

Fracbes Massa (mg)

1-5 8,8
6-11 12,7
12-18 52
19-23 3,7
24-38 27,8
39-45 10,0
46-50 11,0

Massa total: 78,2 mg
A fracdo 46-50, que se mostrou pura por CDDA, foi submetida a

analises espectroscopicas e identificada como o alcaloide desoxicordifolina

8.2.5. Fracéo diclorometano dos frutos (FDFr)
A fracdo diclorometano dos frutos (1,3 g) foi submetida a cromatografia
liguida sob véacuo, eluida com hexano, diclorometano, acetato de etila e

metanol, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 5 fragces (Tabela 26).

Tabela 26. Fracdes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fracéo

diclorometano dos frutos.

Fracbes Massa (mg) Eluente
1 111,5 CH,Cl,
2 497,2 CH,Cl,: AcOEt 50%
3 90,4 AcOEt
4 823,1 AcOEt:MeOH 50%
5 37,3 AcOEt:MeOH 80%

Massa total: 1,6 g
A fragéo 4 (0,82 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna de
florisil, eluida com diclorometano, acetato de etila e metanol, coletando um total
de 60 fracbes (Tabela 27).
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Tabela 27. FracOes coletadas a partir da cromatografia em coluna da fragéao 4
da FDFr.

Fracbes Massa (mg) Eluente

1-4 7,9 CH.Cl,
5-14 19,7 CH,Cl,:MeOH 5%
15-16 9,8 CH,Cl,:MeOH 5%
17-26 44.8 CH,Cl;:MeOH 15%
27-39 73,1 CH,Cl;:MeOH 30%
40-55 90,5 CH,Cl,:MeOH 50%
56-70 88,5 CH,Cl,:MeOH 80%

Massa total: 334,3 mg
A fragdo 5-14 foi lavada com etanol e identificada como a mistura de
esteroides sitosterol e estigmasterol glicosilados.

8.3. Sinteses
8.3.1. Preparacéao da hidantoina (20).

Em um baldo de 25 mL, uma mistura de L-triptofano (204,2 mg, 1,0
mmol) e KOCN (97,3 mg, 1,2 mmol) em agua (5 mL) foi mantida sob agitacédo a
70 °C por 30 min. ApGs a solucao ter sido resfriada a temperatura ambiente,
HCI concentrado (12 M, 1,0 mL) (concentracdo final = 2 M) foi adicionado a
solugcédo e a mesma foi mantida sob agitacao por mais 30 min. Ao N-carbamoil-
L-triptofano obtido, foi adicionado 5 mL de HCI 2 M, e o precipitado foi coletado
e lavado duas vezes com HCI 2 M (20 mL) por centrifugacdo. Apos a lavagem,
o precipitado foi ressuspendido em HCI 2 M (20 mL) e mantido sob agitacéo a
100 °C por 30 min. Em seguida, a mistura foi mantida em banho de gelo por
12h para completa cristalizagdo. Os cristais foram coletados por centrifugacéo
e lavados com agua gelada e em seguida suspensos cuidadosamente em uma
solucdo de NaOH (2 M seguida de 0,5 M) mantendo-se o pH = 7. Os cristais
insoltveis foram coletados por centrifugacao e lavados com agua (50 mL). Os
cristais na forma de agulha incolores foram purificados por recristalizagdo com
agua para obter a hidantoina (20) (146 mg, 0,64 mmol, 64% de rendimento).
Hidantoina (20) (Rendimento: 64%). p.f. 240-242 °C; [a] p** = -72,0° (¢ 1,0,
MeOH/DMSO); RMN *H: (DMSO-dg, 500 MHz, ppm): 10,89 (s, 1H), 10,36 (s,
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1H), 7,89 (s, 1H), 7,54 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,32 (dt, J= 7,9; 1,0 Hz, 1H), 7,12 (d,
J= 2,0 Hz), 7,05 (ddd, J= 7,9; 7,0; 0,8 Hz, 1H), 6,96 (ddd, J= 7,9; 7,0; 1,0 Hz,
1H), 4,30 (tl, J= 4,9 Hz, 1H), 3,06 (d, J= 4,9 Hz, 2H). IV (KBr): 3401, 3317,
1772, 1713, 1419, 756 cm™.

8.3.2. Preparacéo da 5-indolmetil-tiohidantoina (21 ).
8.3.2.1. Preparacéo da l-acetil-5-indolmetil-tiohid  antoina (24).

L-triptofano (204 mg, 1 mmol) e KSCN (98,6 mg, 1 mmol) foram
macerados em um almofariz e transferidos para um baldo, no qual foi
adicionado anidrido acético (0,4 mL). A mistura foi aquecida a 90 °C por 30
min, resultando em uma solu¢do amarelo-clara. Apos 0 aquecimento, a mistura
foi lavada com NaHCO3; 5%, e extraida com acetato de etila. A fase organica foi
seca com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatoério,

resultando no produto na forma de um sélido marrom.

1-acetil-5-indolmetil-tiohidantoina  (24). ( Rendimento: 62%). RMN H:
(CD3OD, 500 MHz, ppm): 7,42 (d, J=8,0 Hz, 1H), 7,29 (d, J=8,0 Hz, 1H), 7,05
(t, J=8,0 Hz, 1H), 6,97 (t, J=8,0 Hz, 1H), 6,92 (s, 1H), 4,87 (dd, J=5,7; 2,3 Hz,
1H), 3,69 (dd, J=15,0; 5,7 Hz, 1H), 3,38 (dd, J=15,0; 2,3 Hz), 2,63 (s, 3H, O-
CHy).

8.3.2.2. Hidrélise da 1-acetil-5-indolmetil-tiohida  ntoina

1-acetil-5-indolmetil-tiohidantoina (179 mg, 0,6 mmol) e HCI 2M (2 mL)
em 2 mL de etanol foram aquecidos a temperatura de refluxo e mantidos a esta
temperatura por 5 h. O desenvolvimento da reagcao foi acompanhado por
cromatografia em camada delgada. Apds o aquecimento, a mistura foi lavada
com NaHCO3 5%, e extraida com acetato de etila. A fase organica foi seca com
Na,SO, anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio, resultando no

produto na forma de um sélido marrom.

5-indolmetil-tiohidantoina  (21) (Rendimento: 58%). RMN *H: (CDsOD, 500
MHz, ppm): 7,57 (dt, J=7,7; 1,0 Hz, 1H), 7,31 (ddd, J=7,7; 7,0; 1,0 Hz, 1H), 7,11
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(s, 1H), 7,08 (ddd, J=8,0; 7,0; 1,0 Hz, 1H), 7,00 (ddd, J= 7,7; 7,0; 1,0 Hz, 1H),
4,47 (dd, J=5,7; 4,6 Hz, 1H), 3,28 (ddd, J= 15,0; 4,6; 0,8 Hz, 1H), 3,22 (ddd, J=

15,0; 5,7; 0,5 Hz). IV (KBr): 3393, 3210, 2922, 1748, 1525, 1307, 1161, 744 cm’
1

8.3.3. Esterificacdo dos aminoacidos  L-triptofano (23a), L-tirosina (23b) e
L-fenilalanina (23c)

8.3.3.1. Método de esterificacao utilizandoH ,SO,/ MeOH

O aminoacido (2,0 g) foi suspendido em 20 mL de MeOH e gotas de
H,SO, foram adicionadas até completa dissolugcdo do aminoacido. Apos 24
horas sob refluxo, a mistura foi concentrada em evaporador rotatério e
neutralizada com solucdo saturada de NaHCO3; e o produto extraido com
acetato de etila. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e
concentrada em rotaevaporador. A tirosina foi obtida na forma de um solido
cristalino incolor com um rendimento de 25%. Para a reagdo com o triptofano,

nao se observou a formacao do produto esperado.

Ester da tirosina (25b). (Rendimento: 25%). p.f. 133-135°C; [a]p** +23,0° (c
2.0, MeOH); RMN H (CDsOD/CDCls, 500 MHz, ppm): 6,95 (ddd, J= 8,4; 2.6:
1,9 Hz, 2H), 6,69 (ddd, J=8,4; 2,6; 1,9 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,60 (dd, J=7,4; 5,5
Hz, 1H), 2,92 (dd, J=13,7; 5,5 Hz, 1H), 2,74 (dd, J=13,7; 7,4 Hz, 1 H). RMN 13C
(CD3;0OD/CDCl3, 125 MHz, ppm): 175,2; 155,8; 130,8; 129,6; 127,3; 116,1;
114,9; 55,8; 51,4; 39,7. IV (KBr): 3443, 3336, 2932, 2610, 1745, 1598, 1516,
1258, 1179, 1020, 840 cm™.

8.3.3.2. Método de esterificacdo utilizando SOCI

A uma suspensao de aminoéacido (2,0 g) em 30 mL de MeOH seco em
banho de gelo, 1,6 mL de SOCI, recém destilado foi adicionado gota a gota. O
sistema de reacéo foi mantido sob refluxo por 16h.

Tratamento para obtencéo do éster do L-tirosina . A mistura reacional
foi concentrada em evaporador rotatorio e neutralizada com solucdo saturada

de NaHCOg3; e o produto extraido com acetato de etila. A fase organica foi seca
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com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério. O produto

foi obtido na forma de um solido cristalino incolor com um rendimento de 58%.
Tratamento para obtencéo do cloridrato do éster do L-triptofano. A

mistura foi concentrada em evaporador rotatorio e o solido foi lavado com éter

etilico e filtrado para obten¢éo do produto como um sdélido incolor.

Cloridrato do éster metilico do triptofano (25a) (Rendimento: 99%). [a]p**
+11,8° (c 2,0, MeOH); RMN *H (CD;0D, 500 MHz, ppm): 7,54 (dI, J=7,8 Hz,
1H), 7,40 (dl, J=8,0 Hz, 1H), 7,21 (s, 1H), 7,14 (ddd, J=8,0; 7,2; 1,0 Hz, 1H),
7,07 (ddd, J=7,8; 7,2; 1,0 Hz, 1H), 4,33 (dd, J=7,0; 5,6 Hz, 1H), 3,79 (s, 3H),
3,46 (dd, J=15,1; 5,6 Hz, 1H), 3,37 (dd, J=15,1; 7,0 Hz, 1H). IV (KBr): 3291,
3264, 3000, 2870, 1749, 1579, 1503, 1437, 1228, 1110, 731 cm™.

8.3.4. Preparacéao da tiohidantoina (14)

A uma suspensao de cloridrato de éster metilico do triptofano (508 mg, 2
mmol) em CH,CI, (15 mL) foi adicionado EtsN (0,2 mL). Apds agitacdo por 10
min, foi adicionado MeNCS (148 mg, 2 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 48h. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, eluido em hexano: CH,Cl, 80%, e obtido

na forma de cristais de cor laranja.

Tiohidantoina (14) (p.f. 155-158 °C; rendimento: 40%). RMN *H (CDCls, 500
MHz, ppm): 8,15 (s, 1H, NH), 7,58 (dt, J=7,9; 0,8 Hz, 1H), 7,38 (dt, J=8,0; 1,1
Hz, 1H), 7,22 (ddd, J= 8,0; 7,1; 0,8 Hz, 1H), 7,15 (ddd, J=7,9; 7,1; 1,1 Hz, 1H),
7,08 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 7,02 (s, 1H), 4,35 (ddd, J=9,9; 3,8; 1,3 Hz), 3,49 (ddd,
J=14,7; 3,8; 0,8 Hz, 1H), 3,20 (s, 3H), 2,98 (ddd, J= 14,7; 9,9; 0,4 Hz, 1H). RMN
13C (CcDCls, 125 MHz, ppm): 187,9; 178,8; 140,3; 130,8; 127,6; 125,7; 123,1;
122,0; 115,3; 111,9; 64,3; 31,3; 30,9. IV (KBr): 3387, 3303, 3223, 1729, 1646,
1515, 1444, 1331, 1281, 1232, 1122, 755 cm™.

8.3.5. Preparacao do acido isotiocianico e sintese do isotiocianato (26) e

do tiocianato (27) do R-(+)-limoneno.
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Para a reacao de formacao do isotiocianato, KSCN (0,55 mol, 53,4 g) e
KHSO,4 (0,55 mol, 74,8 g) foram triturados em um almofariz e, em seguida o
acido isotiocianico (HSCN) formado in situ foi extraido com 25 mL de
cloroféormio. A solucdo de HSCN em CHCI; foi filtrada sobre algoddo e
adicionada ao baldo contendo R-(+)-limoneno (0,11 mol). A reacéo foi mantida
na auséncia de luz e umidade durante 24 horas sob agitacdo e a temperatura
ambiente. O progresso da sintese foi acompanhado por CCDA usando
hexano:acetato de etila 30% como eluente e iodo ressublimado como
revelador. Apés o término da reacdo, o produto foi lavado com solucdo de
bicarbonato de sédio 5%, filtrado e concentrado em evaporador rotatorio para
fornecer as misturas de (26) e (27). O produto bruto da reacéo foi purificado em
coluna cromatografica de silica gel utilizando hexano como eluente, resultando

no isotiocianato (26) na forma de 6leo incolor.

Isotiocianato (26) (Rendimento: 70%). RMN *H: (CDCls, 500 MHz, ppm): 5,35-
5,38 (m, 1H); 2,06-2,13 (m, 2H); 2,00-2,06 (m, 2H); 1,86-1,93 (m, 2H); 1,66 (s,
3H); 1,62-1,65 (m, 1H); 1,40 (s, 3H); 1,38 (s, 3H). RMN *3C (CDCls, 125 MHz,
ppm): 134,1; 119,8; 64,2; 44,6; 30,7; 27,2; 26,9; 26,6; 24,3; 23,4. IV (KBr):
2922, 2850, 2088, 1447, 1371, 1162 cm™.

8.3.6. Preparacao das tioureias a partir do isotioc  ianato de limoneno e o
éster dos aminoacidos

A uma suspensao de 0,5 mmol do éster do aminoacido em CH.Cl, (5
mL), foi adicionado EtsN (0,2 mL) seguido de isotiocianato de limoneno (100
mg, 0,5 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 72h. O
produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel e obtido na
forma de 6leo amarelo.
Tioureia (22a) (Rendimento:). Eluente da coluna: CH,Cl, 100%. [a]p*° +52,0°
(c 0,8, CHCI3); RMN *H (CDCls, 500 MHz, ppm) e RMN *3C (CDCls, 125 MHz,
ppm): vide tabela 9. IV (KBr): 3405, 3360, 2927,1734, 1534, 1457, 1373, 1207,
744 cm™,
Tioureia (22b) (Rendimento: 21%). Eluente da coluna: Hexano: CH,Cl, 90%.
[a]o® +235,8° (¢ 0,4, CHCls). RMN 'H (CDCls, 500 MHz, ppm) e RMN C
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(CDCls, 125 MHz, ppm): vide tabela 9. IV (KBr): 3414, 3363, 2927, 1735, 1615,
1515, 1441, 1266, 1215 cm™.

Tioureia (22c) (Rendimento: 17%). Eluente da coluna: Hexano: CH,Cl, 80%.
RMN 'H (CDCl;, 500 MHz, ppm) e RMN *3C (CDCls;, 125 MHz, ppm): vide
tabela 9.

8.4. Atividade antioxidante
8.4.1. Método DPPH

A atividade antioxidante foi feita adaptando-se a metodologia proposta
por Roesler e colaboradores (2006). A analise fotocolorimétrica foi feita em
triplicata com o radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) na
concentracao inicial de 40 ppm em metanol (solucao trabalho). Retirou-se 2700
ML da solucédo trabalho de DPPH e completou-se o volume a 3000 pL com
diferentes concentracbes das amostras a serem analisadas. Preparou-se uma
solucdo controle utilizando-se 300 pyL de metanol e 2700 pyL da solucéo
trabalho, além de um branco utilizando-se 300 yL de amostra e 2700 yL de
metanol. O BHT (hidroxitolueno butilado) e o acido ascorbico foram
introduzidos como controles positivos. A mistura foi deixada por 30 min no
escuro a temperatura ambiente. A medida de absorbéancia foi realizada a 515
nm no espectro de luz UV. A atividade sequestrante do radical DPPH (%) foi

calculada segundo a equacao:

Atividade Sequestrante (%) = [(AControle ~AAmostra) /AControlel X 100

A concentracdo das amostras necessaria para sequestrar 50 % dos
radicais livres de DPPH (ICsp) foi determinada através de andlise de regresséo
linear da atividade sequestrante (%) em funcdo da concentracdo da amostra
utilizando o programa Origin 7.0.

8.4.2. Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados de atividade antioxidante que
apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade menor que
5% (p<0,05) aplicando-se ANOVA, seguida de comparacbes multiplas pelo
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teste de Tukey. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software GraphPad InStat 3.

8.5. Atividade inibitéria das enzimas monoaminoxida  ses, relacionadas a
doencas neurodegenerativas

Os ensaios de screening da atividade inibitéria das enzimas
monoaminoxidases (MAO) A e B pelos compostos isolados de Psychotria sp.
bem como os sintetizados foram realizados por método fluorimétrico baseado
em leitura de ponto final, utiizando o substrato kinuramina segundo
metodologia descrita por Novaroli e colaboradores (2006). Os testes foram
realizados em colaboracdo com o grupo de pesquisa do Laboratorio de
Farmacognosia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob supervisao

da professora Amélia T. Henriques.
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9. Conclussen
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9. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Psychotria sp. resultou no
isolamento dos alcaloides inddlicos bahienosida A, desoxicordifolina e &cido
desoxicordifolinico, além dos esteroides sitosterol e estigmasterol glicosilados.
Esse resultado contribui para os estudos taxondomicos do género e confirma a
estreita relagéo entre os géneros Palicourea e Psychotria.

Neste trabalho também foi apresentada a utilizagdo do monoterpeno R-
(+)-limoneno como substrato para a obtencdo de novas tioureias derivadas de
produtos naturais e de aminoacidos na intencdo de observar o efeito
cooperativo na atividade biolégica dessas unidades bioativas individualmente.
As condicOes de reacédo utilizadas permitiram o isolamento das tioureias (22a-
c) como intermediarios de tiohidantoina. Estudos de metodologia seréo
realizados para aumentar o rendimento da sintese de tiorueias e gerar as
tiohidantoinas. Neste trabalho, também foi apresentada a sintese das
conhecidas hidantoina (20) e das tiohidantoinas (21) e (14), com moderados a
bons rendimentos, com o intuito da avaliacdo de atividade antifingica e
antitumoral e inibicdo de enzimas monoaminoxidases.

Em testes preliminares, o alcaloide desoxicordifolina, a hidantoina (20)
e a tiohidantoina (14) inibiram as monoaminoxidases, como seletividade para a
MAO-A, sugerindo que a unidade indélica contribui para a resposta de inibicdo

das enzimas.
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Figura 29 . Espectro na regido de infravermelho e de ultravioleta (MeOH) do composto (6).
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Figura 30 . Espectro de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) do composto 6.
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Figura 34. Mapa de correlacdo de HMBC do composto 6.
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106



)

e,
—= i
E a0 E
[=%
- 8 = a
. » E £
. Fw g
F ] E ki
] : :
- - F 60 =
E o
. . 3 o
s E 80
_ - E
o - E 100
= . - _ E
= » - - E 120
—— - E_
= - E
= E 140
— - 3
L L B B B B L B L L L B L L I L L L L |||-_
85 &1 5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ]

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 38. Mapa de correlacdo de HSQC do composto 7.

107



= 20
3 - 3
. E 40
ﬂ E_
. £ 60
= - :
—_— - E 80
= = = - 100
= - - 3
= s % o £ 120
- - - :_
- - E
4 & - =140
1 E 160
- 8 E
- F
- E 180
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||_
85 8.0 75 70 65 5. :

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 39 . Mapa de correlacdo de HMBC do composto 7.

25 20 15

108

F1 Chemical Shift (ppm)



Absorbancia

T I T I T I T I
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura 40 . Espectro na regido de ultravioleta (MeOH) do composto 8.
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Figura 41 . Espectro de RMN de *H do composto 8.
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Figura 46 . Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) da hidantoina (20).
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Figura 52 . Espectro de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) do éster de triptofano (25a).

122



a0 i i e - ,
1 258 |
20 - 2 4500
m | o \
S 704 ] o0
[ ¢ v
E .
[14] [ap] g
2 G0 - I~ |
E % g a E o~ |I -
= | SR 2w |
NT w |
50 - - =
ﬁ § g FA
_ & ™
" 2 414
40+ 2 e ,
2 S —e, -y ~
T T T T T T T T T T T T T T PR W] (S | | .. — =1 . - — SE— l |
4000 2500 2000 2500 2000 1500 1000 500 199 7521 349 176, [ 439,90 S

Numero de onda (cm™)
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Figura 58 . Espectro de RMN de **C (CDCls/MeOD, 500 MHz) do éster da tirosina (25b).
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Figura 64 . Espectro de RMN de *H (CDCls;, 500 MHz) da tioureia do triptofano (22a).
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Figura 65 . Espectro de RMN de **C (CDCls, 125 MHz) da tioureia do triptofano (22a).
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Figura 67. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 500 MHz) da tioureia de tirosina (22b).
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Figura 68. Mapa de correlacdo de HSQC da tioureia de tirosina (22b).
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Figura 69. Mapé de correlacdo de HMBC da tioureia de tirosina (22b).
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Figura 70. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 500 MHz) da tioureia da fenilalanina (22c).
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Figura 71. Mapa de correlacdo de HSQC da tioureia da fenilalanina (22c)..
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Figura 72. Mapa de correlacdo de HMBC da tioureia da fenilalanina (22c).
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Alcaloides isolados de espécies de  Psychotria

Pirroloinddlicos

Alcaloides Espécie Referéncia
(+)-quimonantina (1) P. colorata VEROTTA et al., 1998.
P. rostrata TAKAYAMA et al., 2004.
P. muscosa VEROTTA et al., 1999.
meso-quimonantina (2) P. forsteriana ADJIBADE et al., 1992.
P. lyciiflora JANNIC et al., 1999.
P. muscosa VEROTTA et al., 1999.
Nb-desmetil-meso-quimonantina (3) P. lyciiflora JANNIC et al., 1999.

hodgkinsina (4) P. oleoides LIBOT et al., 1987; GUERITTE-
VOEGELEIN et al., 1992; JANNIC et
al., 1999.
P. forsteriana ADJIBADE et al., 1992,
P. rostrata LAJIS et al., 1993; TAKAYAMA et al.,

2004..

P. colorata VEROTTA et al., 1998.
P. lyciiflora JANNIC et al., 1999.
P. muscosa VEROTTA et al., 1999.
psicotrimina (5) P. rostrata TAKAYAMA et al., 2004.
qguadrigemina A (6) P. forsteriana BERETZ et al., 1985.
guadrigemina B (7) P. forsteriana BERETZ et al., 1985.
P. rostrata LAJIS et al., 1993; TAKAYAMA et al.,
2004.
P. colorata VEROTTA et al., 1999.
guadrigemina C (8) P. oleoides GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1992;
JANNIC et al., 1999.
P. colorata VEROTTA et al., 1998.
qguadrigemina | (9) P. oleoides JANNIC et al., 1999.
P. pilifera LUO et al, 2012
psicotridina (10) P. oleoides LIBOT et al., 1987; JANNIC et al.,
1999.
P. forsteriana BERETZ et al., 1985; ADJIBADE et
al., 1992,
P HART et al., 1974.

beccarioides

P. colorata VEROTTA et al., 1999.

isopsicotridina A (11) P. oleoides LIBOT et al., 1987.

isopsicotridina B (12) P. oleoides LIBOT et al., 1987; JANNIC et al.,
1999.

isopsicotridina C (13) P. forsteriana BERETZ et al., 1985.

psicopentamina (14) P. rostrata TAKAYAMA et al., 2004.

oleoidina (15) P. oleoides JANNIC et al., 1999.

caledonina (16)

Quinolinicos
(+)-calicantina (17) P. forsteriana ADJIBADE et al., 1992.
P. rostrata LAJIS et al., 1993.
(-)-calicantina (18) P. forsteriana ADJIBADE et al., 1992.
P. rostrata LAJIS et al., 1993; TAKAYAMA et al.,

2004.

. colorata VEROTTA et al., 1998.

. muscosa VEROTTA et al., 1999.

iso-calicantina (19) . forsteriana ADJIBADE et al., 1992,

T| 0|00

. colorata VEROTTA et al., 1998.
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(8-8a),(8'-8'a)- P. colorata VEROTTA et al., 1998.

tetradesidroisocalicantina 3a(R), P. muscosa VEROTTA et al., 1999.

3'a(R) (20)

glomerulatina A (21) P. SOLIS et al., 1997.

glomerulatina B (22) glomerulata

glomerulatina C (23)

calicosidina (24) P. rostrata LAJIS et al., 1993; TAKAYAMA et al.,
2004.

psicoleina (25) P. oleoides GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1992.

psicotripina (26) P. pilifera Ll etal., 2011.

Indolicos monoterpénicos

correantina A (27)

correantina B (28)
20-epi-correantina B (29)
correantina C (30)
correantosideo (31)
10-hidroxicorreantosideo (32)
isodolicantosideo (33)

P. correae

ACHENBACH et al., 1995.

N-desmetilcorreantosideo (34)

estaquiosideo (35)

nor-metil-23-oxo-correantosideo (36)

correantosina E(37)

correantosina F(38)

P.
stachyoides

PIMENTA et al, 2011.

PIMENTA et al., 2010.

braquicerina (39) P. KERBER et al., 2001.

brachyceras

umbelatina ou psicolatina (40) P.umbellata BOTH et al., 2002; KERBER et al.,
2008.

lialosideo (41) P. suterella SANTOS et al., 2001.

naucletina (42)

estrictosamida (43) P. nuda FARIAS et al., 2009.

P. prunifolia FARIA et al., 2010.

P. bahiensis PAUL et al., 2003.
N,B-D-glicopiranosil-vincosamida P. leiocarpa HENRIQUES et al., 2004.

(44)

angustina (45) P. bahiensis PAUL et al., 2003.
(E)- valesiacotamina (46)

(2)-valesiacotamina (47)

5a-carboxiestrictosidina (48) P. bahiensis PAUL et al., 2003.

P.acuminata BERGER et al., 2012.
bahienosida A (49) P. bahiensis PAUL et al., 2003.
bahienosida B (50) P. bahiensis PAUL et al., 2003.

P.acuminata BERGER etal., 2012.
miriantosina A (51) P. myriantha LOPES et al., 2004; SIMOES-PIRES
miriantosina B (52) et al., 2006.
acido estrictosidinico (53) P. myriantha  SIMOES-PIRES et al., 2006; FARIAS

etal., 2012.

P. acuminata

BERGER et al., 2012.

estrictosidina (54)
palicosideo (55)
desoxicordifolina (56)
lagambosideo (57)

(E/Z) valesiacotamina (58)

P. acuminata

BERGER et al., 2012.

prunifoleina (59) P. prunifolia FARIA et al., 2010.
14-oxo-prunifoleina (60)
10-hidroxi-iso-deppeaninol (61) P. prunifolia KATO et al., 2012.

10-hidroxi-antirrina (62)
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N-6xido-10-hidroxi-antirrina (63)

Outros indélicos

N,N-dimetiltriptamina (64) P. suerrensis MURILLO e CASTRO, 2008.

N-metiltriptamina (65)
metil-tetrahidro-B-carbolina (66)

harmano (67) P. viridis CALLAWAY et al., 2003.

psicotriasina (68) P. calocarpa  ZHOUA et al., 2010.

Isoquinolinicos monoterpénicos

klugina (69) P. kluggi MUHAMMAD et al., 2003.

isocefaelina (70)

7’-O-desmetilisocefaelina (71)

7-O-metilipecosideo (72)

cefaelina (73) P. kluggi MUHAMMAD et al., 2003;
P. GARCIA et al., 2005.
ipecacuanha BERNHARD et al, 2011.
P. borucana

ipecosideo (74) P. borucana BERNHARD et al, 2011.

6-O-metil-ipecosideo (75)
6-O-metil-transcefaelosideo (76)
borucosideo (77)

emetina (78) P. GARCIA et al., 2005.
ipecacuanha BERNHARD et al, 2011.
P. borucana
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(+)-quimonantina meso—qui;nonantina N,- desmetimeso-quimonantina
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HN
N
N
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N
Py
_—~NH
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guadrigemina C
8

(n1=1, =2 ou n=2, n=1)
psicotridina isopsicotridina A
10 11
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N
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N Q

H3C\

N
N
SCHs
NH
isopsicotridina B isopsicotridina C
12 13
HsC
N”‘CH3
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14
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N N
H |

(+)-calicantina (-)-calicantina iso-calicantina
19

(8-8a),(8'-8'a)-tetradesidiige-calicantina glomerulatina A glomerulatina B
3aR)é g'aR) 21 22

psicoleina sicotripina
o5 p p
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correantina A correantina C

27 correantina B28 R;= H; R,= CHO 30
20-epi-correantin29 R;=CHO; R=H

NMe
NMe
N H
H eele
.,,,///H ~_©
o—/
2 MeOOC
OGilc
correantoside81 R=H isodolicantoside83

10-hidroxi-correantoside®?2 R= OH

'II/,// 'II////
o—, " o—, M
“0Glc “0Glc
N-desmetilcorreantosideo estaquiosideo nor-metil-23-oxo-correantosideo
34 35 36
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., H o—, H
OGlc OGlc MeOOC
correantosina E correantosina F i ar
37 28 braquicerina

39

COOMe
psicolatina lialosideo naucletina
40 41

42

OGlc OGlc

estrictosamida N,B-D-glicopiranosil vincosamida angustina
43 44 45

(E)- valeiiéacotamina (2)-valesiacotamina 5-carboxiestrictosidina
48
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NR
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HoHS s N S
///"- N 7, s
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acido estrictosidinic63R,R;=H
estrictosidineb4 R=H, R=Me desoxicordifolina lagambosideo
56 57

palicosided5 R=Me, R=H

14-oxo-prunifoleina
60

prunifoleina
59

(E/Z)-valesiacotamina
8

N-6xido-10-hidréxi-antirrina
63

10-hidroéxi-antirrina
62

10-hidroéxi-iso-deppeaninol
61
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N
H
harmano
67

N-metil-triptamina metil-tetrahidroB-carbolina
65 66

N—_
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68

HO
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OR;
isocefaelina’0 R=Me, R=H 7'-O-metilipecosideo cefaelina73 R=H
7'-O-desmetilisocefaelindl R= Rj=H 72 emetina78 R=Me

ipecoside@4 R=H 6-O-metil-trans-cefaelosidet6 R=H
6-O-metilipecoside@5 R=Me borucoside@7 R=Me
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